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Эпигенетическая регуляция – наследственные и ненаследственные изменения экспрессии кон-
кретного гена без каких-либо соответствующих структурных изменений в его нуклеотидной последо-
вательности. Геномный импринтинг – эпигенетический механизм регуляции экспрессии гомологич-
ных генов в зависимости от родительского происхождения, которые в диплоидной клетке млекопита-
ющих экспрессируются моноаллельно. Генетически импринтированный только материнский или
только отцовский геном не в состоянии обеспечить нормальное эмбриональное развитие. Одну из ос-
новных ролей в обеспечении процессов импринтинга играет специфическое метилирование цитозина
в составе CpG-динуклеотидов. Все известные импринтированные гены содержат области дифферен-
циального метилирования ДНК на гомологичных родительских хромосомах, что обязательно для их
моноаллельной экспрессии. Однако сегодня известно, что правильное функционирование импринти-
рованных генов в организме человека обеспечивают не только метилирование ДНК, но и ремоделиро-
вание хроматина, и модификации гистонов, и некодирующие РНК. Структурные и функциональные
нарушения эпигенетических механизмов приводят к так называемым болезням импринтинга.
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ВВЕДЕНИЕ
Геномный импринтинг относится к эпигене-

тическим событиям, так как изменения в экс-
прессии генов обусловлены их родительским
происхождением, а не структурной перестройкой
генетического материала. Таким образом, можно
говорить, что геномный импринтинг – это эпиге-
нетический механизм регуляции экспрессии го-
мологичных генов в процессе развития организма
в зависимости от родительского происхождения
гена, хромосомы или генома. Дифференциальная
экспрессия импринтированных генов зависит от
их материнского или отцовского происхождения,
т.е. в диплоидной клетке млекопитающих они
экспрессируются только с одного аллеля. Генети-
чески импринтированный только материнский

или только отцовский геном не в состоянии обес-
печить нормальное эмбриональное развитие, по-
скольку геном отца определяет развитие плацен-
ты, в то время как геном матери – раннее разви-
тие эмбриональных структур [1, 2]. В то же время
геномный импринтинг наблюдается не только у
млекопитающих (сумчатых и плацентарных), но
и у цветковых растений, и некоторых групп насеко-
мых, что свидетельствует об эволюционной консер-
вативности геномного импринтинга, возникшего в
результате конвергентной эволюции [3].

К основным механизмам геномного имприн-
тинга, обеспечивающего специфическую марки-
ровку родительских аллелей, приводящую к их
моноаллельной экспрессии, относят аллель-спе-
цифическое метилирование ДНК – наиболее

Сокращения: днРНК – длинная некодирующая РНК; ОРД – однородительская дисомия; AS-IC – центр импринтинга
синдрома Ангельмана; BP – Break Point (точки разрыва при делециях хромосомы); DMR – Differentially Methylated Regions
(дифференциально метилированные районы); GOM – Gain of Methylation (приобретенное/новое метилирование); IC –
Imprinting Centre (центр импринтинга); LOM – Loss of Methylation (потеря метилирования); MLID – Multi-locus Imprinting
Disturbances (множественные аномалии метилирования импринтированных районов); PWS-IC – центр импринтинга син-
дрома Прадера–Вилли; мяРНК – малая ядрышковая РНК; miРНК – микроРНК.
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изученную эпигенетическую модификацию, ко-
торой отводят основную роль в процессах им-
принтинга. Все известные импринтированные
гены содержат области различного (дифференци-
ального) метилирования на двух родительских
хромосомах, причем эти различия обязательны
для их моноаллельной экспрессии [4]. Диффе-
ренциально метилированные районы (differen-
tially methylated regions – DMR), как правило,
соответствуют так называемым регуляторным
центрам импринтинга (Imprinting Centre – IC).
Функциональная активность импринтирован-
ных генов определяется не только метилирова-
нием, но и в значительной степени структурной
организацией хроматина [5, 6]. Практически все
дифференциально метилированные импринти-
рованные районы перекрываются с участками
ДНК, с которых транскрибируются некодирую-
щие и антисмысловые РНК, осуществляющие
регуляторные функции в импринтированных
районах [7–10].

К основным механизмам, приводящим к ано-
мальному функционированию импринтирован-
ных генов и районов относятся: 1) мутации генов;
2) структурные перестройки хромосом, представ-
ленные, как правило, делециями и дупликациями;
3) однородительская дисомия (ОРД) по определен-
ным хромосомам или их участкам; 4) собственно
аномалии импринтинга, вызванные эпимутация-
ми [11] и 5) функциональные аномалии эпитран-
скриптома, представленные нарушением функци-
онирования некодирующих РНК [10].

В настоящее время известно около 150 им-
принтированных генов человека, имеющих тка-
неспецифическую моноаллельную экспрессию,
хотя предполагают, что их может быть не менее
200 [4, 12, 13]. При этом насчитывается примерно
17 синдромов, связанных с аномальной работой
импринтированных генов. Особый интерес вы-
зывают несиндромальные состояния, связанные
с множественными аномалиями метилирования
импринтированных районов и генов (multilocus
imprinting disturbances – MLID). По-видимому, в
эпитранскриптоме существует система реци-
прокного контроля, которая связывает работу не-
кодирующих РНК импринтированных районов,
что в ряде случаев приводит к перекрыванию фе-
нотипических проявлений болезней импринтин-
га [9, 14]. Кроме того, у пациентов с несиндро-
мальной патологией часто обнаруживают мате-
ринскую или отцовскую ОРД как сегментную,
так и хромосомную [15, 16]. А в ряде случаев пере-
крывание фенотипических проявлений зависит
от MLID, вызванных мутациями в генах, устанав-
ливающих или поддерживающих специфическое
аллельное метилирование в регуляторных райо-
нах, подверженных импринтингу [17, 18].

Практически каждая хромосома человека со-
держит гены или районы, дифференциально ме-
тилированные и экспрессируемые моноаллельно
в той или иной ткани и/или в том или ином пери-
оде онтогенетического развития. Известно, что
метилирование генов в гаметах, плаценте и на са-
мых ранних этапах эмбрионального развития
значительно отличается от метилирования и экс-
прессии в тканях взрослого организма. В настоя-
щем обзоре основное внимание уделено диффе-
ренциально метилированным и моноаллельно
экспрессируемым импринтированным генам и
хромосомным районам, нарушение которых (как
структурное, так и функциональное), приводит к
определенным патологическим состояниям, на-
зываемым синдромами, или болезнями имприн-
тинга.

ИМПРИНТИРОВАННЫЕ ХРОМОСОМНЫЕ 
РАЙОНЫ И ГЕНЫ, ПАТОЛОГИЯ КОТОРЫХ 
ПРИВОДИТ К БОЛЕЗНЯМ ИМПРИНТИНГА

Импринтированный район хромосомы 6q24.2
и транзиторный неонатальный сахарный диабет

Транзиторный неонатальный сахарный диабет
(OMIM #601410) – редкое заболевание новорож-
денных с рядом определенных клинических при-
знаков (табл. 1) [19]. Транзиторный неонатальный
сахарный диабет типа 1 возникает в результате ано-
мальной экспрессии импринтированного гена
PLAGL1, локализованного в районе хромосомы
6q24.2. Обнаружение нескольких спорадических
случаев транзиторного неонатального сахарного
диабета с отцовской ОРД по хромосоме 6 позволи-
ло предположить, что заболевание связано либо с
экспрессией двойной дозы отцовских импринти-
рованных генов, либо с отсутствием их экспрессии
на материнской хромосоме. В небольшом числе
описанных семейных случаев выявлено исключи-
тельно отцовское наследование, ассоциированное
с дупликацией района хромосомы 6q24 [20]. Наи-
меньший размер дупликаций, определенный с по-
мощью молекулярного анализа таких семей, со-
ставил 500 т.п.н. [21].

Ген PLAGL1 регулирует транскрипцию и явля-
ется геном-супрессором опухолевого роста [22].
Белок, кодируемый этим геном, имеет мотив
цинкового пальца и индуцирует транскрипцию
гена PACAP1-R (ADCYAP1R1), который кодирует
рецептор полипептида, активирующего адени-
латциклазу гипофиза, усиливает секрецию инсу-
лина и регулирует работу β-клеток поджелудоч-
ной железы. Сверхэкспрессия PLAGL1 приводит
к аномальному функционированию этих клеток
[23]. PLAGL1 состоит из 12 экзонов и экспресси-
руется с четырех различных промоторов, в ре-
зультате чего образуются четыре изоформы бел-
ка. Транскрипты с промоторов 2, 3 и 4 синтезиру-
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Таблица 1. Импринтированные районы хромосом человека, основные клинические признаки и молекулярная
патология, приводящая к болезням импринтинга

Синдром/
заболевание

Основные клинические признаки
и частота в популяции

Молекулярная патология,
частота выявления

Импринтированный район хромосомы 6q24.2

Транзиторный нео-
натальный сахарный 
диабет
(OMIM #601410)

В раннем неонатальном периоде выявляются: 
гипергликемия, глюкозурия, дегидратация орга-
низма и задержка развития. Необходимость инсу-
линотерапии исчезает в течение 6 недель, но у 
пациентов остается предрасположенность к раз-
витию сахарного диабета типа 2 во взрослой 
жизни. Частота составляет 1 : 300000–500000 
новорожденных

1) Отцовская ОРД хромосомы
6 – 35–40%;
2) Отцовская дупликация
6q24 – 30–40%;
3) Потеря метилирования IC PLAGL1 
материнского аллеля – 20–30%;
4) Мутации ZFP57 и других генов, 
приводящих к MLID – 30–50%

Импринтированный район хромосомы 8q24.3

Синдром Бирка–
Барела
(OMIM #612292)

Тяжелая гипотония новорожденных, проявляю-
щаяся снижением подвижности, вялостью, сла-
бым плачем, серьезными трудностями при 
вскармливании в результате плохого сосания, 
преходящая гипогликемия, контрактуры суста-
вов, долихоцефалия, битемпоральное сужение, 
расщелина неба, микроретрогнатия, короткий 
фильтр, нависающая верхняя губа, задержка раз-
вития и умственная отсталость различной степени 
выраженности. Дисфагия от твердой пищи может 
сохраняться до полового созревания. Частота 
неизвестна

Миссенс-мутации материнского 
аллеля KCNK9/TASK3

Импринтированный район хромосомы 11p15.5

Синдром Беквита–
Видеманна
(OMIM #130650)

Гигантизм (средняя масса тела при рождении 
более 3900 г), пупочная грыжа, макроглоссия 
гипоплазия средней трети лица и верхней челю-
сти, гемангиомы на лбу, прогнатизм, вертикаль-
ные складки/бороздки на мочках, полулунные 
вдавления на задней поверхности завитков ушных 
раковин, пигментные невусы на коже лица и 
затылка, долихоцефалия, гипогликемия новорож-
денных, умственная отсталость в 15% случаев. 
Висцеромегалия и повышенная предрасположен-
ность к возникновению опухолей: нефробла-
стомы – 59%, карциномы надпочечников – 15%, 
гепатобластомы – 2%, гемигипертрофия – 12.5%, 
а у пациентов с новообразованиями – почти в 
50%. Частотота составляет 1 : 10000–15000 ново-
рожденных

1) Потеря метилирования в IC2 
(KCNQ1OT1) – 50%;
2) Отцовская мозаичная сегментная 
ОРД хромосомы 11 – 20%;
3) Нарушение метилирования IC1, 
приводящее к метилированию Н19 
на материнской хромосоме и биал-
лельной экспрессии IGF2– 5–10%;
4) Материнские мутации, инактиви-
рующие CDKN1C – 5–10%;
5) Хромосомные перестройки 
(дупликации, транслокации, инвер-
сии, делеции) 11p15.5 – 1%;
6) MLID – 25%
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Синдром Рассела–
Сильвера
(OMIM #180860)

Карликовость, псевдогидроцефалия (визуальное 
преобладание мозговой части черепа над лице-
вой), треугольный контур лица с высоким лбом и 
мелкими чертами, асимметрия лица, опущенные 
углы рта, микрогнатия и микрогения, голубые 
склеры, клинодактилия мизинцев и синдактилия 
II и III пальца, гемигипертрофия конечностей, 
тенденция к развитию злокачественных опухолей: 
гепатоклеточной карциномы, семиномы, кранио-
фарингеомы и опухоли Вильмса. Отмечаются реци-
дивирующие гипогликемические состояния и 
инсулинорезистентность в зрелом возрасте. Частота 
составляет 1 : 75 000–100 000 новорожденных

1) Потеря метилирования IC1 на 
отцовской хромосоме, что приводит 
к биаллельной экспрессии Н19 – 40–
60%;
2) Материнская ОРД 11p15 – редко;
3) Точковые мутации в генах 
CDKN1C, IGF2, HMGA2, PLAG1 – 
единичные случаи;
4) Метилирования IC2 на отцовской 
хромосоме – редко;
5) MLID – 7–10%;
6) Изодисомия/материнская дупли-
кация и гетеродисомия материн-
ского происхождения хромосомы 7 – 
5–10%

Синдром задержки 
внутриутробного раз-
вития, метафизарной 
дисплазии, врожден-
ной гипоплазии над-
почечников и 
аномалий половых 
органов – IMAGe 
(OMIM #614732)

Сходный с синдромом Рассела–Сильвера фено-
тип, метафизарная дисплазия, врожденная гипо-
плазия надпочечников с надпочечниковой 
недостаточностью, часто выявляются двусторон-
ний крипторхизм, микропенис и гипогонадотроп-
ный гипогонадизм. Частота неизвестна

Миссенс-мутации в материнском 
аллеле гена CDKN1C

Импринтированный район хромосомы 13q14.3

Ретинобластома 
(ОMIM #180200)

Злокачественная опухоль сетчатки глаза, состав-
ляющая 3% всех опухолей детского возраста. Опу-
холь возникает из клеток-предшественников 
колбочек с частотой 1 : 16000–18000 новорожден-
ных и характеризуется высокой степенью злока-
чественности, инвазивностью и способностью 
быстро метастазировать в соседние органы и 
ткани. Причина – биаллельная инактивация гена-
супрессора RB1 в клетках опухоли. При споради-
ческой ретинобластоме, которая составляет 60% 
случаев, обе мутации являются соматическими; 
эта форма, как правило, односторонняя и диагно-
стируется после 2 лет. Наследственная ретинобла-
стома манифестирует, в среднем, до 1 года и носит 
в большинстве случаев мультифокальный и била-
теральный характер. Заболевание наследуется 
аутосомно-доминантно с пенетрантностью более 
90%. У носителей герминальной мутации повы-
шен риск развития других первичных опухолей 
различной локализации

1) Метилирование импринтирован-
ного района в интроне 2 RB1
на материнском аллеле;
2) Экспрессия альтернативного 
транскрипта RB1 с неметилирован-
ного отцовского аллеля

Синдром/
заболевание

Основные клинические признаки
и частота в популяции

Молекулярная патология,
частота выявления

Таблица 1. Продолжение
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Импринтированный район хромосомы 14q32.2

Синдром Темпл
(OMIM #616222)

Пренатальная и постнатальная задержка роста, 
гипотония, трудности вскармливания, задержка 
моторного развития, слабость суставов, ожире-
ние нижней части туловища, признаки дисморфо-
генеза (широкий лоб, короткий нос с широким 
кончиком, микроакрия), раннее начало полового 
созревания. Частота неизвестна

1) Материнская ОРД по хромосоме 
14 – 72–78%;
2) Изолированная потеря метилиро-
вания в районе MEG3-DMR – 12–
20%;
3) Делеции 14q32.2 отцовского про-
исхождения – 10%

Синдром Кагами–
Огата (OMIM 
#608149)

Крупные размеры плода, многоводие, плаценто-
мегалия, сниженный/отсутствующий сосатель-
ный рефлекс и гиповентиляция в неонатальном 
периоде, дефекты брюшной стенки, начиная от 
омфалоцеле до диастаза прямой кишки, специфи-
ческие признаки дисэмбриогенеза (полные щеки, 
вдавленная переносица, микрогнатия, короткая 
складчатая шея и выступающий фильтр), малень-
кая колоколообразная грудная клетка (патогно-
моничный признак) с ребрами, похожими на 
вешалку для одежды, и различной степени выра-
женности задержка развития и умственная отста-
лость. Повышенный риск развития 
гепатобластомы. Неонатальная смертность до 20–
25%. Частота неизвестна

1) Отцовская ОРД по хромосоме 14–
65%;
2) Микроделеции импринтирован-
ного района 14q32.2 на материнской 
хромосоме – 20%;
3) Гиперметилирование MEG3-DMR 
на материнской хромосоме – 15%

Импринтированный район хромосомы 15(q11.2–q13)

Cиндром Прадера–
Вилли
(OMIM #176 270)

Ожирение, неконтролируемая гиперфагия, 
мышечная гипотензия, низкий рост, гипогона-
дизм, умственная отсталость различной степени 
выраженности, гипопигментация, признаки дис-
эмбриогенеза (долихоцефалия, миндалевидный 
разрез глазных щелей, гипертелоризм, эпикант, 
микрогнатия, рыбообразный рот, высокое небо, 
диспластичные ушные раковины, акромикрия, 
аномалии дерматоглифики и др.), широкий кли-
нический полиморфизм. Частота составляет
1 : 10000–25000 новорожденных

1) Протяженные делеции отцовской 
хромосомы 15(q11.2–q13) – 65–75%;
2) Материнская ОРД – 20–30%;
3) Эпимутации в результате микро-
делеций IC или невозможность пере-
ключения импринта в гаметогенезе – 
1–2.5%

Синдром Ангельмана 
(OMIM #105 830)

Микробрахицефалия с уплощенным затылком, 
большая нижняя челюсть, приоткрытый рот с 
выступающим языком, макростомия, редко рас-
тущие зубы, гипопигментация. Из неврологиче-
ских нарушений наиболее характерны задержка 
умственного и моторного развития, атаксия, 
гипотензия, судорожная готовность, гиперре-
флексия и гиперкинезия (приступы неконтроли-
руемого смеха, хлопанье в ладоши и 
специфическое выражение лица). Частота состав-
ляет 1 : 12000–20000

1) Протяженные делеции материн-
ской хромосомы 15(q11.2–q13) – 
65–75%;
2) Отцовская ОРД – 3–7%;
3) Эпимутации в результате микро-
делеций IC или невозможность пере-
ключения импринта в гаметогенезе – 
2–5%;
4) Мутации UBE3A материнского 
аллеля – 10–15%

Синдром/
заболевание

Основные клинические признаки
и частота в популяции

Молекулярная патология,
частота выявления

Таблица 1. Продолжение
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Синдром Шаафа–
Янга (OMIM #615547)

Синдром характеризуется гипотонией новорожден-
ных, задержкой развития и умственной отстало-
стью, гипогонадизмом, аутистическим поведением 
и контрактурами суставов, типичные проявления 
синдрома Прадера–Вилли, такие как гиперфагия и 
ожирение, обычно отсутствуют и фенотипическое 
сходство с синдромом Прадера–Вилли ограничива-
ется неонатальным периодом. Частота неизвестна

Нонсенс- и миссенс-мутации отцов-
ского аллеля гена MAGEL2

Синдром централь-
ного преждевремен-
ного полового 
созревания типа 2 
(OMIM #615346)

Гонадотропинзависимое преждевременное поло-
вое созревание (до 6-летнего возраста у девочек и 
8-летнего – у мальчиков) характеризуется преж-
девременной активацией репродуктивной оси, 
ранним развитием молочных желез или увеличе-
нием яичек, ускоренным ростом и увеличенным 
костным возрастом. Частота неизвестна

Гетерозиготные инактивирующие 
мутации отцовского аллеля гена 
MKRN3/ZFP127

Импринтированный район хромосомы 20q13.2

Псевдогипопарати-
реоз типа 1A
(OMIM #103580)

Генерализованная гормонорезистентность раз-
личной степени, умственная отсталость, ожире-
ние, связанное со снижением энергетических 
затрат в состоянии покоя, наследственная остео-
дистрофия Олбрайт проявляющаяся низкоросло-
стью, округлым лицом, подкожными 
оссификатами, брахидактилией и другими скелет-
ными аномалиями. Частота неизвестна

Мутации с потерей функции в мате-
ринском аллеле гена GNAS – 100%

Псевдогипопарати-
реоз типа 1B
(OMIM #603233)

Изолированная почечная резистентность к парат-
гормону и, в некоторых случаях, к тиреотропному 
гормону. У таких пациентов редко обнаружива-
ется фенотип остеодистрофии Олбрайт. Частота 
неизвестна

1) Потеря метилирования в GNAS 
A/B DMR– 2%, всех DMR – 42.5%;
2) Отцовская ОРД хромосомы 
20q13.2 – 2.5–10%;
3) Дупликации и делеции в локусе 
GNAS – редко;
4) Материнские делеции 20q13.2 – 
(8.5%);
5) MLID – 12.5%

Псевдопсевдогипопа-
ратиреоз
(OMIM #612463)

Фенотип остеодистрофии Олбрайт без сопутству-
ющих эндокринных нарушений. Частота неиз-
вестна

Мутации с потерей функции в отцов-
ском аллеле гена GNAS – 100%

Прогрессирующая 
костная гетероплазия 
(OMIM#166350)

Подкожная оссификация, появляющаяся в детском 
возрасте и прогрессирующая с возрастом, с вовлече-
нием подкожных и более глубоких соединительных 
тканей. Остеодистрофия Олбрайт или гормонорези-
стентность отсутствуют. Частота неизвестна

Мутации с потерей функции в отцов-
ском аллеле гена GNAS – 100%

Синдром Мулчан-
дани–Божж–Конлин
(ОМIМ #617352)

Пренатальная и постнатальная задержка роста, 
экстремальные сложности вскармливания, 
вызванные невозможностью сосания в первые 
годы жизни, микроцефалия, признаки дисморфо-
генеза, напоминающие синдром Рассела–Силь-
вера, задержка умственного развития. Частота 
неизвестна

Материнская ОРД 20–100%

Синдром/
заболевание

Основные клинические признаки
и частота в популяции

Молекулярная патология,
частота выявления

Таблица 1. Окончание
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ются биаллельно, только с отцовского аллеля
экспрессируется транскрипт с промотора 1 (Р1),
который перекрывается с DMR и центром им-
принтинга (IC) [24]. Кроме того, PLAGL1 регули-
рует работу ряда импринтированных и не им-
принтированных генов, таких как IGF2, H19,
SLC2A4, CDKN1C и PPARγ1, вовлеченных в про-
цессы клеточного роста и метаболизма [25].

Еще один ген этого локуса – HYMAI – кодиру-
ет длинную некодирующую РНК (днРНК). Ген
HYMAI состоит из одного экзона и имеет пере-
крывающийся с транскриптом гена PLAGL1 сайт
старта транскрипции в IC/P1. Поэтому статус
метилирования IC/P1 регулирует как экспрес-
сию HYMAI, так и определенных транскриптов
PLAGL1. DMR/IC, метилированный на материн-
ской хромосоме и неметилированный на отцов-
ской хромосоме, регулирует оба импринтирован-
ных гена – PLAGL1 и HYMAI, которые активно
экспрессируются в поджелудочной железе [26].

Обычно отцовский IC/P1 гипометилирован, а
материнский гиперметилирован, следовательно,
транскрипты HYMAI и PLAGL1, регулируемые
IC/P1, экспрессируются с отцовского аллеля. По-
этому транзиторный неонатальный сахарный
диабет типа 1 возникает в результате отцовской
ОРД хромосомы 6 в 35–40% случаев, дупликации
6q24 – в 35–40%, и аномалий метилирования IC
(эпимутация) материнского аллеля в 6q24 – в 20–
28% случаев. Потеря метилирования материнского
аллеля у пациентов с таким диабетом сопровожда-
ется повышенным индексом массы тела [19].

Еще одна причина развития транзиторного нео-
натального сахарного диабета – мутации гена
ZFP57, расположенного в районе хромосомы 6p22.1
и кодирующего фактор транскрипции, участвую-
щий в поддержании корректного метилирования в
импринтированных локусах; эти мутации встреча-
ются редко, они описаны в 14 случаях транзитор-
ного неонатального сахарного диабета [27]. Более
подробно функции и роль ZFP57 рассмотрены в
разделе “Множественные аномалии метилирова-
ния импринтированных регуляторных районов”.

Известно не более 20 случаев ОРД материн-
ского происхождения по хромосоме 6. Эти ОРД
не сопровождались какими-либо характерными
патологическими признаками, за исключением
внутриутробной задержки развития [28].

Импринтированный локус PEG13-KCNK9
в районе хромосомы 8q24.3 и синдром Бирка–Барела

В хромосомном районе 8q24.3 картирован
импринтированный локус PEG13–KCNK9, со-
держащий два импринтированных гена, кото-
рые экспрессируются преимущественно в голов-
ном мозге – PEG13 и KCNK9. Ген PEG13, лока-
лизованный в интроне неимпринтированного

гена TRAPPC9, экспрессируется с отцовского
аллеля с образованием длинного некодирующе-
го транскрипта, который начинается в районе
DMR материнского аллеля. Этот DMR связывает
комплекс CTCF-когезин, который выполняет
функцию метилчувствительного блокатора эн-
хансеров на неметилированном отцовском алле-
ле [29]. Ген KCNK9/TASK3 экспрессируется с ма-
теринского аллеля, кодирует белок подсемейства
калиевых каналов с двумя поровыми доменами.
Этот белок представлен в различных тканях, осо-
бенно в головном мозге, где участвует в миграции
кортикальных пирамидных нейронов [30]. Реци-
прокная экспрессия этих генов регулируется мате-
ринским DMR, расположенным внутри PEG13.
Также обнаружены петли хроматина с классиче-
ской модификацией гистонов (H3K4me1, H3K27ac)
для энхансерных районов между энхансерной обла-
стью, расположенной в интроне 17 гена TRAPPC9,
и промоторными районами KCNK9 и PEG13 в
тканях мозга, свидетельствующих о взаимной ре-
гуляции аллельной экспрессии транскриптов
PEG13 и KCNK9 [29, 31].

Синдром Бирка–Барела (OMIM #612292) харак-
теризуется множественными признаками дис-
эмбриогенеза и задержкой умственного и физи-
ческого развития (табл. 1) [32]. Это заболевание,
как правило, вызвано материнской специфиче-
ской миссенс-мутацией (c.770G> A или 770G> С,
p.Gly236Arg) [33]. Но недавно была описана новая
мутация c.710C > A: p.Ala237Asp в материнской ко-
пии гена KCNK9 [34]. Кроме того, выявлена пол-
ная потеря материнского аллеля гена в результате
комплексной структурной перестройки хромосомы
8 с вовлечением импринтированного района [35].

Молекулярная организация импринтированного 
района хромосомы 11p15.5 и гены, вовлеченные

в формирование фенотипических признаков 
синдромов Беквита–Видеманна,

Рассела–Сильвера и IMAGe

Хромосомный район 11р15.5 содержит кластер
импринтированных генов, перемежающихся не-
импринтированными. Несколько импринтиро-
ванных генов и их регуляторные районы вносят
принципиальный вклад в формирование феноти-
пов синдрома Беквита–Видеманна и синдрома
Рассела–Сильвера.

Ген CDKN1C/Р57KIP2 кодирует ингибитор цик-
линзависимой киназы, относящейся к семейству
CIP регуляторов клеточного цикла. Ген служит
негативным регулятором клеточного цикла, он
экспрессируется с материнской хромосомы, а его
сверхэкспрессия может останавливать клеточный
цикл на границе G1 [36, 37].

Ген KCNQ1 кодирует калиевый канал, экс-
прессируется практически во всех тканях с мате-
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ринского аллеля, а биаллельно – только в сердеч-
ной мышце. Известны четыре изоформы его тран-
скриптов. Первая форма транскрибируется только
с материнского аллеля (она обнаружена в боль-
шинстве тканей), вторая транскрибируется биал-
лельно в сердечной мышце, а третья и четвертая
формы не транслируются [38].

В интроне 10 гена KCNQ1 обнаружен ген
KCNQ1OT1/LIT1, экспрессирующийся с ан-
тисмысловой цепи отцовской хромосомы и коди-
рующий днРНК [39]. Эта днРНК может взаимо-
действовать с хроматином, обогащенным триме-
тилированными остатками лизина в положении 9
и 27 (H3K9 и H3K27), а также с H3K9- и H3K27-
специфическими гистон-метилтрансферазами
G9a, EHMT2 и репрессирующим комплексом
polycomb-2. KCNQ1OT1 может приводить к спе-
цифической инактивации транскрипции сосед-
них генов посредством рекрутирования комплек-
сов ремоделирования хроматина и поддерживать
такое состояние в течение нескольких клеточных
делений [40, 41].

Ген IGF2 кодирует фетальный ростовой фак-
тор, который служит митогеном практически для
всех типов клеток, но специфически модулирует
рост и дифференцировку мышечных клеток.
IGF2 содержит 9 экзонов, из которых только эк-
зоны 7–9 кодирующие, имеет пять промоторных
областей (P1, P0, P2, P3 и P4), расположенных в
экзонах 1, 2, 4, 5 и 6 соответственно, и четыре
CpG-островка, последний из которых перекры-
вает кодирующую область экзона 9. И в эмбрио-
нальных, и в зрелых тканях он экспрессируется
только с отцовской хромосомы [42].

Ген H19 экспрессируется с материнской хро-
мосомы и кодирует днРНК, которая связана с по-
давлением роста, задержкой роста плаценты, ре-
гуляцией клеточного цикла, канцерогенезом и
метастазированием [43]. Изучение метилирова-
ния гена в ходе эмбриогенеза выявило его биал-
лельный паттерн до 10 недели беременности, по-
сле чего оно становится исключительно материн-
ским и не влияет на аллель-специфичность или
уровень экспрессии IGF2 [44].

Структурно-функциональная организация центров 
импринтинга IC1 и IC2 хромосомного

района 11р15.5

Гены H19 и IGF2 тесно сцеплены, а их экс-
прессию регулирует общий энхансер, располо-
женный в 3′-области H19 [45]. Общий энхансер
регулирует транскрипцию днРНК H19 и внутри-
генной микроРНК miR-675 на материнской хро-
мосоме, IGF2 и внутригенной miR-483 – на от-
цовской хромосоме. IC1 – DMR H19–IGF2, со-
держит тандемные повторы и связывает факторы
транскрипции CTCF, POU5F1 и SOX2, которые

поддерживают материнский аллель в неметили-
рованном состоянии, что способствует инактива-
ции экспрессии IGF2. В то же время ZFP57 под-
держивает метилированное состояние IC1 отцов-
ского аллеля и, соответственно, он не способен
связывать CTCF и не препятствует возможной
активации IGF2 энхансером на отцовской хромо-
соме [4, 45]. Белок CTCF блокирует передачу сиг-
налов от энхансеров к промоторным районам ге-
нов, он необходим для нормального функциони-
рования эпигенетической метки [46]. Кроме того,
IC1 характеризуется различным состоянием хро-
матина на родительских хромосомах – присут-
ствием репрессирующих меток гистонов 3 и 4
(H3K9me2, H3K9me3 и H4K20me3) на метилиро-
ванном аллеле и активированным состоянием
хроматина, ди- и три-метилированными остатка-
ми лизина гистона 3 и 4 (H3K4me2 и H3K4me3)
на неметилированном аллеле [47]. Вторичные
DMR – промотор H19, IGF2 DMR0 и IGF2 DMR2 –
метилированы на отцовской хромосоме [4, 42].
IGF2 DMR0 метилирован на отцовской хромосо-
ме и обладает свойствами сайленсера, который в
активном состоянии блокирует экспрессию IGF2
на материнской хромосоме в тканях мезодер-
мального происхождения, исключая мышцы.
Если делеция этого района унаследована от матери,
то блокирующий IGF2 эффект отсутствует – ген
экспрессируется биаллельно, происходит поте-
ря импринтинга. Если делеция имеет отцовское
происхождение, то транскрипция отцовского
аллеля IGF2 не нарушена. В районе локализации
miR-483 в IGF2 имеется еще один регуляторный
элемент, обладающий свойствами сайленсера –
DMR2. В результате его делеции на материнской
хромосоме возникает биаллельная экспрессия
IGF2 преимущественно в мышцах особенно в
мышцах языка, что приводит к макроглоссии. Де-
леция DMR2 на отцовской хромосоме не изменя-
ет степень экспрессии IGF2 [48].

Второй регуляторный район – IC2, представ-
ленный DMR, расположен в интроне 10 гена
KCNQ1 перед сайтом старта транскрипции
KCNQ1OT1/LIT1, который транскрибируется с
антисмысловой цепи только отцовского аллеля
[49]. Показано, что днРНК KCNQ1OT1 подавля-
ет экспрессию кодирующих генов in cis в этом рай-
оне, т.е. инактивирует экспрессию генов KCNQ1 и
Р57KIP, которые экспрессируются с материнско-
го аллеля [50]. Метилирование IC2 и инактива-
ция промотора KCNQ1OT1 на материнской хро-
мосоме поддерживается за счет связывания с
ZFP57 [4]. В результате эпимутации наблюдается
аномальная экспрессия KCNQ1OT1 с материн-
ской хромосомы, что приводит к биаллельной
инактивации KCNQ1 и Р57KIP и патологическому
фенотипу [51]. Таким образом, импринтирован-
ный район хромосомы 11р15.5 содержит два IC, на-
ходящихся на расстоянии порядка 600 т.п.н., а на-
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рушение их функционирования приводят к син-
дромам Беквита–Видеманна или Рассела–
Сильвера.

Синдром Беквита–Видеманна (OMIM #130650) –
распространенное заболевание c характерным
фенотипом и частотой 1 : 10000–15000 новорож-
денных (табл. 1) [51, 52].

Молекулярно-генетические и эпигенетиче-
ские нарушения удается выявить у 80–85% инди-
видов с синдромом Беквита–Видеманна. Не ме-
нее 50% случаев этого синдрома связаны с поте-
рей метилирования (loss of methylation – LOM)
материнского аллеля IC2 (IC2-LOM), что приво-
дит к снижению экспрессии CDKN1C и KCNQ1.
IC2-LOM обычно является спорадической пер-
вичной эпигенетической аномалией, однако опи-
саны редкие семейные случаи, когда мутации вы-
зывали вторичное гипометилирование [51, 53,
54]. В последнее время растет доля пациентов с
IC2-LOM, у которых нарушено метилирование
других импринтированных локусов, что приво-
дит к появлению дополнительных фенотипиче-
ских признаков [55] (см. раздел “Множественные
аномалии метилирования импринтированных
регуляторных районов”).

Отцовская сегментная ОРД хромосомы 11, в
том числе и мозаичная, встречается не менее чем
в 20% случаев заболевания и приводит к наруше-
нию экспрессии обоих кластеров генов: IC2-LOM
и приобретенное/новое метилирование (gain of
methylation – GOM) в IC1 (IC1-GOM), инактиви-
рующее Н19 на материнской хромосоме. Полная
ОРД хромосомы 11 обнаруживается достаточно
часто и связана с высоким риском развития опу-
холей [54, 56].

Нарушение метилирования IC1-GOM приво-
дит к биаллельной экспрессии гена IGF2, кото-
рый в норме экспрессируется только с отцовской
хромосомы, и отсутствию экспрессии гена Н19 с
материнской хромосомы. IC1-GOM выявляется у
5–10% пациентов с синдромом Беквита–Виде-
манна, а микроделеции, захватывающие сайт
связывания OCT4/SOX2, локализованный внут-
ри IC1, приводят к развитию синдрома Беквита–
Видеманна, наследуемому по материнской линии
[51, 53, 54]. У мышей с делецией H19 возникает
эпигенетическое нарушение регуляции экспрес-
сии гена IGF2, которое выражается в увеличении
размеров тела и экзомфалозе [57, 58].

Мутации, инактивирующие функцию CDKN1C и
ответственные за передачу синдрома Беквита–
Видеманна по материнской линии, составляют
5–10% всех случаев этого заболевания. Мутации
этого гена обнаруживают почти в 40% семейных
случаев синдрома Беквита–Видеманна, а в спо-
радических – не более чем в 5% [53, 59].

Около 1% случаев синдрома Беквита–Видеман-
на связаны с перестройками (дупликации, транс-

локации, инверсии, делеции) хромосомного райо-
на 11p15.5, что приводит к вторичному наруше-
нию метилирования в IC – IC2-LOM и IC1-GOM
[60]. Около 15% клинически диагностированных
случаев синдрома Беквита–Видеманна не имеют
никакой установленной молекулярной патоло-
гии, которую можно выявить с помощью обыч-
ных молекулярно-генетических методов. Однако
при использовании новых методов секвенирова-
ния и анализе других тканей (буккальный эпите-
лий, фибробласты кожи) все чаще обнаруживает-
ся низкий уровень соматического мозаицизма
указанных аномалий метилирования [53].

Молекулярные подтипы синдрома Беквита–
Видеманна характеризуются градиентом вероятно-
сти развития опухолей и отображают различные
гистотипы, позволяющие дифференцировать про-
токолы наблюдения в соответствии с эпигеноти-
пом. Это особенно важно для раннего обнаруже-
ния опухолей, ассоциированных с синдромом Бек-
вита–Видеманна [51]. Биаллельную экспрессию
IGF2 часто обнаруживают в нефробластомах, раб-
домиосаркомах, карциномах кортикального слоя
надпочечников и других эмбриональных опухо-
лях, характерных для синдрома Беквита–Виде-
манна. Сверхэкспрессия этого гена у трансген-
ных мышей вызывает увеличение размеров тела,
макроглоссию, органомегалию и появление опу-
холей [57, 61]. Действительно, установлено, что в
20% опухолей присутствует ОРД и аномалии ме-
тилирования IC1 и IC2. Изолированная IC1-
GOM Н19 отмечена у 7% больных, а изолирован-
ная IC2-LOM KCNQ1OT1 зарегистрирована в
55% случаев. В последней группе больных опухоли
не обнаружены, тогда как пациенты с IC1-GOM
или отцовской ОРД в 33% случаев имели новообра-
зования, характерные для синдрома [54].

Синдром Рассела–Сильвера (OMIM #180860)
принадлежит к категории относительно распро-
страненных наследственных болезней, его часто-
та в различных популяциях достигает 1 : 75000–
1 : 100000 новорожденных. Основные диагно-
стические признаки синдрома Рассела–Сильве-
ра: малые размеры и относительная макроцефалия
при рождении, признаки дисморфогенеза и др.
(табл. 1) [62, 63].

Поскольку синдром характеризуется призна-
ками дисэмбриогенеза, задержкой умственного и
физического развития, первым шагом в поиске
его причин стал хромосомный анализ. Действи-
тельно, в ряде случаев обнаружены различные не-
специфические хромосомные аномалии: транс-
локации и инверсии, частичные трисомии длин-
ного плеча хромосомы 1q42, делеция 8(q11–q12),
13(q22–q32), 18р и др. [64]. Описано несколько
случаев кольцевой хромосомы 15 с делецией рай-
она 15q26.3, в котором картирован ген IGF1R.
Изолированные делеции этого гена сопровожда-
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ются сильным отставанием в росте, формирова-
нием треугольного лица, клинодактилией, мик-
рогнатией, микроцефалией и умственной отстало-
стью, но мутации гена при синдроме Рассела–
Сильвера не обнаружены [65]. У пациентов с фено-
типом, сходным с синдромом Рассела–Сильвера,
выявлено несколько сбалансированных трансло-
каций с одной из точек разрыва в хромосоме
17(q24–q25). В этом районе расположен кластер ге-
нов гормона роста; их делеции обнаружены у па-
циентов без явных синдромальных нарушений
[64, 66].

До тех пор, пока не были описаны две мате-
ринские микродупликации хромосомного райо-
на 11p15.5 с контрастирующими фенотипами, ни-
кто не предполагал, что изменения этой области
могут быть причиной еще одного синдрома. В пер-
вом случае инвертированная дупликация материн-
ской хромосомы 11p15 размером 1.2 млн.п.н. при-
вела к синдрому Рассела–Сильвера. Дупликация
включала весь кластер импринтированных генов
11p15.5, наблюдалось также гиперметилирование
CpG по всей области IC2. Во втором случае уна-
следованная от матери инвертированная дупли-
кация размером 160 т.п.н. включала только IC2 и
20 т.п.н. 5′-района KCNQ1OT1, что привело к по-
явлению фенотипа синдрома Беквита–Видеман-
на у пяти человек в двух поколениях [67].

Тщательный молекулярный анализ выявил у
ряда пациентов гипометилирование отцовского
аллеля гена Н19, обусловленное эпимутацией т.е.
ген начинает экспрессироваться биаллельно. Это
связано с тем, что на отцовской хромосоме IC1 не
подвергается метилированию (обнаружено у 40–
60% больных) и связывает белок CTCF, что при-
водит к биаллельной инактивации IGF2 [53, 62]. В
частности, показано, что у этих больных DMR в
5′-районе IGF2 на отцовской хромосоме также ги-
пометилирован. Поскольку молекулярные нару-
шения в области 11p15.5 при синдроме Рассела–
Сильвера являются зеркальными по отношению
к синдрому Беквита–Видеманна, то отмечен
вклад IC2 (KCNQ1OT1) в фенотип синдрома Рас-
села–Сильвера, хотя и незначительный. Описано
несколько случаев метилирования de novo IC2 на
отцовской хромосоме [53, 57, 68].

В клетках ряда пациентов с синдромом Рассе-
ла–Сильвера аномалии метилирования Н19 реги-
стрируют с частотой 0–35%. Это означает, что
только часть клеток теряет метилирование Н19 на
отцовской хромосоме [69]. Мозаичная этиология
аномалий импринтинга показывает, что наруше-
ния возникают на уровне первых делений дробле-
ния, а значит, основная масса случаев заболева-
ния имеет спорадический характер.

Молекулярная причина может быть определена
приблизительно у 60% пациентов с клиническим
диагнозом синдром Рассела–Сильвера. Второй по

частоте этиологическим фактор – материнская
ОРД по хромосоме 7, обнаруживается в 5–10%
случаев [70, 71]. Систематический анализ диффе-
ренциального метилирования хромосомы 7 при
ОРД как материнского, так и отцовского проис-
хождения, показал, что 65% DMR на материн-
ской хромосоме гипометилированы [72]. Район
короткого плеча 7 (р11.2–р13) содержит имприн-
тированный ген GRB10, кодирующий цитоплаз-
матический адаптерный белок, который служит
негативным регулятором сигналинга тирозинки-
назных рецепторов. Отцовская экспрессия этого
гена установлена в головном и спинном мозге, ма-
теринская – в скелетных мышцах, а во всех осталь-
ных тканях ген экспрессируется биаллельно. По-
иск мутаций и аномалий метилирования в регуля-
торной области гена GRB10 у больных с синдромом
Рассела–Сильвера оказался безуспешным [73]. Ге-
ны в импринтированных локусах длинного плеча
хромосомы 7 (SGCE/PEG10 и PEG/MEST) также не
имели каких-либо структурных и функциональных
нарушений, способных вызывать развитие син-
дрома Рассела–Сильвера [74]. Поэтому сложно
сказать, какой именно ген на хромосоме 7 вносит
решающий вклад в формирование фенотипа син-
дрома Рассела–Сильвера [62, 75]. В то же время
отцовсая ОРД по хромосоме 7 не имеет явных фе-
нотипических проявлений [72].

В нескольких семьях у пациентов с синдромом
Рассела–Сильвера описаны мутации CDKN1C
материнского происхождения [76–78] и отцов-
ские инактивирующие мутации IGF2 в других
случаях [79, 80]. Кроме того, при синдроме Рассе-
ла–Сильвера выявлены варианты двух не им-
принтированных генов: варианты HMGA2 описа-
ны в трех семьях и трех спорадических случаях
[81], а изменения PLAG1 – в трех семьях и в одном
спорадическом случае [53, 70, 82].

Фактор транскрипции PLAG1 содержит семь
канонических доменов цинковых пальцев для
связывания ДНК и C-конец, обогащенный остат-
ками серина, который может активировать тран-
скрипцию. PLAG1 связывает промотор P3 IGF2,
увеличивая тем самым его экспрессию, что необхо-
димо для нормального эмбрионального роста, а
инактивация гена может приводить к пренатальной
и постнатальной задержке роста и развития [83].

Необходимо учитывать, что при синдроме Рас-
села–Сильвера возможны множественные анома-
лии метилирования DMR в импринтированных
районах других хромосом (MLID), что приводит к
частичному перекрыванию фенотипических при-
знаков. В частности, если не выявлены структурно-
функциональные нарушения хромосомы 11р15 и
материнская ОРД по хромосоме 7, то следует ис-
следовать материнскую ОРД по хромосомам 6, 16,
20, а также статус метилирования двух DMR на
хромосоме 14 [53, 84].
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Синдром IMAGe (OMIM #614732) характери-
зуется задержкой внутриутробного развития,
комплексом признаков дисэмбриогенеза (табл. 1)
и возникает в результате миссенс-мутаций в гене
CDKN1C, который подавляет клеточную проли-
ферацию [85]. Все известные однонуклеотидные
варианты, ассоциированные с синдромом IMAGe,
расположены в высококонсервативной “горячей
точке” в PCNA-связывающем домене CDKN1C
между кодонами 272–279 и нарушают связыва-
ние PCNA (ядерный антиген пролиферирующих
клеток). Наиболее часто выявляют мутации
p.Asp274Asn, p.Lys278Glu или p.Arg279Leu. Эти
мутации вызывают бόльшую стабильность и
усиление функции белка и, как результат, подав-
ление роста [86, 87]. Механизм этого не установ-
лен, но он может быть связан со сниженной дегра-
дацией CDKN1C, что приводит к продолжитель-
ной репрессии клеточного цикла и отставанию
перехода к S-фазе. CDKN1C экспрессируется толь-
ко с материнского аллеля, поэтому очевидно, что
синдром возникает только при наследовании мута-
ции от матери [88].

Импринтированный район гена RB1
в локусе хромосомы 13q14.1

Давно известно, что ген ретинобластомы может
быть инактивирован в различных типах опухолей в
результате метилирования промоторного района.
Функциональная инактивация одного или обоих
аллелей RB1 в опухолевом материале ретинобласто-
мы выявляется достаточно часто [89], а инактива-
ция гена в результате герминальной эпимутации –
событие достаточно редкое. Описан мозаичный
случай метилирования CpG 106 промоторного
района гена у пациента с ретинобластомой, свиде-
тельствующий, что эпимутация произошла в мате-
ринском аллеле на раннем этапе эмбрионального
развития [90].

Более подробный молекулярно-генетический
анализ промоторного района и CpG-островков
гена позволил выявить ряд особенностей. В гене
RB1 обнаружен импринтированный участок
(1.2 т.п.н.) – CpG-островок, расположенный во
втором интроне гена, который дифференциально
метилирован в зависимости от родительского
происхождения аллеля – CpG 85 метилирован на
материнской хромосоме и неметилирован на от-
цовской. Кроме того, RB1 содержит еще два CpG-
островка: CpG 106, захватывающий промотор и
экзон 1, неметилирован и обеспечивает биаллель-
ную экспрессию основного транскрипта, кодиру-
ющего белок RB, а CpG 42, расположенный в ин-
троне 2 гена, метилирован на обеих хромосомах и
не обладает регуляторной активностью [91].

Установлено, что CpG 85 входит в состав
5′-укороченного процессированного псевдоге-
на, который образовался из белоккодирующего

гена KIAA0649, расположенного на хромосоме 9,
и интегрировал в RB1 в обратной ориентации.
CpG 85 выступает в качестве промотора для аль-
тернативного транскрипта RB1, который экс-
прессируется только с неметилированной отцов-
ской хромосомы [91]. Несмотря на ожидаемо бо-
лее высокий общий уровень экспрессии мРНК
транскриптов с отцовского аллеля (по сравнению
с материнским), уровень экспрессии с отцовско-
го аллеля в 2–3 раза ниже за счет интерференции
транскрипции, вызванной совместной экспресси-
ей регулярного и альтернативного транскриптов.
Интерференция транскрипции – механизм, при
котором транскрипция одного гена подавляет
транскрипцию другого. Так, транскрипционный
комплекс альтернативного транскрипта гена RB1,
который связывается с неметилированным остров-
ком CpG 85 на отцовской хромосоме, выступает в
качестве блока для транскрипционного комплек-
са основного транскрипта на том же аллеле, что
приводит к уменьшению уровня экспрессии на
отцовской хромосоме [91, 92]. Это свидетельству-
ет об эпигенетической регуляции экспрессии ге-
на RB1 в зависимости от родительского проис-
хождения аллеля.

При наследственной ретинобластоме (ОMIM
#180200) (табл. 1), обнаруживаемой в 40% случаев
этой опухоли, герминальная мутация в одном из
аллелей гена RB1 обуславливает предрасполо-
женность к заболеванию и его семейную переда-
чу, а развитие ретинобластомы инициируется со-
матической мутацией в другом аллеле гена в клет-
ке сетчатки, которая возникает внутриутробно или
в раннем детстве. В некоторых семьях с ретинобла-
стомой с двумя и более носителями одинаковой
герминальной мутации в родословной, возможен
более мягкий фенотип с неполной пенетрантно-
стью, при которой у части носителей герминальной
мутации заболевание не развивается, и вариабель-
ной экспрессивностью, когда одна и та же мутация
у разных членов семьи может проявляться уни- или
билатеральной формой заболевания. Фенотипиче-
ское проявление наследственной ретинобластомы
зависит от функционального типа герминальной
мутации в гене RB1 [93]. В свою очередь, молеку-
лярные механизмы, лежащие в основе вариабель-
ного фенотипического проявления одинаковой
мутации у разных членов одной семьи объясняют-
ся эффектом родительского происхождения мута-
ции RB1. В частности, низкопенетрантные герми-
нальные мутации RB1, унаследованные от отца,
приводят к развитию ретинобластомы чаще и в
более тяжелой форме, чем мутации, полученные
от матери. Считается, что при наследовании низ-
копенетрантной мутации по материнской линии
супрессорной активности pRB достаточно для
предотвращения развития ретинобластомы. На-
против, при передаче мутантного аллеля от отца
низкая остаточная активность белка будет (за
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счет более низкой экспрессии) имитировать му-
тацию, приводящую к отсутствию белка, что при-
ведет к развитию заболевания [94, 95].

Импринтированный район хромосомы 14q32.2
и однородительская дисомия по хромосоме 14

Район хромосомы 14q32.2 содержит кластер им-
принтированных генов: часть которых экспресси-
руется с отцовской хромосомы – DLK1, RTL1 и
DIO3, а другие – гены днРНК MEG3/GTL2, MEG8,
RTL1as, мяРНК и miРНК – с материнской [96].
DLK1, известный как фактор 1 преадипоцитов,
или фетальный антиген 1, кодирует EGF-подоб-
ный мембраносвязанный белок, участвующий в
сигнальном пути Notch и регулирующий диффе-
ренцировку преадипоцитов, экспрессируется в
нейроэндокринных тканях, особенно в корковом
слое надпочечников [97]. Ряд структурных наруше-
ний гена обнаружен у пациентов с центральным
преждевременным половым созреванием (табл. 1).
При этом метаболический фенотип, включающий
повышенную частоту ожирения, раннюю непере-
носимость глюкозы, сахарный диабет типа 2 и ги-
перлипидемию, оказался более распространенным
у пациентов с мутациями DLK1 по сравнению с па-
циентами, имеющими мутации в других генах [98].

Ретротранспозон-подобный ген RTL1 экс-
прессируется в плаценте и позднем фетальном
периоде. RTL1 считается ответственным за фе-
тальную патологию мышц, характерную для син-
дромов Кагами–Огата и Темпл, а также играет
важную роль в ЦНС, так как его аномальная экс-
прессия может приводить к нарушению иннерва-
ции двигательных нейронов скелетных мышц и
функционирования комплекса гиппокамп-мин-
далевидное тело [99]. DIO3 активно экспрессиру-
ется в развивающемся и взрослом мозге, инакти-
вирует тиреоидные гормоны и играет важную
роль в предотвращении неврологических анома-
лий, вызванных чрезмерным действием этих гор-
монов. Изменения в экспозиции гормонов щито-
видной железы в ходе развития могут приводить к
некоторым фенотипическим особенностям, свя-
занным с ОРД хромосомы 14 [100]. MEG3 кодиру-
ет днРНК, которая координирует широкий спектр
различных клеточных процессов, требующих эпи-
генетической регуляции генов и взаимодействия с
ключевыми сигнальными белками. Его интрон-
ный DMR содержит два сайта связывания белка
CTCF, что предопределяет регуляторные функции
[101]. Возможно, что связывание CTCF активирует
все гены, экспрессирующиеся с материнской хро-
мосомы, которые представляют собой единую
транскрипционную единицу. Одновременно с
этим возможна инактивация всех отцовских ге-
нов в результате нарушения ацетилирования ги-
стонов [102]. Функции RTL1as и MEG8, помимо
регуляторных, неизвестны. Паттерны экспрессии

генов, зависящие от родительского происхожде-
ния, регулируются межгенными DMR, имеющи-
ми герминальное происхождение (MEG3/DLK1
DMR), и DMR, функционирующим уже после
оплодотворения (MEG3-DMR). Оба DMR мети-
лированы на отцовской хромосоме в норме [102,
103]. Отсутствие экспрессии DLK1 в сочетании с
RTL1 и DIO3, обусловленное материнской ОРД,
приводит к развитию синдрома Темпл [104].

Синдром Темпл (OMIM #616222) характеризу-
ется набором клинических признаков (табл. 1),
часть из которых наблюдается при синдромах
Прадера–Вилли и Рассела–Сильвера [9, 62].

К механизмам, приводящим к нарушению ге-
мизиготности импринтированных генов района
14q32 и клиническим фенотипическим аномали-
ям, относятся: 1) материнская ОРД по хромосоме
14 (72–78%); 2) изолированная потеря метилиро-
вания (эпимутация) в районе MEG3-DMR (12–
20%); 3) делеции 14q32 отцовского происхожде-
ния (10%) [104, 105].

Синдром Кагами–Огата (OMIM #608149), еще
одно заболевание, имеющее ряд признаков
дисморфогенеза и пороков развития (табл. 1),
среди которых патогномоничной является ма-
ленькая колоколообразная грудная клетка с реб-
рами, похожими на одежную вешалку. Некото-
рые неспецифические фенотипические призна-
ки сходны с проявлениями синдрома Беквита–
Видеманна [106].

Причиной синдрома могут быть три различ-
ных молекулярных события: 1) отцовская ОРД по
хромосоме 14 (65% случаев); 2) микроделеции, по-
вреждающие импринтированный район 14q32.2 на
материнской хромосоме (20%); 3) гиперметили-
рование MEG3-DMR на материнской хромосоме
(15%) [107]. Если отцовская ОРД 14 и гипермети-
лирование MEG3 возникают спорадически, то
микроделеции могут привести к заболеванию,
наследуемому по материнской линии. Показано,
что делеции импринтированного района не обя-
зательно включают DMR, поэтому нормальный
паттерн метилирования не исключает возможно-
сти синдрома [108].

Гипометилирование домена DLK1/MEG3 при-
водит к снижению экспрессии импринтирован-
ных генов, таких как IGF2, SNURF и IPW, а также
ряда других неимпринтированных генов, участ-
вующих в стимулировании роста. Изменения в
экспрессии могут отражать, прямо или косвенно,
участие днРНК MEG3 и MEG8 в этом процессе;
днРНК регулируют экспрессию генов как in cis,
так и in trans посредством ассоциации с модифи-
каторами хроматина [7]. Сверхэкспрессия или
инактивация экспрессии MEG3 и MEG8 в куль-
турах нормальных фибробластов может быть свя-
зана с нарушением регуляции импринтирован-
ных генов в области 11p15.5 и 15(q11–q13). В част-
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ности, установлено что: 1) сверхэкспрессия
MEG3 связана со снижением уровня транскрип-
тов IPW; 2) сверхэкспрессия MEG8 ассоциирова-
на с более низким уровнем транскрипта SNURF и
3) совместная сверхэкспрессия MEG3 и MEG8
определяет снижение уровня транскриптов IGF2.
Это свидетельствует о том, что MEG3 и MEG8
могут регулировать in trans экспрессию других
импринтированных генов [9]. Ранее установили,
что сверхэкспрессия IPW может подавлять экс-
прессию MEG3 [109]. Таким образом, вполне веро-
ятно, что в эпитранскриптоме может существовать
система реципрокного контроля, которая связыва-
ет работу днРНК импринтированных районов, а
это, в свою очередь, может способствовать клини-
ческому перекрыванию фенотипических проявле-
ний синдромов Прадера–Вилли, Беквита–Виде-
манна и Рассела–Сильвера [14].

Молекулярная организация импринтированного
хромосомного района 15(q11.2–q13) и гены, участ-
вующие в формировании фенотипа синдромов Пра-
дера–Вилли, Ангельмана, Шаафа–Янга и цен-
трального преждевременного полового созревания.
В хромосомном районе 15(q11.2–q13) расположен
один из наиболее протяженных импринтирован-
ных районов, содержащий кластер импринтиро-
ванных генов. Структурная и функциональная па-
тология этих генов приводит к развитию хорошо
известных синдромов Прадера–Вилли (OMIM
#176270), Ангельмана (OMIM #105830) и менее
известным редким синдромам Шаафа–Янга
(OMIM #615547) и центрального преждевремен-
ного полового созревания типа 2 (OMIM
#615346). Фенотипические признаки, частоты за-
болеваний и варианты молекулярной патологии
приведены в табл. 1.

“Критический район” хромосомы 15(q11.2–
q13) – наиболее часто подверженный делециям
(5–7 млн.п.н.) участок в геноме человека. Фор-
мально его можно подразделить на четыре фраг-
мента: 1) проксимальный район, содержащий не-
импринтированные гены (TUBGCP5, CYPFIP1,
NIPA2 и NIPA1); 2) импринтированный район,
содержащий гены, экспрессирующиеся моноал-
лельно только с отцовской хромосомы – белокко-
дирующие (MKRN3/ZNF127, MAGEL2, NECDIN,
NPAP1/C15orf2, SNURF-SNRPN), кодирующие
нетранслируемые РНК (MKRN3-AS/ZNF127-AS,
IPW, UBE3A-ATS), и кластер генов, кодирующих
мяРНК (SNORD116 – 29 копий, SNORD115 –
48 копий, SNORD64, SNORD107, SNORD108,
SNORD109A и SNORD109B); 3) район, в котором
показана моноаллельная экспрессия на материн-
ской хромосоме белоккодирующего гена UBE3A и
биаллельно экспрессирующегося ATP10C; 4) ди-
стальный район содержит биаллельно экспресси-
рующиеся гены – OCA2, ответственный за альби-
низм типа 2, ген HERC2 и три гена рецептора гам-
ма-аминомасляной кислоты (GABA) [110–112].

Делеции возникают в результате негомологич-
ной рекомбинации, обусловленной блоками низ-
кокопийных повторов с высокой гомологией,
расположенных в районах точек разрыва (break
point – BP) BP1–BP5. ВР1 и ВР2 локализуются
проксимальнее MKRN3, а ВР3, 4 и 5 в теломерной
области импринтированного района. Выделяют
два класса делеций: делеции класса 1 составляют
40%, они локализуются в ВР1–ВР3; делеции
класса 2 составляют 50% и находятся между ВР2 и
ВР3. В редких случаях (менее 10%) положение де-
леции может не совпадать со стандартными точ-
ками разрыва, а быть много меньше или прости-
раться за ВР4 и ВР5 [113–117]. Дистальный кла-
стер точек разрыва локализован “теломернее”
гена HERC2. Такие делеции включают кластер из
генов-рецепторов GABA – GABRB3, GABRA5 и
GABRG3. Наиболее частые точки разрыва BP1,
BP2 и BP3 фланкированы низкокопийными по-
вторами, происходящими из дуплицированных
фрагментов гена HERC2, первоначальная копия
которого располагается в ВР3. ВР4 и ВР5 тоже со-
держат низкокопийные повторы, но не имеюют
гомологии с HERC2. Делеции возникают в резуль-
тате внутри- или межхромосомного кроссингове-
ра, происходят de novo, благодаря образованию
большой (4–5 млн.п.н.) петли и только в редких
случаях – обусловлены структурной перестройкой
[114, 118]. Кроме того, описано большое количе-
ство случаев с вовлечением района 15(q11.2–q13)
не только в делеции, но и в инвертированные ду-
пликации (тетрасомия), дупликации (трисомия),
несбалансированные (моносомия) и сбалансиро-
ванные транслокации, а также в инверсии.

Центральными в импринтированном районе
являются ген SNURF/SNRPN, некодирующий
кластер генов SNORD и ген днРНК UBE3A-ATS,
которые экспрессируются с неметилированного
отцовского аллеля. Это сложно устроенный ком-
плексный генный локус SNHG14 (Small Nucleolar
RNA Host Gene 14), покрывающий 465–600 т.п.н.
и содержащий не менее 148 экзонов, подвержен-
ных альтернативному сплайсингу [119, 120].
SNURF-SNRPN – бицистронный ген, кодирую-
щий два разных белка. В его 5′-области располо-
жен CpG-островок, включающий промотор, пер-
вые экзон и интрон-регуляторный район, назы-
ваемый PWS-IC, протяженностью в 4.3 т.п.н.
Минимальная промоторная область SNRPN,
включающая 71 п.н. 5′-НТР и первые 51 п.н. экзо-
на 1 SNURF-SNRPN, является важной частью IC
[121, 122] и имеет решающее значение для регуля-
ции всего импринтированного района [123]. Им-
принтинг осуществляется за счет родительского
аллель-специфического метилирования остатков
CpG, которое устанавливается либо в ходе, либо
уже после гаметогенеза и поддерживается на про-
тяжении всего эмбриогенеза. Район PWS-IC не-
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метилирован на отцовской хромосоме и метили-
рован на материнской [124].

Основная функция PWS-IC заключается в ак-
тивации транскрипции генов отцовского аллеля,
включая MKRN3, MAGEL2, NECDIN, NPAP1,
SNURF-SNRPN, IPW и UBE3A–ATS. Экспрессия
UBE3A-ATS приводит к инактивации UBE3A на
отцовском аллеле в результате транскрипцион-
ной интерференции [125].

На самом деле IC состоит из двух частей –
PWS-IC и AS-IC [126]. AS-IC, расположенный на
35 т.п.н. проксимальнее, состоит из 880 п.н., со-
держит альтернативный 5'-некодирующий экзон
SNRPN, который экспрессируется только в ооци-
тах [127]. Именно ооцит-специфичная транскрип-
ция приводит к метилированию и транскрипцион-
ной инактивации материнского, но не отцовского
аллеля. AS-IC имеет решающее значение для инак-
тивации импринтированных генов на материн-
ском аллеле. Отсутствие экспрессии UBE3A–ATS
на материнском аллеле необходимо для экспрес-
сии UBE3A в норме [128, 129]. Структурная пато-
логия AS-IC приводит к отсутствию метилирова-
ния в материнском промоторе SNRPN и актива-
ции генов, импринтированных на материнском
аллеле [130].

Прямое назначение PWS-IC – установление
активной транскрипции генов на отцовской хро-
мосоме в гаметогенезе и поддержание в сомати-
ческих тканях. В случае наследования структур-
ной патологии или эпимутации PWS-IC от отца
возникает фенотип синдрома Прадера–Вилли,
происходит биаллельная экспрессия UBE3A и,
как следствие, инактивации UBE3A-ATS на от-
цовской хромосоме. Роль AS-IC сводится к отме-
не функции PWS-IC в оогенезе и сдерживанию
тех процессов, которые реализуются под контро-
лем PWS-IC в сперматогенезе. Именно поэтому в
случае делеции или эпимутации материнского
аллеля AS-IC становится невозможной инактива-
ция отцовских генов на материнской хромосоме,
в том числе UBE3A-ATS, что приводит к биал-
лельной инактивации гена UBE3A [131–133].

Мутации или эпимутации, влияющие на функ-
цию PWS-IC, приводят к нарушению профиля ме-
тилирования вторичных DMR генов NDN и MKRN3
и отсутствию аллельной экспрессии всего имприн-
тированного района, что указывает на PWS-IC как
на основной регулятор импринтинга этого райо-
на в соматических тканях [134].

Первые три экзона SNURF-SNRPN соответ-
ствуют SNURF и кодируют небольшой ядерный
белок с неизвестной функцией [135], экзоны 4–10
соответствуют участку SNRPN и кодируют белок
SmN, необходимый для образования сплайсосом,
которые отвечают за альтернативный сплайсинг
различных мРНК [136]. Дистальнее расположены
шесть генов мяРНК, которые экспрессируются

как единый длинный транскрипт, регулируются
экспрессией SNURF-SNRPN и не кодируют белки
[120, 137, 138]. Среди них пять однокопийных ге-
нов мяРНК (SNORD64, SNORD107, SNORD108,
SNORD109A и SNORD109B) и два гена, SNORD115
и SNORD116, которые включают кластеры по-
вторяющихся последовательностей, кодирую-
щих мяРНК, содержащие C/D-box. Эти мяРНК
расположены в интронах “материнского” локу-
са SNHG14, который кодирует нетранслируемый
транскрипт, экспрессирующийся с отцовской хро-
мосомы, наиболее активно в мозге [139]. Класс
C/D мяРНК участвует в регуляции 2′-O-метилиро-
вания рРНК в результате привлечения рибонук-
леопротеиновых комплексов, включая фибрилла-
рин, который катализирует метилирование [140].

У человека SNORD115 экспрессируется исклю-
чительно в нейронах и участвует в РНК-редакти-
ровании рецептора 5HTR2C [141]. SNORD116 ло-
кализуется в ядрышке и может участвовать в
сплайсинге, модификации РНК и посттранскрип-
ционной регуляции, хотя его точная роль в геноме
еще не определена [112, 142]. Изолированные де-
леции SNORD116 как у человека, так и у мыши,
приводят к появлению фенотипа синдрома Пра-
дера–Вилли [110, 112, 143]. мяРНК, процессиро-
ванные из интронов SNORD116 и SNORD115, на-
зываемые 116HG и 115HG, локализуются в форме
РНК-“облака” в районах их собственной тран-
скрипции в ядре нейронов и могут регулировать
функционирование многих генов [112, 144, 145].

UBE3A-ATS входит в состав днРНК SNHG14 и
экспрессируется с промотора SNRPN на отцов-
ской хромосоме [119]. На основе тканеспецифич-
ных паттернов транскрипции SNHG14 человека
можно разделить на две функциональные едини-
цы [119]. Проксимальная часть транскрипта SN-
HG14/SNRPN включает две мРНК, кодирующие
белки SNURF и SNRPN; две днРНК с 5'-концами
мяРНК и полиаденилированными 3'-концами,
названные SPA1 и SPA2 и участвующие в связы-
вании белков и альтернативном сплайсинге
мРНК [146, 147]; некодирующий “материн-
ский” ген нескольких мяРНК, содержащих
C/D-бокс (SNORD109A, SNORD107, SNORD108 и
SNORD116) [119], и IPW, кодирующий полиаде-
нилированную днРНК [148], являются экзонами
проксимальной части SNHG14, которая транс-
крибируется во всех тканях [149, 150].

Показано, что днРНК SPA2 и IPW могут участ-
вовать в регуляции экспрессии других генов. В
частности, днРНК IPW участвует в регуляции им-
принтированной области DLK1-DIO3 и экспрес-
сии импринтированного гена MEG3 на хромосо-
ме 14. Некоторые клинические особенности
синдрома Прадера–Вилли могут быть вызваны
аномальной экспрессией материнских аллелей
генов в области DLK1-DIO3 [109].
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Дистальная часть SNHG14, которая включает
еще один “материнский” некодирующий ген, со-
держащий мяРНК (SNORD115 и SNORD109B), и
некодирующий UBE3A-ATS, транскрибируется
почти исключительно в головном мозге [119, 120,
151]. Район, разделяющий экспрессирующуюся
проксимальную часть SNHG14 и инактивирован-
ную дистальную часть, включает участок слабых
сайтов полиаденилирования и консервативные
последовательности в последнем экзоне IPW, а
также кластер сайтов связывания CTCF внутри и
вокруг еще одного экзона SNHG14 – PWAR1/PAR1.
Хотя оба элемента вносят вклад в разделительную
функцию, IPW играет бόльшую роль и необхо-
дим для полной остановки транскрипции в не-
нейрональных клетках [152]. Это подтверждает,
что UBE3A-ATS инактивирует отцовский аллель
UBE3A посредством транскрипционной интер-
ференции.

Импринтированные гены проксимального рай-
она (MKRN3, MAGEL2, NECDIN, PWRN1, NPAP1/
C15orf2) метилированы на материнской хромосо-
ме и экспрессируются с отцовской.

Ген MKRN3 представлен одним экзоном, экс-
прессируется во всех тканях и кодирует белок, со-
держащий мотивы цинковых пальцев (подробнее
в разделе “Центральное преждевременное поло-
вое созревание типа 2”).

Ген MAGEL2 также представлен одним экзо-
ном, он кодирует MAGEL2, принадлежащий се-
мейству белков MAGE, а мутации в нем приводят к
возникновению фенотипа, сходного с фенотипом
синдрома Прадера–Вилли (подробнее в разделе
“Синдром Шаафа–Янга”). Белки MAGE взаимо-
действуют с E3-убиквитин-лигазами, содержащи-
ми мотив RING-цинкового пальца, с убиквитин-
специфическими протеазами (деубиквитиназа-
ми) и влияют на убиквитинирование белков суб-
стратов [153, 154].

Ген NDN содержит один экзон, кодирует белок
NECDIN, также принадлежащий к семейству
MAGE, участвует в дифференцировке и созрева-
нии нейронов, а также супрессирует рост практи-
чески всех постмитотических нейронов в мозгу
[155].

Ген PWRN1 (Prader–Willi Region Non-Protein
Coding RNA 1) кодирует днРНК, которая биал-
лельно экспрессируется в семенниках и почках,
моноаллельно – в головном мозге, и представляет
собой альтернативный 5'-район SNURF–SNRPN.
Предполагается, что роль PWRN1 может заклю-
чаться в поддержании открытой конформации
хроматина на отцовском аллеле и обеспечении
доступа факторов транскрипции [156].

Ген NPAP1/C15orf2 кодирует белок, ассоции-
рованный с ядерными порами; он входит в состав
комплекса ядерных пор, основная функция кото-
рого связана с регуляцией транспорта макромо-

лекул между ядром и цитоплазмой, а также с регу-
ляцией экспрессии генов, биогенезом мРНК и
контролем клеточного цикла. Ген содержит один
экзон, экспрессируется биаллельно в семенниках
взрослого организма и моноаллельно в мозге пло-
да, включая гипоталамус, что может быть связано
с некоторыми эндокринными особенностями
синдрома Прадера–Вилли [157, 158].

Единственный импринтированный ген в ди-
стальной части импринтированного района – это
UBE3A. Ген UBE3A экспрессируется моноаллель-
но с материнского аллеля в головном мозге, тогда
как отцовский аллель импринтирован. Инактива-
ция экспрессии отцовского аллеля UBE3A вызвана
экспрессией нейрон-специфичного антисмысло-
вого транскрипта UBE3A-ATS отцовского аллеля
[119, 159].

Ген UBE3A, состоящий из 16 экзонов, кодиру-
ет E6-AP-убиквитин-протеин-лигазу [160]. Этот
ген экспрессируется биаллельно во всех тканях,
только в ряде структур мозга UBE3A активен лишь
на материнской хромосоме [161]. У мышей ген
Ube3a моноаллельно экспрессируется в клетках
Пуркинье коры мозжечка, нейронах гиппокампа
и обонятельной луковицы [162]. Структурная или
функциональная инактивация материнского ал-
леля UBE3A приводит к фенотипу синдрома Ан-
гельмана.

В 200 т.п.н. дистальнее гена UBE3A расположен
ген, кодирующий аминофосфолипидтранспорти-
рующую АТРазу ATP10C. Изначально предполага-
лось, что он экспрессируется преимущественно с
материнского аллеля в фибробластах и различных
структурах мозга, а его функция состоит в поддер-
жании контактов между клеточными мембранами
и передаче сигналов в ЦНС, однако оказалось, что
этот ген не подвержен импринтингу [163]. Вполне
вероятно, что отсутствие экспрессии гена в мозге
при делеционных формах синдрома Ангельмана
может приводить к более тяжелым симптомам,
связанным с тяжелой формой аутизма.

Патогенез эпилептических припадков при
синдроме Ангельмана связывают с кластером
GABA-рецепторных генов, которые попадают в
область частых делеций. Один из этих генов –
GABRB3 – кодирует β3-субъединицу GABA-ре-
цептора [164]. У экспериментальных мышей, несу-
щих гомозиготную делецию гена Gabrb3, отмечают
нарушения памяти, неспособность к обучению,
судорожные припадки и моторные нарушения,
сходные с симптомами синдрома Ангельмана. У
животных, гетерозиготных по этой делеции,
неврологические расстройства менее выражены
[165]. Следовательно, в случае протяженной де-
леции клинические проявления синдрома Ан-
гельмана могут быть обусловлены гаплонедоста-
точностью гена GABRB3 [166].
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В область делеций при синдромах Ангельмана
и Прадера–Вилли попадает также ген OCA2, ко-
дирующий трансмембранный белок меланосомы.
Потеря обоих аллелей этого гена приводит к аль-
бинизму, а у гетерозиготных носителей мутации
наблюдается незначительное снижение пигмен-
тации. Действительно, гипопигментация кожи
при синдромах Прадера–Вилли и Ангельмана
возникает только в случае протяженных делеций
критического района, но отсутствует у пациентов
с ОРД, мутациями IC и точковыми мутациями в
гене UBE3A [118, 167].

Молекулярная патология, вызывающая синдромы 
Прадера–Вилли и Ангельмана

Наиболее распространенная причина возник-
новения синдромов Прадера–Вилли и Ангельма-
на – протяженная делеция в критическом районе
15(q11.2–q13). Эту делецию обнаруживают у 65–
75% пациентов, а в популяции ее частота состав-
ляет 0.67–1.0 на 10000 новорожденных. Таким об-
разом, делеция критического района на отцов-
ской хромосоме 15 приводит к развитию синдро-
ма Прадера–Вилли, тогда как синдром
Ангельмана возникает в случае делеции той же
области на ее материнском гомологе [168–170]. У
ряда пациентов с диагнозом синдром Прадера–
Вилли выявлены микроделеции кластера
SNORD116 протяженностью около 400 т.п.н. [110,
171]. Наименьшая микроделеция ограничена кла-
стером SNORD116, частью IPW и транскриптом
SPA2. Эти микроделеции показывают, что об-
ласть между SNRPN и UBE3A, в частности кластер
SNORD116, могут иметь решающее значение для
формирования ключевых фенотипических про-
явлений синдрома Прадера–Вилли [172]. По-
скольку этот импринтированный район имеет
большую гомологию с соответствующим райо-
ном мыши, создано несколько моделей с делеци-
ей SNORD116. У мышей с делецией наблюдались
фенотипические признаки, характерные для син-
дрома Прадера–Вилли, такие как проблемы с мо-
торным обучением, плохая память, гиперфагия,
задержка роста и повышенная тревожность [110].

Вторая наиболее частая причина развития
синдромов Прадера–Вилли и Ангельмана – ОРД.
Материнская ОРД регистрируется в 20–30% слу-
чаев синдрома Прадера–Вилли. У большинства
больных с синдромом Прадера–Вилли, имеющих
ОРД, определяют гетеродисомию, обусловлен-
ную нерасхождением материнских хромосом в
первом делении мейоза, реже – изодисомию в ре-
зультате нерасхождения материнских хромосом
во втором делении мейоза или сегментную дисо-
мию в результате патологии кроссинговера [170,
173]. Это можно объяснить большей выживаемо-
стью зигот с трисомией по хромосоме 15 и ранней
гибелью моносомных зигот. Отцовская ОРД ста-

новится причиной заболевания у 3–7% пациен-
тов с синдромом Ангельмана; ОРД при этом син-
дроме, как правило, манифестирует изодисоми-
ей, обусловленной нерасхождением отцовских
хромосом во втором делении мейоза, и возникает
путем коррекции моносомии до дисомии или, что
более вероятно, в результате постзиготических
событий [111, 173, 174]. Так как зиготы, несущие
моно- или трисомию по хромосоме 15, нежизне-
способны, удвоение единственной хромосомы при
моносомии и потерю лишней хромосомы при три-
сомии можно считать “аварийными” мерами, по-
сле которых возможным становится дальнейшее
развитие эмбриона. Потерю лишней хромосомы в
трисомной клетке, по-видимому, можно рассмат-
ривать как событие, более вероятное, чем удвоение
хромосомы в моносомной клетке на ранней стадии
развития, что может объяснить разную частоту
ОРД при синдромах Прадера–Вилли и Ангельмана.

Патология импринтинга при синдромах Пра-
дера–Вилли и Ангельмана составляет не более 1 и
3%, соответственно, и может быть представлена
либо трудно определяемой структурной патоло-
гией в IC, либо эпигенетическими изменениями,
влияющими на метилирование и экспрессию ге-
нов во всем импринтированном районе [175]. В
обоих случаях пациенты наследуют хромосому 15
от каждого из родителей. Если на материнской хро-
мосоме отсутствует метилирование в PWS-IC, то
это приведет к биаллельной экспрессии SNHG14 и
инактивации материнского UBE3A. Патология
импринтинга в 10–15% случаев связана с неболь-
шой делецией, затрагивающей AS-IC, который
регулирует установление и поддержание имприн-
тинга на материнской хромосоме [176]. Более 85%
патологии импринтинга при синдроме Ангельма-
на вызываются именно эпимутацией без измене-
ний на уровне ДНК. В таких случаях материнская
хромосома, несущая эпимутацию – неправиль-
ный отцовский эпигенотип/импринт (совокуп-
ность модификаций ДНК и гистоновых белков,
которые маркируют родительские аллели и обес-
печивают моноаллельный характер экспрессии
импринтированных генов), может быть унасле-
дована от деда или бабушки по материнской ли-
нии. Патология импринтинга вызвана ошибкой в
установлении/переключении импринта в гамето-
генезе или в результате неспособности его сохра-
ния на самых ранних стадиях эмбрионального
развития [131]. Достаточно часто при синдроме
Ангельмана выявляют соматический мозаицизм
по эпимутации, что свидетельствует о том, что
она может происходить уже после оплодотворе-
ния на первых стадиях дробления [177].

Патология импринтинга при синдроме Праде-
ра–Вилли представлена аномальным метилиро-
ванием PWS-IC, в результате чего прекращается
экспрессия импринтированных генов на отцов-
ской хромосоме; 10–15% из них представлены



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

НАРУШЕНИЯ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ 19

микроделециями PWS-IC как унаследованными,
так и возникшими во время сперматогенеза или
после оплодотворения. Основная масса случаев
представлена эпимутациями, которые считаются
случайными ошибками в процессе установления
отцовского импринта или в результате невозмож-
ности переключить материнский импринт на от-
цовский во время сперматогенеза, или невозмож-
ности его поддержания в раннем эмбриогенезе,
если выявлен соматический мозаицизм [131, 175].

Мутации в гене UBE3A установлены в 10–15%
случаев синдрома Ангельмана и представляют со-
бой мутации материнского аллеля с преждевре-
менной терминацией синтеза белка. Большин-
ство известных мутаций нарушают домен HECT-
лигазы. Около 29% мутаций наследуются от матери
и 71% возникает de novo. Преобладают мутации со
сдвигом рамки считывания и нонсенс-мутации.
Миссенс-мутации, по-видимому, не нарушают
существенно функцию белкового продукта, и фе-
нотип таких пациентов отличается от фенотипа,
характерного для синдрома Ангельмана. Мута-
ции гена UBE3A на отцовской хромосоме фено-
типически не проявляются [169, 178–181]. Ати-
пичные делеции UBE3A или редкие типы струк-
турных перестроек, нарушающих критический
район, зарегистрированы только у небольшого
количества пациентов с синдромом Ангельмана
[182, 183].

Дефицит материнской копии гена в клетках
Пуркинье может объяснить атаксию и тремор,
возникающие при синдроме Ангельмана, а эпи-
лептические припадки и невозможность обуче-
ния таких больных могут быть связаны с отсут-
ствием экспрессии этого гена в нейронах гиппо-
кампа [162].

Синдром Шаафа–Янга (OMIM #615547), сход-
ный с синдромом Прадера–Вилли (табл. 1), обу-
словлен нонсенс- и миссенс-мутациями в гене
MAGEL2, который импринтирован на материн-
ской хромосоме, а экспрессируется с отцовской
[184, 185]. Фенотипические проявления варьиру-
ют от тяжелой фетальной акинезии до легкой сте-
пени выраженности, включая умственную отста-
лость и контрактуры пальцев [186].

MAGEL2 регулирует убиквитинирование, не-
обходимое для утилизации белков [187, 188]. Ин-
тересно, что мутации, определяющие появление
укороченного белкового продукта гена MAGEL2,
вызывают синдром Шаафа–Янга, тогда как деле-
ция всего гена приводит лишь к незначительно
выраженному клиническому фенотипу или к пол-
ному отсутствию симптомов. Поскольку MAGEL2
содержит только один экзон, мутации могут приво-
дить к образованию укороченного белка с доми-
нантно-негативным эффектом. Вполне вероятно,
что делеция всей отцовской копии гена, включая
промотор, может привести к частичному восста-

новлению экспрессии материнского метилиро-
ванного аллеля [189, 190].

Еще одно заболевание – центральное преж-
девременное половое созревание типа 2 (OMIM
#615346), также известное, как гонадотропинза-
висимое преждевременное половое созревание
(табл. 1) [191, 192].

Наиболее часто при этом заболевании выявля-
ют мутации потери функции гена MKRN3. Этот
ген кодирует белок из 507 аминокислот с мотивом
цинкового пальца RING (C3HC4) и множеством
мотивов цинкового пальца C3H, что предопреде-
ляет функцию связывания РНК MKRN3. Ген
представлен одним экзоном, экспрессируется во
всех типах тканей с образованием транскрипта
около 3 т.н. Вся кодирующая последовательность
и 5′-CpG-островок перекрывают второй ген,
ZNF127AS, который транскрибируется с ан-
тисмысловой цепи с другим паттерном экспрес-
сии и размером транскрипта. Антисмысловая
РНК ZNF127AS с неизвестной функцией, веро-
ятно, регулирует экспрессию MKRN3. Аллель-
специфичный анализ показал, что ген MKRN3
экспрессируется только c отцовского аллеля, а ма-
теринский аллель импринтирован [193]. Поэтому
все пациенты с семейной формой заболевания на-
следуют мутации MKRN3 от своих отцов [194].

В настоящее время идентифицировано мно-
жество мутаций в кодирующей области гена
MKNR3 – делеции, нонсенс- и миссенс-мутации,
мутации со сдвигом рамки считывания, приводя-
щие к потере функции [195, 196]. Кроме того, опуб-
ликованы сообщения о мутациях промоторного
района и сайта начала транскрипции, нарушаю-
щих нормальную экспрессию гена MKNR3 [197].

MKRN3 может снижать пульсирующую секре-
цию GnRH и регулировать начало полового со-
зревания. Уровень MKRN3 снижается в период
полового созревания и отрицательно коррелиру-
ет с уровнем гонадотропинов у девочек в препу-
бертате. Его уровень в крови снижается во время
полового созревания у здоровых мальчиков, но
точный механизм его действия еще предстоит вы-
яснить [198].

Еще одна причина центрального преждевре-
менного полового созревания типа 2 – мутации
гена DLK1, расположенного в импринтирован-
ном районе хромосомы 14q32.2. Экспрессируется
(как и у гена MKRN3) только отцовский аллель ге-
на DLK1, тогда как материнский импринтирован
(более подробно рассмотрено в разделе “Им-
принтированный район хромосомы 14q32.2”).
Предполагается возможность участия импринти-
рованного гена KCNK9 (отцовский аллель), поли-
морфные варианты которого описаны в связи с
ранним возрастом менархе, в патогенезе цен-
трального преждевременного полового созрева-
ния типа 2 [199].
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Следует, также упомянуть еще об одном состо-
янии – дупликации импринтированного района
хромосомы 15q(11.2–q13.1) (OMIM #608636). У
носителей дупликации импринтированного рай-
она материнского происхождения наблюдается
гипотония и задержка моторного развития, за-
держка физического и умственного развития, су-
дороги, аутизм и другие поведенческие анома-
лии, в частности, психозы. Причем тяжесть этих
симптомов значительно различаются даже у лиц с
одинаковым генотипом. Пациенты с изодицен-
трической хромосомой материнского происхож-
дения (тетрасомия импринтированного района),
как правило, страдают более серьезно, чем паци-
енты с интерстициальной дупликацией. Подоб-
ная патология отцовского происхождения фено-
типически не проявляется [200–203].

Импринтированный локус хромосомы 20q13.2 и ряд 
заболеваний, связанных с патологией гена GNAS

Локус GNAS, картированный на хромосоме
20q13.2, представляет собой сложно организован-
ный импринтированный район, в котором воз-
можна отцовская, материнская или биаллельная
экспрессия транскриптов в различных тканях.
Gsα (альфа-стимулирующая субъединица G-бел-
ка), кодируемая экзонами 1–13, не имеет DMR и
экспрессируется биаллельно в большинстве тка-
ней за исключением проксимальных почечных
канальцев, неонатальной бурой жировой ткани,
щитовидной железы, гонад, паравентрикулярно-
го ядра гипоталамуса и гипофиза, где он экспрес-
сируется с материнского аллеля, хотя промотор
отцовского аллеля не метилирован [204, 205].

Три альтернативных первых экзона этого ло-
куса (А/B, XLas и NESP55) сплайсируются с экзо-
нами 2–13 с образованием различных транскрип-
тов. В непосредственной близости от альтернатив-
ных экзонов расположены DMR, что приводит к
экспрессии NESP55 только с материнской хромо-
сомы (его DMR метилирован на отцовской хромо-
соме), а XLas, экзон А/В и антисмысловой тран-
скрипт NESP55АS/GNAS-AS1 экспрессируются с
отцовской хромосомы, так как материнские
DMR метилированы [205–207].

Более протяженный вариант белка Gsα – XLas –
синтезируется преимущественно в нейроэндо-
кринных тканях и нервной системе; известны
также укороченные нейральные транскрипты
Gsα и XLαs, называемые GsαN1 и XLN1, которые
преждевременно терминируются перед экзоном 4.
Оба белка отличаются только N-концевой обла-
стью. Другой продукт гена GNAS – NESP55 –
хромогранинподобный нейроэндокринный сек-
реторный белок. Как и XLas, альтернативный эк-
зон сплайсируется с экзонами 2–13, но NESP55
не имеет гомологии с белком Gsα, поскольку со-
держит терминирующий кодон. Два других тран-

скрипта – A/B и AS1, у которых есть свои соб-
ственные экзоны, не перекрываются ни с одним
из других экзонов, экспрессируются во всех тка-
нях с отцовской хромосомы, но не транслируют-
ся [206–208].

В локусе GNAS обнаружены два регуляторных
района, представляющие собой IC. Один из них,
расположенный в интроне 4 гена STX16, контро-
лирует установление дифференциального мети-
лирования только в районе альтернативного про-
мотора GNAS A/B. Второй IC, расположенный в
районе экзонов 3–4 антисмыслового транскрип-
та GNAS-AS1, контролирует установление им-
принтинга по всему локусу [209].

Ген STX16, кодирующий синтаксин 16, участ-
вующий в межклеточных взаимодействиях, кар-
тирован в 220 т.п.н. центромернее локуса GNAS.
Очевидно, что этот ген не может быть вовлечен в
патогенез заболевания, но у всех пациентов с мате-
ринской делецией наблюдается потеря метилиро-
вания в районе экзона А/В; она нарушает cis-дей-
ствующий элемент, контролирующий имприн-
тинг, который устанавливает и/или поддерживает
метилированный статус DMR экзона А/В на мате-
ринской хромосоме [205]. В большинстве случаев
выявляются два варианта делеций: делеция 3 т.п.н. с
потерей экзонов 4–6 или 4.4 т.п.н. – с потерей эк-
зонов 2–4. Наименьший район перекрывания де-
леций содержит CpG-обогащенный участок, кото-
рый не подвержен дифференциальному метилиро-
ванию. Делеции STX16 не ограничены только этим
районом, описаны большие делеции и делеции
всего гена [210, 211].

В нескольких случаях патологии импринтинга
локуса GNAS обнаружены материнские делеции в
экзонах 3 и 4 или микроделеции 40 и 33 п.н. в ин-
тронах 4 и 3 GNAS-AS1, что привело к потере ме-
тилирования в четырех DMR и появлению биал-
лельного метилирования DMR экзона NESP55.
Эти делеции полностью уничтожают материнский
импринт локуса GNAS, приводя к биаллельной
экспрессии XL, A/B и антисмыслового транскрип-
та, указывая на то, что в районе антисмысловых эк-
зонов 3 и 4 содержится еще один регуляторный эле-
мент, необходимый для полноценного метилиро-
вания материнского аллеля GNAS [207, 212, 213].

Молекулярно-генетическая и эпигенетическая
патология локуса GNAS обуславливает возникнове-
ние гетерогенной группы эндокринопатий, объеди-
няемой термином псевдогипопаратиреоз, которые
характеризуются почечной резистентностью к па-
ратгормону, вызывающей гипокальциемию, гипер-
фосфатемию и повышением уровня циркулирую-
щего паратгормона. Помимо повышенного уровня
паратгормона, у больных часто развивается рези-
стентность к другим гормонам, таким как тирео-
тропный, действие которых опосредуется через ре-
цепторы, связанные с Gsα. В зависимости от моле-
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кулярных нарушений псевдогипопаратиреоз
включает другие эндокринные патологии, свя-
занные с резистентностью к воздействию ряда
гормонов и некоторыми неэндокринными осо-
бенностями. В целом, распространенность псев-
догипопаратиреоза оценивается как 1.1 на 100000.
Возникновение клинически гетерогенных фено-
типов связано со структурными и функциональ-
ными изменениями гена GNAS [209].

Псевдогипопаратиреоз типа 1A (OMIM #103580),
обусловленный мутациями с потерей функции в
материнском аллеле гена GNAS, имеет характер-
ные клинические признаки (табл. 1) [206, 214].

Потеря функции Gsα на отцовском аллеле
вызывает псевдопсевдогипопаратиреоз (OMIM
#612463). Тубулярные клетки почки экспресси-
руют преимущественно материнский аллель
GNAS, поэтому мутация, унаследованная от отца,
приводит к нормальному ответу почки на парат-
гормон (табл. 1) [215]. Отцовские мутации с поте-
рей функции могут приводить к прогрессирующей
костной гетероплазии (OMIM#166350) (табл. 1)
[216]. При псевдопсевдогипопаратиреозе и про-
грессирующей костной гетероплазии экспрессия
Gsα в эритроцитах снижена в 2 раза, хотя в норме
GNAS экспрессируется биаллельно. Фенотип на-
следственной остеодистрофии Олбрайт может
быть вызван гаплонедостаточностью Gsα в тка-
нях, где GNAS экспрессируется с обоих аллелей.

Напротив, псевдогипопаратиреоз типа 1B
(OMIM #603233) характеризуется изолирован-
ной почечной резистентностью к паратгормону, а
в некоторых случаях резистентностью к тиреотроп-
ному гормону. У таких пациентов редко встречает-
ся фенотип наследственной остеодистрофии Ол-
брайт (табл. 1) [209, 215, 217].

Все пациенты с псевдогипопаратиреозом типа
1B имеют по крайней мере потерю метилирова-
ния материнского аллеля DMR GNAS A/B, что
приводит к биаллельной экспрессии А/В-тран-
скрипта и снижению экспрессии транскрипта
GNAS-Gsα в тканях, подверженных импринтин-
гу; гормональная резистентность обусловлена по-
терей метилирования материнского аллеля [204].
В основной массе спорадических случаев псевдо-
гипопаратиреоза типа 1B, сопровождающихся
нарушением импринтинга как DMR экзона А/В,
так и всех DMR локуса GNAS. При отсутствии де-
леций в районе STX16, DMR NESP55 и отцовской
ОРД можно предполагать существование молеку-
лярных нарушений в других отдаленных регуля-
торных районах, которые еще требуется опреде-
лить. Если у пациентов с псевдогипопаратирео-
зом типа 1А обнаруживают, как правило, мутации
в GNAS, то у пациентов с псевдогипопаратирео-
зом типа 1B такие мутации до сих пор не обнару-
жены. Поскольку при заболевании нарушается
экспрессия Gsα, правильное метилирование на

материнской хромосоме экзона А/В, располагаю-
щегося в непосредственной близости от промото-
ра Gsα, – необходимое условие экспрессии этого
белка, по крайней мере, в проксимальных почеч-
ных канальцах [209]. Около 20% случаев псевдо-
гипопаратиреоза типа 1B наследуются и вызыва-
ются делециями в IC, в то время как остальные
80% являются спорадическими и связаны с ано-
малиями метилирования, охватывающими весь
локус GNAS [211, 215].

Полная или сегментная отцовская ОРД по
хромосоме 20 может достигать 24% и сопровож-
дается фенотипом спорадического псевдогипо-
паратиреоза типа 1B [218].

Материнская ОРД по хромосоме 20 (табл. 1)
возникает, как правило, в результате редукции
трисомии, произошедшей при нерасхождения
хромосом во время второго деления мейоза, до
дисомии и формирует клинические признаки
синдрома Мулчандани–Божж–Конлин (ОМIМ
#617352) [219, 220].

Множественные аномалии метилирования 
импринтированных регуляторных районов (MLID)

С 2006 г. начали обсуждать вопрос о новой бо-
лезни импринтинга, обусловленной материнским
гипометилированием различных импринтирован-
ных локусов – MLID (multi-locus imprinting distur-
bances) [221]. Описана семья (близкородственный
брак), в которой две дочери имели фенотипические
признаки транзиторного неонатального сахарного
диабета с некоторыми симптомами синдрома Бек-
вита–Видеманна. Изучение статуса метилирова-
ния импринтированных районов показало, что
потеря метилирования произошла не только в
импринтированном районе PLAGL1 (6q24), но и в
районах KCNQ1OT1 (11p15.5), GRB10 (7p11.2-р12),
PEG3 (19q13), PEG1/MEST (7q32) и NESP55AS
(20q13). Предположили, что в этой семье суще-
ствовал некий аутосомно-рецессивный дефект,
приводящий к нарушению механизмов метили-
рования у потомства, или был нарушен процесс
установления импринтинга в ооцитах [222].

В результате исследований у пациентов с тран-
зиторным неонатальным сахарным диабетом и
MLID обнаружили мутации в гене ZFP57 [223].
Описаны 14 семей, в ZFP57 у которых выявлены
миссенс- и нонсенс-мутации. Все пациенты име-
ли очень похожие паттерны метилирования им-
принтированных DMR: полное гипометилирова-
ние DMR PLAGL1 и комбинации мозаичного ги-
пометилирования GRB10, PEG3, MEST, NAP1L5 и
GNAS [27].

ZFP57 кодирует репрессор транскрипции, ко-
торый содержит Kruppel-ассоциированный бокс-
домен (KRAB), кодируемый экзонами 4 и 5, и
семь мотивов цинковых пальцев в экзоне 6. Ос-
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новная функция белка заключается в поддержа-
нии метилирования ДНК в герминальных DMR
посредством связывания метилированного гек-
сануклеотида TGCmetCGC [224]. ZFP57 форми-
рует комплекс с белком-корепрессором KAP1
(KRAB-ассоциированный белок-1). KAP1 дей-
ствует как каркас инактивирующего комплекса,
который включает гистон-лизин-метилтрансфе-
разу (SETDB1), комплекс ремоделирования
нуклеосом и деацетилирования (NuRD), белок 1
гетерохроматина (HP-1), DNMT1 и UHRF1, не-
обходимые для поддерживающего метилирова-
ния ДНК. Белки, содержащие мотивы цинковых
пальцев и KRAB-домен, действуют как репрессо-
ры транскрипции посредством индукции KAP1
гетерохроматина и метилирования ДНК в ранних
эмбриональных клетках [225]. Таким образом,
этот белковый комплекс играет огромную роль в
регуляции и поддержании метилирования ДНК в
различных импринтированных DMR [226]. По-
этому гетерозиготные мутации ZFP57, приводя-
щие к потере или появлению дефектного белка,
нарушают метилирование различных IC, что
приводит к потере импринтинга [27, 227, 228].

ZFP57 связывается с метилированными IC в
ходе преимплантационного развития, защищая
их от деметилирования и сохраняя родительскую
идентичность. Сайт связывания ZFP57 обнару-
жен в 17 из 31 импринтированного DMR, а в ре-
зультате его мутаций наиболее часто нарушается
метилирование PEG3, PLAGL1, INPPF5, NAP1L5
и GRB10 [228].

Профиль экспрессии еще одного члена семей-
ства белков с мотивом цинкового пальца, ZNF445,
его устойчивость к мутациям с потерей функции,
возможность связываться с KAP1 и формировать
гетерохроматин в районах IC говорит о его важ-
ной роли в поддержании метилирования на ран-
них этапах развития эмбриона. Нокдаун гена
приводит к невозможности связывания KAP1 и
метилирования H3K9me3, следовательно, увели-
чивается экспрессия генов, происходит потеря
метилирования в IC, включая Н19. Все это под-
тверждает, что ZNF445, как и ZFP57, может свя-
зываться с IC, привлекать KAP1 и запускать ме-
тилирование H3K9me3 [229]. В то же время эти
два гена экспрессируются не одновременно –
сначала ZNF445, а затем ZFP57, поэтому они ре-
крутируют KAP1 по очереди. ZNF445 связывает-
ся с 13 импринтированными DMR – DIRAS3,
ZDBF2, MEST, PEG 13, H19, KCNQ1OT1, MEG3-
DLK1, MEG3, NET, GNAS-NESP55, GNAS-AS1,
GNAS-XL и SNU13. Эти два белка работают в уни-
сон, чтобы сохранить импринты (метилирова-
ние) DMR во время раннего эмбрионального раз-
вития [228].

Еще один ген, ZNF202, связывает только четы-
ре импринтированных DMR (FAM50B, PLAGL1,

KCNQ1OT1 и L3MBTL1), однако можно предпо-
лагать, что он выполняет аналогичную функ-
цию [228].

Белок с мотивом цинкового пальца – ZFP42,
являющийся маркером стволовых клеток и ак-
тивно экспрессирующийся в преимплантацион-
ном эмбрионе, выполняет функцию защиты от
метилирования обычно неметилированных алле-
лей импринтированных DMR, в частности Peg3 и
Gnas [230]. У одного пациента с синдромом Рассе-
ла–Сильвера и MLID с потерей метилирования
H19/IGF2 – 11p15.5 и MEST – 7q32.2, выявлена
мутация этого гена, унаследованная от отца [55].

Мутации в “материнских генах”, кодирую-
щих белки субкортикального комплекса ооци-
та, могут вызывать репродуктивные проблемы
на эпигенетическом уровне [231]. Этот ком-
плекс играет важную роль на раннем этапе эм-
брионального развития и содержит не менее семи
белков (NLRP2, NLRP5, NLRP7, PADI6, KHDC3L,
TLE6 и OOEP). Эти белки экспрессируются ис-
ключительно материнским геномом в ооцитах и
на ранних этапах развития эмбриона, а затем
инактивируются, когда геном эмбриона начинает
функционировать самостоятельно [231]. Гены
NLRP2, NLRP5, NLRP7, кодирующие небольшое
подсемейство цитоплазматических белков, со-
держащих пирин-домены, активно экспрессиру-
ются в растущих ооцитах и необходимы для созре-
вания ооцита, регуляции метилирования на ранних
стадиях эмбриогенеза и поддержания плоидности в
раннем эмбрионе [231]. Патогенные варианты этих
белков обнаружены у матерей детей с MLID. Эти
женщины имели репродуктивные проблемы (при-
вычное невынашивание и пузырный занос). Так,
например, материнская мутация NLRP2 обнару-
жена у двух детей с синдромом Беквита–Виде-
манна и MLID. В результате мутаций NLRP5 и
материнские, и отцовские импринтированные
DMR теряют метилирование, что приводит к
MLID. NLRP7 вовлечен в установление ооцит-
специфичного метилирования, а мутации в нем
приводят к рецидивирующему пузырному заносу
с обширной потерей материнского метилирован-
ного импринта, в то время как отцовские метили-
рованные DMR не изменяются [17, 232]. Мутации
в генах NLRP2, NLRP5, NLRP7 сопровождаются
фенотипами синдрома Беквита–Видеманна, син-
дрома Рассела–Сильвера и транзиторного неона-
тального диабета; в генах OOEP – транзиторного
неонатального сахарного диабета, UHRF1 – син-
дрома Рассела–Сильвера, ZAR1 – синдрома Бек-
вита–Видеманна [17]. Мутации в гене PADI6 вы-
зывают потерю метилирования в импринтиро-
ванных DMR: KCNQ1OT1, PLAGL1, GRB10,
MEST, H19/IGF2, GNAS-AS1, GNAS-XL, MEG3,
SNURF и могут приводить к формированию фе-
нотипов синдромов Рассела–Сильвера, Бекви-
та–Видеманна и Темпл [17, 233].
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Другие гены субкортикального комплекса
ооцитов – KHDC3L, TLE6, OOEP, UHRF1 и ZAR1,
также вносят свой вклад (не столь значительный)
в развитие MLID [17, 232, 233]. Молекулярно-ге-
нетические исследования позволили обнаружить
MLID у части пациентов с болезнями импринтин-
га, вызванными эпимутациями. Частоты вклада
MLID в фенотипические проявления болезней им-
принтинга значительно варьируют в различных ис-
следованиях. Так, например, транзиторный неона-
тальный сахарный диабет с потерей метилирова-
ния PLAGL1-DMR в результате MLID по разным
оценкам составляет 30–70%; синдром Рассела–
Сильвера с потерей метилирования в H19-DMR
может быть обусловлен MLID в 7–30%; синдром
Беквита–Видеманна с потерей метилирования в
KCNQ1OT1 или биаллельным метилированием в
H19-DMR в результате MLID может составлять
20–50%. На счет MLID можно отнести 6.3–12.5%
случаев псевдогипопаратиреоза типа 1В, вызван-
ного потерей метилирования в GNAS-A/B DMR.
При синдромах Прадера–Вилли и Ангельмана
практически не наблюдаются нарушения мети-
лирования, обусловленные MLID [4, 17, 18, 234].

У значительного количества пациентов с на-
рушениями импринтинга уже обнаружены мно-
жественные аномалии метилирования ДНК в
импринтированных DMR генома. У пациентов с
MLID выявлены проявления специфического
“классического” фенотипа определенной болез-
ни импринтинга, однако у некоторых из них раз-
вивается комплекс симптомов, характерных для
разных синдромов, обусловленных аномалиями
импринтинга, что показано выше. Кроме того,
MLID часто бывают мозаичными, так как пато-
логия возникает в ограниченном количестве кле-
ток на самых ранних этапах развития эмбриона.
Поэтому очень сложно определить конкретные
корреляции между эпи-/генотипом и фенотипи-
ческими проявлениями у пациентов с MLID.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последнее десятилетие достигнут большой

прогресс в изучении эпигенетической регуляции
экспрессии генов. Изучение структурной орга-
низации, специфического аллельного метили-
рования и определенной аллельной структуры
хроматина в регуляторных районах, цис- и
транс-взаимодействия днРНК с первичными/
герминальными (PLAGL1, H19/IGF2, PEG13, IGF2-
DMR0, KCNQ1OT1, RB1, MEG3/DLK1, SNURF,
GNAS-AS1, GNAS-XL, GNAS A/B) и вторичны-
ми/соматическими (IGF2-DMR2, DLK1, GTL2,
MEG8, MAGEL2, NDN, SNRPN, SNORD116, GNAS-
NESP) регуляторными районами (DMR) на раз-
личных этапах онтогенеза позволяет понять, как
функционирует эпигеном в норме и при патоло-
гии. Нарушения концерта этих структурных и

функциональных составляющих генома могут
приводить к патологическим состояниям, таким
как болезни импринтинга, несиндромальные фор-
мы нарушений умственного и физического разви-
тия, многофакторные заболевания, в том числе он-
кологические, аутоиммунные и другие.

Геномный импринтинг играет ключевую роль
в ряде онтогенетических этапов, и контролирует-
ся комплексом генов, которые моноаллельно
экспрессируются в определенных тканях или ти-
пах клеток. Поэтому роль импринтированных ге-
нов в процессах развития остается наиболее ак-
тивно исследуемой областью эпигенетики. Со-
временные методы молекулярно-генетического
анализа позволяют определять полнохромосом-
ную и сегментную ОРД, где могут располагаться
импринтированные гены [235–237], проводить
полногеномный анализ метилирования [238, 239]
или исследовать эпитранскриптом и моноаллель-
ную экспрессию, в том числе в единичной клетке
[15, 240]. В результате таких исследований коли-
чество импринтированных генов и DMR посто-
янно увеличивается. Следующим этапом должно
стать выяснение роли этих генов в онтогенезе и
вклада патологии метилирования в фенотипиче-
ские проявления. Справедливо полагать, что
причиной ряда синдромальных состояний и не-
специфических форм внутриутробной/постна-
тальной задержки развития, где молекулярный
дефект еще неизвестен, станут эпигенетические
нарушения, представленные аномальным мети-
лированием ДНК, нарушенной структурой хро-
матина и изменениями в экспрессии днРНК.
Также нельзя не учитывать и структурные нару-
шения генов, участвующих в установлении и под-
держании моноаллельной экспрессии генов как в
герминативных клетках, так и на ранних этапах
развития эмбриона. Мутации в таких генах могут
приводить к феномену MLID, а это, в свою оче-
редь, будет требовать разработки диагностиче-
ских протоколов, позволяющих определить мо-
лекулярно-генетическую патологию и избежать
фенотипических проблем у потомства. Совре-
менные достижения молекулярной биологии и
генетики вселяют оптимизм, что в следующем де-
сятилетии закономерности функционирования и
взаимодействия генома и эпигенома позволят не
только проводить высокотехнологичную молеку-
лярно-генетическую диагностику заболеваний, в
основе которых лежат нарушения эпигенетиче-
ской регуляции, но и разработать эффективные
способы лечения подобных заболеваний.
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Epigenetic regulation – hereditary and non-hereditary changes in the expression of a particular gene without
any corresponding structural changes in its nucleotide sequence. Genomic imprinting is an epigenetic mech-
anism for regulating the expression of homologous genes depending on parental origin, i.e., they are ex-
pressed monoallelically in the mammalian diploid cell. Being genetically imprinted, only the maternal or only
the paternal genome is unable to ensure normal embryonic development. The most studied epigenetic mod-
ification, which is assigned one of the main roles in the maintenance of imprinting processes, is the specific
methylation of cytosine in the CpG- dinucleotides. All known imprinted genes contain differential DNA
methylation regions on homologous parent chromosomes, which are necessary for their monoallelic expres-
sion. However, it is now known that not only DNA methylation, but chromatin remodeling, histone modifi-
cations, and non-coding RNAs as well ensure the proper functioning of imprinted genes in the human body.
Structural and functional disturbances of epigenetic mechanisms lead to imprinting diseases.
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Пандемия, вызванная вирусом SARS-CoV-2, определила актуальность выявления факторов, спо-
собных влиять как на риск инфицирования, так и на тяжесть течения COVID-19. Среди этих фак-
торов особый интерес представляют микроРНК, обладающие широким регуляторным потенциа-
лом. В представленном обзоре обсуждается возможная роль микроРНК человека и генома/мик-
роРНК SARS-CoV-2 в инфицировании и определении клинической картины COVID-19. Обобщена
информация о SARS-CoV-2-специфичных микроРНК человека, уровне их экспрессии в различных
органах (клетках) в норме и при развитии заболеваний, которые являются факторами риска тяже-
лого течения COVID-19. Обсуждается возможное участие SARS-CoV-2 в развитии клинической
картины COVID-19, в том числе и посредством подавления микроРНК и РНК-связывающих бел-
ков человека, изменения уровня экспрессии генов в инфицированных клетках, возможных эпигенети-
ческих модификаций генома человека с участием микроРНК коронавирусного происхождения.

Ключевые слова: микроРНК, SARS-CoV-2, COVID-19
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ВВЕДЕНИЕ
В 2020 году распространение респираторной

инфекции COVID-19, вызванной коронавирусом
SARS-CoV-2, привело к возникновению панде-
мии. COVID-19 поражает людей любого возраста,
а клиническая картина данного заболевания ва-
рьирует от бессимптомного течения до тяжелого
и критического состояния [1, 2]. В систематиче-
ских обзорах, обобщающих данные о факторах
риска, клинических признаках и симптомах
COVID-19, отмечено, что тяжелое течение заболе-
вания и повышенный риск летального исхода ха-
рактерны для пациентов старше 60 лет, а также для
лиц с такими сопутствующими заболеваниями, как
артериальная гипертензия, сахарный диабет, сер-
дечно-сосудистые и хронические респираторные
заболевания [3, 4]. Кроме того, COVID-19 высту-
пает в качестве фактора риска развития ряда па-
тологий – вирусной пневмонии, дыхательной и
острой почечной недостаточности, сепсиса [5],
воспалительного поражения сосудов, поврежде-

ния миокарда, аритмии [6], тромботических
осложнений (таких как острая ишемия конечно-
стей, тромбоз брюшной и грудной аорты, ин-
фаркт миокарда, венозная тромбоэмболия,
острое нарушение мозгового кровообращения,
диссеминированное внутрисосудистое свертыва-
ние) [7], неврологических нарушений [8]. В этой
связи актуальным представляется поиск эндоген-
ных факторов, способствующих инфицированию
и/или неблагоприятному течению заболевания,
вызванному SARS-CoV-2. Особый интерес в ка-
честве маркеров функционального состояния ор-
ганизма и молекул с потенциальным терапевти-
ческим эффектом вызывают микроРНК [9, 10].

МикроРНК – это некодирующие РНК длиной
около 19–24 н. [11, 12]. В зависимости от того, из
какого именно участка двухцепочечного предше-
ственника-шпильки (3' либо 5') происходит зре-
лая одноцепочечная последовательность, мик-
роРНК обозначают miR-3p, либо miR-5p [11, 13].
Механизм действия микроРНК заключается в
комплементарном связывании с мРНК-мишеня-
ми, что приводит к торможению трансляции или
разрушению мРНК [14].

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898422010049 для авторизованных поль-
зователей.
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КУЧЕР и др.

МикроРНК вовлечены в регуляцию экспрессии
более 60% всех белоккодирующих генов млекопи-
тающих, они участвуют во всех основных биологи-
ческих и патологических процессах, в том числе и в
противовирусном ответе [12, 15]. К настоящему
времени накоплен большой объем данных, свиде-
тельствующих о том, что спектр и уровень экспрес-
сии микроРНК зависят от функционального со-
стояния организма и изменяется при развитии за-
болеваний [16, 17]. Имеются данные о том, что
микроРНК клеток могут связываться с кодирую-
щими регионами геномов РНК-содержащих виру-
сов (таких как ВИЧ, вирусы гепатита С, лихорадки
денге и гриппа), тем самым оказывая противови-
русное действие [2, 12, 14, 18]. Коронавирусы также
относятся к РНК-содержащим вирусам, поэтому
нельзя исключать, что среди множества факторов,
влияющих на риск инфицирования и характер те-
чения инфекции при сопутствующих коморбид-
ных состояниях, определенную роль могут играть
такие малые биомолекулы, как микроРНК.

Вирус SARS-CoV-2 – возбудитель COVID-19,
принадлежит к роду бета-коронавирусов, вклю-
чающему также вирусы SARS-CoV (возбудитель
тяжелого острого респираторного синдрома) и
MERS-CoV (возбудитель ближневосточного ре-
спираторного синдрома). Вспышки инфекций,
вызванных SARS-CoV и MERS-CoV, произошли в
2002–2003 и 2012 гг. соответственно, но они не
приобрели характера пандемии. Филогенетиче-
ский анализ выявил до 79% сходства между гено-
мами SARS-CoV-2 и SARS-CoV и до 50% – между
геномами SARS-CoV-2 и MERS-CoV [18, 19].

Геном SARS-CoV-2 представлен одноцепочеч-
ной РНК положительной полярности. Длина ре-
ференсной последовательности этой РНК, пред-
ставленной в базе данных NCBI (NC_045512.2),
составляет порядка 29.9 т.н. Около двух третей ге-
нома с 5'-конца заняты генами полипротеинов
(ORF1a и ORF1b). Полипротеины вируса расщеп-
ляются протеазами на неструктурные белки (Nsp),
которые формируют репликационно-транскрип-
ционный комплекс. В состав оставшейся трети ге-
нома SARS-CoV-2 входят гены структурных белков –
гликопротеина шиповидных отростков (S-белка,
или белка шипа, от spike – шип), белков мембра-
ны (M, membrane), оболочки (E, envelope) и нук-
леокапсида (N, nucleocapsid). Также геномная
РНК SARS-CoV-2 включает нетранслируемые
области: 5'-UTR и 3'-UTR [12, 19‒22].

S-белок способствует проникновению вируса
в клетку, связываясь для этого с ангиотензинпре-
вращающим ферментом 2 (ACE2) [21]. Белок E
формирует оболочку вируса и участвует в образо-
вании гидрофильных пор в клеточных мембра-
нах, белок М определяет форму оболочки вируса
и служит центральным организатором сборки ко-
ронавируса [15, 23]. Белок N связан с геномной

РНК коронавируса, а также с Nsp3 – неструктур-
ным белком репликационно-транскрипционно-
го комплекса, помогающим упаковке генома в
вирионы [20].

Вирус SARS-CoV-2 относится к внутриклеточ-
ным патогенам, и для обеспечения своего функци-
онирования и репликации использует клеточную
машинерию организма-хозяина. Поэтому успеш-
ность инфицирования будет зависеть от функци-
онального состояния клетки-хозяина (соотноше-
ния факторов, благоприятных и неблагоприят-
ных для этого процесса) и возможности быстро
“перестроить” молекулярную физиологию клетки
и организма в целом так, чтобы обеспечить раз-
множение и распространение вируса (например,
возможность “уйти” от иммунного контроля орга-
низма). Подавлению входа SARS-CoV-2 в клетку и
ограничению его репликации может способство-
вать повышенный уровень микроРНК, мишенью
которых служат гены S, M, N, E и ORF1ab, в то вре-
мя как низкий уровень этих микроРНК создает
благоприятные условия для инфицирования клет-
ки и репликации коронавируса [15]. Однако в па-
тогенезе COVID-19 могут участвовать микроРНК
не только клеток человека, но и SARS-CoV-2: ге-
ном этого коронавируса потенциально способен
продуцировать микроРНК, которые могут участ-
вовать в эпигенетических процессах в инфициро-
ванных клетках [19]. Кроме того, микроРНК че-
ловека могут вызывать разнонаправленные эф-
фекты – как подавлять инфицирование, так и
выступать в роли провирусных факторов [19, 24],
а инфицирование клеток SARS-CoV-2 приводит к
изменению экспрессии микроРНК в клетках че-
ловека [11]. Более высокий уровень инфицирова-
ния SARS-CoV-2 по сравнению с другими коро-
навирусами позволяет предположить, что имен-
но различия в структуре специфичных участков
генома коронавирусов определяют их влияние как
на риск заражения, так и на течение COVID-19.
Особенности структуры генома коронавирусов
также могут приводить к формированию различ-
ных мишеней, связывающих микроРНК челове-
ка и, соответственно, определять “сценарии” те-
чения болезни при наличии сопутствующих пато-
логий, вызывающих изменение спектра и уровня
экспрессии микроРНК в организме.

В обзоре рассмотрены различные аспекты ро-
ли микроРНК в патогенезе COVID-19. В качестве
источника информации использованы база
PubMed и интернет-ресурсы, содержащие дан-
ные об экспрессии микроРНК в тканях и клет-
ках человека, и их значимости в развитии раз-
личных заболеваний человека (TissueAtlas [25],
FANTOM5 [26] и Human MicroRNA Disease Data-
base – HMDD [16]).
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МикроРНК ЧЕЛОВЕКА, СПЕЦИФИЧНЫЕ 
ДЛЯ ГЕНОМА SARS-CoV-2

На основании поискового запроса с использо-
ванием различных комбинаций терминов mi-
croRNA, miRNA, SARS-CoV-2 и COVID-19 в базе
данных PubMed на конец 2020 года выявлены 16
публикаций, в которых представлена информа-
ция о микроРНК, потенциально способных свя-
зываться с геномом SARS-CoV-2. Число таких
микроРНК (по данным разных исследователей)
варьировало от трех до более 1000, что связано с
использованием разных баз данных, аналитиче-
ских инструментов, а также с различиями в числе
привлеченных микроРНК и последовательно-
стей генома SARS-CoV-2 (табл. S1, см. Приложе-
ние на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2022/1/supp_Kucher_rus.pdf). Некоторые мик-
роРНК, имеющие мишени в геноме SARS-CoV-2,
также способны связываться с геномами SARS-
CoV и MERS-CoV, а в отдельных случаях и с гено-
мами низкопатогенных коронавирусов, вызыва-
ющих легкие формы острой респираторной ин-
фекции. Эти микроРНК были исключены из
дальнейшего анализа, чтобы провести поиск
микроРНК, которые могут определять высокую
патогенность именно SARS-CoV-2. Кроме того,
критерием включения SARS-CoV-2-специфич-
ных микроРНК в анализ было их упоминание в
качестве специфичных в двух и более публикаци-
ях (с целью снижения вероятности ошибочного
описания потенциально значимых для инфици-
рования клеток микроРНК). В итоге отобраны 39
микроРНК, отвечающих указанным критериям
(табл. 1).

Необходимо отметить, что разные последова-
тельности зрелых микроРНК, происходящих из
общего предшественника, могут отличаться спо-
собностью связываться с геномами разных коро-
навирусов. Так, hsa-miR-195-3p способна связы-
ваться только с геномом SARS-CoV-2, в то время
как hsa-miR-195-5p может связываться также с
геномами как SARS-CoV, так и других коронави-
русов [2, 34]. Поэтому в дальнейшем (во всех воз-
можных случаях) внимание уделяли именно той
последовательности микроРНК (-3p или -5p), ко-
торую изучали в привлеченных к рассмотрению
исследованиях. Тем не менее, работы, в которых
последовательность микроРНК не была конкре-
тизирована (-3p или -5p), также включали в рас-
смотрение (далее микроРНК приведены в том ви-
де, в котором они указаны в оригинальных пуб-
ликациях).

Участки генома SARS-CoV-2 различаются по
числу микроРНК, способных с ними связывать-
ся: больше всего микроРНК (22) описано для
ORF1ab, а также для генов, кодирующих S- и N-
белок (табл. 1), что, в целом, согласуется с разме-
рами соответствующих генов (хотя размер гена,

кодирующего S-белок, в несколько раз больше
гена, кодирующего белок нуклеокапсида) [35]. В
качестве мишеней отдельных микроРНК описа-
ны от одного до трех генов SARS-CoV-2, но в ряде
случаев локализация мишеней микроРНК авто-
рами исследований не указана (см. табл. 1). На
настоящий момент неизвестно, может ли влиять
на ограничение инфицирования то, какой имен-
но ген SAR-CoV-2 служит мишенью для мик-
роРНК клеток организма-хозяина, но можно
предположить, что наличие нескольких мишеней
для разных микроРНК благоприятствует защите
человека от инфекции. Это связано со способно-
стью генома SARS-CoV-2 мутировать, что может
приводить как к потере, так и к появлению новых
мишеней для одной и той же микроРНК или к
возникновению мишеней для других микроРНК,
которые ранее не имели мишеней на геноме ко-
ронавируса. Такая ситуация наблюдалась, в част-
ности, при сравнении профилей связывания 24
микроРНК человека с 67 различными геномами
SARS-CoV-2, выявленными на территории 24
стран [19]. В их число входили и четыре мик-
роРНК, привлеченные к анализу в нашей работе:
hsa-miR-23b-5p, -378с, -549а-3р и -12119, мишени
которых “потеряны” в 2, 1, 11 и 2 геномах SARS-
CoV-2 соответственно. Примечательно, что неко-
торые кластеры микроРНК, выделенные на осно-
вании профилей связывания с геномом SARS-
CoV-2, оказались ассоциированными с повышен-
ной смертностью от COVID-19 в странах, где они
были выявлены [19], что свидетельствует о значи-
мости как микроРНК хозяина, так и особенно-
стей генома коронавируса для клинической кар-
тины COVID-19. С этой точки зрения наиболее
уязвимым геном SARS-CoV-2 является ORF1ab,
поскольку с ним потенциально может связывать-
ся наибольшее число микроРНК, а самый замет-
ный защитный эффект могут оказывать hsa-miR-
1910-3p и hsa-miR-3190-3p, имеющие не менее
трех генов-мишеней в геноме данного коронави-
руса (табл. 1).

Способность защищать клетки хозяина зави-
сит не только от наличия мишеней в геноме
SARS-CoV-2, но и от уровня экспрессии мик-
роРНК. В клетках органов, через которые вирус
проникает в организм, уровень экспрессии мик-
роРНК может влиять на защиту от SARS-CoV-2, в
других органах – на риск развития осложнений.
Известно, что для экспрессии микроРНК харак-
терны тканевая и клеточная специфичность, чув-
ствительность к воздействию средовых факторов
и зависимость от функционального состояния
организма. Поэтому мы проанализировали дан-
ные из общедоступных баз по экспрессии мик-
роРНК в органах (и клетках) здоровых индивидов
(TissueAtlas [25], FANTOM5 [26]), а затем обоб-
щили информацию об изменении уровня экс-
прессии этих микроРНК при некоторых заболе-
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Таблица 1. МикроРНК человека, потенциально способные связываться с различными генами коронавируса
SARS-CoV-2

микроРНК MIMAT, номера miRBase* Гены-мишени Источник

hsa-miR-16-2-3p MIMAT0000069 Не указаны [2, 11]

hsa-miR-23b-5p MIMAT0004587
ORF8 [15, 19]

Не указаны [27]

hsa-miR-34c-3p MIMAT0004677 Не указаны [2, 14]

hsa-miR-125a-3p MIMAT0004602
Ген S-белка [19]

Не указаны [2, 11]

hsa-miR-141-3p MIMAT0000432
ORF1ab [28]

Не указаны [2, 11]

hsa-miR-142-3p MIMAT0000434 Не указаны [9, 11]

hsa-miR-193b-5p MIMAT0004767
Ген M-белка [28]

Не указаны [11]

hsa-miR-195-3p MIMAT0004615
ORF1ab, S [28]

Не указаны [2, 11, 29]

hsa-miR-197-5p MIMAT0022691

Nsp3, ORF1a [30]

ORF1ab [19]

Не указаны [11]

hsa-miR-203a-5p MIMAT0031890
Ген S-белка [28]

Не указаны [2, 14]

hsa-miR-208a-5p MIMAT0026474

Ген N-белка [15, 19]

ORF1ab [28]

Не указаны [2]

hsa-miR-208b-5p MIMAT0026474
ORF1ab [28]

Не указаны [2, 14]

hsa-miR-325 MIMAT0000771

Ген M-белка [15]

ORF1ab [28]

Не указаны [2]

hsa-miR-378c MIMAT0016847
ORF1ab [19]

Не указаны [2, 27, 31]

hsa-miR-548ag MIMAT0018969

ORF1ab [15, 28]

Ген S-белка [15]

Не указаны [2]

hsa-miR-549a-3p MIMAT0003333

ORF1ab [19, 28]

ORF3a [15]

Не указаны [2]

hsa-miR-605-5p MIMAT0003273
ORF1ab [28]

Не указаны [2, 28]

hsa-miR-628-3p MIMAT0004809
ORF1ab [19, 28]

Не указаны [2]

hsa-miR-668-3p MIMAT0003881
5'-UTR [18]

Не указаны [2, 14]
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⃰* Данные взяты из базы miRBase [33].

hsa-miR-1246 MIMAT0005898
ORF3a [15]
Не указаны [11]

hsa-miR-1293 MIMAT0005883
3'-UTR [22]
ORF1ab [28]
Не указаны [2, 11]

hsa-miR-1910-3p MIMAT0026917
ORF1ab/ORF7a/ген N белка [15]
Не указаны [11]

hsa-miR-2392 MIMAT0019043 ORF8 [15, 19]

hsa-miR-3120-5p MIMAT0019198
ORF1ab [19]
Не указаны [31]

hsa-miR-3132 MIMAT0014997
ORF3a [19]
Не указаны [11]

hsa-miR-3135b MIMAT0018985 ORF7a [15, 19]

hsa-miR-3155a MIMAT0015029
Ген N-белка [15, 19]
Не указаны [2]

hsa-miR-3190-3p MIMAT0022839

ORF1ab [15, 19]
ORF8 [15]
Ген S-белка [28]
Не указаны [2]

hsa-miR-3914 MIMAT0018188
ORF1ab [19, 28]
Не указаны [31]

hsa-miR-4510 MIMAT0019047
ORF3a [15]
Ген S-белка [19]

hsa-miR-4684-3p MIMAT0019770
ORF7a [19]
Ген N-белка [28]
Не указаны [2]

hsa-miR-5087 MIMAT0021079
ORF1ab [28]
Не указаны [2, 32]

hsa-miR-5590-3p MIMAT0022300
ORF7a [15]
ORF1ab [28]
Не указаны [2]

hsa-miR-6736-5p MIMAT0027373
ORF1ab [19]
Не указаны [11]

hsa-miR-6741-5p MIMAT0027383
Ген N-белка [15]
ORF1ab [19]
Не указаны [29]

hsa-miR-6751-5p MIMAT0027402 ORF3a [15, 19]

hsa-miR-6837-3p MIMAT0027577
ORF1ab [19]
5'-UTR [18]
Не указаны [2]

hsa-miR-8066 MIMAT0030993
Ген N-белка [15, 19]
Не указаны [12, 31]

hsa-miR-12119 MIMAT0049013
ORF1ab [15]
Ген N-белка [19]

микроРНК MIMAT, номера miRBase* Гены-мишени Источник

Таблица 1. Окончание
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ваниях, значимых для определения клинической
картины COVID-19 (PubMed, Human MicroRNA
Disease Database [16]).

ЭКСПРЕССИЯ микроРНК, ПОТЕНЦИАЛЬНО 
СПОСОБНЫХ СВЯЗЫВАТЬСЯ С ГЕНОМОМ 

ВИРУСА SARS-CoV-2, В ТКАНЯХ
И КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА

При выборе тканей, органов и типов клеток, в
которых анализировали микроРНК, потенциаль-
но способные связываться с геномом SARS-CoV-2,
учитывали результаты эпидемиологических ис-
следований их чувствительности к воздействию
данного коронавируса и/или поражаемость при
COVID-19 [3–8]. Всего проанализировали 16 тка-
ней (рис. 1) и 20 типов клеток (рис. 2) различных
органов.

Имеющиеся данные об уровне экспрессии мик-
роРНК в тканях и органах здорового человека весь-
ма немногочисленны: в TissueAtlas [25] представле-
ны результаты анализа образцов, полученных от
одного индивида, умершего естественной смертью.
Экспрессия 22 из 39 рассмотренных микроРНК
выявлена в тканях легкого, различных отделов го-

ловного мозга, желудочно-кишечного тракта,
сердца, артерий, почек и предстательной железы
(всего 16 органов) (рис. 1). Выделены три класте-
ра микроРНК: в первый входят пять микроРНК
с относительно высоким уровнем экспрессии в
тканях всех органов (hsa-miR-197-5p, -1246,-3135b,
-2392 и -125а-3р), во второй – семь микроРНК
со средним уровнем экспрессии (hsa-miR-3132,
-605-5p, -142-3p, -193b-5p, -3190-3p, -195-3p,
-141-3p), и в третий – 12 микроРНК с низким
уровнем экспрессии. Зарегистрирована экспрес-
сия лишь одной из двух микроРНК, имеющих
наибольшее число мишеней на геноме SARS-
CoV-2 – hsa-miR-3190-3p (табл. 1), но ее уровень
был относительно невысоким (ниже средних зна-
чений) (рис. 1). Однако уровень экспрессии мик-
роРНК в пределах кластеров также характеризу-
ется тканевой специфичностью. В зависимости
от уровня экспрессии микроРНК ткани органов
также группируются в три кластера (рис. 1). В ткани
легкого на наиболее высоком уровне экспрессиру-
ются hsa-miR-197-5p, -1246, -3135b (>10 log2(кван-
тильно нормализованного уровня экспрессии
микроРНК – QNE)), и эти микроРНК могут рас-
сматриваться в качестве потенциально значимых
для ограничения инфицирования SARS-CoV-2.

Рис. 1. Теплокарта, отражающая экспрессию микроРНК, потенциально способных связываться с геномом вируса
SARS-CoV-2, в тканях различных органов человека (согласно TissueAtlas [25]). Использованы значения логарифма
квантильно нормированного уровня экспрессии микроРНК – log2(QNE).
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Рис. 2. Теплокарта, отражающая экспрессию микроРНК, потенциально способных связываться с геномом вируса
SARS-CoV-2, в первичных культурах клеток человека (согласно атласу FANTOM5 [26]). Использован логарифм уров-
ня экспрессии микроРНК, нормализованного по количеству прочтений на миллион – или log2(CPM); n – число об-
разцов, информация по которым представлена в базе FANTOM5.
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Поскольку ткани имеют гетерогенную клеточ-
ную структуру, на втором этапе проанализирова-
ны особенности экспрессии 39 отобранных мик-
роРНК в различных типах клеток, информация
по которым представлена в базе FANTOM5 [26], в
том числе – в эпителиальных клетках разных ор-
ганов, в клетках крови и др. (рис. 2). Информация
об уровне экспрессии в выбранных для рассмотре-
ния клетках была доступна для 36 из 39 микроРНК.
Экспрессия 11 из 36 этих микроРНК не выявлена
в анализируемых типах клеток (hsa-miR-3135b,
-8066, -6741-5p, -6736-5p, -5590-3p, -5087, -4684-
3p, -3914, -3132, -208a-5p и -208b-5р – данные по
этим микроРНК не представлены на рис. 2), экс-
прессия еще шести микроРНК (hsa-miR-548ag,
-3120-5p, -4510, -1246, -2392, -6751-5p) регистри-
ровалась на очень низком уровне (<1.0 log2(CPM))
в единичных типах клеток, а оставшиеся 19 мик-
роРНК экспрессируются на более высоком уровне
(>1.0 log2(CPM)), который варьировал в разных
типах клеток. Лишь hsa-miR-16-2-3p имеет сред-
ний (и примерно равный) уровень экспрессии во
всех анализируемых типах клеток (5.71–7.91
log2(CPM)). Ни одна из микроРНК, имеющих не
менее трех мишеней в геноме SARS-CoV-2 (табл. 1),
не относится к категории высоко экспрессирую-
щихся в рассмотренных типах клеток (рис. 2).

Уровень экспрессии некоторых микроРНК
был специфичным для разных типов клеток: hsa-
miR-142-3p имела высокий уровень экспрессии
(>10 log2(CPM)) в клетках крови и невысокий
(или нулевой) в других типах клеток; hsa-miR-
141-3p – высокий уровень экспрессии в эпители-
альных клетках респираторного и пищеваритель-
ного тракта, предстательной железы, а также в
B-лимфоцитах, средний уровень – в других типах
клеток крови и низкий – во всех остальных типах
клеток. Уровень экспрессии hsa-miR-125a-3p был
низким в клетках крови и средним в других типах
клеток. Уровень экспрессии других микроРНК
также зависел от типа клеток, но в целом был невы-
соким (в большинстве случаев – <4.0 log2(CPM)).
Исходя из приведенных данных об уровне экс-
прессии микроРНК в различных типах клеток в
норме (рис. 2), можно заключить, что для участия
в определении ответа организма на инфицирова-
ние SARS-CoV-2 и в клинической картине
COVID-19 наиболее перспективны hsa-miR-16-2-
3p, -125a-3p, -141-3p, -142-3p и, в меньшей степе-
ни, hsa-miR-378, -628-3p, -1293, -23b-5p, -34c-3p,
-193b-5p, -668-3p и -195-3p. Эти микроРНК име-
ют мишени в геноме SARS-CoV-2, поэтому мож-
но ожидать, что высокий уровень их экспрессии
будет снижать риск инфицирования и/или тяжело-
го течения болезни. Особое место в этом ряду зани-
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мает hsa-miR-141-3p, характеризующаяся высоким
уровнем экспрессии в эпителиальных клетках
нижних дыхательных путей и пищеварительного
тракта, которые служат первым барьером на пути
инфицирования SARS-CoV-2.

ЭКСПРЕССИЯ микроРНК, ПОТЕНЦИАЛЬНО 
СПОСОБНЫХ СВЯЗЫВАТЬСЯ

С ГЕНОМОМ ВИРУСА SARS-CoV-2,
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Поскольку уровень экспрессии микроРНК за-
висит от функционального состояния организма
и может меняться при развитии патологий [16, 17],
а ряд болезней и коморбидных состояний высту-
пают в качестве фактора риска развития тяжелого
течения COVID-19 [3, 4, 36], нами проанализиро-
ваны изменения профилей микроРНК, специ-
фичных для SARS-CoV-2, при различных заболе-
ваниях. Такая информация доступна для 16 мик-
роРНК (табл. 2), среди которых, к сожалению,
отсутствовали выделенные на предыдущих этапах
такие потенциально значимые для определения
риска инфицирования SARS-CoV-2 и характера
клинической картины COVID-19 микроРНК, как
hsa-miR-1910-3p, hsa-miR-3190-3p (имеют не ме-
нее трех мишеней на геноме SARS-CoV-2 (табл.
1)), hsa-miR-3135b (высокий уровень экспрессии
в различных органах (рис. 1)).

Согласно данным, представленным в базе
HMDD [16], уровень большинства микроРНК,
специфичных для SARS-CoV-2, изменяется в
крови или пораженных органах при различных
заболеваниях, в том числе при патологиях дыха-
тельной и сердечно-сосудистой системы (особен-
но при артериальной гипертензии), при сахарном
диабете и его осложнениях, аутоиммунных (табл.
2) и ряде других заболеваний. К сожалению, не во
всех анализируемых публикациях указано, из ка-
кой цепи происходит микроРНК с измененным
уровнем экспрессии, а иногда микроРНК рас-
сматриваются лишь на уровне семейств, но они
не были исключены из дальнейшего анализа.

Наибольший интерес представляют заболева-
ния дыхательной системы, при которых изменяет-
ся уровень экспрессии микроРНК человека, спе-
цифичных для связывания с геномом SARS-CoV-2.
Зарегистрировано изменение уровня экспрессии
семи SARS-CoV-2-специфичных микроРНК че-
ловека при ХОБЛ, легочной гипертензии, брон-
хиальной астме и бактериальной пневмонии
(табл. 2). Три из этих микроРНК (hsa-miR-125a-3p,
-197-5p и -1246) относятся к категории высоко
экспрессирующихся в тканях разных органов, в
том числе и в ткани легкого (см. рис. 1).

Уровень специфичных для SARS-CoV-2 мик-
роРНК определен в ткани легкого и/или в крови
пациентов, либо модельных объектов (мышей) с

разными заболеваниями легочной системы. В
большинстве исследований при развитии патоло-
гии легких регистрировали снижение уровня раз-
личных микроРНК. Так, ни при одном из рассмот-
ренных заболеваний дыхательной системы не вы-
явлено увеличения SARS-CoV-2-специфичных
микроРНК в ткани легкого человека (табл. 2).

Снижение уровня hsa-miR-203 зарегистриро-
вано в клетках бронхиального эпителия при
бронхиальной астме [43] и в ткани легкого у куря-
щих пациентов с ХОБЛ по сравнению со здоро-
выми индивидами как курящими, так и не куря-
щими [40]. Однако в крови этих же пациентов с
ХОБЛ уровень hsa-miR-203 был выше, чем у не-
курящих, но несколько меньше (статистически
незначимо), чем у курящих здоровых индивидов
[40]. Можно предположить, что курение является
значимым фактором, влияющим на уровень экс-
прессии hsa-miR-203, а увеличение у курящих
уровня данной микроРНК может объяснять то,
что некоторые исследователи не рассматривают
курение как фактор риска COVID-19 [77].

Снижение уровня hsa-miR-203 в ткани легкого
при ХОБЛ (в норме эта микроРНК экспрессиру-
ется в клетках дыхательного эпителия на невысо-
ком уровне (рис. 2)) предположительно может
быть неблагоприятным фактором в отношении
COVID-19, но высокий уровень hsa-miR-203 в
лейкоцитах крови может сдерживать распростра-
нение инфекционного процесса за пределы лег-
кого. Благоприятствовать развитию COVID-19
должен также более низкий уровень hsa-miR-203
в эпителии бронхов при астме (табл. 2), но астму
не рассматривают как фактор риска COVID-19
[78, 79].

В то же время увеличение экспрессии miR-203
в ткани легких наблюдали на модельных объектах
при пневмонии, индуцированной воздействием
липополисахарида (LPS) [44]. Повышение уров-
ня hsa-miR-203 зарегистрировано также в образ-
цах слизистой оболочки носа младенцев, инфи-
цированных респираторно-синцитиальным ви-
русом [80]. Следует отметить, что у абсолютного
большинства пациентов с COVID-19 выявляются
сопутствующие инфекции бактериальной, вирус-
ной или грибковой природы [81].

Интересными представляются также данные о
связи снижения уровня hsa-miR-1246 в сыворотке
с увеличением продолжительности заболевания
ХОБЛ, причем у 3/4 пациентов с низким уровнем
данной микроРНК регистрировалась эмфизема
легких [39]. Снижение уровня этой микроРНК
наблюдали также в лейкоцитах крови при легоч-
ной гипертензии [41]. Нsa-miR-1246 относится к
категории микроРНК, высоко экспрессирую-
щихся в различных органах (рис. 1), но ее уровень
снижен в легочной ткани курильщиков. При этом
has-miR-1246 регулирует экспрессию гена ACE2,
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Таблица 2. Изменение уровня микроРНК, потенциально способных связываться с геномом вируса SARS-CoV-2,
при различных заболеваниях

Патология Источник микроРНК МикроРНК Изменение уровня микроРНК Источ-
ник

Заболевания дыхательной системы

ХОБЛ Легочная артерия miR-197 ↓ по сравнению с некурящими [37]

Плазма крови miR-628-3p ↓ по сравнению с курящими
и с некурящими

[38]

Сыворотка крови miR-1246 ↓ у пациентов через 10 лет;
у 75% выявлена эмфизема

[39]

ХОБЛ, курильщики Кровь miR-203 ↑ по сравнению с некурящими, 
но ниже (не значимо),
чем у курильщиков

[40]

Ткани легких miR-203 ↓ по сравнению как с куря-
щими, так и с некурящими

Легочная гипертензия Лейкоциты крови miR-1246 ↓ [41]

miR-23b ↑
Тяжелая легочная гипертен-
зия

Лейкоциты крови miR-208b ↑ по сравнению с контролем
и легочной гипертензией сред-
ней степени тяжести

Легочная гипертензия у 
мышей

Гипоксичная легочная 
ткань

miR-125a ↑ [42]

Циркулирующие мик-
роРНК

miR-125a ↓

Бронхиальная астма Бронхиальный эпителий miR-203 ↓ [43]

LPS-индуцированная пнев-
мония у мышей

Ткани легких miR-203 ↑ повышается и достигает мак-
симума через 5 дней

[44]

Заболевания сердечно-сосудистой системы

Гипертензия и сердечная 
недостаточность

Мононуклеарные клетки 
периферической крови

miR-208b ↑ по сравнению с гипертензией 
без сердечной недостаточности

[45]

Гипертензия с гипертро-
фией левого желудочка

Плазма крови miR-208 ↑ [46]

Гипертензия, в т.ч. с гипер-
трофией левого желудочка

Мононуклеары перифе-
рической крови

miR-208 ↑ [17, 47]

Гипертонический нефро-
склероз

Ткани почек miR-141 ↑ [48]

Сердечная недостаточ-
ность, стадии С или D

Сыворотка крови miR-197-5p ↑ [49]

Сердечная недостаточность Плазма крови miR-193b-
5p

↓ [50]

Сердечная недостаточность 
с уменьшенной фракцией 
выброса левого желудочка

Плазма крови miR-193b-
5p

↓ [50]

Ишемия во время хирурги-
ческого вмешательства

Миокард правого пред-
сердия

miR-195 ↓ [51]

Ишемическая и неишеми-
ческая сердечная недоста-
точность

Плазма крови miR-195-3p ↑ [52]
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Ишемическая болезнь 
сердца

Плазма крови miR-208a ↑ [53]

Обструктивная ишемиче-
ская болезнь сердца

Плазма крови miR-3135b ↑ [54]

Гипертрофия миокарда 
левого желудочка, мыши

Миокард левого желу-
дочка

miR-23 ↑ [55]

miR-195 ↑
Гипертрофия миокарда 
левого желудочка

Миокард левого желу-
дочка

miR-195 ↑ [56]

Гипертрофическая кардио-
миопатия, кошки

Сыворотка крови miR-1246 ↑ [57]

Фибрилляция предсердий Миокард предсердий miR-208a ↓ по сравнению с синусовым 
ритмом

[58]

Хроническая фибрилляция 
предсердий

Миокард miR-208b ↑ [59]

Инфаркт миокарда Плазма крови miR-195-3p ↑ через 8 ч (максимальное значе-
ние) и 12 ч после инфаркта

[60]

Инфаркт миокарда Миокард miR-208 ↑ [61]

Стенокардия Плазма крови miR-208a ↑ по сравнению с контролем и 
инфарктом миокарда

[62]

Диастолическая дисфунк-
ция миокарда

Плазма крови miR-1246 ↑ [63]

Стабильная компенсиро-
ванная дилатационная кар-
диомиопатия 
(систолическая + диастоли-
ческая дисфункция); деком-
пенсированная застойная 
сердечная недостаточность, 
вторичная по отношению к 
дилатационной кардиомио-
патии

Плазма крови miR-142-3p ↓ [63]

Аневризма коронарной 
артерии у детей с болезнью 
Кавасаки

Экзосомы сыворотки 
крови

miR-1246 ↓ по сравнению со здоровыми и 
инфицированными вирусами 
Эпштейна–Барр и болезни 
Ауески

[64]

Лица с высоким риском 
сердечно-сосудистой пато-
логии

Сыворотка крови miR-23b ↑ [65]

Сахарный диабет и его осложнения

Сахарный диабет типа 2 Плазма крови miR-197 ↓ [66]

Сахарный диабет
типа 1 или 2

Периферическая кровь miR-23b ↓ [67]

Преддиабетическое состо-
яние

Сыворотка крови miR-193b ↑ [68]

Патология Источник микроРНК МикроРНК Изменение уровня микроРНК Источ-
ник

Таблица 2.  Продолжение
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кодирующего один из ключевых рецепторов
SARS-CoV-2 [21, 82]. Соответственно, низкий
уровень hsa-miR-1246 может благоприятствовать
инфицированию вирусом SARS-CoV-2 как лег-
ких, так и других органов через усиление экспрес-
сии ACE2.

Разнонаправленное влияние курения на
SARS-CoV-2-специфичные микроРНК человека
(в частности, miR-1246 и miR-203) свидетельству-
ет о сложности установления причины измене-
ния уровня экспрессии разных микроРНК (экзо-
генный фактор/патология) и, соответственно,
выделения условий, определяющих как риск ин-
фицирования, так и характер течения COVID-19.
Кроме того, в некоторых случаях при одной и той
же патологии наблюдали разнонаправленные из-
менения экспрессии микроРНК в разных тканях
(табл. 2), как это показано и для miR-125a, уровень

которой при легочной гипертензии у мышей воз-
растал в ткани легкого, но снижался в крови [42].

Таким образом, выявлены изменения уровня
экспрессии ряда SARS-CоV-2-специфичных мик-
роРНК при заболеваниях дыхательной системы.
Эти изменения могут быть разнонаправленными,
иногда одна и та же микроРНК может экспресси-
роваться на разном уровне в разных тканях (лег-
кие, кровь), они могут модифицироваться средо-
выми воздействиями (в частности, курением и
бактериальной инфекцией).

Изменение уровня SARS-CоV-2-специфич-
ных микроРНК человека при других заболевани-
ях может влиять на риск развития осложнений
при COVID-19. Уровень экспрессии данных био-
молекул при различных патологиях чаще опреде-
ляли в клетках или в экзосомах крови, реже – в
пораженных органах (табл. 2).

Примечание. ↑ и ↓ – повышение и понижение уровня микроРНК по сравнению с контролем (если не указано иное) соответ-
ственно.

Диабетическая нефропатия Экзосомы сыворотки 
крови

miR-1246 ↑ по сравнению с контролем и с 
больными диабетом без нефро-
патии

[69]

Ишемическая диабетиче-
ская кардиомиопатия

Миокард левого желу-
дочка

miR-23b ↓ [70]

Пролиферативная диабети-
ческая ретинопатия

Стекловидное тело miR-142-3p ↑ [71]

Аутоиммунные заболевания

Язвенный колит, активная 
фаза

Воспаленная толстая 
кишка

miR-378c ↑ при проведении анти-TNF-
терапии по сравнению с дру-
гими видами терапии

[72]

Системная красная вол-
чанка

Ткани почек miR-23b ↓ [73]

Ревматоидный артрит Синовиальные ткани 
суставов

miR-23b ↓ [73]

Болезнь Крона, язвенный 
колит, активная фаза; рев-
матоидный артрит

Сыворотка крови miR-1246 ↑ по сравнению с контролем и 
неактивной формой заболева-
ния (для болезни Крона и язвен-
ного колита)

[74]

Кожная волчанка, 
подострое и дискоидальное 
поражение

Сыворотка крови miR-1246 ↓ [75]

Кожная волчанка, 
подострое поражение

Сыворотка крови miR-23b ↓ [75]

Болезнь Грейвса Мононуклеары перифе-
рической крови

miR-23b-5p ↑ в стадии ремиссии по сравне-
нию с трудноизлечимыми паци-
ентами

[76]

Патология Источник микроРНК МикроРНК Изменение уровня микроРНК Источ-
ник

Таблица 2. Окончание
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Сердечно-сосудистые заболевания считаются
фактором риска осложненного течения COVID-19
[3, 4, 83]. Однако в большинстве исследований от-
мечено увеличение уровня экспрессии SARS-CоV-2-
специфичных микроРНК (табл. 2), что должно
защищать организм от развития COVID-19. В
данном случае, следует принять во внимание не-
сколько моментов.

Во-первых, увеличение уровня SARS-CoV-2-
специфичных микроРНК человека часто отража-
ет тяжесть патологического процесса (табл. 2).
Например, при сердечной недостаточности на-
блюдается повышение уровня hsa-miR-197-5p в
сыворотке крови и корреляция уровня данной
микроРНК с фиброзом миокарда и неблагопри-
ятными сердечными событиями у пациентов [49].
Иными словами, более высокие уровни ряда мик-
роРНК отражают тяжесть или позднюю стадию
течения основного заболевания, и это может быть
более значимым прогностическим фактором здо-
ровья и/или исхода сопутствующего заболевания
и COVID-19, чем возможность блокировать рас-
пространение в организме SARS-CoV-2.

Во-вторых, SARS-CoV-2 попадает в организм
через дыхательную систему, и после инфициро-
вания может меняться паттерн экспрессии генов
(в том числе и генов микроРНК) как в легких, так
и в других органах [9, 84].

В-третьих, лишь три микроРНК, уровень ко-
торых изменялся при заболеваниях сердечно-сосу-
дистой системы, относились к категории высоко
экспрессирующихся (hsa-miR-197-5p, -3135, -1246),
а одна (hsa-miR-141) экспрессировалась на сред-
нем уровне (рис. 1, 2). В то же время уровень экс-
прессии микроРНК может иметь значение для
подавления распространения коронавируса в ор-
ганизме на этапе виремии и, конечно, этот про-
цесс будет зависеть от вирусной нагрузки на орга-
низм в целом.

При заболеваниях сердечно-сосудистой систе-
мы зарегистрировано снижение уровня экспрессии
только пяти микроРНК (табл. 2): hsa-miR-193b-5p в
плазме крови при сердечной недостаточности
[50]; hsa-miR-195 в миокарде при ишемии во время
хирургического вмешательства [51]; hsa-miR-208a в
миокарде при фибрилляции предсердий [58]; hsa-
miR-142-3p в плазме крови при систолической и
диастолической дисфункции, вторичной по от-
ношению к дилатационной кардиомиопатии [63]; и
hsa-miR-1246 – в экзосомах сыворотки крови при
аневризме коронарной артерии у детей с болез-
нью Кавасаки [64].

Интересно, что у детей и взрослых, инфициро-
ванных SARS-CoV-2, иногда наблюдают мульти-
системный воспалительный синдром, по клини-
ческой картине сходный с болезнью Кавасаки
[85–87]. Не исключено, что снижение уровня hsa-
miR-1246 путем связывания с геномом SARS-

CoV-2 может не только способствовать проникно-
вению коронавируса в клетку посредством увели-
чения уровня экспрессии его рецептора (ACE2),
но и изменять другие метаболические пути, опре-
деляющие патогенез каваски-подобного мульти-
системного воспаления и ряда аутоиммунных за-
болеваний, что все чаще отмечается в эпидемио-
логических исследованиях [88]. Кроме того, в
цельной крови пациентов со средним и тяжелым
течением COVID-19 был снижен уровень hsa-
miR-142-3p. Эту микроРНК рассматривают в ка-
честве одного из биомаркеров тяжелой формы
COVID-19 и потенциальной терапевтической ми-
шени, так как снижение ее уровня способствует
развитию воспалительного процесса [9].

Изменения уровня экспрессии SARS-CoV-2-
специфичных микроРНК выявлены и при других
заболеваниях (табл. 2), факторах риска тяжелого
течения COVID-19, таких как сахарный диабет,
патология печени и др. [89, 90]. Так, в плазме кро-
ви больных сахарным диабетом типа 2 наблюдали
снижение уровней hsa-miR-197 [66] и hsa-miR-
23b [67]. Снижение уровня последней микроРНК
зарегистрировано и в миокарде левого желудочка
при ишемической диабетической кардиомиопа-
тии [70] (табл. 2), что можно рассматривать как
фактор риска осложненного течения COVID-19 и
согласуется с эпидемиологическими наблюдени-
ями [3, 4, 36].

В то же время в сыворотке крови наблюдали
увеличение экспрессии hsa-miR-1246 при диабе-
тической нефропатии [69] и hsa-miR-193b у лиц с
преддиабетическим состоянием [68]. В первом
случае, как уже отмечалось, высокий уровень
микроРНК и ее “нейтрализация” путем связыва-
ния с геном SARS-CoV-2 не может обладать за-
щитным эффектом, так как низкий уровень этой
микроРНК способствует увеличению уровня
ACE2 и, тем самым, создает благоприятные усло-
вия для проникновения коронавируса в клетку.
Что касается hsa-miR-193b, то, согласно [68], уве-
личение ее экспрессии наблюдали, во-первых,
только при преддиабете, но не при развившемся
диабете; во-вторых, это увеличение нестабильно,
так как уровень данной микроРНК возвращается
к исходному у лиц с преддиабетом и у мышей с
непереносимостью глюкозы при воздействиях,
приводящих к нормализации метаболических па-
раметров (например, при регулярных физических
упражнениях). Это еще раз указывает на то, что
уровень микроРНК может модифицироваться
различными факторами. В целом, можно пред-
положить, что при сахарном диабете типа 2 низ-
кий уровень hsa-miR-197 (высокий уровень экс-
прессии в разных органах в норме – рис. 1) и hsa-
miR-23b (низкий уровень экспрессии – рис. 1)
могут способствовать осложненному течению
COVID-19.
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Анализ изменения уровня микроРНК при
аутоиммунных заболеваниях представляет интерес
для оценки риска инфицирования SARS-CoV-2,
определения клинической картины COVID-19 и
развития осложнений после COVID-19 в виде ауто-
иммунных заболеваний. Патофизиология аутоим-
мунных заболеваний кишечника (таких, как бо-
лезнь Крона, язвенный колит) и наличие SARS-
CoV-2 в клетках кишечника создают условия,
способствующие инфицированию SARS-CoV-2,
но нет доказательств того, что у пациентов с воспа-
лительными заболеваниями кишечника COVID-19
встречается чаще, чем в общей популяции, что
может быть связано с особенностями терапии
данных заболеваний [91]. Более того, обсуждается
возможность использования препаратов, приме-
няемых при аутоиммунных заболеваниях, в тера-
пии COVID-19 [92]. Однако мнения о риске раз-
вития осложнений COVID-19 у пациентов с ауто-
иммунными заболеваниями противоречивы [93].

В пользу низкого риска развития COVID-19 и
его осложнений при некоторых формах лечения
аутоиммунных заболеваний свидетельствуют дан-
ные об увеличении экспрессии SARS-CoV-2-спе-
цифической hsa-miR-378с в воспаленных тканях
толстого кишечника у лиц с язвенным колитом,
принимающих ингибиторы TNF, по сравнению с
принимающими другие лекарственные препараты
пациентами и здоровыми лицами [72]. Уровень
hsa-miR-1246 был увеличен также в сыворотке
крови пациентов с активной фазой язвенного ко-
лита, болезни Крона и ревматоидного артрита
[74], а hsa-miR-23b-5p – в мононуклеарных клет-
ках крови пациентов с болезнью Грейвса в стадии
ремиссии, по сравнению с пациентами с тяжелым
течением болезни [76]. Возможно, именно тя-
жесть заболевания или степень ее компенсации бу-
дут определять риск тяжелого течения COVID-19 у
пациентов с аутоиммунными заболеваниями.

С другой стороны, в сыворотке крови пациен-
тов с различными формами системной красной
волчанки выявлено снижение SARS-CoV-2-спе-
цифичных микроРНК – hsa-miR-1246 и hsa-miR-23b
[75]. Показано, что после COVID-19 у пациентов
могут развиться аутоиммунные заболевания, в
том числе – системная красная волчанка и син-
дром Гийена–Барре [93]. Таким образом, разно-
направленные изменения уровня hsa-miR-1246,
зарегистрированные при разных аутоиммунных
заболеваниях, могут указывать на дифференци-
рованный риск развития и течения коронавирус-
ной инфекции в зависимости от конкретной но-
зологии.

Приведенные данные свидетельствуют о раз-
личиях в изменении экспрессии SARS-CoV-2-
специфичных микроРНК при различных заболе-
ваниях человека. При этом следует принимать во
внимание тот факт, что инфицирование SARS-

CoV-2 также влияет на функциональное состоя-
ние клетки, в том числе и посредством изменения
транскрипции генов.

SARS-CoV-2 КАК ИСТОЧНИК микроРНК
И РЕГУЛЯТОР ЭКСПРЕССИИ микроРНК 

ОРГАНИЗМА-ХОЗЯИНА
Известно, что инфицирование вирусами мо-

жет приводить к изменению экспрессии генов,
включая гены микроРНК, в клетках организма-
хозяина [94–96]. Так, обнаружены различия в
уровне экспрессии 20 микроРНК в сыворотке
крови здоровых индивидов и больных гепатитом
С, в том числе и в уровне hsa-miR-23b, специфич-
но связывающейся с геномом SARS-CoV-2 (ее
уровень снижен при гепатите С) [96].

In vitro показано, что энтеровирус человека ти-
па 71 (HEV71), который рассматривается в каче-
стве ведущей причины вирусного энцефалита у
детей в большинстве азиатских стран, изменял
экспрессию 69 микроРНК в клетках нейробла-
стомы, среди которых – hsa-miR-1246 [94]. В этом
же исследовании показано, что индуцируемая
HEV71 hsa-miR-1246 регулирует уровень экспрес-
сии гена DLG3, ассоциированного с неврологиче-
скими расстройствами [94]. Этот ген экспресси-
руется в разных тканях, в том числе в лобной коре
головного мозга [97], он необходим для процес-
сов обучения [98]. С учетом этого сделан вывод, что
hsa-miR-1246 может быть вовлечена в патогенез ви-
русного энцефалита, вызванного HEV71 [94].

У пациентов с СOVID-19 встречаются невро-
логические нарушения, такие как головная боль и
головокружение, энцефалопатия и делирий, а
также нарушение мозгового кровообращения,
синдром Гийена–Барре, острый поперечный ми-
елит и острый энцефалит [99]. Поэтому не ис-
ключено, что вирус SARS-CoV-2 сам “регулирует
уровень” hsa-miR-1246, изменение экспрессии
которой часто регистрируется при заболеваниях,
в том числе влияющих на характер течения
COVID-19 (табл. 2).

Интерес вызывают исследования, посвящен-
ные анализу влияния SARS-CoV-2 на экспрессию
генов в инфицированных клетках. Показано, что
заражение клеток бронхиального эпителия чело-
века вирусом SARS-CoV-2 изменяет экспрессию
327 генов, продукты которых участвуют в воспа-
лительном ответе и регуляции метаболизма [100].

Инфицирование первичных эпителиальных
клеток легких человека вирусами MERS-CoV и
SARS-CoV-2 вызвало изменение более чем в 2 ра-
за экспрессии 127 и 50 генов (из 44556 проанализи-
рованных) соответственно, причем лишь восемь ге-
нов оказались общими для двух инфекций, а изме-
нение их экспрессии – однонаправленным [101].
Это дополнительно указывает на специфичность
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взаимоотношений SARS-CoV-2 с инфицирован-
ными клетками человека по сравнению с другими
коронавирусами.

Изучение микроРНК в образцах крови паци-
ентов со среднетяжелым и тяжелым течением
COVID-19 позволило выделить четыре группы,
различающихся уровнями экспрессии, которые,
по-видимому, могут служить биомаркерами раз-
вития данного заболевания [9]. В первую группу
вошли hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-21-5p и hsa-
miR-142-3p, которые постоянно подавляются; во
вторую – микроРНК (включая hsa-miR-3605-3p),
которые постоянно активируются; к третьей от-
несены микроРНК, которые активируются толь-
ко при тяжелой форме COVID-19 – в том числе
hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-486-3p и hsa-miR-486-5p;
в четвертую группу вошли микроРНК, подавляе-
мые только при тяжелом течении инфекции – в
том числе hsa-miR-181a-2-3p, hsa-miR-31-5p и
hsa-miR-99a-5p. Четыре микроРНК – hsa-miR-
146a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-142-3p и hsa-
miR-15b-5p – авторами процитированного иссле-
дования определены в качестве потенциальных
участников патогенеза инфекционного заболева-
ния, вызываемого SARS-CoV-2. Некоторые из этих
результатов согласуются с наблюдениями других
исследователей. Так, низкий уровень hsa-miR-146a-
5p выявлен в крови пациентов, не отвечающих на
лечение COVID-19 тоцилизумабом, а самый низ-
кий уровень был у лиц с неблагоприятным исходом
коронавирусной инфекции [84].

Среди микроРНК, уровень которых изменял-
ся в крови пациентов с COVID-19 [9], одна – hsa-
miR-142-3p – отнесена к категории SARS-CoV-2
специфичных (табл. 1). Отмечены разнонаправ-
ленные изменения уровня этой микроРНК при
заболеваниях (табл. 2). В частности, снижение
уровня hsa-miR-142-3p зарегистрировано при не-
которых патологиях сердца [63], а увеличение –
при осложнениях сахарного диабета [71]. Отсюда
следует, что если даже геном SARS-CoV-2 имеет
мишени для микроРНК, то для оценки патогене-
тической значимости данных молекул важно
принимать во внимание то, какую функцию вы-
полняет эта микроРНК в организме и насколько
создаваемые при ее участии условия благоприят-
ны для инфицирования. Можно предположить,
что именно низкий уровень hsa-miR-142-3p благо-
приятствует инфицированию SARS-CoV-2. Кроме
того, нельзя исключать, что значение тех или иных
микроРНК для развития COVID-19 (протектив-
ное/неблагоприятное/нейтральное) может изме-
няться в зависимости от стадии и клинической
картины болезни.

Коронавирусы, в том числе и SARS-CoV-2, мо-
гут модифицировать профили микроРНК клеток
организма-хозяина, действуя как губки для мик-
роРНК человека, чтобы таким образом облегчить

репликацию вируса и/или избегание иммунных
ответов организма-хозяина [29, 102]. Такая воз-
можность обусловлена не только комплементар-
ностью генома SARS-CoV-2 и ряда микроРНК че-
ловека, но и высоким содержанием вирусной
РНК в клетке (варьирует от 0.1 до 50% от общей
клеточной РНК [102], тогда как доля микроРНК
хозяина составляет всего около 0.01% (цитирует-
ся по [29]).

Помимо микроРНК человека, тем же путем
(выступая в качестве своеобразной губки) геном
SARS-CoV-2 может блокировать РНК-связываю-
щие белки, играющие важную роль в посттранс-
ляционных регуляторных сетях в клетках чело-
века [100]. Существует также мнение, что путем
соединения генома SARS-CoV-2 с РНК-связы-
вающими белками клеток человека вирус уходит
от действующих в клетках механизмов разруше-
ния РНК, в том числе и с участием микроРНК
человека [22]. Иными словами, геном SARS-
CoV-2 посредством исключения из физиологиче-
ских процессов инфицированной клетки мик-
роРНК, мРНК и/или белковых молекул, потен-
циально значимых для определения ответа на ин-
фицирование, создает благоприятные условия
для размножения и распространения в организме
человека. В частности, сверхэкспрессию гена
CSF1 в альвеолярных и бронхиальных эпители-
альных клетках человека после заражения SARS-
CoV-2 объясняли тем, что геном коронавируса (и,
в частности, ген S-белка) выступает в качестве
РНК, конкурирующей с hsa-miR-1207-5p, имею-
щей сайты связывания на мРНК гена CSF1 [103].
Предполагается, что высокий уровень экспрес-
сии CSF1 в эпителиальных клетках может способ-
ствовать неконтролируемому воспалению в наи-
более тяжелых случаях COVID-19 [103].

РНК-содержащие вирусы способны формиро-
вать вирусные микроРНК (v-miRNA, обозначают
также как малые вирусные РНК – svRNA) и, со-
ответственно, принимать участие в эпигенетиче-
ской регуляции функционирования генома зара-
женных клеток [10, 15, 19, 95, 104]. Происходящие
из геномной области nsp3 и гена, кодирующего
N-белок, малые вирусные РНК SARS-CoV разме-
ром 18–22 н. (svRNA-N) обладали патогенетиче-
ской значимостью, так как ингибирование in vivo
svRNA-N значительно снижало степень пораже-
ния легких и экспрессию провоспалительных ци-
токинов у зараженных SARS-CoV мышей [95].
Примечательно, что биогенез данных вирусных
РНК зависел от степени репликации вируса.

Накапливаются данные, полученные с ис-
пользованием вычислительных подходов, о нали-
чии в геноме SARS-CoV-2 участков, способных
продуцировать микроРНК, потенциально значи-
мых для эпигенетической регуляции генома чело-
века. Так, по данным Khan M.A. и соавт. [19], ге-
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номы SARS-CoV и SARS-CoV-2 могут продуциро-
вать 126 и 170 зрелых вирусных микроРНК
соответственно. Мишенями этих микроРНК ви-
русов SARS-CoV и SARS-CoV-2 служат 5292 и
6369 генов человека соответственно, из которых
только 2992 общие. МикроРНК SARS-CoV-2 име-
ли мишени не только на генах, способствующих
избеганию иммунного ответа хозяина, но и на ге-
нах, продукты которых участвуют в развитии серд-
ца и головного мозга, в сигнальном пути инсулина
и ряде других [19]. Предполагается, что это может
определять особенности клинической картины у
пациентов с коморбидными заболеваниями сер-
дечно-сосудистой, эндокринной системы и т.д.

В другом исследовании [15] в геноме SARS-
CoV-2 определены 29 последовательностей, потен-
циально выступающих в качестве предшественни-
ков вирусных микроРНК, мишенями которых мо-
гут быть 1367 генов человека. Среди генов-мише-
ней этих вирусных микроРНК оказались мРНК
белков, участвующих в важнейших клеточных про-
цессах, таких как транскрипция, метаболизм, си-
стема защиты, сигнальные пути Wnt и EGFR. На-
пример, 96 генов-мишеней вирусных микроРНК
участвуют в регуляции транскрипции генов в клет-
ках человека. В число этих генов входят гены, коди-
рующие компоненты медиаторного комплекса
(MED1, MED9, MED12L, MED19), основные
факторы транскрипции (TAF4, TAF5, TAF7L) и
сайт-специфические факторы транскрипции
(STAT1) и др.

Только шесть предполагаемых вирусных мик-
роРНК, имеющих мишени на генах, связанных с
пролиферацией, дифференцировкой, передачей
сигналов, старением клеток, а также вовлеченных
в регуляцию иммунного ответа (TNF-сигнальный
путь, путь передачи сигналов хемокинов), рассмат-
риваются в качестве ключевых в развитии цитоки-
нового шторма [10]. Высокий консерватизм, харак-
терный для этих вирусных микроРНК, позволяет
отнести их к числу перспективных для разработки
вакцин.

Опубликованы экспериментальные исследо-
вания, свидетельствующие о возможности про-
дукции зрелых микроРНК-подобных последова-
тельностей SARS-CoV-2, способных влиять на
экспрессию генов зараженных клеток. Так, Meri-
no G.A. и соавт. [105] экспериментально (с помо-
щью РНК-секвенирования) подтверждена экс-
прессия восьми таких последовательностей в куль-
туре клеток рака легкого человека (линия Calu-3),
инфицированных SARS-CoV-2. Примечательно,
что эти вирусные микроРНК отличались по
структуре от известных микроРНК человека, но
потенциально имели мишени на 109 генах, диф-
ференциально экспрессирующихся после зара-
жения SARS-CoV-2, 28 из которых подавлялись в
клетках, инфицированных вирусами.

Таким образом, несмотря на непродолжитель-
ное время исследований, накапливаются данные
об участии (как потенциальном, так и доказан-
ном) микроРНК человека и генома/микроРНК
SARS-CoV-2 в инфицировании и развитии кли-
нической картины COVID-19. Эти данные свиде-
тельствуют о сложности выявления микроРНК,
критичных для данных процессов. Установлены
десятки микроРНК, которые потенциально мо-
гут связываться с геномом SARS-CоV-2. Разнона-
правленные изменения экспрессии этих мик-
роРНК регистрируются при разных заболевани-
ях, в том числе и при патологиях, определяющих
риск инфицирования SARS-CoV-2 и тяжесть те-
чения COVID-19.

В то же время изменения экспрессии
микроРНК при патологиях не всегда могут одно-
значно трактоваться как благоприятный или не-
благоприятный фактор риска развития и опреде-
ления характера течения COVID-19. В данном
случае следует учитывать функциональную роль
каждой отдельной микроРНК (в том числе, и с
точки зрения создания благоприятных условий
для инфицирования SARS-CoV-2), а также то, ка-
кой процесс они маркируют (нормальное физиоло-
гическое состояние, стадию патологического про-
цесса, тяжесть течения, ответ на лекарственные
препараты и т.д.). Важно принимать во внимание
и то, что SARS-CoV-2 также может влиять на
функционирование зараженных клеток и орга-
низма в целом, изменять уровень экспрессии ге-
нов в клетках, а также продуцировать вирусные
микроРНК, которые могут участвовать в эпигене-
тической регуляции генома зараженных клеток.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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MicroRNAs AS POTENTIAL REGULATORS OF SARS-CoV-2 INFECTION 
AND MODIFIERS OF THE COVID-19 CLINICAL FEATURES

A. N. Kucher1, Yu. A. Koroleva1, A. A. Zarubin1, and M. S. Nazarenko1, *
1 Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center,

Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: maria.nazarenko@medgenetics.ru

The pandemic of coronavirus disease 2019 (COVID-19) has actualized the identification of factors that may
determine both the risk and the severity of infection. Among these factors, there are microRNAs that have a
wide regulatory potential and hence are particularly interesting. This review focuses on the potential role of
human microRNAs and viral genome/microRNAs in the infection and clinical features of COVID-19. Here,
we have summarized the information about human microRNAs which are considered to specifically binding
to SARS-CoV-2 genome. We looked also into expression levels of these microRNAs in various organs (cells)
in both health and disease states. We have briefly discussed potential mechanisms of SARS-CoV-2 infection
pathogenesis, including blocking of human microRNAs and RNA-binding proteins, changes in gene expres-
sion in infected cells, and possible epigenetic modifications of the human genome with the participation of
microRNAs of coronavirus origin.
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Белки семейства AID/APOBEC способны дезаминировать цитидин в составе нуклеиновых кислот
с образованием урацила. Эти ферменты используются клеткой для редактирования матричных
РНК, защиты от вирусов, внесения точечных мутаций в ДНК в процессе соматического гипермута-
генеза и переключения изотипов антител. Дезаминазы ‒ мощные мутагены, поэтому регуляция их
экспрессии, активности и специфичности происходит сразу по нескольким механизмам, что осо-
бенно характерно для AID ‒ дезаминазы, способной перестраивать ядерный геном. В обзоре обсуж-
даются механизмы нарушения экспрессии и активации белков AID/APOBEC в опухолях человека,
их роль в канцерогенезе и прогрессии опухолей. Также проанализировано диагностическое и по-
тенциальное терапевтическое значение повышенной экспрессии AID/APOBEC в разных типах
опухолей. Мы предполагаем, что в случае сóлидных опухолей повышенная экспрессия эндогенных
дезаминаз может служить одним из маркеров ответа на иммунотерапию, так как множественные то-
чечные мутации в ДНК хозяина приводят к аминокислотным заменам в последовательностях опу-
холевых белков и тем самым увеличивают вероятность возникновения неоэпитопов.

Ключевые слова: AID, APOBEC, мутагенез, опухоль, редактирование РНК, геномная нестабильность
DOI: 10.31857/S0026898422010086

ВВЕДЕНИЕ

AID/APOBEC (Activation Induced Deami-
nase/Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Cata-
lytic polypeptide-like) ‒ семейство Zn-зависимых
цитидиндезаминаз, конвертирующих цитидин в
составе РНК или одноцепочечной ДНК в уридин.
В норме эти ферменты участвуют в редактирова-
нии клеточных мРНК, противовирусном иммун-
ном ответе клетки и обеспечивают соматический
гипермутагенез в генах иммуноглобулинов при со-
зревании B-лимфоцитов. В клетках человека на-
считывается 11 белков, принадлежащих к семей-
ству AID/APOBEC, в том числе AID, APOBEC1,
APOBEC2, APOBEC4 и 7 гомологов APOBEC3,
нумеруемых от 3A до 3H с пропуском 3E, профиль
экспрессии и функции которых тканеспецифич-
ны. Для доменов цитидиндезаминаз всех фермен-
тов семейства AID/APOBEC характерно наличие
консервативного Zn-содержащего мотива ZDD с

супервторичной структурой вида α-спираль–
β-слой–α-спираль [1]. Выбор субстрата и регуля-
ция каталитического дезаминирования контро-
лируются длиной, составом и пространственным
расположением белковых доменов, прилегающих к
каталитическому центру. Нуклеиновые кислоты,
узнаваемые дезаминазами AID/APOBEC, обычно
имеют весьма короткие консенсусные последова-
тельности. Например, AID узнает мотив WRC*H,
APOBEC3A – TTC*A, APOBEC3B – ATC*A,
APOBEC3F – TTC*W, APOBEC3G – YCC*H,
APOBEC3H – TC*A (звездочками обозначен
дезаминируемый цитозин) [2]. Спектр возмож-
ных мишеней с такими последовательностями
чрезвычайно широк, поэтому нарушение регуля-
ции экспрессии и мутации в генах APOBEC-дез-
аминаз вызывают внесение большого количества
изменений в последовательности ДНК и мРНК,
приводят к развитию ряда иммунологических на-
рушений (гипер-IgM-синдром), а также злокаче-

УДК 577.218
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ственных новообразований (B-клеточные лим-
фомы, гепатоцеллюлярная карцинома и другие
опухоли). Способность ферментов модифициро-
вать нуклеиновые кислоты используется клеткой
для изменения своего фенотипа на уровне редак-
тирования ядерного генома или мРНК. Однако те
же ферменты при недостаточной избирательно-
сти или неточной регуляции могут генерировать
онкогенные мутации и способствовать злокаче-
ственному перерождению клетки. Данный обзор
посвящен роли дезаминаз семейства AID/APOBEC
в канцерогенезе и опухолевой прогрессии.

РОЛЬ ДЕЗАМИНАЗ AID/APOBEC
В РЕДАКТИРОВАНИИ КЛЕТОЧНЫХ

РНК И ДНК
Первым описанным представителем семейства

стал фермент APOBEC1, который при участии ко-
факторов редактирует мРНК аполипопротеина B
(apoB) в клетках эпителия тонкой кишки, что и на-
шло отражение в названии семейства. В результате
превращения цитидина в уридин в последователь-
ности мРНК формируется стоп-кодон и итоговый
белковый продукт оказывается в 2 раза короче пол-
норазмерного. Обе формы apoB обеспечивают вса-
сывание, транспорт и потребление тканями тригли-
церидов и холестерина, хотя включаются в разные
структуры. Укороченный вариант присутствует
только в хиломикронах, транспортирующих липи-
ды от кишечника к печени [3], поскольку APOBEC1
экспрессируется в тонком кишечнике, но не в гепа-
тоцитах. В свою очередь полноразмерный белок
служит структурной основой для всей липопроте-
идной частицы и сохраняется в ней в течение все-
го времени ее существования [4, 5]. APOBEC2
участвует в дифференцировке скелетной и сер-
дечной мускулатуры [6‒8] и вовлечен в регуля-
цию сигналинга трансформирующего фактора
роста-β (TGF-β), определяющего латеральную
асимметрию в ходе эмбрионального развития по-
звоночных, хотя его нокаут не приводит к леталь-
ности [9, 10]. Сообщалось о важности APOBEC2
для нормальной работы митохондрий в мышцах,
однако молекулярный субстрат этого фермента
до сих пор не идентифицирован и детальный ме-
ханизм его работы неизвестен [11]. Дезаминазы
APOBEC3 экспрессируются в клетках, вовлечен-
ных в противовирусный иммунный ответ, и редак-
тируют одноцепочечные вирусные нуклеиновые
кислоты, внося в них мутации. Белок APOBEC4
преимущественно экспрессируется в семенниках,
однако его функция до сих пор неизвестна [12].

Дезаминаза AID изменяет фенотип клетки за
счет внесения мутаций в геномную ДНК. Этот
фермент участвует в соматическом гипермутагене-
зе, сопровождающем VDJ-рекомбинацию в имму-
ноглобулиновых локусах В-лимфоцитов, в пере-
ключении изотипа антител и в созревании аффи-

нитета зрелых В-лимфоцитов [13]. Дезоксиуридин в
составе ДНК образуется с помощью фермента AID
в основном во время фазы G1 клеточного цикла [14,
15], в ней же распознается системами репарации. Во
время S-фазы бóльшая часть изменений последова-
тельности ДНК сохраняется в виде транзиции и ре-
же как трансверсия; при этом вероятность мутации
в локусе, подверженном действию дезаминазы,
возрастает с 10‒9 до 10‒3 на один нуклеотид за од-
но деление. В случае близкого расположения сай-
тов дезаминирования работа системы эксцизион-
ной репарации может приводить к двухцепочеч-
ным разрывам ДНК. Затем происходит их
репарация, которая приводит к перестройке ло-
куса и смене изотипа кодируемого антитела [16].
К активации AID в В-клетке приводят такие со-
бытия, как активация В-клеточного рецептора на
фоне дополнительных сигналов от костимуля-
торной молекулы CD40, TLR, а также влияющих
на выбор переключаемого класса антитела цито-
кинов: интерлейкина-4 (IL-4), TGF-β или интер-
ферона-γ (IFN-γ) [17]. К основным транскрипци-
онным факторам, запускающим экспрессию AID,
относятся NF-κB и HoxC4 [17]. Схематично регу-
ляция активности этой дезаминазы показана на
рис. 1.

МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ
АКТИВНОСТИ AID/APOBEC

Работа многих ферментов регулируется не
только за счет экспрессии кодирующих их генов,
но и на посттрансляционном уровне, это касается
и белков AID/APOBEC. К важным факторам ре-
гуляции активности цитидиндезаминаз относит-
ся их внутриклеточная локализация. Во время
интерфазы белки APOBEC3A, APOBEC3C и
APOBEC3H распределяются в клетке более-ме-
нее равномерно, возможно за счет своего неболь-
шого размера (~25 кДа), позволяющего неспеци-
фическое проникновение через ядерные поры
[18]. Белки APOBEC3, имеющие два дезаминаз-
ных домена и молекулярную массу около 50 кДа,
во время интерфазы могут быть как ядерными
(APOBEC3B), так и цитоплазматическими
(APOBEC3D, APOBEC3F и APOBEC3G) [18].
AID, несмотря на небольшой размер, находится
преимущественно в цитоплазме, поскольку уда-
ляется из ядра экспортином CRM1, узнающим
сигнал ядерного экспорта (NES) внутри C-кон-
цевого мотива, и для попадания в ядро требует ак-
тивного, опосредованного сигналом ядерной ло-
кализации (NLS) импорта [19, 20]. Показано, что
после переноса AID в ядро белок находится там
недолго, порядка 30 минут, в остальное время
дезаминаза находится преимущественно в цито-
плазме [21]. Важный сигнал для изменения лока-
лизации AID ‒ ее фосфорилирование протеинки-
назой А: хроматинассоциированная форма AID
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преимущественно фосфорилирована по остатку
Ser38 [22‒24]. APOBEC1 также может переме-
щаться в ядро, но в отсутствие белка-партнера
ACF находится главным образом в цитоплазме
[25, 26]. Интересно, что повреждения ДНК могут
вызывать переход APOBEC3G из цитоплазмы в
ядро [27], а также перенос AID в том же направле-
нии [28]. Цитоплазматическая локализация боль-
шинства APOBEC3, по-видимому, связана с ре-
дактированием цитоплазматических нуклеино-
вых кислот, включая вирусные. Еще один
компартмент клетки, содержащий нуклеиновые
кислоты, ‒ митохондрии, однако данные о том,
способны ли цитидиндезаминазы вносить мутации
в митохондриальную ДНК, противоречивы. При
раке носоглотки, индуцированном вирусом Эпш-
тейна‒Барр, обнаружена индукция APOBEC3B и
APOBEC3F, коррелирующая с частотой транзи-
ций G→A в митохондриальной ДНК [29]. Однако
при анализе митохондриальных ДНК из линий В-
клеточных лимфом с высокими уровнями экспрес-
сии AID в ней практически не выявляют мутации,
вызываемые цитидиндезаминазами [30]. Предпо-
лагается, что митохондриальная ДНК дезамини-

руется под действием цитидиндезаминаз исклю-
чительно в цитоплазме [31].

Механизмы, обеспечивающие избирательность
AID в отношении генов иммуноглобулинов, изуче-
ны не до конца. Показано, что у мышей ключевую
роль в привлечении AID к последовательностям тя-
желой цепи иммуноглобулинов играют транскрип-
ционные факторы ETS1 и PAX5, также в образова-
нии комплекса участвуют белки E2A и IRF4 [32]. У
мышей ETS1 экспрессируется во многих тканях в
период эмбрионального и раннего постнатально-
го развития, однако во взрослом организме мыши
и человека экспрессия этого белка наблюдается
преимущественно в органах иммунной системы:
тимусе, селезенке и лимфоузлах. Интересно, что
уровень ETS1 сравнительно высок в “покоящих-
ся” стадиях развития В-клеток (пре-В-клетки,
про-В-клетки, IgM+ В-клетки красного костного
мозга, наивные В-лимфоциты и В-клетки памя-
ти), но снижается при активации В-клеток: для
В-клеток герминативных центров и плазматиче-
ских клеток характерна низкая экспрессия ETS1,
вплоть до полного ее отсутствия [33]. Сам ETS1

Рис. 1. Схема регуляции мутагенной активности цитидиндезаминаз на примере AID. Условные обозначения: TLRs ‒
Toll-подобные рецепторы, ILRs ‒ рецепторы интерлейкинов, BCR ‒ В-клеточный рецептор, UNG ‒ гликозилаза
уридиновых нуклеотидов, MMR ‒ репарация неспаренных оснований, miRNA ‒ микроРНК.
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повышает экспрессию характерного для В-клеток
транскрипционного фактора PAX5, который так-
же участвует в поддержании точной локализации
AID. Снижение экспрессии ETS1 относится к не-
обходимым условиям для дальнейшей дифферен-
цировки В-клеток, так как ETS1 ингибирует фак-
тор BLIMP-1, обеспечивающий развитие плазма-
тических клеток [34]; в свою очередь, BLIMP-1
снижает экспрессию PAX5 [35]. Таким образом,
одновременно с уменьшением экспрессии AID в
клетках герминативных центров снижается и экс-
прессия белков, определяющих избирательность
дезаминазы в отношении генов иммуноглобули-
нов. Можно предположить, что в отсутствие бел-
ков, ограничивающих активность AID, количе-
ство случайно отредактированных участков гено-
ма увеличится. Однако неизвестно, насколько
избирательны дезаминазы в отношении генов-
мишеней в случае их патологической активности.
Скорее всего, выбор мишеней во многом случаен
и определяется в первую очередь пространствен-
ной доступностью ДНК для дезаминазы внутри
ядра. Так, используя секвенирование, F. Meng
и др. [36] обнаружили, что последовательности,
редактируемые AID в В-лимфоцитах мыши и че-
ловека, ассоциированы с областями активной
транскрипции, а именно с участками, транскри-
бируемыми в обоих направлениях, в составе ко-
торых есть суперэнхансеры. J. Qian и соавт. [37],
основываясь на результатах по иммунопреципи-
тации хроматина, также показали, что участки
ДНК, подверженные случайному редактирова-
нию AID, ассоциированы с активными областя-
ми суперэнхансеров, которые, в свою очередь, за-
висят от типа клеток.

ПРОТИВОВИРУСНАЯ ФУНКЦИЯ 
ДЕЗАМИНАЗ APOBEC3

Для большинства членов семейства AID/APOBEC
либо не показано редактирование мРНК клетки,
как в случае с APOBEC2 и APOBEC4, либо пока-
зано преимущественное редактирование вирус-
ных нуклеиновых кислот, как в случае белков
APOBEC3. Противовирусная активность дезами-
наз наиболее подробно описана для APOBEC3G, а
именно для взаимодействия APOBEC3G с гено-
мом ВИЧ. Белок APOBEC3G попадает в пакую-
щиеся вирусные капсиды, связывается с прови-
русной одноцепочечной минус-цепью ДНК и
дезаминирует цитидин преимущественно в по-
следовательностях 5'-CC-3' [4]. Впоследствии
РНК-зависимая ДНК-полимераза распознает
урацил как тимин, что приводит к замене гуанина
на аденин при синтезе плюс-цепи ДНК в новой
зараженной клетке. Связанный с этим гиперму-
тагенез приводит к образованию преждевремен-
ных стоп-кодонов и накоплению других мута-
ций, препятствующих образованию новых ви-

русных частиц [38]. Таким образом, APOBEC3G
влияет на размножение вируса на следующем
цикле репликации после проникновения в клет-
ку. Также дезаминирование цитозина может сни-
жать количество вирусной ДНК в зараженной
клетке за счет распознавания и разрушения ура-
цилсодержащей ДНК системами репарации [39].
Показано, что родственные белки: APOBEC3F,
APOBEC3D и APOBEC3H ‒ также участвуют в
противодействии ретровирусам, создавая мута-
ции в других сайтах вирусной ДНК (5'-TC-3') [4].
В качестве альтернативного механизма ограниче-
ния репликации лентивирусов для белков семей-
ства APOBEC3 описано независимое от дезами-
назной активности подавление обратной тран-
скрипции [40], хотя в других работах эта гипотеза
не подтверждена, так как лишенный каталитиче-
ского домена белок APOBEC3G не подавлял
ВИЧ-инфекцию [41, 42].

В ходе коэволюции вирусов и хозяев некото-
рые вирусы приобрели устойчивость к клеточ-
ным системам защиты. Например, вирусы могут
инактивировать дезаминазы, препятствуя их упа-
ковке в вирион, и успешно продолжать инфек-
цию. Так, С-концевая последовательность белка
нуклеокапсида Т-лимфотропного вируса челове-
ка содержит две короткие последовательности,
которые в норме препятствуют попаданию моле-
кул APOBEC3G в новые вирионы и тем самым
снижают чувствительность вируса к действию
дезаминаз [43]. Пенистые вирусы (Spumaretroviri-
nae) полагаются на специальный белок Bet, кото-
рый взаимодействует с APOBEC3G и APOBEC3F
и препятствует упаковке этих белков в вирион,
хотя и не снижает их содержание в цитоплазме за-
раженной клетки [44]. Наконец, самое радикаль-
ное решение проблемы дезаминаз выработано в
результате эволюции ВИЧ-1. Вирусный белок Vif
может связываться с белками APOBEC3C, D, F,
G, H и привлекать к ним специфическую E3-убик-
витинлигазу, что приводит к деградации дезами-
наз в протеасоме [4]. Однако Vif не способен уни-
чтожить весь пул APOBEC3 в зараженной клетке.
На это указывают множественные G→A замены в
специфических сайтах провирусов в геномах кле-
ток, полученных от пациентов с острой и хрони-
ческой ВИЧ-инфекцией, а также при вертикаль-
ной передаче ВИЧ новорожденным [45].

Анализ единичных аминокислотных замен
позволил выявить ключевые участки APOBEC3G
человека, необходимые для взаимодействия с Vif
ВИЧ-1: для связывания необходим остаток
Asp128 и важны Pro129 и Asp130 [46]. Показано,
что белки Vif других лентивирусов млекопитаю-
щих связываются в том же участке APOBEC3G,
хотя ключевые остатки могут отличаться [47]. Для
упаковки в вирионы важны аминокислоты
124‒127 APOBEC3G, непосредственно прилега-
ющие к сайту узнавания Vif [46]. Гены мутантных



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

МУТАГЕННАЯ АКТИВНОСТЬ ДЕЗАМИНАЗ AID/APOBEC 59

вариантов APOBEC3G используют в разработках
по генотерапии ВИЧ-инфекции: в Т-клетки или
стволовые клетки красного костного мозга, пред-
назначенные для трансплантации, вводят после-
довательность белка APOBEC3G, устойчивого к
Vif, чтобы усилить естественный механизм защи-
ты клеток от ретровируса [48]. Как ни странно,
лентивирусные векторы, одни из наиболее эф-
фективных с точки зрения трансдукции и способ-
ные интегрировать ген резистентного Vif в геном
клетки-мишени, повреждаются под действием
APOBEC3G в клетках-продуцентах, из-за чего
приходится использовать аденоассоциированный
вирус [49] или применять самоактивируемые лен-
тивирусные системы [50].

Несмотря на протективную роль дезаминаз
APOBEC3 дикого типа, вызванный ими мутаге-
нез может служить источником мутаций, выгод-
ных для вируса. Так, штаммы ВИЧ, несущие не-
которые мутации Vif, снижающие его активность,
чаще приобретают устойчивость к антиретрови-
русной терапии за счет более частых транзиций
G→A, в том числе в генах-мишенях лекарств [51].
По-видимому, в таком случае дезаминазы не мо-
гут полностью подавлять репликацию вируса, но
обеспечивают высокий уровень мутагенеза, даю-
щий материал для селекции более агрессивных
штаммов. Кроме того, остаточная активность
APOBEC3 может затрагивать сайты, влияющие
на связывание антигенных пептидов белков ви-
руса с молекулами главного комплекса гистосов-
местимости [52]. В ходе дальнейшего изучения
белков семейства APOBEC3 накоплены данные
по противовирусному действию этих ферментов в
отношении ретровирусов, в том числе Т-лимфо-
тропному вирусу человека [43], ретротранспозо-
нам [53], вирусу иммунодефицита обезьян [54],
вирусу инфекционной анемии лошадей [55], ви-
русу мышиной лейкемии [56], спумаретровирусу
[57, 58], а также аденоассоциированному вирусу
[53]. Изучение взаимодействия белков APOBEC3
с ДНК ожидаемо привело к установлению роли
этих белков в сдерживании инфекций, вызывае-
мых ДНК-содержащими вирусами, такими как
вирус гепатита B [59, 60] и парвовирусы [53]. По-
мимо способности дезаминировать однонитевую
ДНК для дезаминаз APOBEC3 обнаружена спо-
собность редактировать РНК ВИЧ-1 [61], что
позволило предположить такую активность в от-
ношении других РНК-содержащих вирусов, не
имеющих в цикле репликации стадии обратной
транскрипции. Кроме того, опосредованное дез-
аминазами APOBEC3 редактирование РНК обна-
ружено для активированных по М1-типу моно-
цитов и макрофагов [62], а также клеток рака мо-
лочной железы, причем в последнем случае
интенсивность редактирования коррелировала с
уровнем активации генов провоспалительных

белков и количеством мигрировавших в опухо-
левый очаг иммунных клеток [63].

Недавно показано, что APOBEC1 также может
редактировать хромосомную ДНК [64], поэтому
прежнее функциональное разделение ферментов
на редактирующие только ДНК и редактирующие
только РНК чисто условное. Действительно, для
РНК-содержащих вирусов эпидемического паро-
тита, кори и респираторно-синцитиального вируса
было показано снижение эффективности зараже-
ния клеток, гиперэкспрессирущих APOBEC3G [65].
Возможно, в данном случае свою роль также сыг-
рали другие белки семейства APOBEC3. Так, за-
ражение клеток респираторного эпителия коро-
навирусом HCoV-NL63 привело к повышенной
экспрессии APOBEC3A, 3C, 3D, 3F, но не 3G, а
экспрессия белков 3C, 3F и 3H в клетках линии
LLC-MK2 снизила вирусную нагрузку на 2 по-
рядка, причем протективный эффект наблюдался
только в случае каталитически активных белков [66].
Большинство млекопитающих, включая грызунов,
тем не менее, прекрасно обходится одной копией
APOBEC3, хотя наличие у человека 7 разных пара-
логов может быть связано со специфичностью дез-
аминаз к нуклеиновым кислотам различных ви-
русов.

МЕХАНИЗМЫ НАРУШЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ 
AID/APOBEC В ОПУХОЛЯХ

Дезаминазы семейства AID/APOBEC ‒ эндо-
генный источник мутаций в клетке, поэтому для
раковой клетки это поставщики новых мутаций,
которые затем подвергаются отбору на уровне
опухолевых клонов. Анализ данных полногеном-
ного секвенирования опухолей выявил характер-
ные для APOBEC кластеры фокального гиперму-
тагенеза в клетках многих типов рака, таких как
плоскоклеточный рак легкого, рак мочевого пу-
зыря, акральная меланома и некоторые саркомы,
причем наличие этих кластеров положительно
коррелирует с уровнем экспрессии APOBEC3B
[67, 68]. Связь белков AID/APOBEC с формиро-
ванием опухолевого клона может быть непосред-
ственной ‒ за счет мутаций в гене дезаминазы,
ведущей к повышению ее активности. Так, выяв-
лена роль мутаций генов APOBEC3 (паралогов C,
D, F, G и H) в патогенезе множественной миело-
мы [69]; при этом мутации в генах самих дезами-
наз могут повышать их мутагенный потенциал в
опухолях. Так, появление однонуклеотидных по-
лиморфизмов и делеций в генах APOBEC3 корре-
лирует с повышенным риском развития рака мо-
чевого пузыря и молочной железы соответствен-
но [70‒72]. Однако чаще всего наблюдаются
нарушения регуляторных механизмов, которые в
норме поддерживают экспрессию дезаминаз на
безопасном для клетки уровне. При рассмотре-
нии отдельных представителей семейства можно
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заметить, что практически для всех из них есть
сообщения либо о сверхэксспрессии, либо о му-
тациях в тех или иных опухолях.

Наиболее очевидна мутагенная активность
дезаминазы AID. В норме она обеспечивает пере-
стройку трех локусов (IGH, IGL, IGK), кодирую-
щих тяжелые и легкие цепи антител; в случае на-
рушения этого процесса возникают В-клеточные
лимфомы, например лимфома Беркита, появля-
ющаяся в результате AID-зависимого слияния
локусов IGH и MYC. Однако неспецифические
перестройки могут возникать и в других участках
генома, приводя к онкогенным мутациям [73, 74].
Конститутивная экспрессия AID у мышей ведет к
возникновению Т-клеточных лимфом и опухолей
легких [75]. Неудивительно поэтому, что повы-
шенную экспрессию AID часто обнаруживают
именно в малигнизированных лимфоцитах, на-
пример в опухолевых клетках В-клеточного лим-
фолейкоза. Повышенная экспрессия AID ассо-
циируется с неблагоприятным прогнозом для па-
циента [76, 77], причем совсем не обязательно
коррелирует с наличием перестроек в генах тяже-
лых цепей иммуноглобулинов [76]. Возможно, на
паттерн возникающих в малигнизированном лим-
фоците мутаций влияет экспрессия альтернатив-
ных сплайсоформ AID, которая часто наблюдается
при хроническом лимфолейкозе [78]. Например,
отсутствие перестроек в локусе тяжелой цепи ча-
ще встречается в случае повышенной экспрессии
сразу трех альтернативных сплайсоформ AID
[79]. Сообщалось, что экспрессию AID наблюда-
ли в некоторых опухолях желудка, легких, пече-
ни, яичника и молочной железы [80, 81].

Помимо лимфоцитов, белки семейства AID/
APOBEC могут экспрессироваться в норме во
многих типах клеток в ответ на вирусную инфек-
цию. В таком случае под действием провоспали-
тельных цитокинов в клетке повышается экс-
прессия и активность дезаминаз, подавляющих
репликацию вируса, как уже описано выше. К
ключевым внутриклеточным путям регуляции
экспрессии APOBEC3 относится сигнальный
путь NF-κB [82, 83], он же задействован в актива-
ции AID [84, 85]. Для APOBEC3A, APOBEC3F и
APOBEC3G также показано повышение экспрес-
сии в ответ на INFα [86‒88]. Однако высокая ак-
тивность APOBEC не всегда позволяет клетке
элиминировать вирус, а происходящий парал-
лельно соматический мутагенез в сочетании с ви-
русным поражением способны привести к нару-
шению регуляции клеточного цикла клетки и ее
злокачественному перерождению. Кроме того, на
фоне воспаления может не только повышаться
активность противовирусных белков семейства
APOBEC, но и возникать аберрантная экспрес-
сия AID. Повышенная экспрессия APOBEC опи-
сана в вирусассоциированных опухолях желудка,
печени, шейки матки [89]. Некоторые вирусы мо-

гут самостоятельно стимулировать экспрессию
белков APOBEC. Вирус Эпштейна‒Барр кодиру-
ет белок LMP1, который запускает сигнальный
путь CD40 вне зависимости от наличия лиганда,
что приводит к активации NF-κB и экспрессии
AID [90, 91]. Заражение культивируемых клеток
вирусом гепатита С также индуцирует экспрес-
сию AID и, кроме того, ДНК-полимераз SOS-ре-
парации: ζ и ι. Одновременно с этим наблюдают-
ся перестройки в иммуноглобулиновом локусе
IGH и накопление мутаций в генах, кодирующих
BCL-6, p53, β-катенин и β-глобин [92]. По край-
ней мере часть из этих мутаций вызвана активно-
стью AID, поэтому можно предположить, что
“работа” этого фермента вносит вклад в развитие
неоплазий, ассоциированных с вирусом гепатита
С, в том числе неходжкинских В-клеточных лим-
фом и олигоклональной пролиферации лимфо-
цитов [93]. Однако вирусная инфекция клетки ‒
это далеко не единственный стимул, запускаю-
щий активацию NF-κB. Сигнальные пути этой
системы включают в себя рецепторы к TNF, ли-
пополисахариду и IL-1 (канонический путь), а
также сигналы активации пролиферации лимфо-
цитов, такие как BAFFR, CD40, RANK и LTβR
(неканонический путь) [94]. И поэтому нет ниче-
го удивительного в том, что повышенная экс-
прессия белков семейства APOBEC выявлена во
многих типах клеток в контексте воспалений раз-
ной этиологии.

Повышение экспрессии дезаминаз APOBEC в
ответ на провоспалительные цитокины – это, по-
видимому, довольно распространенное явление,
которое наблюдается в разных типах клеток. В
клетках гемопоэтического ряда (Т-лимфоцитах,
макрофагах, дендритных клетках) экспрессия
большинства белков APOBEC3 (за исключением
APOBEC3B и APOBEC3C) повышается под дей-
ствием провоспалительных цитокинов: IFN-α,
IFN-γ, IL-2, IL-15, TNFα [95]. Аналогичное по-
вышение экспрессии APOBEC3G в ответ на дей-
ствие IFN-α, IFN-γ, IL-1 и TNFα было показано
для нейрональных и астроцитарных клеток [96], а
также для эпителиальных [97, 98]. Бактериальные
патогены также вызывают повышение экспрес-
сии белков семейства APOBEC через активацию
NF-κB. Известно, что штаммы Helicobacter pylori,
содержащие факторы вирулентности cagPAI, не
только провоцируют развитие гастрита и язвы
желудка, но и вовлечены в патогенез рака желуд-
ка и лимфомы, происходящей из ассоциирован-
ной со слизистой лимфоидной ткани [99]. Одним
из механизмов канцерогенеза, вызванного H. py-
lori, может быть аберрантная экспрессия AID в
клетках эпителия желудка, которую обнаружили
в присутствии патогенных штаммов H. pylori, ‒
это приводит к накоплению мутаций в геноме
эпителиоцитов, в том числе в гене опухолевого
супрессора p53 [81]. В индукцию AID в этом слу-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

МУТАГЕННАЯ АКТИВНОСТЬ ДЕЗАМИНАЗ AID/APOBEC 61

чае вносят вклад сразу два механизма: непосред-
ственная активация NF-κB факторами вирулент-
ности, которые бактерия вводит в эпителиальную
клетку при помощи системы секреции IV типа, и
запуск воспалительного ответа, опосредованного
цитокинами [98].

Хроническое воспаление, не имеющее четкой
связи с конкретным патогеном, также может вы-
зывать аберрантную экспрессию AID/APOBEC,
что способствует малигнизации. Воспаление ки-
шечника, вызванное язвенным колитом или бо-
лезнью Крона, значительно повышает риск коло-
ректального рака с вероятностью, коррелирующей
с длительностью заболевания [100, 101]. В отсут-
ствие инфекции и сигналов от микробиоты провос-
палительные цитокины могут вырабатываться опу-
холевым микроокружением, способствуя накопле-
нию мутаций и формированию субклонов внутри
опухоли. Гиперэкспрессия APOBEC характерна
для не ассоциированных с патогенами опухолей го-
ловы и шеи, легких, шейки матки, молочной желе-
зы, мочевого пузыря [102]. Считается, что в этих ти-
пах опухолей дезаминазы семейства APOBEC не
относятся к онкогенам как таковым, но способ-
ствуют опухолевой прогрессии. Например, в
клетках кишечного эпителия в ответ на Th2-ци-
токины IL-4 и IL-13 может запускаться экспрес-
сия AID, приводящая к накоплению мутаций в
гене опухолевого супрессора p53 [97]. В свою оче-
редь, нарушение работы p53 может усиливать
аберрантную экспрессию дезаминаз. Промотор-
ные области генов APOBEC3 содержат сайты свя-
зывания p53, в норме это обусловливает сниже-
ние экспрессии гена. В связи с этим мутации гена
TP53, либо блокировка его белкового продукта,
например белками Е6/Е7 вируса папилломы че-
ловека (ВПЧ), приводят к снятию его ингибиру-
ющего действия и повышению экспрессии
APOBEC [103]. Для ряда опухолей выявлена ги-
перэкспрессия белков APOBEC лишь на поздних
этапах прогрессии ‒ когда опухоль глубоко инва-
зирует в окружающие ткани и метастазирует
[104]. Например, для аденокарцином легкого
показано, что в первичном очаге опухоли про-
филь мутаций не соответствовал активностям
APOBEC, в то время как в метастазах значитель-
ную часть мутаций можно объяснить действием
дезаминаз [105]. Повышение экспрессии белков
APOBEC может быть обусловлено снижением ин-
гибирующего действия p53 и в случае вирусассоции-
рованных опухолей. Так, некоторые вирусы (в част-
ности ВПЧ) могут индуцировать экспрессию
APOBEC [106] путем снятия ингибирующего
влияния белка p53. Это дополнительно усиливает
экспрессию APOBEC3A и APOBEC3B, первона-
чально вызванную активацией противовирусного
иммунитета, что в итоге приводит к возникнове-
нию соматических мутаций и формированию
опухолевого клона клеток, ухудшая течение забо-

левания и прогноз [107]. Повышенную экспрес-
сию APOBEC3B и наличие единичных либо кла-
стерных мутаций в последовательностях-мише-
нях выявляют при анализе клеток рака мочевого
пузыря, шейки матки, легких, молочной железы
и опухолей головы и шеи [67]. Наличие большого
числа генетических перестроек должно приво-
дить к активации систем репарации или гибели
клетки путем апоптоза, однако в опухолевых
клетках эти защитные механизмы нарушены, и
повышенный мутагенез приводит к опухолевой
прогрессии.

Повышенная экспрессия в опухолях обнаружена
даже для тех членов семейства AID/APOBEC, чьи
естественные мишени до сих пор неизвестны.
Например, хотя данные о влиянии APOBEC1 на
канцерогенез у человека отсутствуют, удалось об-
наружить корреляцию между уровнем экспрес-
сии APOBEC1 и числом инсерций/делеций в ге-
номах раковых клеток [108]. APOBEC2 обычно
рассматривают исключительно в свете эмбрио-
нального развития поперечно-полосатой мышеч-
ной ткани, поскольку дефекты в молекуле этого
фермента ассоциированы с миопатиями. Однако
сейчас появились сообщения о связи аберрант-
ной экспрессии APOBEC2 в гепатоцитах с разви-
тием гепатоцеллюлярной карциномы на фоне ге-
патита B [109]. Предполагается, что инфицирова-
ние гепатоцитов вирусом гепатита B приводит к
нарушению образования регуляторных РНК и
повышению экспрессии промутагенной дезами-
назы. Следует отметить, что экспрессия белков
APOBEC3 в опухолевых клетках может негативно
регулироваться на посттранскрипционном уровне
за счет связывания мРНК APOBEC с микроРНК в
цитоплазме, что препятствует нормальному син-
тезу белкового продукта [110].

Точечные мутации в ДНК, вызываемые работой
тандема цитидиндезаминаз и систем репарации,
могут приводить к инактивации генов опухолевых
супрессоров, активации протоонкогенов, накопле-
нию нейтральных соматических мутации и возник-
новению раковых неоантигенов. В последнем слу-
чае высокая активность дезаминаз будет означать
более вероятный ответ пациента на иммунотера-
пию опухоли и считается благоприятным прогно-
стическим маркером [111]. На модели мышиной
меланомы B16 это было подтверждено экспери-
ментально: экспрессия APOBEC3B приводила к
увеличению числа опухолевых неоэпитопов и по-
вышала эффективность иммунотерапии [112].
Тем не менее нельзя говорить о положительном
эффекте опосредованного дезаминазами мутаге-
неза. Определение мутационных профилей опу-
холей и выявление характерных наборов мутаций
(“сигнатур”) позволяет предсказывать клиниче-
ское течение заболевания. Так, в случае множе-
ственной миеломы высокий уровень APOBEC-
опосредованных транзиций дает неблагоприят-
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ный прогноз [113, 114]. Аналогичное наблюдение
было сделано для APOBEC3B на когорте пациен-
тов с карциномой надпочечников, выбранных из
базы данных The Cancer Genome Atlas [115], и на
когорте пациентов с раком яичников [116].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Дезаминазы семейства AID/APOBEC исполь-

зуются клетками для редактирования собствен-
ных нуклеиновых кислот в ядре либо для внесе-
ния мутаций в вирусные нуклеиновые кислоты в
цитоплазме. AID вносит изменения в геномную
ДНК В-лимфоцитов, что приводит к соматиче-
скому гипермутагенезу или переключению изо-
типа антител. Ядерная локализация также харак-
терна для APOBEC1, редактирующего мРНК
apoB. Белки APOBEC3 работают в цитоплазме и
редактируют в первую очередь вирусные нуклеи-
новые кислоты, подавляя репликацию вирусов. В
норме их активность регулируется на нескольких
уровнях: транскрипции, трансляции, внутрикле-
точной локализации, доступности мишени и ак-
тивации в составе белковых комплексов. Тем не
менее экспрессия этих генов может варьировать в
широких пределах в процессе канцерогенеза. К
основным механизмам, которые связывают ин-
дукцию или прогрессию опухолей с активностью
дезаминаз AID/APOBEC, относятся следующие:

1) Транзиторная активация дезаминаз в ходе
иммунного ответа на патоген, который не репли-
цируется непосредственно в этих клетках (как в
случае рака желудка и Helicobacter pylori).

2) Хроническая активация APOBEC в клетках,
зараженных онкогенными вирусами (такими как
ВПЧ и вирус гепатита B); при этом активность
белков AID/APOBEC, индуцированная непосред-
ственно вирусной инфекцией или выделяемыми
окружением цитокинами, может приводить к воз-
никновению дополнительных мутаций в геном-
ной ДНК.

3) Нарушение нормального соматического ги-
пермутагенеза при созревании В-лимфоцитов и
последующая конститутивная либо периодиче-
ская экспрессия дезаминазы AID.

В качестве дополнительного механизма вовле-
чения дезаминаз AID/APOBEC в канцерогенез
можно предположить возникновение фенокопий
мутаций онкогенов или опухолевых супрессоров.
Поскольку для многих белков AID/APOBEC ха-
рактерна способность узнавать и модфицировать
РНК, можно предположить, что при редактиро-
вании мРНК создаются фенокопии мутаций в
ДНК. В таком случае не будет возникать мутаций
в ядерной ДНК и они не будут детектироваться
при секвенировании, однако мутантный фенотип
будет реализовываться на уровне редактирования
транскриптов и функционирования транслиро-

ванных с этих мРНК белков. Этот механизм хоро-
шо известен для дезаминаз семейства ADAR, кото-
рые конвертируют аденозин в инозин. Сверхэкс-
прессия ADAR и специфическое редактирование
РНК характерны для широкого спектра опухолей и
огромного числа генов-мишеней, включая гены
микроРНК [117]. Более подробно роль РНК-ре-
дактирования в опухолях с помощью аденозинде-
заминаз рассмотрена в обзоре Gallo и соавт. [118].
Для дезаминазы APOBEC1 подобный механизм
идентифицирован в опухолях нервной ткани и
мРНК онкосупрессора нейрофиброматоза NF1
[119, 120], для APOBEC3 показано редактирова-
ние в опухолях мРНК многих опухолеассоцииро-
ванных генов, в том числе ATM, BARD1, BRCA1,
BRCA2, BRIP1, MDM2, KMT2A, MSH2, PTEN и
TSC2 [121, 122].

Тем не менее, несмотря на то, что для многих
типов опухолей показана повышенная экспрес-
сия или отличная от нормы локализация дезами-
наз AID/APOBEC, в большинстве случаев их зна-
чимость для онкогенеза не установлена. Также
неизвестно, насколько избирательны дезаминазы
в отношении генов-мишеней при нарушении их
нормальной локализации. Скорее всего, выбор
редактируемой последовательности во многом
случаен и определяется в первую очередь тран-
скрипционной активностью клетки. Таким обра-
зом, дезаминазы вносят свой вклад в накопление
мутаций, а отбор на онкогенность мутаций идет
уже на уровне выживания и пролиферации кло-
нов внутри опухоли.

Сами по себе дезаминазы AID/APOBEC отно-
сятся к компонентам генетической нестабильно-
сти, и направленная на модуляцию их активности
терапия вряд ли будет иметь клиническое значе-
ние. Однако в качестве прогностического маркера,
позволяющего оценить мутагенный потенциал
опухолевых клеток и эффективность иммунотера-
пии, направленной против опухолевых неоантиге-
нов, эти ферменты востребованы уже в настоящее
время [111, 113, 116].

Работа поддержана грантом РФФИ №19-34-
51014 и Стипендией Президента Российской Фе-
дерации СТ-5585.2018.4, выполнена с использо-
ванием инфраструктуры НТУ ”Сириус”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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MUTAGENIC ACTIVITY OF AID/APOBEC DEAMINASES
IN ANTIVIRAL DEFENSE AND CARCINOGENESIS
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Proteins of the AID/APOBEC family are capable of cytidine deamination in nucleic acids forming uracil.
These enzymes are involved in mRNA editing, protection against viruses, introduction of point mutations in-
to DNA during somatic hypermutagenesis, and antibody isotype switch. Since these deaminases, especially
AID, are potent mutagens, their expression, activity and specificity are regulated by several intracellular mech-
anisms. In this review, we discuss the mechanisms of impaired expression and activation of AID/APOBEC pro-
teins in human tumors, their role in carcinogenesis and tumor progression. Also, the diagnostic and potential
therapeutic value of increased expression of AID/APOBEC in different types of tumors is analyzed. We as-
sume that in the case of solid tumors, increased expression of endogenous deaminases can serve as one of the
markers of the response to immunotherapy, since multiple point mutations in a host DNA could lead to ami-
no acid substitutions in tumor proteins and thereby increase the frequency of neoepitopes.

Keywords: AID, APOBEC, mutagenesis, tumor, RNA editing, genomic instability
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Взаимодействию эндоплазматического ретикулума (ЭПР) и митохондрий до недавнего времени
уделялось мало внимания. Однако за последние годы показано, что нарушение контактов между
ЭПР и митохондриями является важным звеном этиопатогенеза таких нейродегенеративных забо-
леваний, как болезни Альцгеймера и Паркинсона, боковой амиотрофический склероз. В свете этих
данных детальное изучение механизмов взаимодействия ЭПР с митохондриями необходимо для
разработки новых подходов к диагностике и терапии нейродегенеративных и других заболеваний, а
также для углубления фундаментальных знаний о физиологии эукариотической клетки в целом. В
настоящем обзоре рассмотрена работа мембран ЭПР, ассоциированных с митохондриями. Проана-
лизированы данные о структурных элементах системы этих мембран, ее вкладе в жизнедеятель-
ность клетки (гомеостаз кальция, липидов, аутофагия, регуляция числа митохондрий, их слияние и
деление), а также рассмотрена роль дисфункции ассоциированных с митохондриями мембран ЭПР
в патогенезе различных заболеваний.

Ключевые слова: эндоплазматический ретикулум, митохондрии, мембрана, кальций, шаперон, ней-
родегенеративные заболевания
DOI: 10.31857/S0026898422010098

ВВЕДЕНИЕ
Представления о роли как митохондрий, так и

эндоплазматического ретикулума (ЭПР) сложи-
лись настолько давно, что стали уже классически-
ми. Однако за последние годы (во многом благо-
даря успехам молекулярной биологии) наши зна-
ния о функциональных задачах, выполняемых
этими структурами, стремительно расширяются.

Так, митохондрии не только участвуют в продук-
ции АТР, они вовлечены в процессы бета-окисле-
ния жирных кислот, в синтез активных форм кис-
лорода (АФК), метаболизм кальция и железа, био-
синтез гема, орнитиновый цикл (цикл Кребса–
Хензелейта), регуляцию клеточной дифференци-
ровки и пролиферации, апоптоза и распределе-
ния кальция в клетке, в синтез стероидов и про-
тивовирусный ответ. Понимание критической
значимости полисистемных митохондриальных
нарушений, обнаружение целого ряда генетиче-
ски обусловленных митохондриальных болезней,
активное развитие средств диагностики и лече-

ния привели к созданию целого направления, объ-
единяемого понятиями митохондриальная пато-
логия и “митохондриальная медицина” [1–7].

ЭПР выполняет ряд жизненно важных функ-
ций, основная из которых – фолдинг полипеп-
тидных цепочек, поступающих из цитозоля, и
дальнейший транспорт готовых белков в аппарат
Гольджи [8]. Кроме того, ЭПР ответственен за де-
понирование кальция, синтез гормонов, накопле-
ние и преобразование углеводов, метаболизм ядов
и лекарственных средств [9, 10]. Наконец, ЭПР
служит одним из первичных сенсоров внутрикле-
точных стрессовых сигналов. Нарушение про-
странственной структуры белков в условиях стрес-
са запускает сигнальные каскады типового протео-
токсического процесса, известного как стресс ЭПР
[11]. На клеточном уровне стресс ЭПР, чаще всего
приводящий к апоптозу, связан с развитием мно-
жества заболеваний: от сердечно-сосудистых или
эндокринных до онкологических [12].
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Таким образом, ЭПР и митохондрии – это ор-
ганеллы, которые не только вовлечены в осу-
ществление различных функций, но и регулируют
баланс между гибелью клеток и их выживанием.
Даже небольшое нарушение работы митохондрий
или ЭПР может поставить под угрозу дальнейшее
существование клетки.

МЕМБРАНЫ ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО 
РЕТИКУЛУМА, АССОЦИИРОВАННЫЕ

С МИТОХОНДРИЯМИ
Для поддержания клеточного гомеостаза необ-

ходим непрерывный обмен сообщениями между
ЭПР и митохондриями, которые “закодированы”
в сигнальных молекулах и передаются посред-
ством физического контакта между двумя орга-
неллами. С помощью электронной микроскопии
установлено, что мембраны ЭПР, непосредствен-
но соприкасаясь с митохондриями, формируют
специфический микродомен, получивший назва-
ние МАМ (мембраны, ассоциированные с мито-
хондриями; mitochondria-associated membranes)
[13]. Комплекс МАМ служит платформой для
жизненно важных сигналов и организации ряда
каркасных белков и регуляторных факторов [14].

Физическое взаимодействие между митохон-
дриями и ЭПР подтверждается возможностью
выделения фракции МАМ. При этом совместно
отделяются три несколько различающиеся суб-
клеточные структуры: 1) связанные с митохон-
дриями фрагменты мембран ЭПР (собственно
МАМ), 2) ассоциированные с митохондриями
фрагменты плазматической мембраны и 3) бел-
ковые комплексы, ответственные за непосред-
ственный контакт ЭПР и митохондрий [15]. Эти
особенности необходимо учитывать при прецизи-
онном изучении физико-химических характери-
стик и функций МАМ. В данном обзоре мы поста-
рались систематизировать информацию именно о
мембранах ЭПР, ассоциированных с митохондри-
ями, т.е. о собственно МАМ.

СТРУКТУРА КОМПЛЕКСА МАМ
Контакты между ЭПР и митохондриями, опре-

деляющие существование комплекса МАМ и ле-
жащие в его основе, получили общее название
MERС (mitochondria-ER contacts, контакты ми-
тохондрий и ЭПР). Именно этим термином при-
нято оперировать, если речь идет о молекулярной
архитектонике или ультраструктурной организа-
ции таких контактов. Более общее понятие МАМ
относится скорее к уже упомянутой получаемой
экспериментально субклеточной фракции [16].

Структуру MERC изучают преимущественно с
использованием в качестве модельного организ-
ма дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Из клеток
дрожжей выделены особые белковые комплексы

ERMES (Endoplasmic Reticulum – Mitochondria
Encounter Structures) и EMC (Endoplasmic reticu-
lum–Membrane protein Complex). Все белки, вхо-
дящие в состав этих комплексов, идентифициро-
ваны и достаточно хорошо изучены [17, 18]. Мно-
гие из этих белков не имеют гомологов в клетках
млекопитающих, однако принцип организации
МАМ остается неизменным. Эти структуры со-
держат специфические трансмембранные моле-
кулы с выраженными внешними доменами, кото-
рые служат молекулярными “якорями”, физиче-
ски удерживающими органеллы рядом друг с
другом (на расстоянии 10–50 нм) [16, 19].

В клетках млекопитающих между мембранами
ЭПР и митохондрий находится ряд белков, вхо-
дящих, вероятно, в состав MERC [20]. Основны-
ми из них можно считать:

• ЭПР-локализованный митофузин 2, кото-
рый образует гомо- и гетеротипические контакты
с митохондриальными митофузинами первого и
второго типов (MFN1, 2) [21];

• митохондриальные потенциалзависимые
анионные каналы (VDAC), взаимодействующие
через шаперон GRP75 с рецепторами инозитол-
3-фосфата (IP3R), на мембранах ЭПР [22];

• локализованные в ЭПР молекулы ВАР31
(ассоциированный с рецепторами В-клеток бе-
лок 31), образующие связь с митохондриальным
фактором деления 1 (FIS1) [23];

• ассоциированный с везикулами белок В
(VAPB), который контактирует со вспомогатель-
ным белком митохондриальной тирозинфосфа-
тазы 51 (PTPIP51) [24];

• описано также взаимодействие IP3R с мито-
хондриальным белком FUNDC1 (FUN14 domain
containing 1) в кардиомиоцитах. Кроме того, в
нейронах найден структурный гомолог дрожже-
вого белка Mmm1 ERMES-комплекса – PDZD8
(PDZ Domain Containing 8) [25].

Роль перечисленных белков млекопитающих
(в отличие от MERC дрожжей) все еще остается
предметом дискуссий. Так, в некоторых экспери-
ментах нокаут генов митофузинов и IP3R не вли-
яет на контакт митохондрий и ЭПР [26, 27], а вза-
имодействие FIS1–BAP31 описано только при
апоптозе [20].

МАМ млекопитающих изучают уже более
10 лет. По-видимому, полный протеом этой
структуры состоит из 900–1200 белков [28, 29], из
которых лишь несколько упоминаются наиболее
часто. Предполагается, что различные типы кле-
ток имеют разные MERC-профили, формирую-
щие определенное количество контактов со спе-
цифическими молекулярными и физическими
характеристиками [16]. В клетках HeLa MERC за-
нимает 5–20% площади митохондриальных мем-
бран [30], в клетках печени мышей – 4–11% [31].
При этом площадь мембран, занимаемая MERC,



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МИТОХОНДРИЙ 71

зависит от энергетического статуса клетки и удва-
ивается, когда дыхательная способность мито-
хондрий уменьшается на 20% [31]. К примеру, в
нейронах зубчатой извилины мозга мышей такие
контакты и вовсе отсутствуют, либо пока не опи-
саны. Эти сведения указывают на правомерность
динамической модели МАМ, в которой их пла-
стичность является фактором регуляции фунда-
ментальных клеточных процессов.

КОМПЛЕКС МАМ И ТРАНСПОРТ КАЛЬЦИЯ

Одна из наиболее изученных функций МАМ –
поддержание гомеостаза кальция – вторичного
посредника, критически важного для функцио-
нирования любой клетки, особенно нервной [32].

В обычных условиях концентрация кальция в
цитозоле поддерживается на относительно низ-
ком уровне, а основная его масса депонируется в
ЭПР. Внутрь ЭПР кальций попадает с помощью
насоса SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum
Ca2+-ATPase). Возвращаться в цитозоль кальций
может через рецепторы IP3R, активирующиеся в
ответ на повышение концентрации инозитол-3-
фосфата [32, 33]. При недостаточности функции
депонирования кальция в ЭПР, что может слу-
чаться при нарушении физиологических усло-
вий в клетке, или, например, при мутации SERCA
запускается апоптоз [34]. Важный механизм, по-
могающий не допустить развитие такого сцена-
рия, – транспорт излишков кальция в митохон-
дрии, которые также обладают значительным по-
тенциалом к депонированию (не говоря уже о
перманентной базовой метаболической потреб-
ности митохондрии в этом ионе) [35].

Транспорт кальция через наружную мембрану
митохондрий осуществляется через каналы
VDAC, через внутреннюю – с помощью унипор-
тера кальция (MCU, mitochondrial calcium uni-
porter), который, как ни странно, обладает низ-
кой аффинностью к кальцию [36]. МАМ активно
участвуют в этом процессе, создавая микродомен
с повышенной (по сравнению с цитозолем) кон-
центрацией кальция в непосредственной близо-
сти от наружной митохондриальной мембраны.
Благодаря этому происходит эффективный ква-
зисинаптический транспорт иона из ЭПР в мито-
хондрии. Структуру MERC, состоящую из ЭПР-
локализованного IP3R, VDAC1 наружной мито-
хондриальной мембраны и связывающего их ша-
перона GRP75, часто называют “кальциевым мо-
стом” [37].

Роль кальциевого моста в ЭПР-митохондри-
альном транспорте кальция подтверждают ре-
зультаты, полученные на животных моделях с из-
менением активности соответствующих генов.
Установлено, что сверхэкспрессия VDAC1 усили-
вает транспорт кальция и повышает его концен-

трацию в митохондриях [38]. Повышенная экс-
прессия Grp75 стабилизирует взаимодействие
IP3R и VDAC1, что выражается в усилении индуци-
рованного IP3R повышения уровня кальция в ми-
тохондриях [39]. Кроме того, в процесс кальциевого
транспорта вовлечены, вероятно, ассоциирован-
ный с везикулами белок VAPB (Vesicle Associated
Protein B) на ЭПР и контактирующий с тирозин-
фосфатазой белок PTPIP51 (Protein Tyrosine
Phosphatase–Interacting Protein 51) на наружной
мембране митохондрий. Делеция генов этих
белков приводит к нарушению транспорта
кальция [24].

Примечательная находка последних лет – об-
наружение зависимости интенсивности кальцие-
вого транспорта от физического расстояния меж-
ду ЭПР и наружной митохондриальной мембра-
ной. Уменьшение этого расстояния до 5 нм
приводит к существенному снижению потока
кальция. Согласно опубликованным данным, оп-
тимальное расстояние между мембранами равно
15 нм [38]. Это соотносится с данными о дистан-
цировании пре- и постсинаптических мембран в
VGCC-синапсах нейронов головного мозга (си-
напсах с потенциалзависимыми кальциевыми ка-
налами). Изучение этого вида пластичности по-
казало, что у наиболее активных синапсов рас-
стояние между мембранами составляет 14 нм [40].
Это совпадение может говорить о существовании
межмембранных расстояний, универсальных для
оптимальных ионных токов, что, впрочем, требу-
ет дальнейшего изучения.

КОМПЛЕКС МАМ
И ДИНАМИКА МИТОХОНДРИЙ

Регуляция баланса кальция посредством МАМ
включает не только перенос излишков кальция из
ЭПР в митохондрии, но и более сложный процесс –
контроль митохондриальной динамики.

Митохондрии находятся в динамическом ба-
лансе между слиянием и делением, а также посто-
янно перемещаются вдоль цитоскелета по клетке
[7]. В общем случае свободный доступ к избытку
необходимых митохондрии питательных веществ
приводит к усилению деления органеллы, а их не-
хватка, наоборот, –к элонгации [41]. Считается,
что за слияние наружной митохондриальной
мембраны отвечают митофузины 1 и 2, трансфор-
мацию внутренней мембраны контролирует бе-
лок OPA1, а деление митохондрий регулирует
фактор Drp1 [42].

MFN2, как упоминалось выше, находится не
только на наружной мембране митохондрий, но и
на мембранах ЭПР. При слиянии митохондрий,
как и в случае МАМ, митофузины служат для за-
крепления органелл рядом друг с другом [38, 43].
По некоторым данным, митофузин 2 взаимодей-
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ствует также с проапоптотическими Bak и Bax
[44, 45]. Учитывая это, MFN2 можно рассматри-
вать не только как фактор слияния митохондрий,
но и как регулятор апоптоза: ведь сам кальций яв-
ляется одним из главных апоптотических посред-
ников.

Фактор OPA1 локализуется в межмембранном
пространстве митохондрий и участвует не только
в слиянии митохондрий, но и в изменении фор-
мы крист [46]. В ответ на сигналы о недостатке
питательных веществ в клетке кристы трансфор-
мируются и регулируют количество выбрасывае-
мого свободного цитохрома с, концентрация ко-
торого в цитозоле во многом определяет, будет ли
запущен апоптоз [1, 7, 46].

В отличие от мембранных белков MFN1, 2 и
OPA1, фактор Drp1 располагается в цитозоле. На
наружную митохондриальную мембрану он ре-
крутируется рецепторами Mff, MiD49/MIEF2 и
MiD51/MIEF1 непосредственно перед началом
деления [47]. Эти рецепторы находятся в несколь-
ких точках, маркируя места кластеризации Drp1.
Олигомеризующийся Drp1 запускает GTP-зави-
симый гидролиз мембраны, образуя перетяжку, в
результате чего и происходит разделение органел-
лы на две новых [38, 47].

Интересно, что этот процесс может, судя по
всему, индуцировать локализованный в ЭПР бе-
лок INF2 (INvertedFormin 2). INF2 отвечает в ос-
новном за связь ЭПР с актиновым цитоскелетом.
Однако МАМ способны в некоторых случаях ак-
тивно экспрессировать этот белок на своей по-
верхности и формировать кольцеобразные струк-
туры вокруг митохондрий. При этом наружная
митохондриальная мембрана начинает рекрути-
ровать Drp1, что приводит в итоге к делению ор-
ганеллы [48].

Активность Drp1 регулируется также протеин-
киназой А (ПКА), часто локализующейся на
внешней мембране митохондрий. ПКА фосфори-
лирует Drp1 в различных сайтах, что может при-
водить к совершенно противоположным исхо-
дам. К примеру, фосфорилирование серина 656 (в
клетках PC12) или серина 637 (в клетках HeLa)
ингибирует деление митохондрий и делает их ме-
нее чувствительными к апоптотическим стиму-
лам. Фосфорилирование же серина 600 (в бурых
адипоцитах), напротив, усиливает фрагментацию
митохондрий [49].

Помимо регуляции слияния и деления мито-
хондрий, МАМ способны контролировать пере-
мещение этих органелл по цитоскелету. Это пере-
мещение происходит с помощью моторного бел-
ка кинезина 1, который закрепляется адапторами
Trak1 и Trak2 на митохондриальной мембране.
Высокие концентрации кальция препятствуют
взаимодействию Trak1 и Trak2 с их рецепторами на
наружной митохондриальной мембране, предот-

вращая перемещение органеллы [42]. Этот меха-
низм активно используется, например, для акку-
муляции митохондрий у мембраны синаптического
окончания, где концентрация кальция всегда вели-
ка, с целью оптимизации энергообмена в этом реги-
оне [50]. Вопрос о роли МАМ в контроле за переме-
щением митохондрий остается предметом дискус-
сий [42]. Однако, учитывая тесную взаимосвязь
факторов динамики митохондрий и проапоптоти-
ческих факторов, можно предполагать, что МАМ
участвует также в контроле судьбы клетки.

КОМПЛЕКС МАМ И АУТОФАГИЯ
Впервые участие митохондрий в процессе

аутофагии обнаружили всего 10 лет назад, когда
Hailey D.W. и соавт. наблюдали транслокацию не-
которых митохондриальных белков, например
белка наружной митохондриальной мембраны, в
аутофагосомы [51].

В дальнейшем выяснилось, что оболочки ауто-
фагосом формируются не просто из мембран
ЭПР, но происходит это в местах контактов ЭПР
и митохондрий, т.е. в участках МАМ. Отделиться
могут только те фрагменты ЭПР, которые насы-
щены фосфатидилинозит-3-фосфатом (PIP3).
Для этого ЭПР-резидентный белок синтаксин 17
(STX17) рекрутирует PI3-киназу, связываясь с ее
Atg14L-доменом [52]. Потеря STX17 препятствует
накоплению PIP3 и замедляет ранние этапы ауто-
фагии. Важно, что в нормальных условиях при
достаточном количестве питательных веществ
STX17 в основном связывается с Drp1 и способ-
ствует делению митохондрий. С Atg14L синтак-
син начинает взаимодействовать только в услови-
ях голодания, при этом Drp1 теряет свою актив-
ность, а митохондрии элонгируются. По мнению
некоторых авторов, крупные митохондрии вы-
годнее клетке в стрессовых условиях, так как они
более эффективно вырабатывают АТР, а также не
могут поглощаться аутофагосомами [53].

Отделение от ЭПР изоляционных мембран бу-
дущих аутофагосом происходит не только с ис-
пользованием описанного механизма, в нем так
или иначе участвуют следующие факторы: ATG5
(Autophagy related protein 5), ATG14 (Аutophagy re-
lated protein 14), DFCP1 (FYVE Domain Containing
Protein 1), PACS2 (Phosphofurin Acidic Cluster Sorting
Protein 2), RAB32 (Ras-related Рrotein Rab-32). Одна-
ко роль перечисленных белков в этом процессе не
установлена, но известно, что их содержание в
комплексах МАМ значительно возрастает при
инициации аутофагии [38, 42].

УЧАСТИЕ КОМПЛЕКСОВ МАМ
В ПРОЦЕССАХ КЛЕТОЧНОЙ АДАПТАЦИИ

Для нормального функционирования ЭПР не-
обходимо устойчивое состояние внутриклеточ-
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ной среды. При голодании или гипоксии гомео-
стаз клетки нарушается, что немедленно реализу-
ется, в частности, в виде так называемого стресса
ЭПР – адаптационного клеточного ответа, в ко-
тором можно выделить два основных элемента:
ответ на нарушение сворачивания белков (Un-
folded Protein Response, UPR) и нарушение каль-
циевого баланса.

UPR-ответ запускается, когда незрелая поли-
пептидная цепь не может подвергаться фолдингу
или же формирует некорректную трехмерную
структуру. В результате в ЭПР накапливается
большое количество нефункциональных белков.
В нормальных условиях с входящим в комплекс
МАМ шапероном Grp75 соединяются три транс-
мембранных белка ЭПР: PERK (Protein kinase
RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase), IRE1a
(Inositol-Requiring Enzyme 1α) и АTF6 (Activating
Transcription Factor 6), и остаются в неактивном
состоянии. При стрессе ЭПР в ответ на нарушение
фолдинга белков Grp75 отсоединяется от этих трех
молекул, что приводит к их активации [54, 55].
АTF6 попадает в ядро и инициирует транскрипцию
генов белков, участвующих в UPR. Активирован-
ная PERK фосфорилирует ядерный фактор тран-
скрипции 2 (NRF2) и эукариотический фактор
инициации 2α (EIF2alpha). Фосфорилированный
NRF2 транслоцируется в ядро и способствует
экспрессии редокс-ассоциированных белков, чья
функция заключается в нормализации окисли-
тельно-восстановительного потенциала. Фосфо-
рилированный EIF2α может полностью ингиби-
ровать трансляцию мРНК, что, в свою очередь,
приведет к снижению нагрузки на фолдинг бел-
ков в ЭПР. Фосфорилированный EIF2α избира-
тельно активирует также экспрессию ATF4 (Acti-
vating Transcription Factor 4), известного регулято-
ра апоптоза, способного воздействовать как на
анти-, так и на проапоптотические белки [54]. Та-
ким образом, изменения, происходящие в МАМ
в ответ на патологические ситуации в клетке, мо-
гут иметь критические для нее последствия.

Следует отдельно упомянуть, что при UPR-от-
вете конформация дисульфидных связей в ЭПР
изменяется таким образом, что уровень продук-
ции АФК значительно увеличивается. АФК нару-
шают функционирование SERCA и активируют
IP3R, а также рианодиновые рецепторы, повы-
шая тем самым количество выбрасываемого в ци-
тозоль кальция. Излишек кальция через МАМ
поступает в митохондрии. Митохондрия обладает
буферной емкостью, соответствующей нормаль-
ному кальциевому гомеостазу внутри клетки.
Кальций, попадающий в значительных количе-
ствах в митохондрии при стрессе ЭПР, передает
стрессовые сигналы, что изменяет активность
митохондрий. Нарушение буферной емкости ми-
тохондриального кальция может быть важным

звеном патологических процессов, например,
при нейродегенерации [55].

В процессах клеточной адаптации выделяют
комплекс реакций так называемого контроля ка-
чества митохондрий (КМК) [54, 55], который
представляет собой важнейший механизм под-
держания количества митохондрий, их структур-
ной и функциональной целостности и включает
процессы трех уровней: молекулярного, субкле-
точного и клеточного. На молекулярном уровне
КМК проявляется сокращением импорта белков
в митохондрии, снижением в них уровня фолдин-
га и освобождением ресурса для элиминации не-
структурированных белков. На субклеточном
уровне основным механизмом улучшения каче-
ства функционирования митохондрий является
митохондриальная динамика, включающая сли-
яние, деление, митофагию и подвижность мито-
хондрий. Как уже упоминалось, существует ди-
намический баланс между слиянием и разделе-
нием митохондрий. При небольшом стрессе
баланс сдвигается в сторону слияния. При силь-
ном стрессе интенсифицируется деление мито-
хондрий, что необходимо для удовлетворения
резко возрастающих энергозатрат клетки. Если
повреждения слишком велики, то на наружной
мембране митохондрий экспонируется фосфори-
лированный Drp1, что служит сигналом к митофа-
гии. Кроме того, митохондрии могут перемещаться
внутри клетки, “выбирая” наиболее благоприят-
ную микросреду. Когда стресс настолько серьезен,
что его невозможно преодолеть на молекулярном и
субклеточном уровнях КМК, запускается митохон-
дриальный апоптотический каскад, т.е. регуляция
переходит на третий, клеточный уровень.

На ранних стадиях стресса ЭПР количество
МАМ увеличивается, что активирует транспорт
кальция между ЭПР и митохондрией и, соответ-
ственно, приводит к повышению уровня АТР в
клетке для запуска адаптационных процессов
[56]. Регулируя численность МАМ (и кальциевых
каналов в этих структурах), клетка может контро-
лировать распространение стрессовых сигналов
из ЭПР в митохондрии. Как отмечено выше, под
влиянием стресса ЭПР в МАМ повышается уро-
вень IRE1, что способствует ингибированию IP3R,
стабилизации уровня кальция в митохондриях и
выживанию клетки [57]. При этом шапероны
кальнексин и кальретикулин обладают высоким
сродством к кальцию и выполняют буферную
функцию в МАМ, предотвращая кальциевую пе-
регрузку митохондрий. Умеренно повышенный
уровень кальция усиливает активность электрон-
но-транспортной цепи и увеличивает продукцию
АТР, что благоприятно сказывается на метабо-
лизме митохондрий. Благодаря этому повышает-
ся активность энергозависимых шаперонов и
протеаз, отвечающих за правильный фолдинг и
элиминацию белков с нарушенной простран-
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ственной структурой. Таким образом, повышение
количества МАМ при стрессе ЭПР через кальцие-
вую сигнализацию, усиление синтеза АТР и регу-
ляцию гомеостаза белков вносит свой вклад в си-
стему КМК.

Высокое содержание АФК и перегрузка мито-
хондрий кальцием способствуют фосфорилиро-
ванию Drp1 и его накоплению на наружной мито-
хондриальной мембране, что приводит в конеч-
ном итоге к активации деления митохондрий.
Показано, что инициация деления митохондрий
происходит даже без активации Drp1, необходи-
мо лишь повышение уровня кальция в матриксе
[58–60]. Поврежденные элементы митохондрий,
остающиеся в цитоплазме после деления органелл,
элиминируются с помощью митофагии. Происхо-
дит это благодаря белку PINK1 (PTEN-INducedKi-
nase 1), который перемещается на наружную мито-
хондриальную мембрану и рекрутирует фактор Par-
kin, инициирующий митофагию. После этого
PINK1 может вернуться в МАМ, где он способ-
ствует связыванию ЭПР и митохондрии и форми-
рованию аутофагосомы [61, 62]. Таким образом,
кальциевая сигнализация, опосредуемая МАМ,
играет важную роль в регуляции слияния и деле-
ния митохондрий, а также в митофагии.

Клеточный уровень КМК также связан с ак-
тивностью МАМ [63–66]. Сильный или длитель-
ный стресс ЭПР приводит к массированному вы-
ходу кальция из ЭПР в цитозоль, где он вызывает
повышенный приток кальция в митохондрии че-
рез IP3R-VDAC1-каналы, что приводит к деполя-
ризации митохондрий, олигомеризации Bax и
Bak на ее наружной мембране, формированию
транзиционной поры, высвобождению проапо-
птотических факторов и активации митохондри-
ального пути апоптоза. Антиапоптотические бел-
ки семейства Bcl2 могут располагаться на МАМ,
они способствуют выживанию клеток за счет вза-
имодействия с IP3R и ингибирования его активно-
сти. При летальном стрессе критически повышает-
ся уровень фактора CHOP (C/EBP Homologous
Protein), ингибирующего Bcl2, что активирует сиг-
нальный путь апоптоза, опосредованный ЭПР. Бо-
лее того, в ЭПР усиливается экспрессия кальциевой
АТРазы, способствующей распространению каль-
циевого сигнала по пути PERK/EIF2alpha/ATF4.
Таким образом, МАМ активно участвуют в под-
держании динамического баланса про- и антиа-
поптотических факторов, определяя судьбу клет-
ки при стрессе.

МАМ И КАНЦЕРОГЕНЕЗ
В настоящее время появляется все больше ос-

нований считать, что МАМ регулируют ключевые
процессы онкогенеза и ответа опухолевых клеток
на лекарственные средства, моделируя актив-
ность онкогенов и опухолевых супрессоров, а

также энергетические потребности опухолевых
клеток. МАМ служат платформой для несколь-
ких онкогенов и генов-супрессоров [67], наибо-
лее важными среди которых считаются:

▪ фосфатаза PTEN (Phosphatase and Tensin ho-
molog) – один из наиболее известных онкосу-
прессоров – обладает двойной специфичностью
(к липидам и белкам). Мутации в этом белке ча-
сто встречаются при онкопатологиях. В МАМ
PTEN регулирует транспорт кальция из ЭПР че-
рез IP3R по механизму ковалентной модифика-
ции (отщепления фосфатной группы);

▪ белок промиелоцитарного лейкоза (Promy-
elocytic Leukemia Protein, PML) – онкосупрессор,
образующий суперкомплекс с IP3R, Akt и проте-
инфосфатазой PP2A. Этот комплекс регулирует
импорт кальция в митохондрию и апоптоз. PML
необходим также для регуляции и аутофагии че-
рез сигнальный путь AMPK/mTOR/Ulk1;

▪ Р53 – фактор транскрипции, известный онко-
супрессор. Р53 взаимодействует с насосом SERCA и
активирует выброс кальция в цитозоль, способ-
ствуя тем самым развитию апоптоза;

▪ онкоген Bcl-2 снижает экспорт кальция из
ЭПР и препятствует апоптозу. Этот онкоген ин-
гибирует олигомеризацию Bax/Bak на наружной
мембране митохондрий;

▪ Sig1R – регулирует экспрессию Bcl-2 по пути
ROS/NF-kB;

▪ Akt – серин-треонин-специфичная киназа,
фосфорилирующая IP3R на ЭПР. Активность Akt
приводит к снижению экспорта кальция и предот-
вращает апоптоз;

▪ H-Ras – онкоген, расположенный не только
на МАМ, но и на мембранах, ассоциированных с
плазмалеммой. В опухолевых клетках H-Ras пре-
пятствует импорту кальция в митохондрии;

▪ FATE (Fetal and Adult Testis Expressed protein) –
белок, сверхэкспрессия которого выявлена в клет-
ках различных опухолей. FATE регулирует расстоя-
ние между ЭПР и митохондрией, импорт кальция в
митохондрии и апоптоз.

Кроме того, экспрессия ассоциированного с
везикулами белка В (VAPB), контактирующего со
вспомогательным белком PTPIP51 и участвую-
щего в формировании МАМ, значительно повы-
шена в опухолях молочной железы, обеспечи-
вая, по-видимому, более стабильную ассоциа-
цию митохондрий и ЭПР в опухолевых клетках
[68] (табл. 1).

Могут ли другие митохондриальные регуля-
торные белки выполнять такие же функции, как
p53, PTEN, Akt и PML? Ответ на этот вопрос пы-
таются получить в настоящее время. Учитывая
механизмы, используемые этими белками для
воздействия на метаболизм митохондрий и регу-
ляцию апоптоза, они должны влиять на продук-
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цию АФК и АТР в митохондриях, вероятно, мо-
дулируя содержание Ca2+ в этих органеллах. Од-
ним из белков, играющих роль опухолевого
супрессора, может быть митофузин-2, роль кото-
рого в формировании МАМ уже описана нами.
Показано, что опухолевые клетки с высоким
уровнем митофузина-2 более восприимчивы к
апоптозу [69]. Кроме того, значительное сниже-
ние уровня митофузина-2 в клетках гепатоцеллю-
лярной карциномы коррелировало с более низ-
кой общей выживаемостью. Сходные результаты
получены на клетках рака молочной железы, эк-
топическая экспрессия митофузина-2 в которых
приводит к проапоптотической и антипролифе-
ративной передаче сигналов [69]. Таким образом,
эти данные могут использоваться при разработке
подходов к таргетной терапии опухолей.

МАМ И САХАРНЫЙ ДИАБЕТ
ВТОРОГО ТИПА

Сахарный диабет второго типа обладает двумя
патофизиологическими особенностями: систем-
ной резистентностью к инсулину и недостаточно-
стью β-клеток поджелудочной железы. Первич-
ной причиной дисфункции островков Лангерган-
са и развития сахарного диабета типа 2 считается
избыток липидов и длительное отложение жира в
тканях (так называемая липотоксичность) [70].
Как известно, одна из основных функций МАМ –
участие в распределении кальция, играющее ре-
шающую роль в синтезе и секреции инсулина
β-клетками. Более того, MAM участвуют в пере-
даче сигналов инсулина благодаря расположен-

ным на поверхности белкам Akt, mTORC2 и
PTEN [71]. На клеточных и животных моделях
показано, что целостность МАМ в клетках пече-
ни нарушается при индукции инсулинорези-
стентности пальмитатом [72]. Аномальное увели-
чение числа MAM (сопутствующее перегрузке ми-
тохондрий кальцием и окислительному стрессу)
выявлено в печени мышей, находящихся на вы-
сокожировой диете. Подтверждено и обратное:
нарушение структуры MAM путем генетического
или фармакологического ингибирования MAM-
резидентного белка циклофилина D приводит к
резистентности животных к инсулину и к нару-
шению передачи сигналов инсулина в гепатоци-
тах человека. Кроме того, в β-клетках больных са-
харным диабетом типа 2 снижено взаимодействие
митохондрий и ЭПР [73]. Недавно на скелетных
мышцах мышей, моделирующих ожирение и диа-
бет второго типа, показано, что дисфункции ми-
тохондрий и резистентности к инсулину предше-
ствует заметное нарушение взаимодействия ЭПР
и митохондрий [74].

При этом передача сигналов и активность инсу-
лина восстанавливались при регенерации структур
MAM [75, 76]. Так, повышение экспрессии мито-
фузина-2, важного компонента MAM, частично
восстанавливало область контакта митохондрий
и ЭПР и увеличивало чувствительность гепатоци-
тов, обработанных пальмитатом, к инсулину [77].

Известно, что повышенная чувствительность
β-клеток к окислительному стрессу и дисфунк-
ции МАМ обусловлена некоторыми особенно-
стями этих клеток. Во-первых, β-клетки метабо-

Таблица 1. Участие белков МАМ в канцерогенезе

Белок МАМ Функция в канцерогенезе Ссылка

PTEN Регуляция транспорта кальция из ЭПР через IP3R по механизму ковалентной 
модификации (отщепления фосфатной группы)

[67]

PML Регуляция импорта кальция в митохондрию; апоптоз; аутофагию через сигналь-
ный путь AMPK/mTOR/Ulk1

p53 Взаимодействие с SERCA и активация выброса кальция в цитозоль, что способ-
ствует апоптозу

Bcl-2 Снижение экспорта кальция из ЭПР и противодействие апоптозу. Подавление 
олигомеризации Bax/Bak на наружной митохондриальной мембране

Sig1R Регуляция экспрессии Bcl-2 по пути ROS/NF-kB

Akt Фосфорилирование IP3R на ЭПР, что приводит к снижению экспорта кальция 
и предотвращению апоптоза

H-Ras Препятствует импорту кальция в митохондрии в опухолевых клетках

FATE Регуляция расстояния между ЭПР и митохондрией, импорт кальция в митохон-
дрию и апоптоз

VAPB и PTPIP51 Обеспечение более стабильной ассоциации митохондрий и ЭПР в опухолевых 
клетках

[68]
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лически очень активны, но слабее защищены от
оксидантов, чем другие клетки и ткани, за счет
сравнительно низкой активности свободноради-
кальных детоксифицирующих и редокс-регули-
рующих ферментов. Во-вторых, основным источ-
ником углерода в β-клетках служит глюкоза, при-
чем до 80% ее окисляется, что выше, чем в
клетках других типов. Кроме того, уровни лактат-
дегидрогенезы в β-клетках достаточно низкие,
поэтому пируват в основном метаболизируется в
цикле Кребса с образованием АТР в митохондри-
ях [78]. Увеличенное образование АФК митохон-
дриями вызывает и/или усугубляет стресс ЭПР в
β-клетках. В свою очередь, стресс ЭПР увеличи-
вает выработку АФК и усиливает метаболизм
глюкозы, что приводит к повышению продукции
АФК митохондриями. Следовательно, АФК, об-
разующиеся в митохондриях, вызывают стресс
ЭПР, который, в свою очередь, способствует об-
разованию АФК, что приводит к порочному кругу
и развитию длительного окислительного стресса.
Кроме того, АФК повреждают липиды, белки и
ДНК, запускают изменения транскрипции, кото-
рые способствуют развитию резистентности к ин-
сулину. Таким образом, длительно сохраняющее-
ся состояние окислительного стресса, накопление
неструктурированных белков и дисфункция МАМ
прогрессивно ухудшают функцию β-клеток с по-
следующей активацией в них апоптотических пу-
тей и гибелью клеток [78].

РОЛЬ НАРУШЕНИЙ КОМПЛЕКСА МАМ
В ПАТОГЕНЕЗЕ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ
Одна из причин повышенного внимания к

комплексу МАМ – быстрый рост числа доказа-
тельств его серьезных нарушений при нейродеге-
неративных заболеваниях: боковом амиотрофи-
ческом склерозе, рассеянном склерозе, нейро-
нальном цероидном липофусцинозе, а также при
болезнях Альцгеймера, Паркинсона, Гентингто-
на и других [79–81].

С митохондриями и комплексом МАМ связа-
ны многочисленные нарушения, такие как высо-
кий уровень окислительного стресса и гиперпро-
дукция АФК, стресс ЭПР, нарушение гомеостаза
кальция, процессы аутофагии и белкового гомео-
стаза, эксайтотоксичность, воспаление нервной
ткани, дефекты аксонального транспорта и др.
Эти нарушения часто ассоциированы с пожилым
возрастом, они встречаются при многих формах
нейродегенеративных заболеваний [82, 83].

В контексте обсуждаемых проблем особое вни-
мание привлекает тот факт, что белки паркин и
гентингтин, повреждение которых лежит в основе
наследственных форм болезней Паркинсона и
Гентингтона, связаны с функциями митохондрий
и ЭПР. Так, гентингтин локализуется в ЭПР, вли-

яет на морфологию этой органеллы, а его повы-
шенная экспрессия связана с развитием стресса
ЭПР [84–86]. Этот механизм включает нарушения
регуляции белка Sig1R, который в норме препят-
ствует образованию аномальных белковых скоп-
лений, характерных и для других нейродегенера-
тивных заболеваний (болезней Альцгеймера и
Паркинсона, бокового амиотрофического склеро-
за) [87, 88]. Недостаток Sig1R в двигательных ней-
ронах вызывает стресс ЭПР и, следовательно, вли-
яет на динамику и функционирование митохон-
дрий. Воздействуя на IP3R, шаперон Sig1R,
локализованный в MAM, участвует также в экс-
порте липидов и передаче кальциевого сигнала.
Мутации в гене SIGMAR1, кодирующем Sig1R,
приводят к развитию бокового амиотрофическо-
го склероза у детей, сопровождающемся (как и в
моделях с нефункциональным Sig1R) нарушени-
ями ультраструктуры МАМ и локализации MAM-
резидентного IP3R, а также снижением числа
контактов ЭПР и митохондрий. Показано также
снижение уровня Sig1R в спинном мозге пациен-
тов с боковым амиотрофическим склерозом. У мы-
шей с нокаутом Sig1R наблюдаются двигательные
нарушения, мышечная слабость, дегенерация ак-
сонов и гибель двигательных нейронов [89, 90].

Патогенез болезни Паркинсона включает на-
рушение функций как митохондрий [91–93], так
и ЭПР [94]. Более того, альфа-синуклеин, пато-
логические накопления которого считаются глав-
ным маркером этого заболевания, связан с ком-
плексом МАМ и участвует в регуляции тока каль-
ция и обмена холестерина. Следует отметить, что
в очищенных МАМ содержание свободного холе-
стерина в 7 раз выше, чем в микросомах. Истоще-
ние холестерина в МАМ значительно увеличива-
ет число контактов митохондрий с ЭПР, а также
влияет на энергетику и структуру митохондрий.
Более того, в дегенерирующих нейронах уровни
сфингомиелина, церамидов и сложных эфиров
холестерина значительно повышены, что указы-
вает на вовлеченность МАМ в регуляцию этого
метаболического пути [95]. Мутации альфа-си-
нуклеина приводят или к нарушению его связей с
белками МАМ (мутация А30Р) или к уменьше-
нию его количества (А53Т); все это в совокупно-
сти приводит к снижению эффективности взаи-
модействия митохондрий и ЭПР [96–98]. Белки
паркин (продукт гена PARK2) и PINK1 (продукт
гена PARK6) также влияют на состояние комплек-
сов МАМ. При этом экспрессия паркина повы-
шается при стрессе ЭПР (за счет связывания
ATF4 с промотором PARK2), что, в свою очередь,
способствует поддержанию функций митохон-
дрий и сохранности сайтов МАМ. Нарушение
функций паркина приводит к дефектам митохон-
дрий и, как доказано, к гибели нейронов при бо-
лезни Паркинсона [99–102]. В регуляции ком-
плексов МАМ участвует еще один продукт семей-
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ства PARK – белок DJ-1, кодируемый геном
PARK7. Мутации в этом гене приводят к дисфунк-
ции митохондрий и клинически проявляются в
виде редкой формы рано дебютирующей болезни
Паркинсона [103–105]. В частности, DJ-1 вовле-
чен в процесс передачи кальция от ЭПР митохон-
дриям, поэтому снижение уровня этого белка
приводит к нарушению одной из ключевых функ-
ций МАМ.

Одна из наиболее частых причин наследствен-
ных форм БАС – мутация в гене SOD1, кодирую-
щем Cu/Zn-супероксиддисмутазу [106]. Этот фер-
мент, хотя и не относится к МАМ-белкам, играет
важную роль в функционировании этого комплек-
са. В астроцитах мышей с мутацией гена SOD1 на-
блюдается аномальное высвобождение кальция из
ЭПР. Интересно, что в спинном мозге продукт му-
тантного гена SOD1 связывается с наружной мем-
браной митохондрий и препятствует ассоциации
митохондрий с ЭПР. Кроме того, митохондри-
альная E3-убиквитинлигаза MARCH5 (также из-
вестная как MITOL), локализованная на MAM,
убиквитинирует SOD1 и регулирует таким обра-
зом образование фагосом [107]. Другой белок, по-
вреждения которого могут быть связаны с разви-
тием бокового амиотрофического склероза, –
VAPB. Мутация или снижение экспрессии гена
этого белка приводят к формированию клиниче-
ской картины спинальной мышечной атрофии и
бокового амиотрофического склероза [108]. В
экспериментальных работах на мышах с боковым
амиотрофическим склерозом установлено, что
сверхэкспрессия VAPВ в нейронах замедляет про-
грессирование заболевания и увеличивает выжи-
ваемость [109, 110].

Серьезные доказательства нарушений в ком-
плексе МАМ обнаружены и при рассеянном скле-
розе [111]. Эти нарушения особенно выражены в
очагах острого повреждения белого вещества и ха-
рактеризуются количественным нарастанием зон
МАМ в нервных клетках, увеличением в этих зо-
нах концентрации белков, входящих в состав
МАМ, а также нарушениями распределения каль-
ция и митохондриальной динамики. Связь нару-
шений МАМ с активностью патогенетических
процессов при рассеянном склерозе настолько
высока, что некоторые связанные с комплексом
МАМ молекулы, такие как RAB32, предложено
считать биомаркерами.

Еще одно нейродегенеративное заболевание,
патогенез которого связан с МАМ, – болезнь Альц-
геймера. На экспериментальных моделях показа-
но, что на самых ранних стадиях болезни Альцгей-
мера в коре головного мозга возникает целый ком-
плекс изменений в белках МАМ; эти изменения
коррелируют с динамикой накопления бета-ами-
лоида и клиническими проявлениями заболева-
ния [112]. Как известно, наследственный вариант

болезни Альцгеймера может быть связан с повы-
шением уровня кальция в митохондриях, ключе-
вой причиной которой считается сверхэкспрессия
пресенилина PS2, способствующего транспорту
кальция из саркоплазматического ретикулума в эти
органеллы [113]. Стоит отметить, что пресенилины
PS1 и PS2 – достаточно универсальные клеточные
белки, вовлеченные в систему МАМ, входят так-
же в состав комплекса гамма-секретазы, обеспе-
чивающей синтез бета-амилоидных белков [114].
Однако только пресенилин PS2 способствует фи-
зическому и функциональному взаимодействию
митохондрий и ЭПР. Согласно недавним иссле-
дованиям, PS2 увеличивает число сайтов контак-
та между ЭПР и митохондрией, которые затем за-
крепляются митофузином [115, 116]. Вовлечен-
ность МАМ в патогенез болезни Альцгеймера
подтверждена при сравнении клеточных культур
с мутациями пресенилина со здоровыми клетка-
ми и с фибробластами индивидов с болезнью
Альцгеймера. В мутантных клетках, как и в клет-
ках с болезнью Альцгеймера, наблюдалась повы-
шенная активность МАМ [117]. Это повышение
подтверждено двумя показателями:

1. Повышенная экспрессия гена АСАT1 (ацил-
КоА-холестерол-ацилтрансфераза, превращаю-
щая холестерин в эфиры холестерина). Чем выше
уровень экспрессии гена АСАT1, тем больше обра-
зуется липидных гранул. Кроме того, повышенная
активность АСАТ1 связана с синтезом бета-ами-
лоидных белков.

2. Синтез фосфолипидов осуществляется
клеткой двумя способами: de novo с помощью пу-
ти Кеннеди и по альтернативному пути с участи-
ем МАМ. В МАМ происходит синтез фосфати-
дилсерина, который затем поступает в митохон-
дрию, где конвертируется в коламин с помощью
фосфатидилсериндекарбоксилазы. Фосфатидил-
сериндекарбоксилаза митохондрий считается по-
казателем интеграции между ЭПР и митохондри-
ей [118].

Таким образом, повышение уровня холестери-
на и усиление метаболизма фосфолипидов в му-
тантных клетках по сравнению с контрольными
культурами указывает на повышение уровня вза-
имодействия ЭПР и митохондрий и увеличения
число контактов между этими органеллами. Ис-
ходя из этих данных логично предположить, что
уменьшение взаимодействия между двумя орга-
неллами может снижать интенсивность патоло-
гических процессов, лежащих в основе болезни
Альцгеймера. И действительно, небольшое сни-
жение содержания митофузина-2 приводит к
снижению концентрации фосфолипидов и холе-
стерина [119].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленном обзоре рассмотрены полу-

ченные за последние годы данные о работе МАМ.
1. МАМ представляют собой образования, ко-

торые структурно и функционально объединяют
две важные клеточные органеллы – ЭПР и мито-
хондрии. ЭПР-митохондриальное взаимодей-
ствие обеспечивается за счет белковых комплек-
сов ERMES и EMC.

2. МАМ участвуют в различных клеточных про-
цессах, включая поддержание гомеостаза фосфоли-
пидов, кальция, митохондриальных белков, воспа-
ление, аутофагию, деление и слияние митохон-
дрий, а также в процессах адаптации клеток к
стрессирующим воздействиям и др.

3. МАМ играют важную роль в контроле каче-
ства митохондрий в условиях стресса. МАМ спо-
собствуют гомеостазу белка в митохондриях и регу-
лируют динамику митохондрий, содействуя выжи-
ванию клеток в условиях небольшого клеточного
стресса. При сильном стрессе ЭПР МАМ опосре-
дуют митохондриальный путь апоптоза.

4. МАМ служат платформами для онкогенов и
онкосупрессоров, они могут быть маркерами раз-
личных видов опухолей.

5. Стресс ЭПР и дисфункция митохондрий, свя-
занные с нарушением работы МАМ, могут участво-
вать в патогенезе сахарного диабета типа 2 и многих
нейродегенеративных заболеваний.

6. Дальнейшее изучение механизмов контроля
качества митохондрий, регулирующихся MAM в
условиях стресса ЭПР, поможет выявить новые
фармакологические мишени и разработать прин-
ципиально новые стратегии химиотерапии опу-
холей и лечения заболеваний, в том числе соци-
ально значимых (болезнь Альцгеймера или сахар-
ный диабет типа 2).

Написание настоящего обзора не потребовало
специального финансирования.

Cтатья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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MOLECULAR INTERACTION’S MECHANISMS OF MITOCHONDRIA
AND ENDOPLASMIC RETICULUM: A NEW LOOK AT THE DELIVERY

OF IMPORTANT CELLULAR FUNCTIONS
V. S. Sukhorukov1, A. S. Voronkova1, T. I. Baranich1, 2, *, A. A. Gofman2, 
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Endoplasmic reticulum (ER) and mitochondria are well-studied obligate organelles of eukaryotic cytoplasm.
However, until recently, in the scientific literature little attention has been paid to their interaction. In recent
years reports have increasingly appeared that the damage to the contact between ER and mitochondria is the
important link in etiopathogenesis of neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s
disease, amyotrophic lateral sclerosis. Taking into consideration these new data, a detailed study of the mech-
anisms of ER-mitochondrial interaction seems necessary to develop new diagnostic and therapeutic ap-
proaches to neurodegenerative diseases, as well as to extend fundamental knowledge about the physiology of
the eukaryotic cell. In this paper, we will review data on the functions of mitochondria-associated ER mem-
branes (MAM) obtained in recent years and actively discussed in the scientific literature. The structural ele-
ments of the MAM system, their role in the vital functions of the cell (homeostasis of calcium, lipids, auto-
phagy, fusion and division of mitochondria, regulation of the mitochondria’s amount) as well as the role of
MAM dysfunctions in the pathogenesis of various forms of neurodegenerative diseases are analyzed.

Keywords: endoplasmic reticulum, mitochondria, membrane, calcium, chaperone, neurodegenerative diseases
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Охватившая весь мир пандемия коронавирусного инфекционного заболевания (COVID-19), кото-
рое вызвано ранее неизвестным бетакоронавирусом SARS-CoV-2, сделала крайне актуальной раз-
работку простых и безопасных клеточных систем, позволяющих манипулировать с геномом вируса,
а также проводить высокопроизводительный скрининг его потенциальных ингибиторов. В этом об-
зоре мы постарались обобщить существующие на настоящий момент данные о генно-инженерных
системах для исследования не только SARS-CoV-2, но и других вирусов из семейства Coronaviridae.
Кроме того, в обзоре кратко представлены основные сведения о строении и жизненном цикле ко-
ронавирусов.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, репликоны, псевдовирусы
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ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 (Coronavirus infectious disease 2019) ‒

инфекционное заболевание, вызванное новым
штаммом бетакоронавируса, вирусом-2 острого
респираторного синдрома (SARS-CoV-2), ‒ уже
унесло миллионы жизней по всему миру. В свя-
зи с высокой патогенностью и контагиозностью
возбудителя Всемирной организацией здраво-
охранения была объявлена пандемия COVID-19.
В научных центрах по всему миру активно идут ис-
следования SARS-CoV-2, проведены масштабные
работы по созданию вакцин, существенные усилия
направлены на поиск лекарственных средств для
эффективной терапии и профилактики COVID-19.

За последние 20 лет коронавирусы были этио-
логическими агентами трех масштабных вспы-
шек тяжелых респираторных инфекций человека:

тяжелый острый респираторный синдром (SARS)
в 2002 году, ближневосточный респираторный
синдром (MERS) в 2012 году и коронавирусная
инфекция 2019 года (COVID-19), которая затро-
нула практически все страны и вызвала общеми-
ровой кризис здравоохранения [1, 2]. SARS-CoV-2
отличается от SARS-CoV-1 и MERS-CoV продол-
жительным инкубационным периодом, большим
процентом бессимптомных носителей, а также
способностью передаваться от человека к челове-
ку при отсутствии клинических симптомов у ин-
фицированных индивидов [3]. Такой набор осо-
бенностей SARS-CoV-2 привел к тому, что ло-
кальная вспышка в китайском Ухане переросла в
пандемию. Летальность COVID-19 сильно зави-
сит от возраста и пола человека: наиболее высока
вероятность летального исхода у пожилых людей,

Сокращения: ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) ‒ ангиотензинконвертирующий фермент-2; ANPEP (aminopeptidase N) ‒
аминопептидаза N; BAC (bacterial artificial chromosome) ‒ искусственная бактериальная хромосома; DI-РНК (defective in-
terfering РНК) ‒ дефектная интерферирующая РНК; ERGIC (endoplasmic-reticulum–Golgi intermediate compartment) ‒ интерме-
диат между эндоплазматическим ретикулумом и аппаратом Гольджи; HDV (hepatitis delta virus) ‒ вирус гепатита дельта;
NSP (non-structural proteins) ‒ неструктурные белки; ORF (open reading frame) ‒ открытая рамка считывания; RdRp (RNA-
dependent RNA polymerase) ‒ РНК-зависимая РНК-полимераза; TAR-клонирование (transformation-associated recombina-
tion клонирование) ‒ клонирование методом ассоциированной с трансформацией рекомбинации; TGEV (transmissible gas-
troenteritis virus) ‒ вирус трансмиссивного гастроэнтерита свиней; TRS (transcription regulatory sequence) ‒ последователь-
ность, регулирующая транскрипцию; VLP (virus-like particles) ‒ вирусоподобные частицы; UTR (untranslated region) ‒ не-
транслируемая область.

УДК 578.233.44
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особенно мужского пола [4]. Выявлена суще-
ственная корреляция между тяжестью заболева-
ния COVID-19 и сопутствующими хроническими
заболеваниями или избыточной массой тела [5].

Успех в исследовании высокопатогенных ко-
ронавирусов и, в частности, в поиске потенци-
альных препаратов для терапии вызываемых ими
заболеваний во многом зависит от понимания осо-
бенностей инфекционного цикла вируса, а, следо-
вательно, и развития технологий, используемых
для его исследования. В основном это генно-инже-
нерные системы; их много, они отличаются боль-
шим разнообразием, и каждая имеет свои преиму-
щества и недостатки. В представленном обзоре
предпринята попытка систематизировать суще-
ствующие на сегодняшний день системы для изу-
чения коронавирусов, подробно обозначив силь-
ные и слабые стороны каждой из них.

БИОЛОГИЯ КОРОНАВИРУСОВ

Представители семейства Coronaviridae ин-
фицируют млекопитающих и птиц, вызывая ре-
спираторные заболевания различной степени
тяжести. До 2019 года в человеческой популя-
ции циркулировало 6 коронавирусов, из кото-
рых Betacoronavirus 1 (HCoV-OC43), HCoV-229E,

HCoV-NL63 и HCoV-HKU1 считаются сезонны-
ми респираторными вирусами. Появившийся в
2002 году коронавирус, ассоциированный с тяже-
лым острым респираторным синдромом (SARS-CoV,
рекомендуемое с 2020 года название SARS-CoV-1;
род Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus), и коро-
навирус ближневосточного респираторного син-
дрома (MERS-CoV; род Betacoronavirus, подрод
Merbecovirus) оказались высокопатогенными для
человека. В 2019 году человечество столкнулось с
еще одним штаммом подрода Sarbecovirus, полу-
чившим название SARS-CoV-2 [6]. В данном раз-
деле описываются основные детали строения и
жизненного цикла представителей семейства
Coronaviridae в целом и семи человеческих пато-
генов в частности.

СТРОЕНИЕ ВИРИОНА
Коронавирусы ‒ это оболочечные, содержа-

шие (+)-цепь РНК вирусы IV группы по класси-
фикации Балтимора [7]. Средний диаметр вири-
онов составляет 80‒120 нм. Вирионы имеют
сферическую форму с характерными шипами,
формируемыми S-белком, которые напоминают
солнечную корону. Схематичное строение вири-
она коронавируса приведено на рис. 1. Снаружи
вирион покрыт суперкапсидом ‒ производным
клеточной мембраны с интегрированными ви-
русными белками. В суперкапсиде большинства
коронавирусов человека можно обнаружить сле-
дующие вирусные белки: формирующий шип
гликопротеин (S) взаимодействует с поверхно-
стью хозяйской клетки и инициирует проникно-
вение компонентов вириона внутрь нее; мем-
бранный белок (М) обеспечивает взаимодействие
компонентов вириона между собой, что важно
для успешной сборки вирусных частиц [8], а так-
же белок оболочки (E), который формирует пен-
тамерные трансмембранные каналы и выполняет
роль виропорина [9]. Включение E-белка в вири-
он не строго обязательно для образования инфек-
ционных вирусных частиц, однако такие вирусы
аттенуированы относительно вирусов дикого ти-
па [8]. Вирусы HCoV-OC43 и HCoV-HKU1 допол-
нительно содержат в составе оболочки белок ге-
магглютинин-эстеразу (HE), который разрушает
рецептор S-белка и тем самым способствует бо-
лее эффективному отпочковыванию новых ви-
рионов [10].

Под внешней оболочкой расположен спираль-
но-симметричный нуклеокапсид, состоящий из
N-белка и геномной (+)-цепи РНК. N-белок свя-
зан с вирусной РНК и выполняет структурную
функцию: упаковки и стабилизации вирусного
генома. Кроме того, N-белок модулирует клеточ-
ный иммунный ответ хозяина на вирусную ин-
фекцию [8], а также способствует более эффек-
тивному синтезу 3'-дистальных генов [12].

Рис. 1. Схематичное строение вириона представите-
лей семейства Coronaviridae. Спирально-симметрич-
ный нуклеокапсид, состоящий из белка нуклеокап-
сида (N) и одной молекулы РНК-генома, окружен су-
перкапсидом клеточного происхождения с
встроенными вирусными белками: S, M и E. Белок
гемагглютинин-эстераза (HE) входит в состав вирио-
нов коронавирусов человека HCoV-OC43 и HCoV-
HKU1, но не HCoV-229E, HCoV-NL63, MERS-CoV,
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2. Вирион коронавирусов со-
держит около 300 копий S-белка, 2000 копий М-белка,
1000 копий N-белка и 100 копий E-белка [11].

N
S

HE

M

E

PHK

Липидный бислой
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СТРОЕНИЕ ГЕНОМА
Геномная РНК коронавирусов не сегментиро-

вана, кепирована по 5'-концу и полиаденилиро-
вана по 3'-концу. Особенность генома Coronaviri-
dae ‒ рекордная для РНК-содержащих вирусов
длина, около 26‒32 тыс. оснований [13], в то вре-
мя как средний размер одноцепочечных несег-
ментированных РНК вирусов человека в среднем
не превышает 10‒12 тыс. оснований [14]. Предпо-
лагают, что увеличенный по сравнению с другими
вирусами размер генома коронавирусов обуслов-
лен наличием редактирующей активности в ком-
плексе РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp),
которая снижает мутационную нагрузку [15].

Принципиально весь геном коронавирусов
можно разделить на две смысловые части. Первая
содержит открытую рамку считывания (ORF)
ORF1a/b, кодирующую белки, отвечающие глав-
ным образом за процессы репликации и тран-
скрипции. Вторая часть кодирует структурные и
вспомогательные белки, отвечающие за взаимо-
действие с поверхностью клетки и проникнове-
ние в нее, а также адаптацию к хозяину. Результа-
ты сравнительного анализа последовательностей
геномов различных коронавирусов подтвержда-
ют функциональное значение этого разделения:
консервативность ORF1a/b выше среди корона-
вирусов, чем консервативность остальной части
генома [16].

Число ORF в геноме отличается у разных ви-
дов коронавирусов и составляет от 6 до 11 [17].
Первая ORF, ORF1a/b, составляет около 2/3 ге-
нома и кодирует два полипротеина: pp1a и pp1ab.
Полипротеин pp1ab образуется в результате рибо-
сомного сдвига рамки считывания на один нук-
леотид назад (‒1) перед терминирующим кодо-
ном ORF1a. В состав pp1a/pp1ab входят неструк-
турные белки (non-structural proteins, NSPs),
ответственные за процессы репликации и тран-
скрипции, подавление синтеза клеточных мРНК
и модуляцию клеточного иммунного ответа [18].

При анализе большого массива данных выявле-
но, что многие NSPs одновременно выполняют не-
сколько функций в репликативном цикле вируса,
что позволяет вирусу справиться с широким спек-
тром задач ‒ от собственной репликации до проти-
водействия клеточному иммунному ответу, ‒ до-
полнительно не увеличивая геном [19–22]. В табл. 1
приведена актуальная информация о наиболее изу-
ченных функциях NSPs. Среди них можно выде-
лить несколько функциональных блоков: белки,
отвечающие за формирование RdRp-комплекса
(NSP7‒NSP16); белки, вовлеченные в образова-
ние двумембранных репликативных органелл
(NSP3‒NSP6), процессинг полипротеинов pp1a и
pp1ab (NSP3, NSP5), а также в модуляцию кле-
точных процессов (NSP1, NSP2). Остальная
часть генома кодирует необходимые структурные

белки: S, N, E, M, (HE), ‒ а также ряд вспомога-
тельных белков, характерных для каждого кон-
кретного вида [23, 24]. Считается, что вспомога-
тельные белки не обязательны для репликации
вируса, хотя способствуют более эффективной
сборке вирионов как за счет подавления внутри-
клеточного иммунитета, так и выполняя роль
скаффолд-белков при сборке вирионов [25].

Схема строения генома представителей семей-
ства Coronaviridae, инфицирующих человека,
приведена на рис. 2. Стоит отметить, что для всех
коронавирусов порядок следования генов струк-
турных белков: ORF1a/b → S → E → M → N ‒
консервативен, но, по-видимому, не несет функ-
циональной нагрузки, так как при их перестанов-
ке инфекционность полученных вирусов не из-
менялась [46].

ЖИЗНЕННЫЙ ЦИКЛ

Проникновение в клетку

Жизненный цикл коронавирусов начинается
со связывания вириона с рецепторами на поверх-
ности клетки-хозяина (рис. 3). Ключевую роль в
этом процессе играет вирусный поверхностный
гликопротеин S. Именно этот белок, изменчи-
вость которого выше, чем других вирусных бел-
ков [16], определяет видовой и тканевой тропизм
патогена. Со стороны клетки во взаимодействии
с вирусными частицами принимают участие раз-
личные поверхностные компоненты [47]. Коро-
навирус HCoV-229E в качестве рецептора исполь-
зует аминопептидазу N (ANPEP). Это металло-
протеиназа, представленная на поверхности
эпителиальных клеток кишечника, легких и по-
чек. В кишечнике этот фермент участвует в гид-
ролизе пептидов, образующихся под действием
желудочных и панкреатических протеаз. Функ-
ция ANPEP в легких и почках установлена не до
конца ‒ скорее всего, она метаболизирует раз-
личные регуляторные пептиды [48]. Для вируса
HCoV-NL63 ситуация с клеточными рецепторами
неоднозначна. Показано, что S-белок этого виру-
са взаимодействует с ангиотензинконвертирую-
щим ферментом-2 (ACE2) [49], а M-белок связы-
вается с гепарансульфатированными белками на
поверхности клеток [50]. Это взаимодействие М-
белка может быть вспомогательным фактором
для проникновения вируса или повышать ло-
кальную концентрацию вируса на поверхности
клетки. При направленном удалении S-белка из
состава исследуемых вирионов они сохраняли
способность инфицировать клетки, даже в усло-
виях заблокированного антителами ACE2, из че-
го можно сделать вывод о существовании альтер-
нативных путей проникновения HCoV-NL63 в
клетку, например через вышеуказанное взаимо-
действие М-белка с гепарансульфатированными
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белками [50]. Вирусы HCoV-OC43 и HCoV-HKU1
в качестве рецептора используют гликопротеи-
ны, содержащие 9-О-ацетилированную нейрами-
новую кислоту [25]. Эти же вирусы, как упомина-
лось ранее, имеют в своем составе белок гемаг-
глютинин-эстеразу, которая способствует более
эффективному взаимодействию с клеточной по-
верхностью и отпочковыванию новых вирусных
частиц от зараженной клетки [51]. MERS-CoV в
качестве рецептора использует дипептидилпеп-
тидазу-4 (DPP4) ‒ поверхностный димерный бе-

лок, который в норме процессирует гормоны и
хемокины [52]. SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 в ка-
честве основного рецептора используют ACE2
[25], хотя SARS-CoV-2 в качестве кофактора так-
же использует гепарансульфатированные белки:
взаимодействие с ними вызывает конформаци-
онные перестройки в S-белке, которые способ-
ствуют его более эффективному связыванию с
ACE2 [53].

После связывания с рецептором S-белок под
действием поверхностных клеточных протеаз про-

Таблица 1. Функции неструктурных белков коронавирусов

Название 
белка Основные функции

NSP1 Подавляет трансляцию клеточных мРНК, связываясь с 18S рРНК 40S субчастицы рибосомы [26]; 
способствует разрезанию клеточных мРНК в районе 5'UTR [27]

NSP2 Возможно, регулирует сигнальные пути выживания клетки; взаимодействует с клеточными бел-
ками prohibitin 1 и prohibitin 2 [28]; не обязателен для успешной инфекции [29]

NSP3 Осуществляет процессинг pp1a и pp1ab, а именно NSP1–NSP4, за счет наличия домена папаин-
подобной протеазы-2 [30]; компонент поры в двумембранных органеллах, осуществляющей экс-
порт вирусных геномных и субгеномных РНК в цитоплазму [31]; обладает деубиквитинирующей 
активностью; отщепляет от белков моно-ADP-рибозу, подавляя клеточный интерфероновый 
ответ [30]

NSP4 Участвует в образовании двумембранных репликативных органелл [32]

NSP5 3-химотрипсинподобная протеаза, осуществляет процессинг pp1a и pp1ab, а именно, NSP4–NSP11/ 
NSP4–NSP16 [33]

NSP6 Предотвращает слияние везикул, содержащих вирусные белки, с лизосомами; участвует в обра-
зовании двумембранных репликативных органелл [34]

NSP7 Формирует гексадекамерный комплекс с NSP8, который, вероятно, функционирует как фактор 
процессивности [35] и праймаза [36, 37]

NSP8 Формирует гексадекамерный комплекс с NSP7, который, вероятно, функционирует как фактор 
процессивности [35] и праймаза [36, 37]; подавляет встраивание белков в клеточную мембрану, 
формируя комплекс с 7SL РНК сигналраспознающих частиц (signal recognition particle, SRP) и 
28S рРНК [26]

NSP9 Подавляет встраивание белков в клеточную мембрану, формируя комплекс с 7SL РНК SRP [26]; 
компонент РНК-полимеразного комплекса [19]

NSP10 Важен для синтеза (‒)-цепи РНК в процессе вирусной репликации [38]; вовлечен в процессинг 
pp1a/ab [39]; регулирует активность компонентов RdRp-комплекса: NSP14 и NSP16 [40, 41]

NSP11 Короткий пептид, который образуется при процессинге pp1a. Функции неизвестны [19]

NSP12 Компонент RdRp, обладающий полимеразной активностью [19]

NSP13 Обладает хеликазной активностью [42]

NSP14 Способствует повышению точности синтеза вирусной РНК за счет наличия редактирующей 
3' → 5'-экзонуклеазной активности [43]; участвует в 5'-кепировании вирусной РНК, обладает 
N7-метилтрансферазной активностью [44]

NSP15 Подавляет активацию клеточных сенсоров двухцепочечных РНК (дцРНК); обладает функцио-
нально значимой эндорибонуклеазной активностью, хотя точный механизм неизвестен [45]

NSP16 Нарушает сплайсинг, связываясь с U1/U2 малой ядерной РНК [26]; участвует в 5'-кепировании 
вирусной РНК, обладает 2'-O-метилтрансферазной активностью [40]
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цессируется и претерпевает конформационные пе-
рестройки, осуществляя слияние вирусной и кле-
точной мембран. Такой способ проникновения на-
зывается ранним. В случае, если поверхностные
протеазы по какой-либо причине недоступны, ак-
тивируется поздний путь проникновения в клетку.
В этом случае вирус сначала подвергается эндоци-
тозу. В эндосоме, под действием пониженного pH,
активируется клеточная протеаза катепсин L, кото-
рая подвергает S-белок протеолизу, вызывая слия-
ние вирусной и эндосомной мембран [55]. После
этого вирусный нуклеокапсид, состоящий из ге-
номной РНК и N-белка, оказывается в цитоплаз-
ме и начинаются процессы вирусной транскрип-
ции и репликации.

Репликация и транскрипция

Как упомянуто выше, РНК коронавируса со-
держит большое число ORF (от 6 до 11) [24], что
приводит к проблеме в трансляции 3'-дистальных
генов. Коронавирусы решают эту задачу за счет
образования субгеномных РНК [56, 57]. Среди
(+)РНК-вирусов встречаются два основных ме-
ханизма их синтеза: за счет наличия в геноме по-
следовательностей внутренней посадки RdRp
(cем. Caliciviridae, сем. Bromoviridae, сем. Virgavi-
ridae, сем. Togaviridae) или сайтов преждевремен-
ной терминации транскрипции (сем. Nodaviridae,
cем. Togaviridae, сем. Roniviridae, сем. Tombusviri-
dae) (рис. 4а, б) [58]. Однако в случае коронавиру-
сов процесс синтеза субгеномных РНК носит
прерывистый характер [40, 41, 43]: в процессе
синтеза (‒)-цепи РНК RdRp-комплекс диссоци-

ирует от (+)РНК-матрицы в определенных сай-
тах, связывается в регионе 5'UTR и продолжает
синтез РНК (рис. 4б) [59]. Позиции диссоциации
и последующего связывания RdRp определяются
последовательностями, регулирующими тран-
скрипцию (transcription regulation sequence, TRS).
В некоторых случаях “перескок” RdRp возможен
при синтезе (+)РНК-цепи: в этом случае RdRp
диссоциирует от TRS, расположенной в 5' UTR, и
вновь гибридизуется с TRS перед началом белок-
кодирующей последовательности (рис. 4б) [60].
Полученные в процессе прерывистой транскрип-
ции укороченные РНК служат матрицей для после-
дующей трансляции вирусных белков. Интересно,
что именно процесс прерывистой транскрипции
позволяет вирусу использовать специфичные ме-
ханизмы подавления клеточной трансляции, не
влияя на трансляцию вирусных мРНК. Считает-
ся, что наличие лидерной последовательности в
составе всех вирусных мРНК защищает их от де-
градации NSP1-белком, в то время как клеточные
мРНК разрезаются им вблизи 5'-конца [56]. В
случае, если RdRp-комплекс в процессе удлине-
ния цепи РНК не диссоциирует, происходит син-
тез полноразмерной цепи РНК, комплементар-
ной геномной, а на ее матрице синтезируются ге-
номные (+)РНК, которые используются для
сборки новых вирусных частиц и синтеза поли-
протеинов pp1a и pp1ab. Показано, что активный
синтез вирусных белков начинается уже через
пять часов после инфекции [61]. Одновременно с
этим существенно повышается содержание ви-
русных РНК в клетке, что обусловлено не только
репликацией и прерывистой транскрипцией, но

Рис. 2. Схематичное строение геномов коронавирусов, циркулирующих в популяции человека. На схеме справа про-
писными буквами указаны кодируемые вирусные белки, цифрами и строчными буквами – номера вирусспецифич-
ных ORF. UTR ‒ нетранслируемая область. Цифрами слева обозначены номера закодированных NSPs.
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Рис. 3. Схема жизненного цикла вирусов сем. Coronaviridae. Инфекция начинается со связывания вирусной частицы
с рецептором на поверхности клетки-хозяина, что приводит к слиянию вирусной и клеточной мембран (ранний путь
проникновения) или захвату вирионов в состав эндосом и последующему слиянию вирусной и клеточной мембраны
(поздний путь проникновения). Вирусная РНК в комплексе с N-белком проникает в цитоплазму. В результате транс-
ляции первой открытой рамки считывания ORF1a/b образуются полипротеины pp1a и pp1ab, которые подвергаются
автопротеолизу с образованием NSPs. Из NSPs формируется комплекс RdRp, который осуществляет репликацию и
транскрипцию вирусной РНК. Этот процесс происходит в двумембранных органеллах, которые образуются из шеро-
ховатого эндоплазматического ретикулума под действием компонентов pp1a и pp1ab. В процессе репликации/тран-
скрипции образуются полноразмерные и субгеномные вирусные РНК. С субгеномных РНК транслируются структур-
ные и вспомогательные белки. Структурные белки собираются в интермедиат между эндоплазматическим ретикулу-
мом и аппаратом Гольджи (ERGIC) и вместе с комплексом из N-белка и геномной вирусной РНК формируют
вирионы. Собранные вирионы накапливаются во внутриклеточных везикулах, а затем выходят из зараженной клетки
за счет экзоцитоза [модифицировано из работы 54].
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и подавлением синтеза клеточных мРНК вирус-
ным белком NSP1 [62].

Сборка вириона и отпочковывание
Отличительная черта репликативного цикла

коронавирусов ‒ место сборки вирионов. Сборка
большей части оболочечных вирусов происходит в
плазматической мембране клетки; в то время как
вирионы коронавирусов собираются в компарт-
менте, переходном между эндоплазматическим ре-
тикулумом и аппаратом Гольджи (endoplasmic-re-
ticulum–Golgi intermediate compartment, ERGIC).
Показано, что после трансляции структурные бел-
ки S, M, E и N аккумулируются в ERGIC [63]. Ге-

номная (+)РНК связывается с N-белком, форми-
руя нуклеокапсид. В узнавании специального
сигнала упаковки генома (package sequence, PS) в
составе РНК участвует M-белок [64]. Способ-
ность N-белка узнавать PS зависит от вида виру-
са: например, упаковка геномной РНК мышино-
го коронавируса (mouse hepatitis virus, MHV) про-
исходит по N-независимому механизму [65], а
упаковка генома SARS-CoV-1 ‒ по N-зависимому
[66]. Сигнал упаковки находится в пределах
ORF1a/b, что обеспечивает включение в вирион
только полноразмерных РНК [67, 68].

Центром сборки новых вирусных частиц вы-
ступает M-белок, который взаимодействует с

Рис. 4. Схематичное изображение стратегий синтеза субгеномных РНК коронавирусов. а ‒ Модель внутренней ини-
циации. IBS – внутренний сайт посадки RdRp. б ‒ Модель преждевременной терминации транскрипции. Термина-
ция может происходить как во время синтеза (+)-цепи, так и во время синтеза (‒)-цепи РНК. PTS – сайт преждевре-
менной терминации RdRp. в ‒ Модель прерывистой транскрипции. Прерывание может происходить как во время
синтеза (+)-цепи, так и во время синтеза (‒)-цепи РНК [58]. LS – лидерная последовательность; TRS – последова-
тельность, регулирующая транскрипцию; L-TRS – лидерная TRS; B-TRS – TRS кодирующей части.
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белками S, N и E и геномной (+)РНК [69]. После
того, как белки M, S, E и комплекс N-белка с
РНК оказываются в ERGIC, собираются и отпоч-
ковываются зрелые вирусные частицы. Собранные
вирионы накапливаются во внутриклеточных ве-
зикулах, которые, в свою очередь, высвобождаются
во внеклеточное пространство в результате экзоци-
тоза или лизиса зараженной клетки [70].

СИСТЕМЫ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ
РЕПЛИКАЦИИ КОРОНАВИРУСОВ

Успех в изучении высокопатогенных вирусов,
к которым относятся некоторые коронавирусы, и
в поиске потенциальных препаратов для их тера-
пии зависит от развития технологий, позволяю-
щих манипуляции с вирусами и в частности с их
геномом. Традиционно для изучения вирусной
репликации используют полноразмерные вирус-
ные системы, то есть инфекционные вирусные ча-
стицы. К преимуществам таких систем можно от-
нести максимальное соответствие реальным усло-
виям заражения. Во время инфекции вирусные
белки контактируют между собой и со множеством
клеточных факторов, формируя сложные сети бел-
ковых взаимодействий, которые реализуются в
указанных системах. Однако применение инфек-
ционных вирусов сопряжено с высоким риском
инфицирования оператора, поэтому работа с ними
допускается лишь в сертифицированных лабора-
ториях, оснащенных соответствующим оборудо-
ванием. Более того, в случае РНК-содержащих
вирусов при работе с полноразмерными вирус-
ными системами достаточно сложно получать ва-
рианты вирусов, мутантных по исследуемым ге-
нам. В случае коронавирусов манипуляции с их
геномами крайне затруднены еще и большим раз-
меров их геномных РНК, который, как указано
выше, варьирует от 26 до 32 тыс. оснований [13]. В
этой связи большое внимание уделяется как мо-
дификации полноразмерных вирусных систем,
так и разработке более простых и безопасных си-
стем, позволяющих изучать отдельные этапы
жизненного цикла коронавирусов и проводить
поиск их ингибиторов. Далее мы подробно рас-
смотрим существующие на данный момент вари-
анты модифицированных полноразмерных ви-
русных систем, при работе с которыми можно по-
лучать вирусные РНК, содержащие необходимые
мутации, а также более безопасные, чем вирусы
дикого типа, хотя зачастую и менее информатив-
ные псевдовирусные системы и репликоны.

МОДИФИЦИРОВАННЫЕ 
ПОЛНОРАЗМЕРНЫЕ

ВИРУСНЫЕ СИСТЕМЫ
Для получения различным образом изменен-

ного вирусного генома коронавирусов применя-

ют два подхода: непосредственная модификация
геномной РНК (defective interfering RNA, DI-РНК)
или получение кДНК, содержащей необходимые
модификации, которую затем используют для
синтеза геномной РНК и последующей сборки
вирусных частиц.

DI-РНК-системы

Исторически изучение механизмов реплика-
ции коронавирусов начиналось с использования
вирусных DI-РНК, содержащих лишь части вирус-
ного генома: регуляторные вирусные последова-
тельности, необходимые для поддержания репли-
кации РНК, и последовательности, кодирующие
части вирусных белков. Такие РНК способны реп-
лицироваться, но исключительно в клетках, инфи-
цированных соответствующим коронавирусом, а в
ряде случаев и упаковываться в неинфекционные
вирусоподобные частицы (VLP) [67, 71, 72] (рис. 5).
Таким образом можно получать новые варианты
вирусных частиц, несущих необходимые моди-
фикации. DI-РНК могут также содержать репор-
терный ген и, если происходит репликация и
транскрипция генома, с помощью таких систем
можно оценивать эффективность работы вирус-
ных ферментов. Это одни из первых и наиболее
примитивных систем, с помощью которых был
получен большой массив данных о механизмах
репликации и упаковки коронавирусных гено-
мов. Например, с помощью DI-РНК были опре-
делены сигналы упаковки MHV [73–75], вируса
трансмиссивного гастроэнтерита свиней (trans-
missible gastroenteritis virus, TGEV) [67] и SARS-
CoV-2 [68]. Для MHV в этой системе продемон-
стрировано взаимодействие М-белка с PS РНК
[64]. На примере SARS-CoV-2 показано, что при
трансфекции зараженных вирусом клеток де-
фектной РНК она начинает активно реплициро-
ваться и включаться в вирионы, что приводит к
снижению продукции инфекционных вирусных
частиц приблизительно вдвое через 24 ч после
введения DI-РНК. На основании этих данных
было сделано предположение, что DI-РНК мож-
но использовать в качестве терапевтического
агента для снижения вирусной нагрузки [68].

Инфекционная кДНК, встроенная
в искусственную бактериальную хромосому

Развитие методов молекулярного клонирова-
ния позволило собирать полноразмерные вирус-
ные кДНК по частям. Впервые полноразмерная
кДНК коронавирусного генома была получена
для TGEV методом клонирования в искусствен-
ную бактериальную хромосому (bacterial artificial
chromosome, BAC) [76]. В составе BAC вирусная
кДНК находилась под контролем цитомегалови-
русного (CMV) промотора, а с 3′-конца была
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ограничена поли(А)-участком, последовательно-
стью рибозима вируса гепатита дельта (HDV) и
терминатором транскрипции BGH (рис. 6а). Ри-
бозим HDV катализирует разрыв цепи РНК меж-
ду последним нуклеотидом генома коронавируса
и первым нуклеотидом рибозима, что позволяет
получить РНК, содержащую 3'-концевую после-
довательность, полностью идентичную вирусной
[77]. Подобное соответствие необходимо в силу то-
го, что 3'UTR последовательность коронавирусов
крайне важна для успешной репликации и тран-
скрипции вирусной РНК [78]. После трансфекции
ВАС в клетках синтезируется полногеномная ви-
русная РНК и белки, которые собираются в инфек-
ционные вирусные частицы. Использование BAC
для работы с кДНК коронавирусных геномов обла-
дает рядом преимуществ. Во-первых, становится
возможным эффективно наработать неограничен-
ное количество необходимой кДНК в Escherichia
coli. Во-вторых, можно с высокой эффективно-
стью трансфицировать клетки млекопитающих
этой бактериальной хромосомой, что позволяет
осуществлять внутриклеточную экспрессию ви-
русной РНК и не прибегать к более сложным ме-
тодикам ее получения, например in vitro тран-
скрипции. В-третьих, последовательность BAC
относительно легко модифицировать, используя
Red-рекомбиназу и эндонуклеазу рестрикции
I-SceI, что позволяет вносить изменения в изуча-
емые гены вируса [79].

В последующем подход клонирования вирус-
ной кДНК в BAC, помимо TGEV, был применен
для создания инфекционных клонов человече-
ских патогенов: HCoV-OC43 [80], MERS-CoV
[81], SARS-CoV-1 [82] и SARS-CoV-2 [83] (табл. 2).

Инфекционная кДНК, полученная
с помощью TAR-клонирования

Ассоциированная с трансформацией реком-
бинация (transformation-associated recombination,
TAR) ‒ метод клонирования, использующий осо-
бенность клеток Saccharomyces cerevisiae, в кото-
рых с высокой частотой происходит гомологич-
ная рекомбинация перекрывающихся фрагмен-
тов ДНК (рис. 6б) [91]. Использование клеток
дрожжей для получения и наработки полнораз-
мерных коронавирусных кДНК обладает рядом
преимуществ перед бактериальной системой. Во-
первых, длинные последовательности ДНК в це-
лом менее стабильны в бактериях, чем в дрожжах.
Во-вторых, показано, что фрагменты последова-
тельности гена, кодирующего ORF1a/b, могут
быть токсичны для бактерий [76]. В-третьих, вы-
сокая эффективность TAR-клонирования позво-
ляет быстро и без большого труда внести мутации
в геном вируса: для этого достаточно всего лишь
внести изменения в один или несколько транс-
формируемых фрагментов. Этот метод был ис-
пользован для сборки и модификации длинных
геномов ДНК-вирусов: CMV (размер генома
~236 т.п.н.) [92, 93] и вируса простого герпеса
(размер генома ~152 т.п.н.) [94, 95]. Из человече-
ских патогенов из семейства Coronaviridae мето-
дом TAR-клонирования были получены кДНК
геномов MERS-CoV, HCoV-229E, HCoV-HKU1 и
SARS-CoV-2 (табл. 2) [84]. Заметим, что этим ме-
тодом кДНК SARS-CoV-2 была получена всего за
два месяца [84].

Рис. 5. Принцип работы DI-РНК-систем. В зараженных коронавирусом клетках DI-РНК может включаться в вирион
(1), и/или реплицироваться (2), и/или экспрессировать репортерные белки (3) в присутствии вирусных белков, экс-
прессируемых с геномной РНК коронавируса.
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Рис. 6. Схема получения полноразмерной вирусной кДНК с использованием искусственной бактериальной хромосо-
мы (а), метода TAR-клонирования (б), метода in vitro лигирования (в) или с использованием рекомбинантных поксви-
русов (г). CMV – промотор цитомегаловируса; pA – поли(А)-хвост; Rz – рибозим HDV; MCS – полилинкер.
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Инфекционная кДНК, полученная
in vitro лигированием

Еще один подход к получению геномов коро-
навирусов ‒ сборка полноразмерной вирусной
кДНК из фрагментов меньшего размера, которые
фланкированы уникальными сайтами рестрик-
ции. В качестве таких сайтов могут быть исполь-
зованы последовательности, узнаваемые эндо-
нуклеазами рестрикции I или III типа. В послед-
нем случае после лигирования теряются сайты
рестрикции, в связи с чем становится невозмож-
ной дальнейшая модификация уже полученной
кДНК, так как сайт узнавания и сайт внесения
разрыва в случае эндонуклеаз рестрикции III типа
разнесены в пространстве. Для in vitro лигирова-
ния можно использовать как сайты рестрикции,
которые уже существуют в исследуемом геноме,
так и искусственно созданные. В этом случае сай-
ты рестрикции вводят при помощи синонимич-
ных замен, которые не изменяют аминокислот-
ную последовательность вирусных белков. Также
в ходе подготовки кДНК в начало собираемого
таким образом генома вводится последователь-
ность T7-промотора, необходимая для наработки
РНК в бесклеточной системе с использование
T7-РНК-полимеразы [88, 96] (рис. 6в). Получен-
ная геномная РНК доставляется в целевые клетки
трансфекцией или электропорацией, после чего в
них идут процессы вирусной транскрипции и ре-
пликации, а также сборки инфекционных вирус-
ных частиц. К недостаткам этого метода можно
отнести необходимость в некоторых случаях из-
менять нативную нуклеотидную последователь-
ность вирусного генома для введения дополни-
тельных сайтов для эндонуклеаз рестрикции или
для удаления случайных последовательностей
Т7-терминатора, встречающихся в геноме коро-
навирусов. Однако использование эндонуклеаз
рестрикции III типа, которые узнают ассимет-
ричные последовательности ДНК и делают разре-
зы на определенном расстоянии от сайта посад-
ки, позволяет минимизировать необходимость

введения синонимичных замен. Несомненным
плюсом такого подхода считается возможность
фрагментировать вирусный геном таким обра-
зом, чтобы разбить на отдельные фрагменты гены
белков, которые проявляют токсичность при на-
работке в бактериях. С использованием in vitro
лигирования получены полноразмерные кДНК
коронавирусов человека HCoV-NL63 [86], SARS-
CoV-1 [88], MERS-CoV [87] и SARS-CoV-2 [90]
(табл. 2).

Инфекционная кДНК, полученная с использованием 
векторов на основе поксвирусов

Альтернативной стратегий для получения и мо-
дификации инфекционных кДНК может быть ис-
пользование векторов на основе вируса осповак-
цины (сем. Poxviridae). Полноразмерную кДНК
коронавирусов, размер которой порядка 30 т.п.н.,
можно легко нарабатывать в составе генома ви-
руса осповакцины, имеющего экстремально
большой размер (около 200 т.п.н.). В рамках этого
подхода на первом этапе с помощью in vitro лигиро-
вания перекрывающихся фрагментов кДНК коро-
навируса получают полноразмерную кДНК, ко-
торую после стадии очистки встраивают в покс-
вирусный вектор (рис. 6г). Однако в некоторых
случаях возможно клонирование нескольких
больших фрагментов кДНК в отдельные векторы
[85]. Например, в случае получения кДНК SARS-
CoV-1 из восьми исходных фрагментов получили
два поксвирусных вектора, которые содержали в
себе фрагменты 1‒20288 и 20272‒29727 генома
SARS-CoV-1; причем в состав первого вектора
также входила последовательность Т7-промото-
ра. После этого проводили еще одно in vitro лиги-
рование ДНК полученных рекомбинантных ви-
русов с последующей in vitro транскрипцией и
трансфекцией эукариотических клеток нарабо-
танной РНК с целью получения полноценных
инфекционных вирусных частиц SARS-CoV-1
[89]. Введение дополнительного этапа с исполь-

Таблица 2. Способы получения полноразмерных кДНК коронавирусов, способных инфицировать человека

а В квадратных скобках указан первоисточник.

Вирус
Метод получения кДНК

BAC TAR-клонирование лигирование in vitro поксвирусные векторы

HCoV-OC43 + [80]а ‒ ‒ ‒

HCoV-229E ‒ + [84] – + [85]
HCoV-NL63 ‒ ‒ + [86] ‒
HCoV-HKU1 ‒ + [84] ‒ ‒
MERS-CoV + [81] + [84] + [87] ‒
SARS-CoV-1 + [82] ‒ + [88] + [89]
SARS-CoV-2 + [83] + [84] + [90] ‒
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зованием поксвирусных векторов, хотя и услож-
няет описанный подход in vitro лигирования, все
же имеет ряд преимуществ. Так, геномы реком-
бинантных поксвирусов стабильны, эффективно
реплицируются в клеточных культурах, что поз-
воляет преодолеть проблему токсичности некото-
рых коронавирусных последовательностей для
бактерий [97]. Важно также, что есть подходы,
позволяющие эффективно вносить мутации в ге-
ном рекомбинантных поксвирусов с помощью
гомологичной рекомбинации, и это открывает
широкие возможности для модификации изучае-
мых вирусных генов. С использованием рекомби-
нантных поксвирусов получены кДНК коронави-
русов HCoV-229E [85] и SARS-CoV-1 [89] (табл. 2).
Однако этот подход достаточно сложен и, воз-
можно, именно этим можно объяснить отсут-
ствие статей, в которых используются векторы на
основе поксвирусов для получения полноразмер-
ной кДНК SARS-CoV-2.

ПСЕВДОВИРУСНЫЕ СИСТЕМЫ
В качестве альтернативы полноразмерным ви-

русам в исследованиях часто используют так на-
зываемые псевдовирусы. Псевдовирусы, они же
VLP, ‒ это репликативно некомпетентные вари-
анты исходных вирусов. В общем виде псевдови-
русная система состоит как минимум из двух
фрагментов ДНК: один кодирует вирусный ге-
ном, из состава которого удален один или не-
сколько генов важных структурных вирусных
белков, а вместо него встроен репортерный ген,
позволяющий в клетках оценивать эффекты воз-
действий на вирусную репликацию; второй фраг-
мент ДНК кодирует недостающий сегмент гено-
ма. Совместная экспрессия двух фрагментов в
специальных упаковывающих клетках приводит
к сборке вирусных частиц, способных инфициро-
вать целевые клетки и воспроизводить отдельные
этапы жизненного цикла коронавирусов, но
неспособных продуцировать новые вирусные ча-
стицы в трансдуцированных клетках, так как они
содержат в своем составе укороченный геном.
Несомненное и главное преимущество псевдови-
русов заключается в их безопасности: для работы
с ними не требуется специальных разрешений и
соблюдения соответствующих уровней защиты.

Псевдовирусы используют как в фундамен-
тальных, так и в прикладных исследованиях. В
настоящее время уже разработаны противовирус-
ные вакцины на основе VLP (см. в обзоре [98]).
Их также используют в качестве векторов для тар-
гетной доставки лекарств и генной терапии [99], в
качестве положительного контроля в различных
тест-системах для диагностики вирусных инфек-
ций [100], как модели для исследования различ-
ных этапов жизненного цикла вируса в условиях,
приближенных к физиологическим.

Для патогенов из семейства Coronaviridae раз-
работано много разнообразных псевдовирусных
систем. Большая часть работ, в которых исполь-
зуются VLP, посвящена изучению различных ас-
пектов строения коронавирусов, а также меха-
низмов проникновения вирионов в клетку и от-
почковывания от нее. Пионерские исследования
были проведены на MHV [101]. Показано, что для
сборки и эффективного отпочковывания псевдо-
вирусных частиц необходима экспрессия всего
двух вирусных белков: M и E. S-белок, хотя и
включался в состав VLP, не был необходим для
продукции вирусных частиц. Удивительным бы-
ло то, что N-белок не только не влиял на сборку
псевдовирусных частиц, но и не включался в их
состав при коэкспрессии с M- и E-белками [65].
Стоит заметить, что столь необычные результаты
согласуются с данными о том, что сигнал упаков-
ки геномной РНК MHV взаимодействует с M-, а
не с N-белком [64]. VLP также были получены
для HCoV-NL63. Минимальный набор структур-
ных белков для формирования псевдовирусов и в
этом случае включал только M- и E-белки [102]. В
случае SARS-CoV-1 данные о минимальном на-
боре белков для формирования псевдовирусных
частиц весьма противоречивы. Согласно одному
из исследований, для формирования в клетке
псевдовирусных частиц необходима экспрессия
двух белков: M и N. Однако эффективное отпоч-
ковывание псевдовирусов происходило лишь при
коэкспрессии уже трех белков: S, M и N. Белок E,
несмотря на включение в VLP при коэкспрессии
с M- и N-белками, не был необходим для форми-
рования псевдовирусов [103]. Согласно другому
исследованию, для эффективной сборки и отпоч-
ковывания псевдовирусов на основе SARS-CoV-1
необходима экспрессия белков M, E и N [104].
Подобная разница, вероятно, связана с различия-
ми в используемых упаковочных клетках: HEK-293
и Vero E6 соответственно. В случае SARS-CoV-2
для сборки VLP в клетках линии HEK-293T необ-
ходимы белки M, S и E [105]. Интересно, но для
SARS-CoV-2 также наблюдаются различия в
сборке VLP в клетках линий HEK-293T и Vero E6:
при коэкспрессии белков S, E, M и N в клетках
Vero E6 S-белок более эффективно включался в
состав VLP, чем в клетках HEK-293T [106].

Меньшее число работ посвящено созданию
VLP для изучения амплификации и транскрип-
ции РНК коронавирусов. Например, для SARS-
CoV-2 разработана специальная клеточная систе-
ма, которая позволяет исследовать многие фунда-
ментальные аспекты биологии вируса [107]. В
рамках этой работы ген N-белка в геноме SARS-
CoV-2 заменяли на ген зеленого флуоресцентного
белка (GFP). Для сборки VLP N-белок был экс-
прессирован эктопически в клетках-упаковщи-
ках. В результате такого подхода VLP не могут на-
рабатываться в клетках, не экспрессирующих N-
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белок. Культивирование клеток-упаковщиков,
экспрессирующих N-белок, в течение месяца не
приводило к актам рекомбинации, способству-
ющим образованию полноразмерного генома
SARS-CoV-2 и продукции инфекционных виру-
сов, что подтверждает безопасность таких систем.
Тем не менее, были предложены дальнейшие ме-
ры по повышению безопасности созданной псев-
довирусной системы. Для этого ген N-белка “раз-
били” на две части и “разнесли” по разным векто-
рам. Полноценный N-белок образовывался в
результате опосредованного интеином белкового
сплайсинга [107]. Созданные псевдовирусные ча-
стицы могут быть использованы для самого широ-
кого круга задач: фундаментального исследования
биологии SARS-CoV-2, скрининга потенциальных
ингибиторов проникновения, транскрипции и ре-
пликации вируса, создания вакцин и детекции
нейтрализующих антител у пациентов. Благодаря
использованию этой системы, уже удалось многое
узнать о SARS-CoV-2. Так, обнаружено, что N-
белок контактирует с компонентами клеточных
стресс-гранул G3BP1 и G3BP2, а также найдены
потенциальные ингибиторы репликации этого
вируса [107].

Использование псевдовирусов на основе сем.
Coronaviridae имеет важное практическое прило-
жение. Большое число работ посвящено разра-
ботке вакцин на основе VLP [102, 106‒108]. На
основе нейротропного коронавируса HCoV-229E
[109] создан VLP вектор, способный трансдуци-
ровать дендритные клетки человека [110]. РНК
созданного псевдовируса кодирует полный ген
ORF1a/b, а также три репортерных гена, которые
впоследствии можно заменить на целевые. За
счет прерывистой транскрипции все три гена мо-
гут быть экспрессированы в трансдуцированных
клетках. Уникальность созданного вектора за-
ключается в том, что в его состав помещают сразу
несколько репортерных генов и суммарная длина
генома составляет около 6 т.п.н. Однако такая си-
стема имеет и существенный недостаток: помимо
целевых генов происходит экспрессия всего по-
липротеина pp1a/ab, некоторые фрагменты кото-
рого проявляют цитотоксичность [110].

РЕПЛИКОНЫ
Репликоны ‒ это самоподдерживающиеся

РНК, содержащие все регуляторные элементы
вирусного генома. При наличии вирусных не-
структурных белков, обеспечивающих вирусную
репликацию и транскрипцию, с репликонов син-
тезируются новые молекулы РНК [111]. Необходи-
мые неструктурные белки могут быть закодирова-
ны в самом репликоне или экспрессироваться в
клетке с дополнительных векторов. Репликоны не
содержат структурных белков и не продуцируют
инфекционных вирусных частиц, поэтому пред-

ставляют собой безопасную альтернативу полно-
размерным вирусным системам. Часто в составе
репликонов закодированы репортерные гены,
что позволяет относительно легко оценивать эф-
фективность синтеза РНК в соответствующих
условиях. Для изучения отдельных этапов жиз-
ненного цикла коронавирусов, в том числе ре-
пликации генома, транскрипции, трансляции,
хорошо подходят и псевдовирусы, но тем не ме-
нее именно репликоны широко используют в
подобного рода исследованиях, поскольку они на-
много проще в обращении и еще более безопасны,
чем VLP, хотя и менее приближены к условиям
реальной инфекции.

Принципиально все репликоны коронавиру-
сов устроены одинаково: 5′- и 3′-концевые после-
довательности репликонов полностью совпадают
соответственно с 5'- и 3′UTR коронавирусов. При
изучении прерывистой транскрипции внутри ре-
пликона помещают последовательность, соответ-
ствующую межгенному участку исследуемого ко-
ронавируса и регулирующую процесс перескока
RdRp-комплекса [112–118]. Как видно из рис. 7, в
подавляющем большинстве случаев репликоны
содержат большую рамку считывания ORF1a и
1b, которая кодирует неструктурные белки,
участвующие в репликации вирусной РНК, а так-
же последовательность гена белка N, необходи-
мого для эффективного синтеза вирусных РНК
[119, 120]. В состав репликонов на место генов
разных структурных белков вируса часто встраи-
вают гены белков-репортеров. Такие репортеры
находятся под контролем вирусных регуляторных
последовательностей TRS, взятых от генов соот-
ветствующих структурных белков TRS-S (от бел-
ка S), TRS-N (от белка N) и TRS-M (от белка M).
В случае минимальных репликонов (рис. 7з), не
кодирующих pp1a/b и N-белок, вирусные белки,
обеспечивающие репликацию/транскрипцию, не-
обходимо экспрессировать в исследуемых клетках
с дополнительных векторов.

Репликоны часто используются для высоко-
производительного скрининга ингибиторов ви-
русной репликации и транскрипции [81, 112, 113,
115, 117, 118, 121–125]. Репликоны на основе
SARS-CoV-1 нашли применение при тестирова-
нии ингибиторов вирусных протеаз 3CLpro и PLpro,
хеликазы и сдвига рамки считывания при транс-
ляции [126–128]. При проведении скрининга в
некоторых исследованиях получали стабильные
репликонсодержащие клеточные линии, для чего
помимо репортерных генов в репликон встраива-
ли ген устойчивости к антибиотику ‒ чаще всего
к бластицидину и зеоцину [115, 123]. С помощью
репликонов удобно оценивать влияние экспрес-
сии различных белков на процессы репликации и
транскрипции вирусного генома. Использование
репликонов позволяет достоверно показать, что
тот или иной эффект на жизненный цикл вируса
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Рис. 7. Основные структурные элементы репликонов коронавирусов. а ‒ Схема строения генома SARS-CoV-2 (при-
ведена в качестве референсной структуры). б‒з ‒ Структура различных репликонов [112–118]; в репликоне всегда за-
кодированы регуляторные элементы (5'UTR, 3'UTR, TRS), компоненты pp1a/b отсутствуют только в составе мини-
мальных репликонов (з) [118]. Тело репликона может находиться под контролем либо T7-промотора, либо клеточного
промотора. В первом случае можно проводить как in vitro транскрипцию с последующей трансфекцией клеток нара-
ботанной РНК, так и трансфицировать клетки ДНК-конструкцией при параллельной экспрессии T7 РНК-полимера-
зы [112–118]. На схеме буквами указаны кодируемые белки. Красной чертой обозначены TRS. GFP – зеленый флуо-
ресцентный белок; LUC – люцифераза; BSD – белок устойчивости к бластицидину; NEO – белок устойчивости к
неомицину; IRES – участок внутренней посадки рибосомы.
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связан именно с влиянием на процессы реплика-
ции/транскрипции, а не сборки и отпочковыва-
ния вириона. Например, с помощью репликонов
J.-M. Wang и соавт. [117] показали, что для эффек-
тивной репликации РНК SARS-CoV-1 необходи-
ма экспрессия NSP16, но не NSP1 и NSP2. А не-
давно Y. Luo и др. [118] обнаружили, что в присут-
ствии продукта экспрессии с ORF6 значительно
повышается эффективность репликации РНК
SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленном обзоре мы попытались си-

стематизировать данные по разработанным к на-
стоящему времени генно-инженерным системам
для изучения патогенов человека из семейства
Coronaviridae. Для каждого подхода приведены
примеры возможного использования, обозначе-
ны достоинства и недостатки каждой системы.
Мы не можем претендовать на полный охват всех
используемых для изучения коронавирусов си-
стем и полученных с их помощью результатов,
поскольку исследования коронавирусов, и в
первую очередь SARS-CoV-2, активно развивают-
ся во всем мире и каждый день появляются новые
данные по механизмам патогенеза новой корона-
вирусной инфекции, ингибиторам репликации
SARS-CoV-2, разрабатываемым лекарственным
средствам и вакцинам. Надеемся, что приведен-
ные в обзоре данные заинтересуют тех, кто зани-
мается исследованием коронавирусов, и сориен-
тируют их в выборе именно той системы, кото-
рая подходит для решения конкретной научной
задачи.

Работа поддержана грантом РФФИ № 20-04-
60216_вирусы.
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GENETIC ENGINEERING SYSTEMS FOR STUDYING HUMAN VIRAL 
PATHOGENS FROM THE CORONAVIRIDAE FAMILY
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The worldwide pandemic of the infectious disease, COVID-19, caused by the previously unknown Betacoro-
navirus SARS-CoV-2 made it extremely urgent to develop simple and safe cellular systems for studying the
pathogenesis of this viral infection. These systems ideally should allow manipulations with the virus genome
as well as high-throughput screening of potential inhibitors of this virus. In this review, we tried to summarize
the currently existing data on genetic engineering systems for the study of not only SARS-CoV-2, but also other
viruses from the Coronaviridae family. In addition, the review briefly provides basic information about the
structure and life cycle of these viruses.
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Ген rv3095 Mycobacterium tuberculosis, принадлежащий семейству транскрипционных регуляторов
MarR, кодирует фактор MxyR (Mycobacterium xylanase regulator – регулятор ксиланазы Mycobacterium).
Этот ген расположен дивергентно по отношению к генам, кодирующим гидролазу (rv3094c), окси-
доредуктазу (rv3093c), белок-транспортер семейства ABC (rv3092c), и конвергентно по отношению
к гену ксиланазы (rv3096). Ксиланаза широко используется микробными патогенами растений для
деградации ксиланов – основного компонента гемицеллюлозы. В работе методом сдвига электро-
форетической подвижности исследованы молекулярные взаимодействия очищенного транскрип-
ционного регулятора MxyR. Этот белок взаимодействует с расположенной выше межгенной обла-
стью mxyO с высокой специфичностью и константой диссоцииации, равной 5.01 ± 0.017 нМ. При-
мечательно, что это связывание ослабляется специфическими углеводными лигандами, такими как
ксилан, L-арабиноза и D-галактоза, со значениями IC50, равными 22.7 ± 1.02 нг/мкл, 360.8 ± 24.25 нг/мкл
и 2320.0 ± 96.97 мкг/мкл соответственно. Очевидно, эта ассоциация изменяет конформацию ДНК-
связывающей спирали α4, вследствие чего MxyR теряет способность связываться с операторной
ДНК, тем самым не препятствуя транскрипции регулируемых им генов ксиланазы и других белков.
В результате проведенного исследования идентифицированы природные лиганды MxyR M. tubercu-
losis, что углубляет наши знания относительно метаболической регуляции углевода ксилана.

Ключевые слова: туберкулез, Mycobacterium tuberculosis, фактор транскрипции, MxyR, ДНК-связыва-
ние, углеводные лиганды, ксилан
DOI: 10.31857/S0026898422010074

Туберкулез ‒ основная причина смертности и
заболеваемости в развивающихся странах, отри-
цательно сказывающаяся на их экономической и
социальной динамике. Согласно статистике Все-
мирной организации здравоохранения (ВОЗ) за
2019 год, 10 млн человек было инфицированы ту-
беркулезом, из которых 12% ‒ дети [1]. В про-
грамме ВОЗ, названной “The End TB strategy”,
поставлена задача победить это заболевание к
2030 году [1]. В рамках реализации этой стратегии
изучение биологии Mycobacterium tuberculosis важ-
но для поиска новых подходов для борьбы с забо-
леванием.

Изучение регуляции транскрипции ‒ одна из
жизненно важных областей в изучении физиоло-
гии микроорганизмов. Ключевым механизмом
регуляции выступают транскрипционные фак-
торы, динамически связывающиеся с геномной
ДНК и контролирующие транскрипцию генов
[2, 3]. Семейство регуляторов транскрипции мно-
жественной антибиотикорезистентности (MarR)
представляет значительный интерес, поскольку
сообщалось о том, что они контролируют в том
числе и вирулентность патогенных бактерий [2,
4‒7]. Регуляторные пути бактериальной виру-
лентности довольно сложны, так как несколько
регуляторов могут действовать на экспрессию от-
дельного гена или один регулятор может действо-
вать на экспрессию многих регуляторных доме-
нов. Помимо вирулентности, члены регуляторов
семейства MarR контролируют ряд адаптивных
реакций бактерии, таких как ответ на окисли-

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

по doi 10.31857/S0026898422010074 для авторизованных
пользователей.
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тельный стресс [8–11], устойчивость к антибио-
тикам [12], термочувствительность [13] и деграда-
ция фенольных соединений [3, 14, 15].

Регуляторы транскрипции семейства MarR в
M. tuberculosis могут выступать как специфиче-
скими, так и глобальными регуляторами, участ-
вующими в ответе на лечение антибиотиками и
внешнее воздействие. MosR (Rv1049), регулятор
чувствительности к окислительному стрессу, ак-
тивирует ген rv1050 M. tuberculosis, что позволяет
бактерии выживать в окружающей среде, вызыва-
ющей окислительный стресс, например в макро-
фагах [16, 17]. Белок ответа на низкий pH, кодиру-
емый rv1404; чувствительный к агенту на основе
имидазо-[1,2-a]-пиридин-4-карбонитрила (MP-
III-71) белок, кодируемый rv2887, и регулятор
мембранных эффлюксных насосов Rv0678 счита-
ются глобальными регуляторами. В регулон
Rv1404 входит более тридцати генов, включая ге-
ны метилтрансфераз Rv1405c и Rv1403, участвую-
щих в адаптивных процессах [18]. Белок Rv2887,
определяющий чувствительность к MP-III-71, ре-
гулирует экспрессию гена rv0560c, кодирующего
S-аденозил-L-метионинзависимую метилтранс-
феразу, и генов, участвующих в биосинтезе бен-
зохинона и менохинона [19, 20]. Мембранный бе-
лок микобактерий, регулирующий экспрессию
rv0678, связывается с промоторами оперонов
mmpS2-mmpL2, mmpS4-mmpL4, rv0991 и mmpS5 [21].

Транскрипционный фактор Rv3095 M. tubercu-
losis, который по результатам данного исследова-
ния предлагается переименовать в MxyR (Myco-
bacterium xylanase regulator – регулятор ксиланазы
Mycobacterium), относится к семейству MarR, и
его роль и физиологические функции мало изу-
чены. Нами была подтверждена его регулятор-
ная функция и описаны его природные лиганды.
Кластер близкорасположенных генов включает
предполагаемый ген ксиланазы, который обыч-
но находят в патогенных бактериях растений и
сапрофитах, ‒ фермента, расщепляющего кси-
лан на ксилозу и олигосахариды [22]. Ксилан,
основной компонент гемицеллюлозы, представ-
ляет собой полисахарид, состоящий из линейной
цепи ксилозы с замещениями в боковой цепи.
Остов полисахарида в основном состоит из остат-
ков 1,4-β-ксилопиранозида, которые могут со-
держать в боковой цепи ацетильную, арабинофу-
ранозильную и 4-O-метилглюкуронильную груп-
пы ‒ в зависимости от источника полисахарида.
Микроорганизмы, разлагающие ксилан, “снаб-
жены” набором соответствующих ферментов: эн-
доксиланаз, β-ксилозидаз, α-L-арабинофурано-
зидаз, α-глюкуронидаз и эстераз [22, 23], ‒ а так-
же регуляторами транскрипции, такими как XynR
и XlnR, для контроля биосинтеза ферментов,
участвующих в процессе деградации ксилана
[24–26]. Присутствие гена-гомолога ксиланаз в
патогенной для человека бактерии M. tuberculosis

объяснить трудно, исходя из известной функции
этого фермента, но наводит на мысль о его пока
неизвестной биологической роли. В этом иссле-
довании в клетках M. tuberculos проанализирована
регуляция экспрессии гипотетического гена кси-
ланазы транскрипционным фактором MxyR.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Определение структуры генетического локуса и

моделирование структуры белка. Структура MxyR
была смоделирована в программе SWISS-MODEL с
использованием структуры PA1607 в качестве
шаблона. Для валидации модели полученные уг-
лы всех пептидных связей наносили на диаграм-
му Рамачандрана [27]. Топологический порядок
α-спиралей и β-листов определяли выравнива-
нием моделируемой структуры MxyR по отно-
шению к PA1607. Для анализа генетического
локуса использовали карты депонированных
геномов NCBI и программу NCBI BLASTp. Про-
моторные области, включая ‒35 и ‒10 и сайты
начала транскрипции, были предсказаны с помо-
щью программы BPROM из панели инструментов
Softberry (“Softberry Inc.”, США; http://www.soft-
berry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=pro-
grams&subgroup=gfindb) [28].

Филогенетический анализ. Для поиска гомоло-
гов с помощью программы BLAST использовали
пептидную последовательность MxyR из штамма
M. tuberculosis H37Rv (Uniprot No. P9WMG3). Бел-
ковые последовательности с уровнем идентично-
сти выше 60% отфильтровывали для исключения
удвоений и сохраняли с NCBI-сервера локально в
формате “fasta”. Полученные последовательно-
сти выравнивали в программе MEGA 6.06 с ис-
пользованием алгоритма выравнивания ClustalW.
Филогенетическое дерево выровненных последо-
вательностей строили методом ближайших сосе-
дей (neighbor-joining). При валидации дерева мето-
дом бутстрепа использовали 1000 реплик. Дерево
построено в масштабе, а эволюционные расстояния
рассчитаны с использованием метода поправки
Пуассона в единицах числа аминокислотных замен.

Выделение геномной ДНК. Культуру Mycobacte-
rium tuberculosis H37Rv выращивали на скошен-
ной среде Левенштейна–Йенсена (LJ) и исполь-
зовали для выделения геномной ДНК. Колонии
собирали в отдельный флакон с буфером для экс-
тракции (50 мМ Трис-HCl, pH 7.4, и 20 мМ EDTA,
pH 8.0) и прогревали при 80°C в течение 20 мин.
Твердую клеточную стенку разрушали с помо-
щью стеклянных шариков и инкубировали с ли-
зоцимом в течение 2 ч при 37°C. Лизированные
клетки обрабатывали 20 мг/мл протеиназы K в
протеиназном буфере (100 мМ Трис-HCl, pH 7.8,
50 мМ EDTA и 5% SDS) и инкубировали при 45°C
в течение ночи. Клеточный дебрис осаждали цен-
трифугированием при 3000 g в течение 20 мин, а
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супернатант экстрагировали смесью фенол‒хло-
роформ‒изоамиловый спирт (25 : 24 : 1) с после-
дующим осаждением этанолом. Выделенную
ДНК анализировали с помощью горизонтального
электрофореза в агарозном геле.

Клонирование и выделение белка. Ген rv3095,
кодирующий регуляторный белок MxyR (новое
обозначение введено на основании результатов
проведенного исследования), амплифицировали с
использованием праймеров MxyR_Fw и MxyR_Rv
(табл. S1, см. Приложение на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2022/1/supp_Mauran_rus.pdf).
ПЦР проводили в объеме 25 мкл, содержащем
70 нг геномной ДНК, 10 мМ Трис-HCl (рН 8.8),
50 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 20 мкМ каждого dNTP,
20 мкМ праймеров и 2.5 единицы ДНК-полиме-
разы Taq (“Sigma”, США). Реакцию проводили в
следующем режиме: начальная денатурация при
95°C в течение 5 мин, затем 30 циклов, включаю-
щих денатурацию при 95°C в течение 1 мин, отжиг
при 55°С в течение 30 с и элонгацию при 72°C в те-
чение 1 мин; и в конце ‒ финальная элонгация в
течение 10 мин.

Амплифицированный продукт клонировали в
экспрессионный вектор pET28a c введением ги-
стидиновой метки (His-tag) на N-конец белка и
трансформировали в Escherichia coli TOP10F'. От-
сутствие ошибок в генетической конструкции
подтверждали секвенированием по Сэнгеру. Экс-
прессионный штамм E. coli BL21 (DE3) PlysS
трансформировали рекомбинантной плазмидой
для наработки белка. Ночную культуру разбавля-
ли в 500 раз и выращивали в 2 л среды LB (содер-
жащей 0.5 мкг/мл канамицина) до оптической
плотности 0.5 при длине волны 600 нм, соответ-
ствующей экспоненциальной фазе роста. Для ин-
дукции экспрессии добавляли 0.5 мМ изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид (IPTG) и продолжа-
ли культивирование в течение 2 ч, после чего
охлаждали на льду в течение 20 мин. Бактериаль-
ные клетки собирали центрифугированием при
4500 g в течение 20 мин при 4°C и хранили при
‒80°C.

Для выделения целевого белка замороженную
биомассу оттаивали, ресуспендировали в буфере
для лизиса (LB): 20 мМ HEPES, pH 7.4, 50 мМ
KCl, 4.5% глицерин, 20 мМ имидазол, 0.15 мМ
PMSF, 10 мМ β-меркаптоэтанол ‒ и инкубирова-
ли с 0.5 мкг/мкл лизоцима в течение 1 ч при 4°C,
периодически встряхивая. Лизис останавливали
добавлением 0.05% Triton Х-100 в 500 мМ NaCl.
Полученную суспензию обрабатывали ультразву-
ком в течение 5 мин (импульс 10 с с интервалом
10 с) при 4°C, центрифугировали и супернатант
инкубировали с уравновешенными в LB гранула-
ми Ni-NTA при 4°C в течение 1 ч при встряхива-
нии; промывали тем же буфером и элюировали
целевой белок ступенчатым градиентом имидазо-

ла, начиная с 20 мМ до 1 М. Наиболее чистые
фракции собирали и проводили диализ против
буфера: 20 мМ HEPES, pH 7.4, 50 мМ KCl,
4.5% глицерин, 0.15 мМ PMSF, 10 мМ β-меркап-
тоэтанол ‒ до разведения 1 : 1000. Диализованный
очищенный белок доводили до концентрации
1 мг/мл с помощью концентраторов с отсечкой по
молекулярной массе (MWCO) (“Thermo Fisher
Scientific”, США). В наиболее чистых фракциях
содержание глицерина доводили до 20% (v/v) и
помещали их на хранение при ‒80°C.

Степень очистки выделенного белка анализи-
ровали электрофорезом в SDS-ПААГ с использо-
ванием бычьего сывороточного альбумина (BSA)
в качестве стандарта. Для количественного опре-
деления белка гель, окрашенный Coomassie Bril-
liant Blue, анализировали с помощью программ-
ного обеспечения ImageJ.

Сшивание белков. Олигомерное состояние бел-
ка определяли по образованию белок-белковых
сшивок в буфере, содержащем 20 мМ HEPES,
рН 6.0, и 50 мМ NaCl, в присутствии 0.00125%
глутаральдегида. Инкубацию проводили с белком
и комплексом белок‒ДНК в течение 2 мин, реак-
цию останавливали добавлением 1 М Трис-HCl
(pH 8.0) с последующим добавлением SDS-содер-
жащего буфера для нанесения образцов.

Влияние ДНК на олигомерное состояние
MxyR определяли по содержанию олигомера, об-
разующегося в результате обработки глутаральде-
гидом MxyR, предварительно проинкубированно-
го с операторной ДНК mxyO в концентрации 10, 50,
100 и 200 нМ.

Сдвиг электрофоретический подвижности. Меж-
генную область mxyO, которая, как предполагается,
является промоторной областью, амплифицирова-
ли с помощью ПЦР из геномной ДНК M. tubercu-
losis H37Rv с праймерами mxyO_Fw и mxyO_Rv
(табл. S1). ПЦР проводили в тех же условиях, ко-
торые описаны выше, за исключением стадии от-
жига, проводившейся при 58°C в течение 1 мин.
Амплифицированный продукт фрагмента ДНК
mxyO размером 81 п.н. очищали пассивной элю-
цией и/или электроэлюированием с последую-
щей экстракцией смесью фенол‒хлороформ и
осаждением этанолом.

Реакции связывания проводили в объеме 20 мкл,
где очищенный белок MxyR в возрастающих кон-
центрациях (4.66, 5.85, 7.26, 8.67, 13.88, 15.18 и
16.5 нМ) инкубировали с 9.5 нМ межгенной обла-
сти mxyO в буфере для связывания (20 мМ Тris-
HCl, pH 8.0, 0.06% Triton X-100, 1.5% глицерин)
при 25°C в течение 30 мин. Комплексы разделяли
в 12%-ном ПААГ в TAE-буфере (40 мМ Трис, 20 мМ
AcOH, 1 мМ EDTA, pH 8.3) при 7.5 В/см в течение
3 ч при 4°C. Продукты визуализировали в ультра-
фиолетовом свете после окрашивания геля SYBR
Green. Для количественного определения мате-
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риала в полосах, соответствующих свободной
ДНК и комплексам белок‒ДНК, использовали
программу ImageJ; полученные данные анали-
зировали и наносили на график с использова-
нием программы GraphPad Prism 7.00 и аппрок-
симировали по уравнению Хилла для специфи-
ческого связывания лигандов [29, 30]:

где  fmax ‒ максимальное число сайтов специфи-
ческого связывания при повышенных концен-
трациях; [MxyR] ‒ концентрация белка; Kd ‒ кон-
станта диссоциации в состоянии равновесия, а n ‒
коэффициент Хилла.

Специфичность связывания. Специфичность
взаимодействия между MxyR и его промоторной
областью mxyO определяли путем воздействия на
комплекс белок‒ДНК конкурентной ДНК в из-
быточных молярных концентрациях (0.72, 1.43,
2.87, 4.3, 5.74 и 7.17 нМ) по сравнению с mxyO. В
качестве конкурентной ДНК использовали ли-
нейную плазмиду pET28a.

Стехиометрия ДНК-белкового комплекса. Ана-
лиз сдвига электрофоретической подвижности
белка при связывании ДНК проводили в трех по-
вторах в вышеуказанных условиях при избыточ-
ных молярных концентрациях ДНК. Для количе-
ственного определения ДНК, как свободной, так
и в комплексе с белком, в полосах геля использо-
вали программу ImageJ [30]. Полученные данные
наносили на график зависимости процентного
содержания комплекса от соотношения концен-
траций MxyR в комплексе и в межгенной области
mxyO и анализировали с помощью GraphPad
Prism 7.00 [29]. Значение x на пересечении между
касательными к наклону и плато кривой исполь-
зовали для расчета стехиометрии комплекса
MxyR‒mxyO при насыщении.

Связывание MxyR с псевдопалиндромными после-
довательностями. На основании стехиометрических
результатов было предсказано четыре псевдопалин-
дромные последовательности в межгенной об-
ласти mxyO. Псевдопалиндромные последова-
тельности размером 19 п.н. предсказаны с ис-
пользованием алгоритма EMBOSS:Palindrome,
допускающего до 10 несовпадений для каждой
последовательности (http://emboss.bioinformatics.nl/
cgi-bin/emboss/palindrome). Олигомерные после-
довательности предсказанных связывающихся
псевдопалиндромов (табл. S1) были синтезиро-
ваны в компании “Intergrated DNA Technologies”
(США). Олигонуклеотиды растворяли в буфере для
отжига дуплексов, свободном от нуклеаз (100 мМ
KOAc, 30 мМ HEPES, pH 7.5). Равные молярные
количества прямой и обратной цепей каждого
псевдопалиндромного сайта смешивали и нагре-
вали до 94°C в течение 2 мин, после чего оставля-

=
+

max

d

[MxyR] ,
[MxyR]

n

n
ff

K

ли при комнатной температуре. Полученные
двухцепочечные палиндромы очищали электро-
элюцией. Значения сдвига электрофоретической
подвижности и константы диссоциации (Kd) рас-
считывали для каждого сайта отдельно, как указано
выше. Консенсусную операторную последователь-
ность длиной 19 п.н. сгенерировали из предсказан-
ных палиндромов с использованием программы
WebLogo 3.7 (http://weblogo.threeplusone.com/cre-
ate.cgi) [31].

Анализ in vitro связывания с предсказанными
природными лигандами. Присутствие предполага-
емого гена ксиланазы в опероне предполагает,
что ксилан или любые продукты деградации кси-
лана могут действовать как естественные лиганды
для комплекса белок‒ДНК. Две структурно раз-
ные молекулы ксилана: ксилан с боковыми груп-
пами арабинозы и глюкуроновой кислоты, экс-
трагированный из кукурузного початка (“Sisco”,
США), ксилан с 4-O-метил-глюкуроновой кис-
лотой, присоединенной к каждому 10 остатку
ксилозы, экстрагированный из букового дерева
(“Sigma”, США), ‒ а также мономер ксилана
D(+)-ксилозу, структурно отличающийся пентоз-
ный сахар D(‒)-арабинозу и гексозный сахар галак-
тозу тестировали против комплекса MxyR–mxyO.
Выбранные лиганды растворяли в 50 мМ Na-цит-
ратном буфере (pH 5.3) и инкубировали с MxyR,
который брали в концентрации, сравнимой с Kd
для комплекса MxyR–mxyO, в буфере, содержа-
щем 20 мM Трис-HCl (pH 8.0), 0.06% Triton X-100
и 1.5% глицерина, при 25°C в течение 30 мин.
Связывание с ДНК проводили в буфере, содержа-
щем 20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 50 мМ NaCl и 1.5%
глицерина, при 25°C в течение 30 мин. Реакцион-
ную смесь наносили на 12%-ный ПААГ гель в
TAE-буфере (pH 8.3) и разделяли при 7.5 В/см в
течение 3 ч при 4°C. Гель анализировали в ультра-
фиолетовом свете после окрашивания SYBR
Green.

Кроме того, исследована аттенуация комплек-
са ДНК‒белок продуктами расщепления араби-
ноксилана и глюкуроноксилана. Для этого ана-
лиза использовали внеклеточную ксиланазу из
Tricoderma virens. Фермент ксиланазу добавляли к
ксилану в буфере, содержащем Трис-HCl (pH 8.0),
и инкубировали при 37°C в течение ночи. Реак-
цию останавливали нагреванием при 70°C в тече-
ние 10 мин. Анализ связывания обработанных и
необработанных ксиланов проводили аналогич-
но описанному выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Структура генетического локуса

Ген rv3095 M. tuberculosis H37Rv кодирует тран-
скрипционный регулятор семейства MarR дли-
ной 158 аминокислотных остатков, который в
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этой работе упоминается как MxyR. Межгенная об-
ласть mxyO длиной 81 п.н. разделяет гены rv3095 и
rv3094c. Фланкирующие mxyO гены rv3095 и
rv3096 ориентированы в одном направлении, то-
гда как rv3092c, rv3093c и rv3094c ориентированы
в противоположном направлении (рис. 1). Меж-
генная область mxyO действует как общая промо-
торная, включающая регионы ‒35 и ‒10 дивер-
гентно ориентированных промоторов и предпола-
гаемые сайты связывания MxyR (рис. 1). Функцию
белков, кодируемых генами rv3094c и rv3096, опре-
деляли путем поиска гомологов (BLASTp). Можно
предположить, что гены rv3094c и rv3096 кодируют
гидролазу (84% идентичности при 100%-ном по-
крытии) и 1,4-β-ксиланазу (83% идентичности при
98%-ном охвате). Наиболее близкие гомологи с
охарактеризованной функцией обнаружены у не-
туберкулезной микобактерии M. kansasii.

Филогенетический анализ

Последовательности результатов поиска Protein
Blast (BLASTp) с более чем 60%-ным сходством бы-
ли выровнены с ClustalW, и филогенетическое дере-
во было построено по методу ближайших соседей.
Дерево было укоренено с помощью MarR Esche-
richia coli, при этом в качестве контроля использова-
ли хорошо охарактеризованный гомолог из Pseudo-
monas aeruginosa Q9I3B4. При выравнивании
MxyR с другими гомологами семейства MarR
выявлено, что ДНК-узнающие α-спирали есть
только в подмножестве гомологов, которое в ос-
новном включает MarR из видов микобактерий
(рис. 2a и 2б). Помимо микобактерий, большин-
ство других видов, которые, как предполагается,

кодируют гомолог MxyR, относится к актиноми-
цетам.

Структура MxyR смоделирована в программе
SWISS с использованием PA1607 в качестве шаб-
лона и подтверждена анализом с использованием
графика Рамачандрана (рис. 2в и рис. S1). По-
строение показывает, что большинство остатков
(91.5%) находится в предпочитаемой области и
смоделированная структура имеет большое число
параллельных β-листов и правосторонних α-спи-
ралей (рис. S1, см. Приложение на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2022/1/supp_Mau-
ran_rus.pdf).

Мономерная форма моделируемой структу-
ры MxyR состоит из шести α-спиралей и четы-
рех β-листов в топологическом порядке: α1‒
α2‒α3‒α4‒β1‒β2‒α5‒α6‒β3‒β4 (рис. 2в). Спи-
рали α5 и α6 образуют длинную непрерывную
спираль. Антипараллельные β-листы между спи-
ралями α4 и α5 формируют мотив спираль-пово-
рот-спираль (wHTH), тогда как другие два β-ли-
ста, β3 и β4, принимают участие в димеризации
субъединиц. Димеризация в основном происхо-
дит через спирали α1, α2, α5 и α6 и стабилизирует-
ся ими, поскольку антипараллельное образование
длинной спирали α5 и α6 важно для образования
димера. Согласно структурному выравниванию
MxyR с PA1607, спираль α4 идентифицирована как
ДНК-узнающая, которая напрямую взаимодей-
ствует с операторной областью ДНК.

MxyR связывается с вышележащей
промоторной областью mxyO

Для исследования связывания MxyR с mxyO
ген rv3095, кодирующий MxyR, клонировали в

Рис. 1. Генетическая организация области, прилегающей к mxyO и содержащей предполагаемые сайты связывания
MxyR. Стрелками показаны точки старта и направления транскрипции. MxyR, 1,4-β-ксиланаза, гидролаза, оксидоре-
дуктаза и ABC-транспортер кодируются генами rv3095, rv3096, rv3094c, rv3093c и rv3092c соответственно. Межгенный
участок mxyO длиной 81 п.о., разделяющий гены, кодирующие MxyR и гидролазу, действует как общая промоторная
область, включающая регионы ‒35 и ‒10, выделенные желтым и темно-синим цветом. Сайты начала транскрипции в
обоих направлениях показаны красными изогнутыми стрелками, тогда как начало ORF MxyR и гидролазы указаны го-
лубыми стрелками. Области промоторов и точки начала транскрипции предсказаны с помощью программы BPROM.
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3. M. kansasii A0A1V3XXB9
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5. M. riyadhense A0A1X2DBD1
6. M. lacus A0A1X1Y5R2
7. M. angelicum A0A1X0A2T2
8. M. gordonae A0A1A3K9F7
9. M. marinum A0A2Z5YBS4
10. M. ulcerans A0PTG5
11. M. asiaticum A0A1A3BCQ5
12. M. paragordonae A0A3B6U3G5
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16. M. kubicae A0A1X1XLF0
17. A. xylanica A0A1H3RP49
18. M. moriokaense A0A318HRQ5
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Рис. 3. MxyR M. tuberculosis H37Rv преимущественно находится в виде димера. а ‒ Электрофоретический анализ очи-
щенного белка MxyR (дорожка 2). б ‒ Анализ обработанного глутаральдегидом очищенного MxyR: MxyR (2), обрабо-
танный глутаральдегидом MxyR (3). в ‒ Сшивание MxyR глутаральдегидом в присутствии mxyO: MxyR (концентрация
мономера 5 нМ) (2), ДНК mxyO (концентрация 200 нМ) (3), обработанный глутаральдегидом MxyR (4), обработанный
глутаральдегидом MxyR в присутствии 10 (5), 50 (6), 100 (7) и 200 (8) нМ mxyO. Везде на дорожку 1 нанесен маркер мо-
лекулярной массы белков.
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экспрессионный вектор pET28a. Штамм E. coli
BL21 (DE3) PlysS трансформировали рекомби-
нантной плазмидой и индуцировали сверхэкс-
прессию целевого белка, который затем удалось
очистить почти до гомогенного состояния (рис. 3а).
Олигомерную форму целевого белка анализирова-
ли через образованные глутаральдегидом сшивки
(рис. 3б). Показано, что MxyR (Mr мономера ~21 кДа)
образует димер (~42 кДа) в качестве основной
фракции. Влияние ДНК на олигомерное состояние
белка анализировали, используя увеличивающиеся
концентраций mxyO: 10 → 50 → 100 → 200 нМ –
против обработанного глутаральдегидом белка
(рис. 3в). Показано, что связывание с ДНК не
влияет на олигомерное состояние MxyR.

Связывание MxyR с областью mxyO исследо-
вали по сдвигу электрофоретической подвижно-
сти. Межгенная область вместе с дополнительны-
ми 23 и 24 основаниями фланкирующих генов ис-
пользована в качестве целевой ДНК mxyO (область
между 3463867 и 3463995). Анализ сдвига и стехио-
метрические расчеты показали, что при увеличении
концентрации белка образуется четыре комплекса
(рис. 4a и 4в). Графическую зависимость образо-
вания комплекса MxyR‒mxyO от концентрации
MxyR аппроксимировали по уравнению Хилла и

рассчитали константу диссоциации (Kd 5.01 ±
± 0.017 нМ) (рис. 4б). На положительную коопе-
ративность указывает коэффициент Хилла (n),
равный 2.8 ± 0.19. В результате анализа образова-
ния комплекса белок‒ДНК в присутствии увели-
чивающихся концентраций ДНК pET28a под-
тверждена специфичность связывания MxyR с
последовательностью mxyO (рис. 4г).

MxyR связывается с псевдопалиндромными 
последовательностями

Псевдопалиндромы ΨP1, ΨP2, ΨP3 и ΨP4
(рис. 5а) в межгенной области mxyO были иссле-
дованы на потенциальные сайты связывания
MxyR. В связи с тем, что MxyR ‒ регулятор тран-
скрипции типа MarR, было предсказано, что он
связывается с инвертированным повтором дли-
ной 19 п.н. в области между mxyR и геном, коди-
рующим гидролазу. Показано, что среди предска-
занных сайтов MxyR связывается с ΨP1, ΨP3 и
ΨP4, причем с высоким сродством к ΨP3 (Kd = 7.7 ±
± 1.08 нМ) (рис. 5б и 5в). Для псевдопалиндромов
ΨP1 и ΨP4 значения Kd были выше: 44.4 ± 1.48 нМ
и 37.0 ± 1.02 нМ соответственно. Псевдопалин-
дромы ΨP3 и ΨP4 перекрываются друг с другом

Рис. 2. Филогенетический анализ белка MxyR. а ‒ Выравнивание последовательностей MxyR M. tuberculosis и его го-
мологов. б ‒ Эволюционные отношения MxyR и регуляторов транскрипции, для которых выявлена тесная связь с
MxyR. Кластер, содержащий виды микобактерий, выделен синим цветом, MxyR ‒ красным. Дерево укоренено с по-
мощью MarR E. coli в качестве внешней группы. Для каждого гомолога приведено видовое название и идентификатор
записи в Uniprot. в ‒ Модель белка MxyR с выделением α-спиралей и β-листов. Каждый мономер (синий и серый) мо-
делируется цепью A и B PA1607. ДНК-связывающие домены обоих мономеров обозначены желтым цветом.
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одной парой оснований. Выровненные последо-
вательности использовали для создания консен-
сусной последовательности с помощью инстру-
мента WebLogo (рис. 5г). Рассматривая консен-
сусную последовательность, можно заметить ее
асимметричность с наличием нескольких высоко-
консервативных областей (G2T4G8 и G14C18A19).

Связывание углеводов

Присутствие предполагаемого гена ксиланазы
в исследованном кластере привело нас к исследо-
ванию промежуточных продуктов пути деграда-
ции ксилана в качестве потенциальных природ-
ных лигандов MxyR. Нами проанализировано два
структурно различных варианта ксилана: араби-
ноксилан и глюкуроноксилан, ‒ субстраты фер-
мента ксиланазы. Кроме того, в качестве контро-
лей использовали D-ксилозу как сахар-пентозу,
образующуюся после утилизации ксиланов кси-
ланазой; L-арабинозу как изомер D-ксилозы и
D-галактозу как сахар-гексозу. Два структурно

различных варианта ксилана происходят из двух
разных растительных источников. Так, ксилан с
боковыми группами 4-O-метилглюкуроновой
кислоты, присоединенной к каждому 10 остатку
ксилозы (далее: BW-ксилан), был получен из дву-
дольного растения бука, а ксилан с боковыми
группами арабинозы и глюкуроновой кислоты
(далее: CC-ксилан) был получен из однодольного
растения кукурузы (рис. 6а). Обнаружено, что
растворимость CC-ксилана выше, чем BW-кси-
лана. Среди протестированных углеводов только
BW-ксилан, L-арабиноза и D-галактоза ослабля-
ли связывание MxyR с ДНК (рис. 6б и 6в). Хотя
L-арабиноза в высоких концентрациях действует
как лиганд MxyR, содержащий L-арабинозу
CC-ксилан не “работает” ни в одной из исследо-
ванных концентраций. Оказалось, что комплекс
MxyR‒mxyO с самой высокой электрофоретиче-
ской подвижностью проявлял наибольшую ста-
бильность при добавлении лигандов, то есть об-
ладал наибольшей аффинностью связывания.
Мы также исследовали стабильность комплекса

Рис. 4. Связывание MxyR с ДНК mxyO. a ‒ Анализ сдвига электрофоретической подвижности MxyR с ДНК mxyO: сво-
бодная ДНК mxyO (1), продукты взаимодействия ДНК mxyO (9.5 нМ) с 4.66 (2), 5.85 (3), 7.26 (4), 8.67 (5), 13.88 (6), 15.18 (7)
и 16.5 (8) нМ белка MxyR. б ‒ Нормализованная концентрация комплекса MxyR‒mxyO как функция концентрации
MxyR (lg[MyxR]). Приведено стандартное отклонение (SD) по результатам трех независимых повторов. в ‒ Определе-
ние стехиометрии комплекса MxyR‒mxyO. График построен как зависимость образования комплекса в процентах от
соотношения концентраций белка MxyR и ДНК mxyO. г ‒ Анализ специфичности связывания MxyR с ДНК: только
ДНК mxyO (1); примерно 50% ДНК mxyO (5.01 нМ) находится в комплексе с MxyR (9.5 нМ) (2); к комплексу бе-
лок‒ДНК добавляли 0.72 (3), 1.43 (4), 2.87 (5), 4.3 (6), 5.74 (7) и 7.17 (8) нМ линейной ДНК pET28a в качестве потенци-
ального конкурентного ингибитора; только ДНК pET28a (9).
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MxyR‒mxyO в присутствии трех ксилоолигосаха-
ридов: ксилобиозы, ксилотриозы и ксилотетрао-
зы (рис. S2 и 6б). Среди них только ксилотетраоза
ослабляла связывание MxyR с ДНК (рис. 6б и 6в).
Наибольшее ослабление связывания MxyR с

ДНК наблюдали для BW-ксилана ‒ с IC50 22.74 ±
± 1.02 нг/мкл. Для других лигандов: L-арабино-
зы, D-галактозы и ксилотетраозы ‒ значения IC50
были гораздо выше: 360.8 ± 24.25, 2320 ± 96.97 и
1241 ± 35.24 нг/мкл соответственно (рис. 6в).

Рис. 5. Связывание MxyR с четырьмя псевдопалиндромными последовательностями. а ‒ Последовательность mxyO и
предполагаемые связываемые MxyR псевдопалиндромные последовательности ΨP1, ΨP2, ΨP3 и ΨP4. б ‒ Анализ
сдвига электрофоретической подвижности MxyR при взаимодействии с псевдопалиндромными последовательностя-
ми: свободная ДНК (1); к палиндромной ДНК добавляли белок MxyR в концентрации 15 (2), 30 (3), 60 (4), 100 (5), 200 (6)
или 300 (7) нМ. в ‒ Зависимость образования комплексов MxyR‒ДНК от lg[MxyR]. г ‒ Консенсусная последователь-
ность, с которой связывается MxyR. Высота букв оснований соответствует частоте встречаемости в каждой позиции.
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Рис. 6. Кинетика связывания MxyR с углеводами. a ‒ Структура ксилана кукурузного початка с боковыми группами ксило-
арабинозы и глюкуроновой кислоты (CC-ксилан) и ксилана бука с 4-O-метилглюкуроновой кислотой, присоединенной к
каждому 10 остатку ксилозы (BW-ксилан). б ‒ Влияние углеводов на комплекс MxyR‒mxyO: ДНК mxyO (1), примерно
50% ДНК mxyO находится в комплексе с MxyR (2), комплекс белок‒ДНК в присутствии возрастающих указанных концен-
траций углеводов. в ‒ Количественный анализ содержания комплекса MxyR‒mxyO в зависимости от концентрации лиганда.
Результаты представлены как среднее значение ± SD, рассчитанное на основании трех независимых экспериментов.
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Кроме того, мы исследовали аттенуацию ком-
плекса ДНК‒белок продуктами расщепления
ксилана. Для этого использовали внеклеточную
ксиланазу из Trichoderma virens. CC-ксилан ни в на-
тивной, ни в расщепленной формах не влиял на
стабильность комплекса, в то время как BW-ксилан
“срабатывал” в обеих формах (рис. 7a и 7б); при
этом нативный BW-ксилан в 6 раз эффективнее
дестабилизировал комплекс MxyR‒mxyO по
сравнению с обработанным ксиланазой препара-
том (IC50 22.5 ± 1.04 и 130.0 ± 6.09 нг/мкл соответ-
ственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Понимание регуляции экспрессии генов на
транскрипционном уровне имеет решающее зна-
чение для анализа метаболизма любого организ-

ма. Уже много исследований посвящено изуче-
нию транскрипционных факторов M. tuberculosis,
среди которых факторы семейства MarR привле-
кают большое внимание. Белки Rv1049 (MosR)
[16], Rv0880, Rv2887 [20, 32], Rv1404 [18] и Rv0678
[21] исследовали в аспекте их участия в ответе на
окислительный и кислотный стрессы, реакции на
воздействие лекарственных средств и глицерино-
вых эфиров жирных кислот. Однако на факторы
транскрипции семейства MarR, реагирующие на
углеводы, обращали внимание редко, поэтому
обнаружение их гомолога у M. tuberculosis было
неожиданным ‒ обычно их находят в сапрофитах
и патогенах растений [24, 26, 33]. Здесь интересу-
ющий кластер генов включает предполагаемый
ген ксиланазы, который может быть функцио-
нально неактивен по отношению к хозяину пато-
гена, человеку, в связи с отсутствием в его орга-

Рис.7. Влияние расщепленных и нативных ксиланов на стабильность комплекса MxyR‒mxyO. а ‒ Анализ сдвига элек-
трофоретической подвижности с расщепленными и нативными BW- и CC-ксиланами: ДНК mxyO (1), комплекс
MxyR‒mxyO в равновесных условиях (2), на остальные дорожки нанесены образцы комплекса MxyR‒mxyO в присут-
ствии возрастающих концентраций СС- или BW-ксилана. б ‒ Зависимость содержания комплекса MxyR‒mxyO от
концентрации нативного или обработанного ксиланазой BW-ксилана.
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низме субстрата ‒ ксилана. 1,4-β-ксиланаза участ-
вует в пути разложения ксилана и расщепляет его
до ксилозы и/или ксилоолигосахаридов [34]. При-
сутствие предполагаемого гена ксиланазы в генном
кластере предполагает, что на регуляцию тран-
скрипции этого кластера влияет ксилан и/или ин-
термедиаты, образующиеся при его деградации.

MxyR связывается с mxyO, который располо-
жен между собственным геном (rv3095) и геном
rv3094, кодирующим гидролазу, что позволяет
предположить, что на регуляцию транскрипции
может влиять связывание сигма-факторов с общей
промоторной областью. Динамическое связывание
MxyR с операторной областью может обеспечивать
базальный уровень экспрессии mxyR. Благодаря
оперонной структуре кластера, транскрипционная
регуляция может распространяться не только на
“собственную” экспрессию, но и на другие белки,
кодируемые генами этого кластера, включая
предполагаемый фермент ксиланазу. In vitro до-
бавление BW-ксилана к комплексу MxyR‒mxyO
значительно снижало его содержание. В клетке
ксилан действует как лиганд MxyR и ослабляет
его связывание с ДНК, что влияет на транскрип-
цию. В связи с тем, что связывание MxyR с про-
моторной областью может либо активировать,
либо супрессировать транскрипцию гена ксила-
назы, оно будет напрямую влиять на гомеостаз
уровня ксилана в клетке.

Хотя ксилан в большом количестве содержит-
ся в растительном материале как неотъемлемая
часть гемицеллюлозы, можно полагать, что M. tu-
berculosis не сталкивается с этим соединением в
больших количествах в течение своего жизненно-
го цикла. Возможно, что гипотетический ген кси-
ланазы происходит от предковых почвенных ми-
кобактерий. Филогенетический анализ выявил,
что большинство гомологов MxyR принадлежат
почвенным и другим бактериям окружающей
среды (рис. 2a и 2б). Гомологи MxyR в основном
связаны с условно-патогенными бактериями,
при полном сходстве с транскрипционным фак-
тором из M. canettii – вида, относящегося к ком-
плексу Mycobacterium tuberculosis, ‒ а также с не-
которыми другими нетуберкулезными бактерия-
ми, поражающими пациентов с ослабленным
иммунитетом. Хотя эти бактерии поражают ле-
гочную систему человека, некоторые из этих ви-
дов были первоначально обнаружены и выделены
из окружающей среды: M. szulgai и M. angelicum из
пресноводных источников и пресноводных рыб
[35, 36], M. marinum из морской воды и морских
рыб [37], M. conspicuum и M. moriokaense из почвы
[38, 39].

Помимо микобактерий, большинство других
видов, содержащих гомолог MxyR, относится к
актиномицетам, выделенными из почвы. Amyco-
laptosis vancoresmycina, Kutzneria buriramensis, A. xy-

lanica и A. saalfeldensis относятся к семейству
Pseudonocardiaceae. Это семейство актиномице-
тов имеет в составе клеточной стенки типа IV ме-
зо-диаминопимелиновую кислоту, арабинозу и
галактозу; MK-9(H4) в качестве основного мена-
хинона и отсутствие миколовых кислот [40–43].
Lechevalieria xinjiangensis и Lentzea waywayandensis,
принадлежащие к семейству Actinosynnemataceae,
также кодируют гомолог MxyR. Семейство Acti-
nosynnemataceae имеет состав клеточной стенки
типа III с мезо-диаминопимелиновой кислотой,
галактозой и маннозой или рамнозой [44, 45].
Почвенные бактерии A. saalfeldensis и A. xylanica
используют L-арабинозу, D-фруктозу, D-глюкозу
и D-ксилозу в качестве единственного источника
углерода [40–43]. Присутствие гомологов MxyR в
почвенных бактериях можно расценивать как
подтверждение гипотезы о том, что этот регуля-
тор пути деградации ксилана в M. tuberculosis, со-
хранился от предковых почвенных микобакте-
рий, поскольку организм хозяина (человека) не
продуцирует и не накапливает ксиланы в течение
жизни. Однако, по всей видимости, у M. tuberculo-
sis MxyR сохранился в активной форме для вы-
полнения той же и/или другой физиологической
функции.

В настоящее время нет сообщений о наличии у
человека ксилана, ксилозы или родственных со-
единений. Однако в капсуле M. tuberculosis обна-
ружены следовые количества ксилана [46]. При-
сутствие гена ксиланазы в патогене, который не
сталкивается с ксиланом, конечно, интригует.
Между тем гены, кодирующие предполагаемые
переносчики углеводов в M. tuberculosis, играют
важную роль в использовании углеводов в каче-
стве источника углерода только в течение первой
недели заражения. Благодаря наличию адаптив-
ной иммунной системы, этот организм может ис-
пользовать липиды в качестве основного источ-
ника углерода на последующих стадиях своего
инфекционного цикла [47]. Сапрофитные мико-
бактерии используют более широкий спектр уг-
леводов в качестве источника углерода и имеют
большое число систем утилизации углеводов, то-
гда как в M. tuberculosis найдено только пять из
них [44]. Однако эти углеводы не могут быть ис-
пользованы в качестве источника углерода, по-
скольку они являются структурными компонен-
тами клеточной оболочки микобактерий. Хотя
M. tuberculosis не имеет доступа к ксилозе в есте-
ственной среде, эта бактерия обладает способно-
стью синтезировать молекулы сахаров, которые
необходимы для формирования ее структуры
и/или физиологии, из других углеводов ‒ тех, ко-
торые могут быть ею усвоены [44]. Действитель-
но, большая часть компонентов клеточной обо-
лочки микобактерий синтезируется самим орга-
низмом [45, 48]. Следовательно, присутствие
ксилана в капсуле M. tuberculosis и синтез этой
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бактерией необходимых углеводов из других
усваиваемых ею сахаров позволяют говорить о
возможности ею и синтеза ксилана. Таким обра-
зом, мы предполагаем, что клетки M. tuberculosis
могут усваиваемые ими углеводы конвертировать
в ксилан.

Нами показано, что ксилан с 4-O-метил-глю-
куроновой кислотой, присоединенной к каждому
10 остатку ксилозы, действует как лиганд MxyR,
ослабляя его связывание с ДНК (рис. 6). Помимо
этого соединения, L-арабиноза и галактоза также
действуют как лиганды MxyR, но пути утилиза-
ции всех этих соединений M. tuberculosis неиз-
вестны. Есть собщения о значительном содержа-
нии производных арабинозы в оболочке мико-
бактериальных клеток в виде арабиноманнана в
капсуле и арабиногалактана, соединяющего ми-
коловые кислоты с клеточной стенкой [46, 49].

Остается немало вопросов на пути к полному
пониманию метаболизма M. tuberculosis. Выявле-
ние транскрипционных цепочек ‒ важнейшая за-
дача, и проведенное исследование вносит вклад в
понимание регуляторной функции необычных
для этого патогена углеводов

В итоге определена роль белка MxyR как регу-
лятора транскрипции из семейства MarR и иден-
тифицированы его природные лиганды. Кроме
того, изучен механизм регуляции экспрессии ге-
на ксиланазы M. tuberculosis, высказано предположе-
ние о его происхождении от предковых почвенных
бактерий. Исследованы природные лиганды MxyR,
а для углеводов, которые присутствуют в клеточной
стенке микобактерий: ксиланов с 4-O-метил-глюку-
роновой кислотой, присоединенной к каждому
10 остатку ксилозы, L-арабинозы и галактозы, ‒
выявлена способность ослаблять связывание
MxyR с ДНК, а значит их можно рассматривать
как потенциальные лиганды MxyR. Полученные
результаты ставят много вопросов и задают на-
правления дальнейших исследований по физио-
логии M. tuberculosis.

Работа поддержана Национальным исследова-
тельским советом Шри-Ланки (National Research
Council, Sri Lanka; Grant No: NRC 15-063).
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MxyR OF Mycobacterium tuberculosis RESPONDS TO XYLAN: AN UNUSUAL 
LIGAND FOR A MarR FAMILY TRANSCRIPTIONAL REGULATOR

S. Mauran1, N. T. Perera2, and I. C. Perera1, *
1 Synthetic Biology Laboratory, Department of Zoology and Environment Sciences, Faculty of Science,

University of Colombo, Colombo 03, 00700 Sri Lanka
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Among the repertoire of MarR family transcriptional regulators in Mycobacterium tuberculosis, gene rv3095
(mxyR) encodes Mycobacterial Xylanase Regulator, MxyR. Gene mxyR is divergently oriented from a hydro-
lase (rv3094c), oxidoreductase (rv3093c) and an ABC transporter (rv3092c) and convergently oriented with
xylanase (rv3096). Xylanase is commonly used by plant pathogenic microbes where they degrade xylan, the
major component of hemicellulose. We have purified the transcriptional regulatory protein encoded by
rv3095 and its molecular interactions were studied in detail using electrophoretic mobility shift assay. MxyR inter-
acts with its upstream intergenic region mxyO with high specificity and at a dissociation constant of 5.01 ± 0.017 nM.
Notably, this binding is attenuated by specific carbohydrate ligands such as xylan, L-arabinose and D-galac-
tose with an IC50 values of 22.7 ± 1.02 ng/μL, 360.8 ± 24.25 ng/μL and 2320.0 ± 96.97 μg/μL, respectively.
Consequently, it is evident that this association changes the conformation of the DNA binding helix α4 making
the transcriptional regulator incompatible with binding to its cognate DNA, allowing xylanase and other
genes to be transcribed. This study establishes the natural ligands of MxyR of M. tuberculosis providing insight
on metabolic regulation of the carbohydrate, xylan.

Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, transcriptional regulator, MxyR, DNA binding, carbo-
hydrate ligands, xylan
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Альфа-фетопротеин (AFP) – фактор роста и сигнальная молекула, которая способствует развитию
гепатоклеточной карциномы (НСС). Однако механизм “пробуждения” AFP в ходе прогрессии НСС
не установлен. Структура 5'-фланкирующей регуляторной области гена AFP изучена с использова-
нием двойных люциферазных репортерных векторов с фрагментами этой области. Репортерные
конструкции вводили в линии клеток гепатомы НерG2 и PLC. Регуляторные 5'-фланкирующие по-
следовательности –1871…–1004 п.н. AFP стимулировали транскрипцию гена, тогда как влияние по-
следовательности –1004…–667 п.н. было слабым. Фрагмент, расположенный между положениями
–667 и –448 п.н., ингибировал транскрипционную активность гена AFP, тогда как фрагмент –448…–287 п.н.
усиливал экспрессию AFP. Действие прилегающей промоторной последовательности было слабым.
Картированы множественные сайты связывания факторов транскрипции.

Ключевые слова: альфа-фетопротеин, транскрипционная регуляция, 5'-фланкирующая область,
промотор, сайленсер
DOI: 10.31857/S0026898422010128

ВВЕДЕНИЕ
Ген альфа-фетопротеина (AFP) человека, со-

стоящий из 14 экзонов и 15 интронов, локализован
в хромосоме 4. Зрелая мРНК AFP имеет длину 2039 н.
и кодирует 609 аминокислотных остатков, включая
19 N-концевых, образующих сигнальный пептид.
Белок AFP, входящий в семейство альбуминов, мо-
дифицирован аминосахарами [1, 2]. В это семей-
ство входят альбумин, белок, связывающий вита-
мин D, и альфа-глобулин [3]. Структура белков
этого семейства поддерживается дисульфидными
связями, образованными остатками цистеина.
Белок сворачивается с образованием U-образно-
го домена.

AFP экспрессируется в фетальном периоде и
способствует росту и развитию плода. Ген AFP ре-
активируется в ходе доброкачественной регене-
рации печени у взрослых или при развитии гепа-
токлеточной карциномы (НСС). С начала 1970-х
AFP используется в качестве диагностического
маркера первичной НСС. Механизмы реэкспрес-

сии AFP понятны не полностью, а изучению ре-
гуляторной области гена AFP посвящено ограни-
ченное число исследований. Ранее установили, что
регуляторные элементы гена AFP мыши локализо-
ваны в вышележащем участке (–1.0…–7.6 т.п.н.), а
5'-фланкирующая область –3.8 т.п.н. регулятор-
ной области способна значительно усиливать
транскрипционную активность гена AFP, незави-
симо от ее локализации [4]. Энхансеры гена AFP че-
ловека расположены в области –4.0…–3.3 т.п.н., что
примерно совпадает с их локализацией в гене мы-
ши, а их активность также не зависит от характера
локализации. Однако сайленсер гена AFP человека
находится во фрагменте –1.8 т.п.н. 5'-фланкирую-
щей области, тогда как промотор найден в поло-
жении –1.0 т.п.н. вышележащей области [5].

Учитывая, что большая часть результатов изу-
чения AFP опубликована в 1980-х, мы сфокуси-
ровались на изучении участка гена AFP, располо-
женного в области –1.8 т.п.н. Путем конструиро-
вания репортерных генов люциферазы с разными
фрагментами регуляторной области определена
локализация сайленсера и промотора в гене AFP,
что создает структурные основы для исследова-

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

по doi 10.31857/S0026898422010128 для авторизованных
пользователей.

УДК 577.21:579.23''315
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ний аномальной экспрессии гена AFP в клетках
гепатомы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные культуры. Клетки HepG2 и

PLC/PRF/5 хранили в жидком азоте. Клетки от-
таивали, культивировали в среде DMEM (High
Glucose) фирмы “Gibco”, содержащей 10% феталь-
ной сыворотки крупного рогатого скота. Клетки
инкубировали при 37°C в присутствии 5% CO2.

Конструирование плазмид. Плазмиды PLuc1-4,
содержащие фрагменты 5'-фланкирующей обла-
сти гена AFP разной длины (1871, 1567, 1004, 677,
448, 287 и 215 п.н.), сконструированы путем встраи-
вания этих фрагментов по сайтам KpnI и MluI. Мат-
рицей для амплификации фрагментов 5'-фланки-
рующей области гена AFP человека служила геном-
ная ДНК человека. Сначала амплифицировали
самый длинный фрагмент (1871 п.н.), а затем ис-
пользовали его в качестве матрицы для амплифи-
кации остальных фрагментов. Последовательность
олигонуклеотидов, использованных для анализа
плазмидных конструкций, приведены в табл. S1
(см. Приложение на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2022/1/supp_Zhang_rus.pdf) .

ПЦР-амплификацию фрагментов гена AFP
проводили в следующих условиях.

Предварительная денатурация – 94°C, 2 мин.
Затем 30 циклов:

Все плазмиды, использованные в опытах по
трансфекции, получали, используя набор для
крупномасштабной очистки (“Tiangen Biotech”,
КНР), в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Клетки трансфицировали плазмидами,
используя липофектамин 3000 (“Thermo Fischer”,
Waltham, США), согласно рекомендациям про-
изводителя. В качестве контроля использовали
плазмиду pGL3-Basic .

Предсказание сайтов связывания факторов
транскрипции. Программы Genomatix MatInspec-
tor (https://www.genomatix.de/index.html) и JASPAR
(http://jaspar.genereg.net/) использовали для пред-
сказания сайтов связывания факторов тран-
скрипции.

Трансфекция плазмид. Плазмидно-липосом-
ный комплекс готовили в следующей дозировке
(в расчете на ячейку шестилуночного планшета):
1 мкл липофектамина добавляли в 100 мкл среды
Opti-MEM™ и тщательно перемешивали в тече-
ние 5 мин. Затем 4 мкг плазмиды добавляли в

° 
° 
° 

°

денатурация 94 C, 30 с;
отжиг 55–65 C, 30 с;
удлинение 72 C, 60 с 1   т.п.н.;
окончательная достройка 72 C, 5–10 мин.

100 мкл Opti-MEM™ и инкубировали при ком-
натной температуре в течение 5 мин. Эти две сме-
си объединяли, аккуратно перемешивали и инку-
бировали в течение 20 мин при комнатной темпе-
ратуре. Затем плазмидно-липосомный комплекс
добавляли по каплям в бессывороточную среду
DMEM. После инкубации в течение 4–6 ч при
37°С заменяли культуральную среду. Через 24 ч
после трансфекции определяли активность лю-
циферазы.

Анализ люциферазной активности. Активность
репортерного гена люциферазы определяли со-
гласно [6], используя Dual Luciferase Assay System
(“Promega”, США). Активность люциферазы
светлячка нормировали по активности люцифе-
разы Renilla. В качестве отрицательного контроля
использовали вектор pGL3-Basic.

Статистический анализ. Результаты представ-
ляли как средние значения ± SD, вычисленные из
результатов по меньшей мере трех независимых
экспериментов. Статистическую значимости опре-
деляли с использованием t-теста Стъюдента. Зна-
чения р < 0.05 считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Конструирование плазмид с укороченной 

5'-фланкирующей областью гена AFP

На основании сообщений о регуляторной по-
следовательности 5'-фланкирующей области AFP,
сконструированы укороченные варианты (pluc1-
1871 п.н., pluc2-1004 п.н., pluc3-488 п.н. и pluc4-
215 п.н.) (рис. 1а). Условия проведения ПЦР на
колониях, электрофореза в агарозном геле, секве-
нирования и других экспериментов были опти-
мизированы для подтверждения успешного кон-
струирования укороченных вариантов 5'-флан-
кирующей области гена AFP (рис. 1б).

Анализ транскрипционной активности 
фрагментов 5'-фланкирующей области гена AFP

Плазмидами (pLuc1–4), содержащими фраг-
менты 5'-фланкирующей области гена AFP,
трансфицировали клетки линий HepG2 и PLC и
через 24 ч определяли люциферазную активость
(рис. 2). Значительное повышение люцифераз-
ной активности плазмиды pLuc1 по сравнению с
контролем (pL3-Basic) указывает на то, что эта
последовательность может способствовать тран-
скрипции гена AFP. Люциферазная активность
pLuc2 была значительно ниже, чем у pLuc1, что
указывает на ингибирование транскрипции обла-
стью –1871…–1004 п.н. Однако люциферазная
активность pLuc3 значительно превышала актив-
ность pLuc2, т.е. область –1004…–448 п.н. может
содержать последовательности, подавляющие
транскрипцию. Делеция области –448…–215 п.н.
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приводила к заметному снижению люциферазной
активности, т.е. эта часть последовательности мо-
жет способствовать транскрипции. Плазмида pLuc4
обеспечивала почти такую же активность люцифе-
разы, как и контрольная pGL-Basic, т.е. 215 п.н. вы-
шележащей последовательности гена AFP могут
вносить небольшой вклад в активацию тран-

скрипции или индуцирующие и ингибирующие
эффекты могут действовать антагонистически.
Нами проведен ПЦР-анализ содержания мРНК
люциферазы светлячка и получены такие же ре-
зультаты (рис. S1, см. Приложение на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2022/1/supp_
Zhang_rus.pdf). Следовало проанализировать
сайты связывания факторов транскрипции в раз-
ных последовательностях и детализировать спе-
цифические сайты регуляции транскрипции в
5'-фланкирующей области гена AFP.

Анализ сайтов связывания факторов транскрипции 
в 5'-фланкирующей области гена AFP

В начале 1990-х показали, что уровень экс-
прессии AFP контролируется двумя взаимоис-
ключающими транс-действующими факторами:
ядерным фактором гепатоцитов 1 (HNF-1) и P53.
HNF1 повышает уровень экспрессии AFP, тогда
как P53 ингибирует экспрессию. Ингибирующее
действие усиливалось после ацетилирования
Р53 гистонацетилазой р300 [7]. Анализ сайтов
связывания факторов транскрипции в 5'-флан-
кирующей области AFP (1871 п.н.) выявил четыре
сайта связывания NF1 в положении между –1871
и –1004 п.н. Эти данные, а также результаты,
представленные на рис. 2, свидетельствуют о том,
что четыре обнаруженных сайта связывания мо-
гут играть значимую роль в транскрипции гена.
Два сайта связывания P53 найдены между поло-
жениями –677 и –448 п.н. Транскрипционная ак-
тивность, как показано на рис. 2, значительно воз-
растает при делеции участка ‒1004…–448 п.н.,
что может быть ассоциировано с ингибирующим

Рис. 1. Конструирование плазмид с репортерным ге-
ном люциферазы, содержащих укороченные варианты
5'-области гена AFP. а – Схематическое изображение
5'-фланкирующей области гена AFP; б – электрофо-
реграмма ПЦР-амплифицированных 5'-укороченных
фрагментов гена AFP в агарозном геле.
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Рис. 2. Анализ люциферазной активности, обеспечиваемой 5'-укороченными фрагментами гена AFP в трансфициро-
ванных клетках HepG2 и PLC. Трансфекция плазмид, содержащих регуляторные последовательности разной длины,
в клетки HepG2 и PLC приводила к изменению люциферазной активности. Приведены репрезентативные результаты экс-
периментов, проведенных по меньшей мере в трех повторах: *p < 0.05, **р < 0.01 по сравнению с контролем.
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действием P53. Главная роль последовательности
–1004…–677 п.н. нуждается в дополнительной
верификации. В участке –448…–215 п.н. иденти-
фицирован только один сайт связывания HNF1.

Для проверки возможной роли этих сайтов в из-
менении транскрипционной активности скон-
струированы две плазмиды, содержащие сайты
связывания HNF1 на границе.

Рис. 3. Сайты связывания факторов транскрипции в 5'-фланкирующей области гена AFP. Сайт старта транскрипции
отмечен вертикальной стрелкой.
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Конструирование плазмид с укороченной 
5'-областью AFP на основе анализа сайтов 

связывания факторов транскрипции

Взяв за основу результаты анализа сайтов свя-
зывания факторов транскрипции, сконструиро-
вали дополнительные варианты плазмид с укоро-
ченными фрагментами 5'-области гена AFP
(pLuc1-1, pLuc2-1 и pLuc3-1) из исходных плаз-
мид pLuc1–4 (рис. 4а). Правильность конструк-
ций подтвердили с помощью ПЦР, электрофоре-
за в агарозном геле (рис. 4б) и секвенирования.

Картирование промоторного и сайленсерного 
элементов в 5'-фланкирующем субрегионе гена AFР

После предварительной верификации и пред-
сказания сайтов связывания факторов тран-
скрипции (рис. 2 и 3) и построили схему 5'-фланки-
рующей области гена AFP (рис. 5а). Сконструиро-
ванными плазмидами трансфицировали клетки
HepG2 и PLC. Люциферазную активность опреде-
ляли через 24 ч после трансфекции. Показано, что
люциферазная активность варианта, содержащего
фрагмент 1567 п.н., полученный в результате деле-
ции двух сайтов связывания HNF1, была значи-
тельно ниже, чем активность варианта размером
1871 п.н., что указывает на вклад этих двух сайтов
в промоторную активность. Люциферазная ак-
тивность варианта 1004 п.н. была значительно
ниже, чем активность варианта 1567 п.н., что сви-
детельствует о том, что сайты связывания HNF1 в

этой области также могут играть роль в тран-
скрипции гена AFP. Люциферазна активность ва-
рианта 677 п.н. практически не отличается  от ак-
тивности варианта 1004 п.н. Люциферазная ак-
тивность области размером 4486 п.н. значительно
превышала активность вариантов 677 и 1004 п.н.,
что свидетельствует об ингибирующем действии
сайтов связывания Р53 на транскрипцию гена AFP.
Варианты размером 287 и 215 п.н. не вызывали
значительного изменения люциферазной актив-
ности по сравнению с контролем, тогда как удале-
ние фрагмента –448…–287 п.н. снижало люцифе-
разную активность. Эти данные свидетельствуют о
том, что сайты связывания HNF1 в области меж-
ду –287 и –448 п.н. могут играть роль в транскрип-
ции гена, тогда как вклад фрагмента 287 п.н. мини-
мален. Можно также предположить, что эта по-
следовательность может быть мишенью других
ингибиторов. Плазмиды pLuc1, pLuc 1-1, pLuc2,
pLuc 2-1 и pLuc3 обеспечивали значительно более вы-
сокую люциферазную активность, чем pGL3-Basic.
Встроенные в них последовательности содержат ре-
гуляторные элементы, способствующие тран-
скрипции гена AFP или одновременно ингибирую-
щие и активирующие элементы, причем послед-
ние проявляют доминирующее действие (рис. 5б).
Мы провели ПЦР-анализ содержания мРНК лю-
циферазы и получили такие же результаты (рис. S2,
см. Приложение на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2022/1/supp_Zhang_rus.pdf).

Рис. 4. Конструирование плазмид с репортерным геном люциферазы, содержащих 5'-укороченные фрагменты гена
AFP, на основе результатов анализа сайтов связывания факторов транскрипции. а – Схема 5'-фланкирующей области
гена AFP; б – Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации 5'-укороченных фрагментов гена AFP в агарозном геле.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

AFP входит в суперсемейство альбуминов, ко-
торое включает AFP, сывороточный альбумин,
белок, связывающий витамин D, и альфа-альбу-
мин [8]. Изучение регуляторных участков гена
AFP проведено в прошлом столетии. Поиск по
ключевым словам “AFP gene expression” и “AFP
transcriptional regulation” в базе данных PubMed не
находит ссылок на работы последнего десятиле-
тия. К настоящему времени в регуляторных обла-
стях генов AFP мыши и крысы выявлены три
дальних энхансера, промотор и сайленсер, одна-
ко известно несколько работ, посвященных гену
AFP человека [9]. Хотя общая структура регуля-
торной области гена AFP у этих видов имеет зна-
чительное сходство, точная локализация и де-
тальная структура этих элементов у мыши, крысы
и человека имеют некоторые различия [10]. Экс-
прессия AFP характеризуется высокой тканевой
специфичностью и строгой временной регуляци-
ей. Во взрослой печени AFP почти не экспресси-

руется или экспрессируется на очень низком
уровне [11]. Показано также, что в разных линиях
клеток гепатомы с высоким, средним и низким
уровнем экспрессии AFP AT-мотив-связываю-
щий фактор 1 подтипа А (ATBF1) может ингиби-
ровать экспрессию гена AFP, подавляя актив-
ность энхансеров, а подтип В ATBF1 играет как
активирующую, так и ингибирующую роль [12].

Удаление фрагмента –677…–448 п.н. из плаз-
миды, содержащей регуляторную последователь-
ность транскрипции AFP, приводило к значитель-
ному повышению люциферазной активности, что
свидетельствует об увеличении транскрипционной
активности гена AFP. Анализ сайтов связывания
факторов транскрипции выявил два сайта связы-
вания Р53 в этой области. Ранее обнаружили, что
делеция Р53 связана с повышением экспрессии
AFP, тогда как ингибирование AFP устраняется
путем РНК-интерференции Р53 в клетках гепато-
мы [13]. Это согласуется с уже известными и но-
выми данными. HNF-1 – это активатор тран-

Рис. 5. Анализ люциферазной активности, обеспечиваемой различными 5'-укороченными фрагментами гена AFP че-
ловека в трансфицированных клетках HepG2 и PLC. а – Паттерны распределения HNF1 и P53; б – изменение люци-
феразной активности после трансфекции клеток HepG2 и PLC плазмидами, содержащими регуляторные последова-
тельности разной длины. *р < 0.05, **р < 0.01 по сравнению с контролем. Опыты проводили в трех повторностях.
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скрипции гена AFP. Нами обнаружено значитель-
ное снижение активности люциферазы после
удаления сайтов связывания HNF. Однако следу-
ет отметить, что сайты связывания HNF выявле-
ны в области –287…–215 п.н., но транскрипцион-
ная активность остается практически неизменной.
В этом участке обнаружены два сайта связывания
NF-1. Поскольку NF-1 является мощным ингиби-
тором активности промотора AFP, конкуренция
между NF-1 и HNF-1 может быть ключом к регу-
ляции транскрипционной активности [14]. Та-
ким образом, изменение баланса этих транс-дей-
ствующих факторов может строго регулировать
активность промотора гена AFP в ходе развития
печени и в канцерогенезе.

Примерно у 60–70% пациентов с НСС обнару-
жен аномальный уровень AFP в сыворотке, а ра-
нее показали важную роль реэкспрессии AFP в
развитии НСС [6, 15]. Хотя высказываются пред-
положения, что реэкспрессия AFP может быть
связана с активацией прогениторных клеток пе-
чени и с ослаблением ингибирующего действия
фактора транскрипции Р53. Однако механизм ре-
экспрессии AFP не установлен. Изучение функ-
ции AFP показало, что этот белок может способ-
ствовать пролиферации опухолевых клеток и инги-
бировать апоптоз, участвуя в избегании иммунного
контроля, активации PI3K/Akt и интерференции с
сигнальным путем каспазы-3 [16, 17]. Таким обра-
зом, изучение структуры регуляторной области гена
AFP позволит понять основы реэкспрессии AFP и
разработать подходы к терапии НСС. Хотя пока-
зано, что в области –4.0…–3.3 т.п.н. находятся
определенные энхансеры гена AFP, сайты связы-
вания факторов транскрипции локализованы
преимущественно в области –1.8 т.п.н. Считалось,
что между этими двумя участками расположена не-
функциональная область размером 1.5 т.п.н., по-
этому наше исследование было сфокусировано
на области –1.8 т.п.н. В дальнейшем мы объеди-
нили области –4.0…–3.3 и –1.8 т.п.н. с целью бо-
лее детального и всестороннего изучения регуля-
торных последовательностей гена AFP.
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STRUCTURAL ANALYSIS OF THE 5'-FLANKING REGION
OF HUMAN ALPHA-FETOPROTEIN ENCODING GENE

C. Zhang1, *, H. J. Zhao1, J. Wang1, W. Y. Zhou1, T. J. Zhang1, and C. B. Zhang1, **
1 National Center for Clinical Laboratories, Beijing Hospital, National Center of Gerontology;

Institute of Geriatric Medicine, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing, P. R. China
*E-mail: zc_mdy@163.com

**E-mail: cbzhang@nccl.org.cn

Alpha fetoprotein (AFP) is a growth factor and a signaling molecule that promotes the development of HCC.
However, the mechanism of the awakening of AFP in course of HCC progression remains unclear. We have
studied the structure of AFP 5'-flanking regulatory sequence using dual-luciferase reporter vectors with frag-
ments of this region. Reporter constructs were transfected into HepG2 and PLC hepatoma cell lines. The
AFP 5'-flanking regulatory sequence between –1871 bp and –1004 bp was promoting gene transcription,
while the effects of the sequence between –1004 bp and –667 bp were small. The fragment located between
positions –667 bp and –448 bp inhibited the transcriptional activity of the AFP gene, while the fragment lo-
cated between –448 bp and –287 bp promoted expression of AFP. The effects of the adjacent promoter se-
quence were small. A variety of transcription factor binding sites were mapped.

Keywords: alpha-fetoprotein, transcriptional regulation, 5'-flanking region, promoter, silencer
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rs13360222 СНИЖАЕТ АКТИВНОСТЬ ЭНХАНСЕРА ГЕНА HAVCR2
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Рецептор TIM-3, кодируемый геном HAVCR2 (Hepatitis A Virus Cellular Receptor 2), относится к
группе иммунологических “контрольных точек” (checkpoints) и выполняет важную роль в предот-
вращении развития аутоиммунных реакций. Этот рецептор экспрессируется на поверхности раз-
личных иммуноцитов. С одной стороны, роль TIM-3, представленного на Т-клетках, активно изу-
чается в контексте поиска перспективных терапевтических мишеней при иммунотерапии рака, с
другой стороны, его функции в клетках миелоидного ряда остаются малоизученными. Нами прове-
ден делеционный анализ промоторной области гена HAVCR2, функционально охарактеризован его
энхансер и изучено влияние ряда однонуклеотидных полиформизмов (SNP) на активность этих ре-
гуляторных элементов в релевантной модели макрофагоподобных клеток человека – активирован-
ной моноцитарной линии U937. Показано, что ассоциированные с развитием ряда патологий SNP
rs10515746(А) и rs4704853(А), находящиеся в промоторе гена HAVCR2, не влияют на активность это-
го регуляторного элемента в активированных моноцитах. Однако в энхансере, в третьем интроне ге-
на, находится SNP rs13360222, минорный T-вариант которого значимо снижает способность энхан-
сера активировать промотор HAVCR2, предположительно вследствие ослабления связывания ядер-
ного рецептора ESR2.

Ключевые слова: HAVCR2, TIM-3, однонуклеотидные полиморфизмы, регуляция транскрипции,
промотор, энхансер
DOI: 10.31857/S0026898422010116

ВВЕДЕНИЕ

Иммунологическая контрольная точка (immu-
nological checkpoint) TIM-3 ‒ белок, который изна-
чально был охарактеризован как маркер T-лимфо-
цитов, продуцирующих интерферон-γ (IFNγ). TIM-
3 играет ключевую роль в ингибировании Th1 им-
мунного ответа и продукции провоспалительных
цитокинов, таких как фактор некроза опухолей
(TNF) и IFNγ, поэтому дисрегуляция его экспрес-
сии может приводить к развитию аутоиммунных
патологий [1]. TIM-3 представлен на Т-лимфоци-

тах, а также на клетках врожденного иммунитета,
таких как макрофаги, дендритные клетки, есте-
ственные киллерные (NK) клетки и натуральные
Т-киллеры (NKT) [2]. T-клеточный TIM-3 актив-
но исследуют в качестве мишени при иммуноте-
рапии онкологических заболеваний, однако его
функции в других иммуноцитах изучены хуже.
Появляется все больше данных по ингибиторной
роли TIM-3 и в клетках миелоидного ряда диффе-
ренцировки. Например показано, что TIM-3, при
участии своего лиганда фосфатидилсерина, опо-
средует фагоцитоз апоптотических клеток и сти-

Сокращения: ChIP-Seq (chromatin immunoprecipitation-sequencing) ‒ иммунопреципитация хроматина с последующим сек-
венированием; ESR2 (estrogen receptor 2) ‒ β-рецептор эстрогена; HAVCR2 (hepatitis A virus cellular receptor 2) ‒ клеточный
рецептор-2 вируса гепатита А; NK (natural killer cell) ‒ естественные киллеры; PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) ‒ фор-
бол-12-миристат-13-ацетат; SNP (single-nucleotide polymorphism) ‒ однонуклеотидный полиморфизм; TIM-3 (T-cell immu-
noglobulin and mucin-domain containing protein 3) ‒ белок-3, содержащий Т-клеточный иммуноглобулин и муцин-домен;
TLR (Toll-like receptor) ‒ Toll-подобный рецептор; ТФ – транскрипционный фактор.

УДК 577.21

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА
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мулирует кросс-презентацию антигена CD8+

дендритными клетками in vitro и in vivo [3]. Другой
лиганд TIM-3 – HMGB1 – играет важную роль в
осуществлении транспорта нуклеиновых кислот
в эндосомы для дальнейшего их распознавания
рецепторами врожденного иммунитета в денд-
ритных клетках. Так, инфильтрирующие опухоль
дендритные клетки экспрессируют повышенный
уровень TIM-3, который, связываясь с HMGB1,
блокирует его функции и таким образом супрес-
сирует опосредованный паттернраспознающими
рецепторами иммунный ответ против опухолевых
нуклеиновых кислот [4].

Yang с соавт. [5] показали, что TIM-3 ‒ негатив-
ный регулятор опосредованного Toll-подобными
рецепторами (TLR) иммунного ответа макрофагов.
Подавление экспрессии TIM-3 приводит к повы-
шенной активации макрофагов в эксперименталь-
ной мышиной модели сепсиса, что способствует
формированию системного воспалительного отве-
та, тогда как сверхэкспрессия TIM-3 в макрофагах
подавляет TLR-зависимую продукцию провоспа-
лительных цитокинов. В NK-клетках TIM-3 слу-
жит маркером их активации или созревания и мо-
жет подавлять NK-зависимую цитотоксичность
[6]. У пациентов с тяжелой формой меланомы по-
давление TIM-3 способствует восстановлению ак-
тивности NK-клеток [7]. В связи c широким спек-
тром функций TIM-3 на разных типах клеток де-
тальное изучение его роли в биологии не только
Т-лимфоцитов, но и других популяций иммуноци-
тов, в частности макрофагов, вовлеченных в про-
тивоопухолевый иммунный надзор, относится к
важной задаче современной онкоиммунологии.

Нами исследовано два однонуклеотидных по-
лиморфизма (SNP) промоторной области гена
HAVCR2, ассоциированных с риском развития
различных патологий: rs10515746 и rs4704853. Вы-
сокая частота минорного аллеля rs10515746(T) на-
блюдается в группе пациентов с раком желудка,
эссенциальной тромбоцитемией, ревматоидным
артритом и болезнью Крона [8‒11]. Частота ми-
норного варианта rs4704853(А) бывает повышена
у пациентов с раком молочной железы по сравне-
нию с представителями контрольной группы [12].
В результате проведенного анализа регуляции
экспрессии репортерного гена мы выяснили, что
эти SNP не оказывают влияния на активность
промотора HAVCR2 в клеточной модели активи-
рованных моноцитов человека. Кроме того, мы
функционально охарактеризовали энхансерную
регуляторную область, находящуюся в третьем
интроне гена HAVCR2, и выявили влияние ми-
норного варианта SNP rs13360222(Т) в этой обла-
сти на способность энхансера активировать про-
мотор TIM-3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоинформатическое определение границ регу-
ляторных последовательностей и выбор SNP. Для
определения границ промоторов и энхансеров
использовали сервис USCS Genome Browser,
сборка GRCh37/hg19 (http://genome.ucsc.edu), со-
держащий большой набор эпигеномных данных
ENCODE [13]. Основными параметрами для вы-
бора границ регуляторных последовательностей
было наличие пиков ацетилирования Lys27 ги-
стона H3 (H3K27Ac), Lys9 гистона H3 (H3K9Ac),
моно- и триметилирования Lys4 гистона H3
(H3K4me1, H3K4me3), а также данные по чув-
ствительности к ДНКазе I и наличию сайтов по-
садки транскрипционных факторов (ТФ), опре-
деленных ранее методом иммунопреципитации
(ChIP-Seq) [14]. Расположение полиморфизмов в
сайтах посадки ТФ оценивали с помощью ресур-
са GTRD [15] на основе данных ChIP-Seq. Влия-
ние альтернативных вариантов полиморфизмов
на вероятность связывания релевантных ТФ про-
водили с помощью сервиса PERFECTOS-APE
[16] с использованием баз данных HOCOMOCO11
[17], JASPAR [18] и SELEX [19]. Учитывали фак-
торы, для которых различие в аллеле SNP давало
наименьшее p-значение для мотива связывания
(p-value < 0.0005) и наибольшее изменение силы
связывания ТФ (fold change > 5.0).

Создание репортерных конструкций. Для созда-
ния репортерных конструкций разные варианты
промотора (1 992, 1 505, 453, 199, 97, 32 п.н.) и пред-
полагаемый энхансер (1 025 п.н.) гена HAVCR2, а
также контрольный фрагмент схожего с энхансе-
ром размера (1 080 п.н.) из первого интрона гена
STAT3 (не проявляет энхансерной активности) [20]
амплифицировали методом полимеразной цепной
реакции (ПЦР) с использованием очищенной ге-
номной ДНК человека (“Евроген”, Россия) и пар
праймеров, указанных в табл. 1. Контрольную по-
следовательность использовали, чтобы исклю-
чить влияние размера плазмиды на уровень сиг-
нала в люциферазных тестах. Последовательно-
сти промотора были клонированы в вектор pGL3-
basic (“Promega”, США) по сайтам HindIII/NcoI
перед геном люциферазы. Последовательности
энхансера и контрольного участка клонировали
после гена люциферазы по сайтам BamHI/SalI.
Растворы плазмид получали с помощью набора
Plasmid Midiprep (“Евроген”). Для получения по-
следовательностей промоторов и энхансеров, со-
держащих альтернативные аллели полиморфиз-
мов, использовали праймеры с точечной мутаци-
ей на месте SNP по методу, описанному ранее [21,
22]. Все полученные конструкции верифициро-
вали секвенированием по Сэнгеру.

Клеточные линии. Моноцитарную клеточ-
ную линию U937 [23] культивировали в среде
RPMI-1640 с аланил-глутамином (“ПанЭко”,



128

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

УВАРОВА и др.

Россия) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (FBS; “Biological Industries”, Изра-
иль), смеси антибиотиков (100 U/мл пенициллин и
100 мкг/мл стрептомицин), 10 мМ Na-соли HEPES
(“ПанЭко”) и 1% раствора незаменимых амино-
кислот MEM NEAA (“Gibco”, США) при 37°C и
5% CO2. Активацию моноцитарной линии U937
проводили в течение 24 ч при добавлении фор-
бол-12-миристат-13-ацетата (PMA), как описано
ранее [24].

Люциферазный тест. Трансфекцию клеток ис-
следуемыми репортерными плазмидами прово-
дили методом электропорации с использованием
Neon™ Transfection System (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США). В качестве внутреннего контроля
использовали плазмиду, содержащую ген люци-
феразы Renilla pRL-CMV (“Promega”, США). Че-
рез 24 ч после трансфекции клетки лизировали с
использованием набора Dual-Luciferase Reporter
Assay System (“Promega”) и с помощью люмино-
метра 20/20n (“Turner BioSystems”, США) изме-
ряли сигнал от люцифераз Lampyridae и Renilla,
как описано ранее [25]. Сигнал от люциферазы
Renilla использовали для нормализации на внеш-

ние вариабельные параметры: эффективность
трансфекции и лизиса клеток и т.п.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стический анализ данных проводили с помощью
программного обеспечения GraphPad Prism (вер-
сия 6.01 для Windows, GraphPad Software, США;
www.graphpad.com). Для определения степени
достоверности использовали двусторонний не-
парный t-критерий Стьюдента. Данные были
получены не менее чем в трех независимых экс-
периментах и представлены как среднее значе-
ние ± стандартная ошибка среднего (SEM). Зна-
чимое различие идентифицировали при значе-
нии P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Альтернативные варианты SNP rs10515746

и rs4704853 не влияют на активность промотора 
HAVCR2 в активированных моноцитах U937
Границы регуляторных элементов гена HAVCR2

определяли с помощью геномного браузера UCSC
Genome Browser, предоставляющего доступ к ан-
нотациям геномов большого числа видов и позво-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные при получении репортерных плазмид, содержащих исследуемые
промоторы и энхансеры

Название олигонуклеотида Последовательность (5' → 3')

Праймеры для клонирования регуляторных элементов гена HAVCR2
promHAVCR2-nested-F GAAATGAGCAGAAAACAAAGTGGT
promHAVCR2-nested-R CATATTCCTGCTCCCCGACA
promHAVCR2-BsaI(NcoI)-R TTAAGGTCTCCCATGGAGCTTGCAGAAGAAAAG
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-1992 TTTTGGTCTCAAGCTTGAACACAGGAGGCGGA
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-1505 TTTTGGTCTCAAGCTTAACAGCCTGACCAACATGGAG
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-453 TTTTGGTCTCAAGCTTTGATTTGAGTGAATGAATCCATG
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-199 TTTTGGTCTCAAGCTTAATGTGACTGTAGACCTGGCA
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-97 TTTTGGTCTCAAGCTTATTGTGGAGTAGACAGTTGGA
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-32 TTTTGGTCTCAAGCTTAGGTGTCCTCTGACTTTTCTTC
enhHAVCR2-F-BamHI TTTTGGATCCCAATGGTGTGATCTCGGCTCA
enhHAVCR2-R-SalI TTTTGTCGACGAGAAGGGAGACAGGGTTGC
ContrEnh-F-BamHI AGGATCCGGATTACAGGTGTATTTCACCAT
ContrEnh-R-SalI TATGTCGACGTTGATGTAATTCCTTTAAATCTAT

Праймеры для введения минорных вариантов полиморфизмов
Overlap_ rs10515746_promHAVCR2_T_F GGGAGTTGCTATGGTCTGTAAATGTGAG
Overlap_rs10515746_promHAVCR2_A_R ACAGACCATAGCAACTCCCAGCATAAGC
Overlap_ rs4704853_promHAVCR2_T_F GCCTCTTGGGGTAGGGGAGAGG
Overlap_rs4704853_promHAVCR2_A_R CTACCCCAAGAGGCTTTGGCCATGA
Overlap_rs13360222_enhHAVCR2_A_F GCTGGGCAACATGACCCTCTTCATA
Overlap_rs13360222_enhHAVCR2_T_R AGGGTCATGTTGCCCAGCCACC
Overlap_rs73308313_enhHAVCR2_T_F CTTGGGTTAGTCATTTCACTTCCCTAAT
Overlap_rs73308313_enhHAVCR2_A_R GGAAGTGAAATGACTAACCCAAGGTC
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ляющего выявлять регуляторные последовательно-
сти на основании эпигенетических признаков. В
качестве промоторной области гена HAVCR2 был
выбран участок генома размером 1 992 п.н. (chr5:
156535992‒156537986, сборка GRCh37/hg19; рис. 1)
с соответствующими эпигенетическими метка-
ми: повышенная чувствительность к ДНКазе I,
высокая плотность сайтов связывания ТФ, а так-
же модификации гистонов H3K4me3, H3K27Ac и
H3K9Ac. В этой области были отобраны два неко-
дирующих SNP: rs10515746 и rs4704853, ‒ ассоци-
ированных с риском развития различных патоло-
гий, ‒ с целью изучить их влияние на активность
промотора гена HAVCR2. Для этого несколько вари-
антов промотора гена HAVCR2, содержащих минор-
ные либо мажорные аллели этих SNP, клонировали
в репортерный вектор pGL3-basic перед кодирую-
щей последовательностью гена люциферазы.

Способность выбранных SNP влиять на актив-
ность соответствующего промотора анализирова-
ли с использованием люциферазного теста в мо-
дели активированных моноцитов – стимулиро-
ванных PMA клеток линии U937 [26]. Оказалось,
что альтернативные варианты исследуемых поли-
морфизмов rs10515746 и rs4704853 не оказывают
влияния на активность промотора HAVCR2 в ак-
тивированных моноцитах (рис. 2а).

На следующем этапе был проведен делецион-
ный анализ промотора, содержащего более рас-
пространенные аллели исследуемых SNP. Для
этого в плазмиду pGL3-basic перед геном люци-
феразы клонировали пять вариантов промотор-
ных последовательностей длиной 1 505, 453, 199,
97 и 32 п.н. до старта трансляции гена HAVCR2
(рис. 2б). Промоторная активность достоверно не
различалась для делеционных вариантов промо-
тора длиной ≥ 199 п.н., что свидетельствует о том,
что в активированных моноцитах наиболее ак-
тивная область промотора располагается в преде-
лах 200 п.н. до старт-кодона гена HAVCR2. Резуль-
таты делеционного анализа объясняют, почему
расположенные вне функционально активной
области промотора гена HAVCR2 полиморфизмы
rs10515746 и rs4704853 не влияли на его актив-
ность в активированных моноцитах.

Минорный аллель полиморфизма rs13360222(T) 
снижает активность энхансерной области, 

расположенной в интроне 3 гена HAVCR2

В качестве потенциального энхансера была
выбрана область в интроне 3 гена HAVCR2 разме-
ром 1 025 п.н. (chr5: 156527046‒156528070, сборка
GRCh37/hg19; рис. 1), содержащая эпигенетиче-

Рис. 1. Схема расположения изучаемых SNP и предполагаемых регуляторных элементов локуса гена HAVCR2. Промо-
торная область HAVCR2 обозначена красным, предполагаемый энхансер – синим. Вертикальными линиями указано
расположение изучаемых SNP. Гистограммы отражают уровни модификаций гистонов, ассоциированных с активны-
ми регуляторными участками (монометилирование H3K4, ацетилирование H3K27, H3K9) и активными промоторами
(триметилирование H3K4) в CD14+ моноцитах. Прямоугольниками отмечены кластеры гиперчувствительности к
ДНКазе I и сайты связывания факторов транскрипции (ТФ) по данным ENCODE ChIP-Seq. Схема построена на ос-
нове визуализации в UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19).

5 т.п.н.
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Рис. 2. Альтернативные варианты SNP rs10515746 и rs4704853 не влияют на активность промотора HAVCR2 в активи-
рованных моноцитах U937 (а) потенциально из-за их дистального расположения от функционально активной части
промотора (б). Уровень активности репортерной люциферазы в клетках, трансфицированных плазмидами на основе
репортерного вектора pGL3-basic, содержащих промотор гена HAVCR2 с мажорными вариантами исследуемых поли-
морфизмов (WT) и их минорными аллелями (а), либо содержащих различающиеся по длине варианты промотора
HAVCR2 (б). Гистограммы отражают уровень активности репортерной люциферазы, нормализованный на активность
люциферазы внутреннего контроля в активированных моноцитах U937. На виде (а) представлены результаты 5 экспе-
риментов в виде средних значений ± SEM; на виде (б) ‒ не менее 3 экспериментов в виде средних значений ± SEM.
*P < 0.05 ‒ достоверное различие от промотора размером 1 992 п.н. (непарный t-критерий Стьюдента); n.s. ‒ статисти-
чески недостоверное различие.
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ские метки H3K4me1, H3K9Ac и H3K27Ac, а так-
же кластеры повышенной чувствительности хро-
матина к ДНКазе I и потенциальные участки свя-
зывания ТФ, определенные методом ChIP-Seq.
Последовательность предполагаемого энхансера
клонировали в плазмиду pGL3-basic, в которую
предварительно был внесен промотор гена HAVCR2
(1 992 п.н.). В качестве контроля была создана ана-
логичная конструкция, где вместо потенциального
энхансера использована последовательность иден-
тичного размера из интрона 1 гена STAT3 (chr17:
40508494‒40509573, сборка GRCh37/hg19), не про-
являющая энхансерную активность (иррелевант-
ный контроль). В используемой репортерной си-
стеме энхансерная область в пять раз повышала
активность промотора гена HAVCR2 в активиро-
ванных PMA моноцитах U937 (рис. 3).

На следующем этапе сконструированы репор-
терные плазмиды, содержащие минорные вари-
анты полиморфизмов rs73308313 и rs13360222 в
энхансере гена HAVCR2. Для этих SNP нет ин-
формации об ассоциациях с заболеваниями, од-
нако, по данным ChIP-Seq биоинформатическо-
го ресурса GTRD, rs73308313 располагается в об-
ласти потенциального участка связывания ТФ
SPI1, а rs13360222 – ESR2. Кроме того, по данным

ресурса PERFECTOS-APE, минорные варианты
rs73308313(А) и rs13360222(Т) понижают расчет-
ную аффинность сайтов этих ТФ, что может ука-
зывать на их потенциальную роль в изменении
регуляторных свойств энхансера в зависимости
от представленного аллеля. Нами показано, что
альтернативные аллели SNP rs73308313 не оказы-
вали достоверного влияния на способность эн-
хансера активировать промотор гена HAVCR2, то-
гда как введение в последовательность энхансера
минорного варианта rs13360222(Т) приводило к
значимому снижению активности промотора
HAVCR2 (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Накопление больших объемов данных, полу-
ченных на образцах от пациентов, в сочетании с
полногеномным поиском ассоциаций (genome-
wide association studies, GWAS) позволяет связать
геномные характеристики с предрасположенно-
стью к прогрессии определенных заболеваний.
Однако информация об ассоциациях не объясня-
ет механизмов влияния генетической составляю-
щей и носит только диагностический характер
[27]. В частности, SNP, выявляемые в ходе GWAS,
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требуют дальнейшей функциональной аннота-
ции. С целью изучить особенности регуляции ге-
на HAVCR2 в активированных моноцитах мы про-
анализировали влияние SNP rs10515746 и rs4704853,
ассоциированных с онкологическими и/или ауто-
иммунными заболеваниями, на активность промо-
тора этого гена. Согласно полученным результатам,
альтернативные варианты исследуемых полимор-
физмов не оказывают влияния на активность
промотора гена HAVCR2 в клеточной модели ак-
тивированных моноцитов U937. Мы также прове-
ли делеционный анализ промотора и выяснили,
что для относительно высокой активности про-
мотора в использованной экспериментальной си-
стеме достаточно области размером около 200 п.н.
до старт-кодона TIM-3. Следовательно, отсут-
ствие влияния разных аллелей исследуемых по-
лиморфизмов промотора rs10515746 и rs4704853
на его активность может быть связано с их распо-
ложением в дистальной области, не оказываю-
щей принципиального влияния на активность
промотора.

Кроме того, мы функционально охарактеризо-
вали энхансер, располагающийся в интроне 3 ге-
на HAVCR2. Присутствие в составе репортерных
конструкций энхансерного элемента приводило
к пятикратному повышению активности промо-
тора HAVCR2 в клеточной модели активированных

человеческих моноцитов. Эти результаты служат
дополнительным подтверждением универсально-
сти вышеописанных эпигенетических подходов
для выбора потенциальных регуляторных элемен-
тов в геноме [28]. Мы проанализировали полимор-
физм rs13360222, расположенный в анализируе-
мом энхансере, и, по нашим данным, его минор-
ный вариант Т значимо снижает активность
промотора гена HAVCR2 в активированных моно-
цитах. По данным ChIP-Seq этот SNP располага-
ется в области связывания ТФ ESR2, кроме того,
согласно данным ресурса PERFECTOS-APE, при
наличии минорного варианта rs13360222(Т) в эн-
хансерной последовательности снижается рас-
четная аффинность существующего сайта связы-
вания ESR2. Согласно данным ресурса The Tissue
Atlas, ESR2 экспрессируется в клеточной линии
U937 [29], кроме того, была показана экспрессия
ESR2 в активированных моноцитах [30], что под-
тверждает возможное участие этого ТФ в регули-
ровании экспрессии HAVCR2 в использованной
нами клеточной модели. Ранее показано, что ак-
тивация эстрогенового рецептора ESR2 может
приводить к многократной стимуляции экспрес-
сии гена HAVCR2 в клетках остеосаркомы [31].
Также известно, что эстроген стимулирует экс-
прессию TIM-3 на иммунных клетках, участвую-
щих в воспалительных процессах тканей сердца,

Рис. 3. Минорный аллель SNP rs13360222(T) снижает активность энхансера гена HAVCR2 в активированных моноци-
тах U937. В левой части рисунка изображена схема плазмид на основе вектора pGL3-basic, содержащих репортерный
ген люциферазы под промотором гена HAVCR2, а также энхансеры с альтернативными аллелями: rs13360222 и
rs73308313. Вертикальными красными линиями обозначено расположение соответствующих SNP в энхансерной об-
ласти. Справа представлен уровень активности репортерной люциферазы в клетках, трансфицированных плазмида-
ми: с промотором HAVCR2; с промотором HAVCR2 и иррелевантной последовательностью, не обладающей энхансер-
ными свойствами (контроль); с промотором и разными вариантами предполагаемого энхансера HAVCR2. На графике пред-
ставлены результаты шести экспериментов в виде средних значений ± SEM. *P < 0.05 ‒ достоверное различие между
активностью энхансеров с мажорными вариантами SNP (WT) и минорным вариантом rs13360222(T); ***P < 0.001 ‒ досто-
верное различие от контрольной конструкции (непарный t-критерий Стьюдента); n.s. ‒ статистически недостоверное
различие.
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что может быть связано с различным уровнем
смертности от сердечных заболеваний у мужчин и
женщин [32]. Кроме того, влияние эстрогена на
экспрессию TIM-3 может быть связано с важной
ролью данного рецептора в формировании имму-
нологической толерантности при беременности,
а именно в предотвращении активации макрофагов
в ответ на антигены плода [33]. Таким образом, по-
лиморфизм rs13360222 может быть ассоциирован с
некоторыми патологиями, ассоциированными с
хроническим воспалением, а также с нарушением
течения беременности, посредством регуляции
транскрипции гена HAVCR2. Дальнейшее изучение
молекулярных механизмов влияния rs13360222(Т)
на регуляцию экспрессии TIM-3, в том числе и в
других популяциях иммунных клеток, представ-
ляется интересной задачей.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (проект
№ 19-14-00341).
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MINOR T ALLELE OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM rs13360222 
DECREASES THE ACTIVITY OF HAVCR2 GENE ENHANCER 

IN THE CELL MODEL OF HUMAN MACROPHAGES

А. N. Uvarova1, 2, A. S. Ustiugova1, N. A. Mitkin1, A. M. Schwartz1,
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TIM-3 receptor, encoded by Hepatitis A Virus Cellular Receptor 2 (HAVCR2) gene, belongs to the group of
“immunological checkpoints” and plays an important role in preventing the development of autoimmune re-
actions. This receptor is expressed on the surface of various immunocytes and its functions in myeloid cells
remain poorly understood, compared to the role of T cell specific TIM-3 that is actively studied in the context
of the search for promising therapeutic targets in cancer immunotherapy. During this study, we performed
deletion analysis of the promoter region of HAVCR2 gene, as well as functional characterization of its en-
hancer, and studied the effect of a number of single nucleotide polymorphisms (SNPs) on the activity of these
regulatory elements in the relevant model of human macrophage-like cells – activated U937 monocytes. We
have shown that SNPs rs10515746(A) and rs4704853(A) located in HAVCR2 gene promoter and associated
with the development of a number of pathologies, do not affect the activity of the promoter in activated
monocytes. However, a minor T variant of SNP rs13360222 located in the enhancer in the third intron of the
gene, significantly reduces the ability of the enhancer to activate HAVCR2 promoter, presumably due to weak-
ening of the binding of nuclear receptor ESR2 to the respective region.

Keywords: HAVCR2, TIM-3, single nucleotide polymorphisms, transcription regulation, promoter, enhancer
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Изучено влияние индукторов стресса эндоплазматического ретикулума (ЭПР) – дитиотреитола
(ДТТ) и селенита натрия (СН) – на экспрессию селенопротеинов ЭПР и маркеров апоптоза в клет-
ках линии MCF7 рака молочной железы. Показано, что ДТТ в концентрациях 1 и 5 мМ не влиял на
выживаемость клеток MCF7. Исходя из данных ПЦР в реальном времени и уровня маркеров стрес-
са ЭПР мы предполагаем, что ДТТ в использованных концентрациях вызывает в клетках MCF7 раз-
витие ЭПР-стресса по адаптационному пути, преимущественно с участием факторов транскрипции
IRE1 и ATF6, а также селенопротеинов SELS, SELK, SELT, SELM, SELN. Обработка клеток MCF7
0.01 мкМ СН приводила к снижению уровня мРНК всех исследуемых генов. При увеличении кон-
центрации СН до 0.1 мкМ наблюдалось повышение уровня экспрессии ключевых генов ЭПР-стрес-
са и маркеров апоптоза: CHOP, GADD34, PUMA, BIM, ATF4, sXBP, uXBP, AKT1, BAX, BAK. Согласно
полученным результатам, 0.1 мкМ СН инициирует развитие процесса, известного как “ответ на не-
правильную укладку белка” (unfolded protein response, UPR) по проапоптическому пути с участием
PERK, а также по альтернативному пути IRE1. СН в концентрации 1 мкМ также вызывает повыше-
ние уровня мРНК маркеров апоптоза, усиливает экспрессию сплайсированной формы XBP1, а так-
же сопровождается значительным снижением выживаемости опухолевых клеток. Мы предполага-
ем, что СН (1 мкМ) инициирует гибель клеток MCF7 по пути апоптоза. Показано, что в зависимо-
сти от природы и концентрации индуктора ЭПР-стресса в клетках активируются как адаптивные,
так и проапоптотические пути передачи сигналов UPR.

Ключевые слова: стресс эндоплазматического ретикулума, селенопротеины, селенит натрия, дитио-
треитол, апоптоз
DOI: 10.31857/S0026898422010062

ВВЕДЕНИЕ

Рак молочный железы – наиболее частая форма
рака у женщин и одна из основных причин смерт-
ности от онкологических заболеваний [1]. Однако
эффективность препаратов, применяемых в хи-
миотерапии рака молочной железы, ограничена

развитием лекарственной резистентности рако-
вых клеток [2, 3].

Один из возможных процессов, приводящих к
апоптотической гибели клеток, – стресс эндоплаз-
матического ретикулума (ЭПР-стресс) – процесс,
в развитии которого огромное значение имеет на-
рушение фолдинга белков, приводящее к развитию

Сокращения: ASK1 – цитозольная серин/треониновая протеинкиназа семейства MAP3K5, регулирующая апоптотические
сигналы; ATF4 и ATF6 – активирующие факторы транскрипции 4 и 6 соответственно; Bak, Bax, Bim – белки-индукторы
апоптоза, относящиеся к семейству Bcl2; CHOP – белок, гомологичный белку, связывающему CCAAT-энхансер; DIO2 –
иодтиpозиндеиодиназа 2; IRE1 – инозитолзависимый фермент 1; GADD34 – белок 34, вызывающий прекращение роста и
повреждение ДНК; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфат–дегидрогеназа; PUMA – активируемый p53 проапоптотический
белок; SELK, SELN, SELS, SELM, SELT, SELI, SEP15 – селенопpотеины K, N, S, M, T, I, 15 cоответcтвенно; UPR – ответ
на неправильную укладку белка (unfolded protein response); XBP1 – фактор транскрипции, X-box-связывающий белок-1;
АФК – активные формы кислорода; ДТТ – дитиотреитол; СН – селенит натрия; ОУЭ – относительный уровень экспрес-
сии; ПЦP – полимеpазная цепная pеакция; ЭПР – эндоплазматический ретикулум.

УДК 577.321

МОЛЕКУЛЯРНАЯ
БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



136

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

МАЛЬЦЕВА и др.

гомеостатического механизма, известного как от-
вет на неправильную упаковку белка (UPR). UPR –
это сложный комплекс взаимосвязанных сиг-
нальных путей, имеющих как адаптационную,
так и проапоптотическую направленность, но
объединенных общим пусковым механизмом,
который представлен триадой трансмембранных
белков – PERK, IRE1 и ATF6. В физиологиче-
ских условиях регуляторные домены этих триг-
герных белков находятся в просвете ЭПР и свя-
заны с иммуноглобулинсвязывающим белком
BiP (BiP/GRP78). С увеличением нагрузки на
ЭПР содержание свободных шаперонов в просве-
те уменьшается, в результате чего происходит дис-
социация BiP от этих белков, активация PERK,
IRE1 и ATF6 и запуск каскада сигнальных путей
UPR.

ЭПР-стресс может индуцироваться как физи-
ческими факторами и соединениями различной
химической природы, так и нарушениями мета-
болизма клетки [5–7]. Среди хорошо известных
индукторов ЭПР-стресса особое место занимают
селенсодержащие соединения. Одно из распро-
страненных соединений селена – селенит натрия
(СН) – широко используется в качестве потенци-
ального противоопухолевого cредства. СН оказы-
вает цитотоксическое, антипролиферативное и
проапоптотическое действие на раковые клетки
разной этиологии [8–16]. Основными механиз-
мами цитотоксического действия СН считаются
продукция активных форм кислорода (АФК),
дисфункция митохондрий с высвобождением ци-
тохрома с, активация каспаз и, как следствие,
окислительный стресс [17], а также образование
дисульфидных мостиков, что приводит к моди-
фикациям структуры белков и изменению их
конформации. Накопление неправильно сверну-
тых белков в просвете ЭПР приводит к стрессу
ЭПР с последующей активацией проапоптотиче-
ского сигнального пути UPR [18–22]. Показано,
что характер воздействия СН на клетки зависит
от концентрации: при низких концентрациях ин-
дуцируется остановка клеточного цикла в S-фазе,
в то время как высокие концентрации СН спо-
собствуют задержке клеточного цикла в фазе
G0/G1 [20]. Описан антиапоптотический эффект
СН, обусловленный ингибированием окисли-
тельного стресса, индуцированного токоферил-
сукцинатом (α-TOS), и стимуляцией механизма
аутофагии [21].

Одним из типичных индукторов ЭПР-стресса
является низкомолекулярный серусодержащий
восстанавливающий агент дитиотреитол (ДТТ).
Цитотоксическое действие ДТТ обусловлено на-
личием тиольной группы, при окислении кото-
рой образуется пероксид водорода. Повышенный
уровень пероксида водорода и других АФК, обра-
зующихся в реакции Фентона, вызывает, в конеч-
ном итоге, окислительный стресс и гибель клетки

[22, 23]. Кроме того, ДТТ приводит к гибели кле-
ток путем активации не связанного с митохон-
дриями пути апоптоза с участием каспазы 3. Это
подтверждается отсутствием деполяризации ми-
тохондриальной мембраны и раннего высвобож-
дения цитохрома с из митохондрий в цитозоль, а
также незначительной ролью каспазы 9 в индуци-
рованном ДТТ апоптозе [22].

Известно, что селенопротеины вовлечены в
процессы канцерогенеза, их рассматривают в
качестве маркеров онкологических заболеваний
[24–28]. Роль этих белков в регуляции стресса
ЭПР активно исследуется, при этом особый ин-
терес представляют селенопротеины, локализу-
ющиеся преимущественно в ЭПР, такие как
SELK, SELN, SELS, SELM, SELT, SEP15 и DIO2
[29–33]. Вклад этих селенопротеинов в гомеоста-
тическую функцию ЭПР становится все более
очевидным: они чувствительны к действию раз-
личных источников ЭПР-стресса, экспрессия
мРНК и количественное содержание самих бел-
ков существенно зависят от природы индуктора и
его концентрации. Подобные исследования про-
ведены нами ранее на раковых клетках линий HT-
1080 (фибросаркома) и DU 145 (карцинома про-
статы). Обнаружено, что уровни экспрессии семи
селенопротеинов-резидентов ЭПР по-разному
изменялись в зависимости от клеточной линии и
концентрации индуктора ЭПР [34–36]. Однако
характеристика некоторых белков in vivo ограни-
чена, а их связь с метаболической дисфункцией
только предполагается, что делает необходимым
изучение функций этих белков, их роли в ЭПР-
стрессе и патофизиологии метаболических забо-
леваний, в том числе в канцерогенезе. В настоя-
щей работе изучены молекулярные механизмы
развития ЭПР-стресса, роль селенопротеинов,
ключевых белков UPR и апоптоза в индукции
ЭПР-стресса посредством СН и ДТТ на примере
аденокарциномы молочной железы человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и реагенты. В работе использова-

ны: набор для анализа пролиферации клеток
МТТ (“Abcam”, Великобритания), антитела для
Вестерн-блотинга, включая анти-Gapdh, анти-
ATF4, анти-ATF6, анти-Xbp1 и вторичные анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(“Abcam”), СН (“Sigma Aldrich”, США), ДТТ
(“Sigma Aldrich”). Cуммарную РНК выделяли с
использованием реагента ExtractRNA (“Евро-
ген”, Россия). Использовали набор для проведе-
ния обратной транскрипции MMLV RT kit (“Ев-
роген”), 5-кратную реакционную смесь для ПЦР
в режиме реального времени qPCRmix-HS SYBR
(“Евроген”).

Культура клеток и реагенты. Работа проведена
на клетках линии MCF7 (аденокарцинома молоч-
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ной железы человека), приобретенных в АТСС
(Американская коллекция типовых культур кле-
ток, Manassas, США). Клетки культивировали в
среде DMEM с добавлением 10%-ной фетальной
сыворотки крупного рогатого скота.

Анализ пролиферации и жизнеспособности клеток.
Количество жизнеспособных клеток MCF7 и
скорость их пролиферации в каждом образце опре-
деляли с помощью МТТ-теста. Клетки высевали на
96-луночный планшет из расчета 5500 клеток/лун-
ку и инкубировали в течение 24 ч с СН (0.01, 0.1 и
1 мкМ) или ДТТ (1, 5 мМ). Далее клетки инкуби-
ровали в течение 3 ч с реагентом МТТ (20 мкл,
5 г/л в фосфатном буфере, pH 7.4) при 37°C. По-
сле инкубации клетки обрабатывали растворите-
лем МТТ в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре. Оптическую плотность растворов измеря-
ли при λ = 590 нм. Каждое измерение повторяли
трижды.

Выделение РНК, обратная транскрипция и ко-
личественная ПЦР в режиме реального времени.
Клетки MCF7 инкубировали в течение 24 ч с СН
(0.01, 0.1 или 1 мкМ) или ДТТ (1 или 5 мМ), а за-
тем выделяли суммарную РНК с использованием
реагента ExtractRNA, содержащего раствор фено-
ла и гуанидинизотиоцианата, в соответствии с

инструкциями производителя (“Евроген”). Кон-
центрацию РНК определяли спектрофотометри-
чески (NanoDrop ND-1000, “NanoDrop Technolo-
gies”, США) при длине волны 260 нм. Качество
РНК проверяли по сохранности 18S и 28S рРНК с
помощью электрофореза в 1%-ном агарозном ге-
ле. Растворы суммарной РНК хранили при тем-
пературе –75°С.

кДНК первой цепи синтезировали из 2 мкг
суммарной РНК, реакцию проводили в присут-
ствии oligo(dT)-праймеров и обратной тран-
скриптазы MMLV в соответствии с инструкциями
производителя (“Евроген”). Полученную кДНК
использовали в качестве матрицы для ПЦР в ре-
альном времени. ПЦР в реальном времени прово-
дили с помощью смеси qPCRmix-HS SYBR (“Ев-
роген”) на амплификаторе “ДТлайт 5” (“ДНК-
Технология”, Россия). Специфичность праймеров
и чистоту продуктов ПЦР проверяли с помощью
электрофореза в 2%-ном агарозном геле.

Ген GAPDH, кодирующий глицеральдегид-3-
фосфат–дегидрогеназу, использовали в качестве
референсного. Нуклеотидные последовательно-
сти праймеров к исследуемым генам и гену GAPDH
синтезированы фирмой “Евроген” (табл. 1).

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Прямой праймер 5' → 3' Обратный праймер 5' → 3'

GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG GCCAGTGAGCTTCCCGTT
SELT TCTCCTAGTGGCGGCGTC GTCTATATATTGGTTGAGGGAGG
SELM AGCCTCCTGTTGCCTCCGC AGGTCAGCGTGGTCCGAAG
SEP15 TACGGTTGTTGTTGGCGAC CAAATTGTGCTTCCTCCTGAC
SELK TTTACATCTCGAACGGACAAG CAGCCTTCCACTTCTTGATG
SELS TGGGACAGCATGCAAGAAG GCGTCCAGGTCTCCAGG
SELN TGATCTGCCTGCCCAATG TCAGGAACTGCATGTAGGTGG
DIO2 AGCTTCCTCCTCGATGCC AAAGGAGGTCAAGTGGCTG
CHOP GCTCTGATTGACCGAATGG TCTGGGAAAGGTGGGTAGTG
GADD34 CTCCGAGAAGGTCACTGTCC GACGAGCGGGAAGGTGTGG
PUMA CAGATATGCGCCCAGAGAT CCATTCGTGGGTGGTCTTC
BIM GGACGACCTCAACGCACAGTACGAG GTAAGGGCAGGAGTCCCA
ATF4 GTGTTCTCTGTGGGTCTGCC GACCCTTTTCTTCCCCCTTG
ATF6 AACCCTAGTGTGAGCCCTGC GTTCAGAGCACCCTGAAGA
XBPu ACTCAGACTACGTGCACCTC GTCAATACCGCCAGAATCC
XBPs CTGAGTCCGCAGCGGTGCAGG GGTCCAAGTTGTCCAGAATG
CAS3 GCATTGAGACAGACAGTGGTG AATAGAGTTCTTTTGTGAGCATG
CAS4 CACGCCTGGCTCTCATCATA TAGCAAATGCCCTCAGCG
MAP3K5 AACACCTGAAGCTTAAGTCCC TCAATGATAGCCTTCCACAGTG
MAPK-8 AAAGGGAACACACAATAGAAGAG GCTGCTGCTTCTAGACTG
BAX GGGCTGGACATTGGACTTC AACACAGTCCAAGGCAGCTG
BAK GAGAGTGGCATCAATTGGGG CAGCCACCCCTCTGTGCAATCCA
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Изменение уровня экспрессии мРНК исследу-
емых белков до и после обработки СН и ДТТ
определяли по формуле ОУЭ = 2–ΔΔСt, где ΔΔСt –
разница значений ΔСt для каждого гена до и по-
сле обработки клеток. Каждое значение ΔСt рас-
считывали по формуле ΔСt = Сt (исследуемый
ген) – Сt (референсный ген).

Вестерн-блотинг. Клетки MCF7 после инкуба-
ции СН или ДТТ трижды промывали ледяным
фосфатно-солевым буфером, далее гомогенизи-
ровали с помощью лизирующего буфера, содер-
жащего 100 мМ Трис-HCl pH 8.0, 0.15 мМ NaCl,
1 мМ EDTA, 1 мМ фенилметансульфонилфторид
(PMSF). Лизаты очищали центрифугированием
при 14000 g в течение 10 мин при 4°C. Белки раз-
деляли методом электрофореза в 12%-ном полиа-
криламидном геле (ПААГ) и переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану (“GE Healthcare”,
Франция). Неспецифическое связывание анти-
тел предупреждали, блокируя мембраны 5%-ным
обезжиренным молоком на шейкере в течение 1 ч
при комнатной температуре. Затем мембраны ин-
кубировали в течение ночи при 4°C с первичны-
ми антителами (все 1 : 200). После отмывки в
TBST мембраны с образцами инкубировали в те-
чение 1 ч с вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с пероксидазой хрена (1 : 5000). Связав-
шиеся антитела, конъюгированные с пероксида-
зой хрена, выявляли с использованием раствора
DAB (0.05% DAB в TBS + 10 мкл 30% Н2О2). Ден-
ситометрический анализ проводили, используя
программу Image J Software.

Статистический анализ. Для анализа данных,
построения графиков и статистической обработ-
ки использовали пакет программ Microsoft Excel
и GraphPadPrism 5. Данные нескольких (не менее
трех) независимых экспериментов объединяли и
анализировали с помощью t-теста Стьюдента. Зна-
чения p < 0.05 рассматривали как статистически зна-
чимые. Количество белка в образцах определяли по
методу Лоури. Уровень экспрессии белка количе-

ственно оценивали с помощью программы ImageJ.
На графиках приведены средние значения ± стан-
дартное отклонение (SD), вычисленные по ре-
зультатам трех независимых экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние СН и ДТТ на пролиферацию

и жизнеспособность клеток MCF7

На первом этапе работы с помощью МТТ-ана-
лиза мы проверили цитотоксические свойства
используемых нами индукторов стресса ЭПР на
клетках MCF7. Показано, что обработка клеток
ДТТ (1 и 5 мМ) и СН (0.01 мкМ) в течение 24 ч
практически не повлияла на их пролиферацию и
жизнеспособность. Оказалось, что СН постепен-
но снижает жизнеспособность клеток MCF7 с 94
до 62% (р < 0.05) по мере увеличения его концен-
трации с 0.01 до 1 мкМ соответственно (рис. 1).

Влияние СН и ДТТ на экспрессию мРНК генов 
селенопротеинов-резидентов ЭПР

Методом ПЦР в реальном времени проанали-
зированы изменения уровней экспрессии генов
семи селенопротеинов, локализующихся преиму-
щественно в ЭПР, в клетках MCF7, обработан-
ных селенсодержащим (СН) и серусодержащим
(ДТТ) индукторами ЭПР-стресса.

Результаты, представленные на рис. 2а, б, поз-
воляют считать, что при обработке клеток СН в
минимальной концентрации (0.01 мкМ) количе-
ство мРНК SELS, SELТ и SELN не меняется су-
щественно по сравнению с интактными клетка-
ми. Значительно увеличилась экспрессия гена
SELК (в 2 раза, р < 0.05), а уровни мРНК SELМ,
SEР15 и DIO2, наоборот, уменьшились. Повыше-
ние концентрации СН до 0.1 мкМ привело к значи-
тельному росту уровня экспрессии генов всех ис-
следуемых белков, что особенно заметно для DIO2
(в 3.2 раза, р < 0.05) и SELT (в 2.5 раза, р < 0.05). Вы-

Рис. 1. Цитотоксический эффект СН и ДТТ на линию клеток MCF7. Клетки инкубировали с СН и ДТТ в разных кон-
центрациях в течение 24 ч и определяли их жизнеспособность с помощью МТТ-теста. За 100% принимали значения,
полученные для необработанных клеток. Стандартные отклонения рассчитывали по результатам не менее трех неза-
висимых экспериментов.
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сокая концентрация СН (1 мкМ) практически не
повлияла на экспрессию генов SELT, SELK, SELS,
SEP15, но значительно усилила экспрессию мРНК
SELM (в 2.6 раза, р < 0.05), SELN (в 2.1 раза, р <
< 0.05) и DIO2 (в 1.9 раза, р < 0.05).

Воздействие ДТТ в концентрации 1 и 5 мМ на
клетки в течение 24 ч повысило экспрессию генов
почти всех исследуемых селенопротеинов по
сравнению с интактными клетками, за исключе-
нием DIO2 и SEP15, уровень экспрессии которых
не изменялся статистически значимо (рис. 2б).

Изменение экспрессии генов ключевых участников 
ЭПР-стресса при обработке клеток MCF7 СН

и ДТТ в разных концентрациях
С помощью ПЦР в реальном времени выявле-

ны значимые различия в уровнях мРНК исследу-
емых белков в клетках MCF7, обработанных в те-
чение 24 ч СН или ДТТ в разных концентрациях
(рис. 3а, б)

Интересно, что СН в низкой концентрации
(0.01 мкМ) вызывает значительное снижение
мРНК всех исследуемых генов, ассоциированных
с ЭПР-стрессом (рис. 3а). Добавка СН в более
высокой концентрации – 0.1 мкМ, приводит к ин-
версии описанного эффекта, уровень мРНК воз-

растает по сравнению с контрольными клетками.
Выявлено значительное увеличение экспрессии
следующих генов: CHOP (3.6 раза, р < 0.05),
GADD34, BIM, XBSs, BAK и MAPK8 примерно в
3 раза (р < 0.05) (рис. 3а).

Увеличение концентрации СН до 1 мкМ при-
водит к максимальному росту уровня мРНК
GADD34 – в 5 раз (р < 0.05), BAK и PUMA – в
4 раза (р < 0.05), а уровень мРНК MAP3K5, наобо-
рот, значительно снизился. Стоит отметить, что
при воздействии 1 мкМ СН на клетки в течение
24 ч экспрессия генов CHOP, ATF4, ATF6, XBP,
CAS3, CAS4 практически не отличалась от значе-
ний в контроле (рис. 3а).

ДТТ стимулировал усиление экспрессии по-
чти всех изученных генов в клетках MCF7: мРНК
XBPu – в 3 раза при добавке 1 и 5 мМ, MAP3K5 –
в 4 раза, при добавке 1 мМ ДТТ, CHOP, CAS4 и
GADD34 – более чем в 2 раза в присутствии 5 мМ
ДТТ. Исключение составили гены CHOP, BAX,
ATF4 – уровень их экспрессии снизился почти в
2 раза при инкубации клеток с 1 мМ ДТТ в тече-
ние 24 ч по сравнению с интактными клетками
(рис. 3б).

Рис. 2. Экспрессия мРНК селенопротеинов, резидентных в ЭПР – SELT, SELM, SEP15, SELК, SELS, SELN и DIO2 –
в линии клеток MCF7 после обработки различными концентрациями СН (а) и ДТТ (б) в течение 24 ч. Данные полу-
чены с помощью ПЦР в реальном времени и представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, вычис-
ленные по результатам не менее трех независимых экспериментов. В качестве внутреннего контроля для нормирова-
ния использовали ген GAPDH. За единицу (черная пунктирная линия) принят уровень каждой из исследуемых мРНК
в необработанных клетках.

4

3

2

1

0
SELT SELM SEP15 SELK

б 1 мМ ДТТ

Ур
ов

ен
ь 

эк
сп

ре
сс

ии
 м

РН
К

 

5 мМ ДТТ

SELS SELN DIO2

4

3

2

1

0
SELT SELM SEP15 SELK

а 0.01 мкМ СН
0.1 мкМ СН
1 мкМ СН

SELS SELN DIO2



140

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

МАЛЬЦЕВА и др.

Изменение экспрессии на уровне белка ключевых 
маркеров ЭПР-стресса (ATF4, ATF6, XBP1s, 

XBP1u) при обработке клеток MCF7 СН и ДТ
в разных концентрациях в течение 24 ч

Так как белки ATF4, ATF6, XBP1s, XBP1u явля-
ются ключевыми маркерами основных сигнальных
путей UPR, мы изучили изменение их уровня при
добавлении СН и ДТТ к клеткам MCF7.

Обнаружено повышение экспрессии мРНК и
количественного содержания ATF4, ATF6 и XBP1s в
клетках MCF7, обработанных 0.1 и 1 мкМ СН
(рис. 4в). Уровни экспрессии генов ATF4 и ATF6 и
сплайсированных форм XBP1 возрастали стати-
стически значимо (примерно в 2 раза по сравнению
с контролем), что подтверждено данными Вестерн-
блотинга (рис. 4а). При воздействии СН во всех ис-
пользованных концентрациях уровень экспрессии
белка XBP1s значимо не менялся (рис. 4а).

Влияние ДТТ (1 и 5 мM) на уровень экспрес-
сии белков отличалось от воздействия СН на
клетки MCF7. Уровень мРНК ATF4, ATF6, XBP1s
при инкубации клеток с 1 и 5 мМ ДТТ практиче-
ски не изменялся и не отличался от уровня в кон-
троле (рис. 4г). Исключением стал белок XBP1u,

уровень экспрессии которого увеличился почти в
2 раза при воздействии 5 мМ ДТТ. Таким обра-
зом, мы обнаружили противоположное действие
СН (во всех концентрациях) и ДТТ на уровень
экспрессии белка XBP1u – незначительное сни-
жение в случае СН и повышение в случае ДТТ,
что подтверждено результатами Вестерн-блотин-
га (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нарушение состояния и нормального функцио-
нирования клеток приводит к развитию стресса
ЭПР, который инициирует UPR-ответ, направлен-
ный на восстановление гомеостаза ЭПР, т.е. в
клетке начинают работать адаптивные сигналь-
ные пути, способствующие выживанию клеток,
в противном случае происходит переключение с
адаптивных процессов на проапоптотические.

Эти процессы происходят как в нормальных,
так и в онкотрансформированных клетках. Сле-
довательно, блокирование адаптивного пути
стресса ЭПР или стимуляция пути апоптоза мож-
но рассматривать как потенциальную противо-

Рис. 3. Экспрессия мРНК ключевых участников ЭПР-стресса и апоптоза в линии клеток MCF7, обработанных СН (а) и
ДТТ (б) в течение 24 ч. Данные получены с помощью ПЦР в реальном времени и представлены как среднее значение ± стан-
дартное отклонение, вычисленное по результатам не менее трех независимых экспериментов. Данные нормировали с
использованием GAPDH в качестве внутреннего контроля. За единицу (черная пунктирная линия) принят уровень
каждой из мРНК в необработанных клетках.
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опухолевую стратегию. Раковые клетки активи-
руют UPR для облегчения стрессового состояния
ЭПР как стратегию выживания и прогрессии
канцерогенеза. UPR играет важную роль в обес-
печении устойчивости опухолевых клеток к хи-
мио- или лучевой терапии [37, 38]. По-видимому,
существует возможность терапии рака, направ-
ленной на индукцию ЭПР-стресса, а также путем
ингибирования компонентов, участвующих в
адаптивном пути UPR и стимуляции апоптотиче-
ского пути. В нашей работе мы использовали хо-
рошо известные индукторы ЭПР-стресса – СН,

одно из наиболее распространенных соединений
селена, которое используют в качестве потенци-
ального противоопухолевого препарата, и ДТТ.
Оба индуктора ЭПР-стресса обладают высокой
активностью, благодаря чему вызывают глобаль-
ные модификации, изменяют конформацию бел-
ков и, как следствие, приводят к накоплению не-
правильно свернутых белков в просвете ЭПР. Мы
сравнили влияние СН и ДТТ на развитие ЭПР-
стресса. Эти вещества вызывают противополож-
ные модификации белков: так, СН образует в бел-
ках дисульфидные связи, а ДТТ, наоборот, восста-

Рис. 4. Экспрессия генов ключевых маркеров ЭПР-стресса: ATF4, ATF6, XBP1s, XBP1u в клетках MCF7, обработанных
СН и ДТТ в течение 24 ч. а – Вестерн-блот-анализ содержания белков ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u в клетках MCF7,
обработанных СН (0.01, 0.1 или 1 мкМ). б – Вестерн-блот-анализ содержания белков ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u в
клетках MCF7, обработанных 1 или 5 мМ ДТТ. в – Уровень экспрессии мРНК ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u относи-
тельно мРНК GAPDH (отн. ед.) в клетках MCF7, обработанных СН в разной концентрации. г – Уровень экспрессии
мРНК ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u относительно мРНК GAPDH (отн. ед.) в клетках MCF7, обработанных ДТТ в раз-
ной концентрации. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (SD), вычисленные по результатам
трех независимых экспериментов.
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навливает их. Важно подобрать такие концентра-
ции индукторов ЭПР, которые способствовали бы
пролонгированному ЭРП-стрессу и гибели рако-
вых клеток, не оказывая при этом цитотоксическо-
го эффекта на здоровые клетки, окружающие опу-
холь. В качестве раковых клеток мы выбрали
клетки линии MCF7, эпителиоподобной клеточ-
ной линии, полученной из инвазивной аденокар-
циномы протоков молочной железы человека.
Клетки линии MCF7 часто используют для изуче-
ния молекулярной биологии рака и цитотоксич-
ности противоопухолевых фармпрепаратов in vitro.
Цитотоксические свойства СН и ДТТ в возраста-
ющих концентрациях мы определяли при помо-
щи МТТ-анализа, который показал, что обработ-
ка опухолевых клеток 1 и 5 мМ ДТТ, а также
0.01 мкМ СН в течение 24 ч практически не влия-
ет на их пролиферацию и жизнеспособность.
Дальнейшее увеличение концентрации СН при-
водило к снижению выживаемости клеток MCF7.
Критической концентрацией СН, близкой к
LD50, оказалась 1 мкМ, так как мы наблюдали ги-
бель около 40% клеток. Очевидно, что именно эта
доза СН приводит к однозначному переключе-
нию механизмов ЭПР-стресса с адаптивных на
проапоптические и вызывает гибель опухолевых
клеток, предположительно по пути апоптоза. Да-
лее мы анализировали молекулярные механизмы
наблюдаемых явлений.

Большой интерес представляет роль селено-
протеома, т.е. совокупности всех селенсодержа-
щих белков организма, в развитии, росте и про-
грессии рака [25, 27, 28]. Мы сделали акцент на
семи селенопротеинах, резидентно присутствую-
щих в ЭПР, проанализировав изменение их экс-
прессии при воздействии на клетки MCF7 двух
индукторов ЭПР-стресса. Эти селенопротеины,
несмотря на сходное строение, обладают струк-
турными особенностями, различиями в тополо-
гии и выполняют различные функции: участвуют
в распознавании и регуляции окислительно-вос-
становительного статуса и правильного фолдинга
белков, в контроле потока Ca2+ и регуляции Са2+-
зависимой передачи сигналов и др. [29, 39]. Сни-
женная экспрессия селенопротеинов-резидентов
ЭПР связана с повышенным клеточным стрессом
и воспалением. Нами показано, что экспрессия
мРНК практически всех исследуемых селенопро-
теинов увеличивается как при воздействии 1 и
5 мМ ДТТ, так и 0.1 мкМ СН. Вероятно, эта кон-
центрация СН ассоциирована с развитием ЭПР-
стресса по адаптивному сигнальному пути UPR,
как и обе концентрации ДТТ.

Воздействие СН в низкой концентрации
(0.01 мкМ) приводило к снижению уровня экс-
прессии генов трех селенопротеинов – SELМ,
SEР15, DIO2. Единственным селенопротеином,
уровень мРНК которого значительно увеличил-

ся, был SELК (в 2 раза, р <0.05). Это позволяет
предположить, что большую роль в развитии
адаптационного пути на начальных стадиях ини-
циации ЭПР-стресса играет именно SELК. Пока-
зано, что подавление экспрессии SELK путем
РНК-интерференции усугубляло гибель клеток
HepG2 и апоптоз. Предполагается, что белок
SELК регулируется ЭПР-стрессом и играет важ-
ную роль в защите клеток HepG2 от апоптоза, вы-
званного индукторами стресса ЭПР [40]. Показано
также, что подавление экспрессии белка SELK со-
провождается окислительным стрессом и апопто-
зом в мышцах курицы [41]. Напротив, избыточная
экспрессия SELK защищает кардиомиоциты от
апоптоза благодаря своим антиоксидантным свой-
ствам [42]. Кроме того, SELK относится к тем се-
ленопротеинам, которые сами не обладают фер-
ментативной активностью, но используют остаток
селеноцистеина альтернативным образом, в основ-
ном при взаимодействии с другими белками ЭПР
[43]. Основные клеточные функции SELK – уча-
стие в пути деградации белка, связанного с ЭПР
(ERAD), регуляция потока Са2+ из ЭПР, а также
восстановление мембраны ЭПР. SELK входит в
состав мембранных комплексов ЭПР, связывает-
ся с SELS, валозин-содержащим белком (VCP; p97)
и Derlin, компонентами комплекса ERAD, кото-
рый облегчает транслокацию неправильно свер-
нутых белков из ЭПР в процессе UPR. SELK об-
ладает более высоким сродством к трансмем-
бранному белку Derlin-1, в то время как SELS
имеет более высокое сродство к Derlin-2, что ука-
зывает на потенциальную способность этих селе-
нопротеинов распознавать и регулировать транс-
локацию различных субстратов через канал Derlin в
мембране ЭПР [44, 45]. SELK также важен для го-
меостаза кальция, так как участвует в высвобож-
дении внутриклеточного кальция из ЭПР. Мож-
но предположить, что те селенопротеины, экс-
прессия которых снизилась при воздействии на
клетки MCF7 0.01 мкМ СН, незначимы на дан-
ном этапе, и клетка экономит свои метаболиче-
ские и энергетические ресурсы, чтобы макси-
мально быстро и безболезненно восстановить го-
меостаз ЭПР.

Селенопротеины М и N, как следует из харак-
тера изменения их экспрессии, вовлечены в эти
процессы, развиваемые как по адаптивному сце-
нарию, так и по апоптическому пути. Мы наблю-
дали повышение уровня мРНК в клетках MCF7,
обработанных как ДТТ (1 и 5 мМ), так и 1 мкМ
СН, при котором происходит гибель около 40%
клеток. Активно обсуждается участие SELМ и
SELN в проапоптическом пути развития ЭПР-
стресса. Увеличение экспрессии этих белков спо-
собствует выживаемости клеток, обеспечивая ан-
тиоксидантную защиту и регулируя гомеостаз
кальция [46–49]. Особый интерес представляет
повышение экспрессии DIO2 (в 3 и 2 раза) при
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обработке клеток 0.1 и 1 мкМ СН соответственно.
Объяснить этот результат довольно сложно, так
как подробно описана в основном роль данного
селенопротеина в активации тиреоидных гормо-
нов [50, 51]. Показано, что экспрессия DIO2 у
грызунов наиболее высока вскоре после рожде-
ния, что указывает на его потенциальное участие
в развитии мышц. DIO2 действует под контролем
фактора транскрипции Forkhead box O3 (FoxO3),
который регулирует такие клеточные функции,
как рост, развитие и метаболизм мышц. Интерес-
но, что FoxO3 играет важную роль в метаболизме
скелетных мышц, регулируя гликолитический и
липолитический поток, а также метаболизм ми-
тохондрий [42]. Дозозависимое усиление экс-
прессии мРНК DIO2 сложно объяснить исходя из
функциональной роли этого белка. Этот феномен
требует дальнейшего изучения. Экспрессия клю-
чевых участников ЭПР-стресса и маркеров апо-
птоза на уровне как мРНК, так и белка суще-
ственно менялась в зависимости от природы ин-
дуктора ЭПР-стресса и его концентрации.

Учитывая данные ПЦР в реальном времени и
Вестерн-блотинга, мы можем предположить, что
1 мМ ДТТ активирует сигнальные пути IRE1 и
ATF6 UPR с участием ASK1 (MAP3K5) киназы,
которая способствует увеличению экспрессии
белков апоптоза – BIM, PUMA и BAK. IRE1,
один из трех основных сенсорных белков UPR,
представляет собой бифункциональную молеку-
лу, содержащую в своей цитоплазматической ча-
сти домен с киназной активностью и С-концевой
домен с РНКазной активностью. Активация IRE1
включает ее олигомеризацию и трансаутофосфо-
рилирование киназных доменов. IRE1, после его
активации по каноническому пути, удаляет с по-
мощью РНКазного домена интрон из полнораз-
мерной мРНК XBP1, образуя фактор транскрип-
ции XBP1s, который активирует гены шаперонов.
Кроме того, IRE1 способен взаимодействовать с
адаптерным белком TRAF2 (фактор 2, ассоции-
рованный с рецептором фактора некроза опухо-
ли). Это взаимодействие инициирует каскад фос-
форилирования киназой ASK1 и завершается ак-
тивацией N-концевой киназы c-JUN (JNK).
Воздействие на клетки 5 мМ ДТТ приводило к ак-
тивации PERK сигнального пути UPR. Это под-
тверждается увеличением экспрессии мРНК ATF4
и нижерасположенных белков-маркеров апоптоза.
Так ATF4 обеспечивает индукцию CHOP, активи-
рованный CHOP индуцирует ряд генов, кодирую-
щих белки, участвующие в процессах апоптоза,
такие как GADD34, PUMA, BIM, BAX, CAS4
[52–54]. Также, вероятно, запускается путь IRE1,
что подтверждается возросшим уровнем мРНК
сплайсированной формы XBP. Следует отметить
довольно странные результаты, полученные нами
при анализе экспрессии мРНК ключевых участ-
ников UPR в клетках, обработанных низкой до-

зой СН (0.01 мкМ). Эти результаты, а именно,
снижение уровней мРНК всех исследуемых бел-
ков, участников ЭПР-стресса, сложно объяснить.
Можно предположить, что СН в концентрации
0.01 мкМ запускает IRE1-сигнальный путь UPR.
При этом IRE1 способен расщеплять множество
мРНК без специфичной выборки, в том числе и
мРНК изучаемых нами белков. Этот процесс из-
вестен как IRE1α-зависимый регулируемый рас-
пад (RIDD) [54, 55]. Другим возможным объяс-
нением снижения уровня мРНК, как это не уди-
вительно, может быть увеличение количества
селенопротеина К, которое мы наблюдали при
воздействии 0.01 мкМ СН. Это воздействие при-
водило к значительному увеличению в клетках
MCF7 уровня мРНК ATF4 и всех исследуемых
селенопротеинов, локализующихся в ЭПР. Воз-
можно, фактор транскрипции ATF4 в данном
случае стимулирует транскрипцию генов селено-
протеинов ЭПР, неактивных в нормальном фи-
зиологическом состоянии, но транскрибируемых
в условиях стресса, что мы и наблюдали. Воздей-
ствие на клетки MCF7 как 0.1, так и 1 мкМ СН
приводило к увеличению экспрессии ключевых
маркеров ЭПР-стресса на уровне как белка, так и
мРНК. Мы предполагаем, что СН в этих концен-
трациях способствует активации сразу двух проа-
поптотических сигнальных путей UPR: PERK и
IRE1. Это подтверждается увеличением уровня
мРНК таких маркеров апоптоза, как PUMA,
BIM, BAX и BAК. Если сравнить использованные
нами индукторы ЭПР-стресса (СН и ДТТ), мож-
но сделать следующие выводы. Используемые на-
ми соединения имеют разное строение, одно из
них содержит селен, другое серу, но оба действу-
ют сходным образом, провоцируя стресс ЭПР:
вызывают продукцию АФК, нарушают конфор-
мацию белков. Конформационные изменения в
случае СН возникают за счет образования ди-
сульфидных связей, в случае ДТТ – их восстанов-
ления. Нами показано, что данные соединения
затрагивают различные адаптивные и проапопто-
тические пути UPR. Для развития ЭПР-стресса
имеет значение также концентрация индуктора.
Нами показано, что СН является более сильным
стрессором, нарушающим гомеостаз ЭПР, а ДТТ –
более слабым. Таким образом, полученные нами
данные важны для понимания молекулярных ме-
ханизмов регуляции ЭПP-cтресса, вызванного
индукторами разной природы, и роли в этих про-
цессах селенопротеинов, локализующихся строго
в ЭПР. Мы полагаем, что подобные исследования
позволят проводить поиск потенциальных мише-
ней для онкотерапевтических препаратов и страте-
гий воздействия при онкологических заболеваниях.
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EFFECTS OF SODIUM SELENITE AND DITHIOTRITOL ON EXPRESSION
OF ER SELENOPROTEINS AND APOPTOSIS MARKERS

IN THE BREAST ADENOCARCINOMA CELLS MCF 7
V. N. Mal’tseva1, *, M. V. Goltyaev1, S. V. Novoselov1, and E. G. Varlamova1

1 Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
*e-mail: mvn3@mail.ru

This work is devoted to the study of the molecular mechanisms of the development of endoplasmic reticulum
(ER) stress and to the participation of ER selenoproteins in it, which are key proteins of the response to pro-
tein misfolding (UPR) and apoptosis, upon induction of ER stress by sulfur and selenium containing com-
pounds, dithiotreitol (DTT) and sodium selenite (SS), in breast adenocarcinoma cells (MCF 7). It was shown
that DTT at concentrations of 1 and 5 mM does not affect the survival of MCF 7 breast carcinoma cells.
Based on the real time PCR data and the protein expression level of the studied ER stress markers, we assume
that when MCF 7 cells were treated by 1 and 5 mM DTT, ER stress evolves along an adaptation pathway,
mainly with the participation of IRE1 and ATF6, aimed at restoring the metabolism and homeostasis of the
cell, without leading to its death. Our results confirm that ER selenoproteins are actively involved in these
processes, in particular – SELS, SELK, SELT, SELM, SELN. Treatment of MCF 7 cells with 0.01 μM SS
led to a decrease in mRNA of all studied genes. With an increase in the SS concentration to 0.1 μM, we ob-
served an increase in the expression level of all key ER stress genes and apoptosis markers: CHOP, GADD34,
PUMA, BIM, ATF4, sXBP, uXBP, AKT1, BAX, BAK. According to the obtained results, it can be assumed
that high concentrations of SS leads to the development of UPR via a proapoptic signaling pathway involving
PERK and an alternative IRE1 signaling pathway. 1 μM SS promoted the development of apoptosis, which
was confirmed by a significant increase in the level of mRNA markers of apoptosis, an increase in the expres-
sion of the spliced form of XBP1 and, as a consequence of these processes, a decrease in the survival of car-
cinoma cells by almost half. The results of this work demonstrate that the mechanisms of regulation of ER
stress and the role of ER selenoproteins in them depend on the nature and concentration of the ER stress in-
ducer, and lead to the activation of various UPR signaling pathways, both adaptive and proapoptic.

Keywords: stress of the endoplasmic reticulum, selenoproteins, sodium selenite, dithiothreitol, apoptosis
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Химерный белок TRIM5α-HRH – перспективный для генной терапии ВИЧ-инфекции фактор,
способный защитить клетки, блокируя ВИЧ-1 в цитоплазме. Разрабатываемая нами стратегия ген-
ной терапии ВИЧ-инфекции предполагает доставку гена TRIM5α-HRH в CD4+ Т-лимфоциты c по-
мощью лентивирусных векторов. Однако такие векторы, содержащие TRIM5α-HRH, имеют низкий
инфекционный титр, что препятствует эффективной модификации Т-клеток. Нами установлено,
что одной из причин низкого титра является белок TRIM5α-HRH, присутствующий в клетках
HEK293T во время наработки псевдовирусных частиц. Другая причина – промотор Ef1α, входящий
в состав разрабатываемой нами конструкции, замена которого на промотор СMV приводит к пяти-
кратному повышению титра вируса. Полученные результаты позволили определить направления
дальнейшей оптимизации вектора, содержащего ген TRIM5α-HRH, с целью повышения его инфек-
ционного титра.

Ключевые слова: TRIM5α, TRIM5α-HRH, генная терапия, ВИЧ-1, Ef1α, лентивирусный вектор
DOI: 10.31857/S0026898422010104

ВВЕДЕНИЕ
ВИЧ-инфекция – неизлечимое на сегодняш-

ний день заболевание. Антиретровирусные (АРВ)
препараты подавляют репликацию вируса и сни-
жают вирусную нагрузку, но не позволяют полно-
стью элиминировать вирус из организма. По этой
причине ВИЧ-инфицированные пациенты вы-
нуждены принимать АРВ-препараты пожизнен-
но, что почти всегда сопряжено с побочными эф-
фектами. Режим приема этих препаратов должен
строго соблюдаться, в противном случае возрас-
тает риск возникновения устойчивых к АРВ-пре-
паратам вариантов вируса [1, 2]. Эти проблемы
заставляют искать новые подходы к лечению
ВИЧ-инфекции, один из которых – генная тера-
пия (ГТ), предполагающая введение генов, бло-
кирующих вирус, в геном CD4+ Т-лимфоцитов
или CD34+ стволовых гемопоэтических предше-
ственников, которые дают начало всем клеточ-
ным популяциям, вовлеченным в развитие ин-
фекции [3, 4]. Наиболее эффективным средством

доставки на сегодняшний день считаются ленти-
вирусные векторы (ЛВ), сконструированные на
основе ВИЧ. Они способны эффективно достав-
лять трансген в CD4+ Т-лимфоциты, обеспечи-
вать его встраивание в геном, поддерживать по-
стоянную экспрессию и возможность передачи
дочерним клеткам в процессе пролиферации [5].
Безопасность ЛВ подтверждена многочисленны-
ми доклиническими и клиническими исследова-
ниями препаратов на основе этих векторов для
лечения различных патологий [6–14].

Белки TRIM5α (TRIpartite Motif, 5α-изофор-
ма) способны блокировать различные ретровиру-
сы в цитоплазме клетки, причем спектр нейтра-
лизуемых вирусов специфичен для разных видов
млекопитающих [15, 16]. Так, белок TRIM5α ма-
каков резусов TRIM5α-rh (TRIM5α rhesus) спо-
собен предотвратить инфекцию ВИЧ-1, в то вре-
мя как человеческий гомолог huTRIM5α не защи-
щает клетки от ВИЧ-инфекции [17]. Созданный в
2005 году химерный белок TRIM5α-HRH (hu-
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man-rhesus hybrid) – это модифицированный
huTRIM5α, в котором 11 аминокислотных остат-
ков в PRYSPRY-домене, определяющем противо-
вирусную специфичность, заменены на 13 амино-
кислотных остатков из TRIM5α-rh [18]. В резуль-
тате такой замены белок TRIM5α-HRH приобрел
способность ингибировать репликацию ВИЧ-1 в
клетках человека [19].

TRIM5α-HRH – перспективный фактор для
ГТ ВИЧ-инфекции. Однако существуют сложно-
сти с производством ЛВ, содержащих данный
ген. При наработке такие ЛВ имеют низкий титр
[19, 20], что препятствует эффективной модифи-
кации CD4+ лимфоцитов и затрудняет дальней-
шее развитие ГТ. Настоящая работа посвящена
поиску причин низкого титра ЛВ, содержащих
TRIM5α-HRH.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование конструкций. ЛВ конструирова-
ли на основе вектора pLVX Puro (“Clontech”,
США), содержащего интактные длинные конце-
вые повторы (LTR), CMV-промотор и экспресси-
онную кассету PGK-puro. Из данного вектора с
использованием ранее описанной методики был
удален элемент cPPT (central polypurine tract), а
селективный маркер устойчивости к пуромицину
puro заменен на ген зеленого флуоресцентного
белка (eGFP) [21]. Полученная конструкция на-
звана pLVX eGFP. В результате удаления последо-
вательности промотора CMV из pLVX eGFP по
сайтам ClaI и BamH1 получена конструкция

eGFP-LV. Для получения Ef-PGK-eGFP-LV про-
мотор CMV в pLVX eGFP заменили на Ef1α по
сайтам ClaI и BamH1. Последовательность Ef1α
получена амплификацией геномной ДНК чело-
века с праймерами atcgataccgtcagtgggcaga и ggatc-
caggggtagttttcacga. Затем в Ef-PGK-eGFP-LV по
BamH1- и XbaI-сайтам встроили линкер с необ-
ходимыми сайтами рестрикции, полученный от-
жигом олигонуклеотидов gatcctgctagaattctcag-
catatggtct и ctagagaccatatgctgagaattctagcag. Гены
huTRIM5α и TRIM5α-HRH получены согласно [21]
и клонированы в pGEM-T (“Promega”, США). В
плазмидах pGEM-huTRIM и pGEM-TRIM-HRH
кодон atg в положении 47 заменили с помощью
сайт-направленного мутагенеза на taa и получили
в результате конструкции pGEM-huTRIM47TAA
и pGEM-TRIM-HRH47TAA. Далее последова-
тельности TRIM5α реамплифицировали и вста-
вили по сайтам EcoR1 и XbaI в Ef-PGK-eGFP-LV.
Для получения CMV-TRIM-HRH-LV амплифи-
цированный ген TRIM5α-HRH встроили в pLVX
eGFP по сайтам XhoI и XbaI. Праймеры для реам-
плификации, матрицы и полученные конструк-
ции указаны в табл. 1.

Для получения конструкции noEf-TRIM-
HRH-LV из вектора TRIM-HRH-LV по сайтам
ClaI и BamH1 удалили промотор Ef1α, вектор ли-
гировали сам на себя.

Клеточные линии. Клетки лимфобластоидной
линии SupT1 (ATCC CRL-1942) культивировали в
среде Advanced RPMI1640 (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США) c добавлением 2% фетальной сыво-
ротки крупного рогатого скота (FBS, “Gibco”,

Таблица 1. Праймеры для реамплификации генов TRIM5α, матрицы и названия полученных конструкций

* Реамплификация c данной парой праймеров приводила к замене кодона atg в положении 1 на taa.

Праймер (5' → 3') Матрица Конструкция

agcgaattccgccaccatggcttctggaatcctgg, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-TRIM-HRH TRIM-HRH-LV

agcgaattccgccaccatggcttctggaatcctgg, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-huTRIM huTRIM-LV

agcgaattctaagcttctggaatcctggttaatgta, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt*

pGEM-TRIM-HRH47TAA stopTRIM-HRH-LV

agcgaattctaagcttctggaatcctggttaatgta, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt*

pGEM-huTRIM47TAA stophuTRIM-LV

agcgaattctaagcttctggaatcctggttaatgta, 
gttctagattaccatccacaccctgaagcagctcca*

pGEM-huTRIM stop½huTRIM-N-LV

agcgaattcgcttcagggtgtggatggcgtcat,
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-TRIM-HRH ½TRIM-HRH-C-LV

agcgaattcgcttcagggtgtggatggcgtcat,
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-huTRIM ½huTRIM-C-LV

gaactcgagcgccaccatggcttctggaatcctgg, 
gttctagattatcaagagcttggtgagcacagagt

pGEM-TRIM-HRH CMV-TRIM-HRH-LV
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США) и L-глутамина до 4 мМ (“ПанЭко”, Россия).
Клетки линии HEK293T (ATCC® CRL-3216) куль-
тивировали в среде DMEM (“ПанЭко”) с 10% FBS
(“Gibco”) и 4 мМ L-глутамином (“ПанЭко”). Все
клеточные линии культивировали при темпера-
туре 37°C и 5% СО2.

Получение лентивирусных частиц. Для получе-
ния частиц, псевдотипированных VSV-G (белок G
вируса везикулярного стоматита), клетки HEK293T
трансфицировали смесью упаковочных плазмид
второго поколения (0.6 мкг pCMV-dR8.91, 0.1 мкг
pCMV-VSV-G [20] и соответствующей ЛВ кон-
струкцией (0.6 мкг) в 6-луночных культуральных
планшетах (“TPP”, Швейцария). Использовали ли-
нейный полиэтиленимин (PEI MAX 40000; “Poly-
sciences Inc.”, CША). Трансфекцию, сбор и хра-
нение ЛВ-частиц проводили согласно [20].

Вестерн-блотинг. Клетки линии HEK293T, со-
бранные после наработки лентивирусных частиц
с одной лунки, лизировали в 0.5 мл реагента для
лизиcа Proteojet (“Thermo Fisher Scientific”). Ли-
зат (10 мкл) использовали для нанесения на полиа-
криламидный гель с последующим переносом на
PVDF-мембрану Immun-Blot® (“BioRad”). Ис-
пользовали антитела: против β-актина (ab8227,
“Abcam”, Великобритания) 1 : 8000, против
TRIM5α (ab59000, “Abcam”) 1 : 500, вторичные
антикроличьи антитела, меченные пероксидазой
хрена (ab6721, “Abcam”) 1 : 12000.

Определение инфекционного титра псевдови-
русных частиц. Инфекционный титр псевдови-
русных частиц (единицы трансдукции/мл, или
ТU/мл) определяли путем титрования ЛВ-сус-
пензии на клеточной линии SupT1. Для этого из
свежеразмороженных аликвот ЛВ готовили се-
рию пятикратных разведений (1, 1/5, 1/25, 1/125),
которыми трансдуцировали 105 клеток в присут-
ствии 2 мкг/мл полибрена в объеме 0.3 мл на
48-луночном планшете (“TPP”). На следующий
день заменяли ростовую среду на свежую. Через
48 ч после трансдукции измеряли долю клеток,
экспрессирующих маркер eGFP (eGFP+ клетки)
с помощью проточного цитофлуориметра Novo-
Cyte Quanteon (“Agilent Technologies”, США).
Титр рассчитывали по формуле: a × 105 × d/v, где
a – доля eGFP+ клеток, 105 – общее количество
клеток, d – коэффициент разведения вируса, v –
объем вируса, добавляемый в лунку. При расчете
использовали разведения, в которых получали
культуру, содержащую не более 30% клеток eGFP+.
Для определения титра с помощью количествен-
ной ПЦР клетки SupT1, полученные после транс-
дукции разведениями ЛВ, культивировали в тече-
ние 3 недель, чтобы избавиться от остаточной
плазмидной ДНК, привнесенной в культуру вме-
сте с ЛВ-частицами. Клетки обрабатывали бензо-
назой (“Merck”, Германия) в разведении 1 : 37000 в
течение 1 ч при 37°C. Из клеточных линий, транс-

дуцированных различными количествами векто-
ра, выделяли ДНК и определяли число копий
вектора, встроенных в геном, используя прайме-
ры ccttgtataaatcctggttgctgtct, ggaaaggagctgacaggtggt
и зонд R6G-tcaggcaacgtggcgtggtgtg-BHQ2. Для
нормирования числа копий вектора (ЧКВ) на ко-
личество клеток использовали ген β-глобина
(праймеры gtcagggcagagcctctattgct, ccacatgcccagtttc-
tattggtct и зонд Fam-tgcccagggcctcaccacca-BHQ1),
получая среднее ЧКВ на клетку. В качестве количе-
ственного стандарта использовали линию клеток
SupT1, содержащую 1 копию встроенного ЛВ на
клетку. График зависимости среднего ЧКВ на
клетку от объема добавленного ЛВ (разведения
1/125, 1/25 и 1/5) строили в программе MS Exel.
По уравнению линейной аппроксимирующей
кривой вычисляли инфекционный титр вектора –
число трансдукционных единиц в 1 мл вирусной
суспензии.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Белки TRIM5α-HRH и huTRIM5α

снижают титр ЛВ

Одной из причин снижения титра ЛВ, содержа-
щих TRIM5α-HRH, может быть присутствие белка
TRIM5α-HRH в клетках-продуцентах HEK293T,
поскольку его гомолог – белок TRIM5α-rh –обла-
дает способностью снижать продукцию ВИЧ-1 и
ЛВ в культурах клеток HEK293T [22, 23]. Экс-
прессия TRIM5α-HRH во время наработки ЛВ
обеспечивается плазмидой, кодирующей вектор-
ную РНК.

Влияние белков TRIM5α на титр ЛВ оценива-
ли с использованием ЛВ-конструкций, схемы ко-
торых приведены на рис. 1а. Конструкции TRIM-
HRH-LV и huTRIM-LV содержат гены TRIM5α-
HRH и huTRIM5α под контролем промотора Ef1α,
а также маркерный ген eGFP под контролем про-
мотора PGK. Конструкции stopTRIM-HRH-LV и
stophuTRIM-LV лишены стартового кодона ATG и
содержат терминирующие кодоны в начале рамки
считывания, что препятствует инициации трансля-
ции белка (см. Экспериментальную часть). В каче-
стве контрольного ЛВ использовали eGFP-LV, со-
держащий только кассету для экспрессии маркер-
ного гена (рис. 1а). Эти конструкции использовали
для наработки псевдовирусных частиц (рис. 1б).
Эффективность подавления трансляции мы оце-
нивали, определяя количество белка TRIM5α в
клетках-продуцентах HEK293T с помощью ве-
стерн-блотинга (рис. 1б). В клетках с вектором
TRIM-HRH-LV обнаружено значительное коли-
чество белка. В клетках с вектором stopTRIM-
HRH-LV выявлен слабый сигнал, такой же, как и
в клетках с eGFP-LV. Сигнал в stopTRIM-HRH-LV
и eGFP-LV, по-видимому, обусловлен присут-
ствием эндогенного белка TRIM5α.
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Титры TRIM-HRH-LV и huTRIM-LV оказа-
лись в 20 раз ниже, чем титр контрольного век-
тора (рис. 1в). Установлено, что подавление
трансляции белков TRIM5α в ЛВ конструкциях
stopTRIM-HRH-LV и stophuTRIM-LV усиливает их
продукцию в 2 раза (рис. 1в). Следовательно, оба
белка – TRIM5α-HRH и huTRIM5α – снижают
титр ЛВ.

При оценке инфекционного титра мы обрати-
ли внимание на тот факт, что медиана интенсив-
ности флуоресценции белка eGFP (MFI) в клет-
ках с конструкциями, которые содержат гены
TRIM5α под промотором Ef1α, примерно в 4.5 ра-
за ниже, чем в клетках с контрольным вектором
(рис. 2а). Снижение интенсивности флуоресцен-

ции маркера затрудняет разделение eGFP+ и eGFP–

популяций клеток на проточном цитометре, что в
свою очередь может уменьшать чувствительность
определения титра ЛВ и приводить к неправиль-
ной его оценке. Чтобы исключить недооценку
титра при измерении с помощью флуоресцентно-
го маркера, мы оценили титр альтернативным
способом. Из клеток, в которых мы измеряли
флуоресценцию eGFP, была выделена геномная
ДНК для оценки титра с помощью количествен-
ной ПЦР. Измерение титра каждого из представ-
ленных на рис. 2б ЛВ с помощью ПЦР дало значе-
ния, схожие со значениями, полученными при
измерении титра по флуоресценции eGFP (рис. 1в).
Таким образом, в данном случае eGFP-маркер

Рис. 1. Оценка влияния белков TRIM5α на продукцию ЛВ. а – Схемы ЛВ-конструкций: LTR – длинный концевой по-
втор, Ef1α – промотор гена фактора элонгации 1 человека, PGK – промотор гена фосфоглицераткиназы мыши; “stop” –
положение терминирующего кодона; заштрихованным прямоугольником в рамке гена TRIM5α-HRH отмечена после-
довательность, кодирующая участок PRYSPRY-домена, содержащий аминокислоты из TRIM5α-rh; б – схема экспе-
римента и вестерн-блот-анализ белка TRIM5α в клетках HEK293T. При создании схемы эксперимента использованы
изображения с ресурса Biorender. в – Инфекционный титр конструкций, определенный на клетках SupT1. Инфекци-
онный титр контрольного вектора eGFP-LV, принятого за 100%, составил 1 × 107 TU/мл. *p > 0.05 согласно критерию
Манна–Уитни, n = 4.
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корректно отражает инфекционный титр иссле-
дуемых ЛВ.

Нуклеотидная последовательность гена TRIM5α 
per se не влияет на продукцию

лентивирусных векторов
Обнаруженное нами влияние белков TRIM5α

на титр ЛВ (снижение титра в 2 раза) не в полной
мере объясняет 20-кратную разницу между кон-
трольным вектором и векторами, содержащими
гены TRIM5α-HRH и huTRIM5α. Мы предполо-
жили, что еще одной причиной низкого титра мо-
жет быть нуклеотидная последовательность гена
TRIM5α per se. Для проверки этого предположения
мы разбили гены TRIM5α-HRH и huTRIM5α на две
равные части и вставили их в ЛВ под промотор
Ef1α. Получили конструкцию stop½huTRIM-N-LV,
содержащую N-концевую часть гена, и две кон-
струкции – ½TRIM-HRH-C-LV и ½huTRIM-C-
LV, содержащие С-концевые области (рис. 3а). В
начале каждой из половин генов TRIM5α отсут-
ствуют стартовые кодоны, что исключает трансля-
цию укороченных вариантов белка. Существова-
ние двух вариантов С-концевой последовательно-
сти обусловлено различиями в этой части белков
TRIM5α-HRH и huTRIM5α. Мы наработали ука-
занные ЛВ и оценили их титр. Ожидалось, что, ес-
ли в конструкции, содержащей одну из половин ге-
на, находится последовательность, неблагоприят-
ная для продукции ЛВ, то мы увидим существенное
увеличение титра у конструкции, содержащей дру-
гую половину. Однако инфекционные титры кон-
струкций stop½huTRIM-N-LV, ½TRIM-HRH-C-LV

и ½huTRIM-C-LV не различались статистически
значимо. Титры конструкций ½TRIM-HRH-C-
LV и ½huTRIM-C-LV оказались сопоставимыми
со значениями титров ЛВ с полноразмерными ге-
нами stopTRIM5α, а конструкция stop½huTRIM-N-
LV обеспечивала увеличение титра только в 1.4 раза
(рис. 3б). Таким образом, в генах TRIM5α отсут-
ствуют какие-либо структуры, существенно вли-
яющие на титр ЛВ.

Промотор Ef1α в составе ЛВ-конструкции 
снижает титр псевдовирусных частиц

Помимо последовательности целевого гена и
его продукта на титр могут влиять и другие эле-
менты ЛВ-конструкции. Анализируя причины
низкого титра, мы акцентировали внимание на
промоторе Ef1а, который в наших конструкциях
обеспечивает экспрессию TRIM5α-HRH. С целью
изучения влияния промотора получили следую-
щие конструкции (рис. 4а): 1) Ef-PGK-eGFP-LV,
в которой сохранен промотор Ef1α, но отсут-
ствует последовательность гена TRIM5α-HRH;
2) noEf-TRIM-HRH-LV, содержащая только ген
TRIM5α-HRH, без промотора Ef1α; 3) CMV-
TRIM-HRH-LV, где мы заменили Ef1α на цито-
мегаловирусный промотор (CMV). Все конструк-
ции содержали кассету pPGK-eGFP для экспрес-
сии маркерного гена.

Наработка ЛВ и оценка их титров позволила
установить, что добавление только промотора
Ef1α в контрольный вектор приводит (как пока-
зывает анализ конструкции Ef-PGK-eGFP-LV) к
снижению титра примерно на 30%. Удаление

Рис. 2. Медиана интенсивности флуоресценции и оценка инфекционного титра ЛВ с помощью количественной ПЦР.
а – Медиана интенсивности флуоресценции (MFI) в eGFP+-популяции клеток SupT1 при определении инфекцион-
ного титра, n = 4. б – Инфекционный титр конструкций, определенный на клетках SupT1 c помощью количественной
ПЦР. Инфекционный титр контрольного вектора eGFP-LV, принятого за 100%, составил 8 × 106 TU/мл; n = 4.
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Ef1α из конструкции TRIM-HRH-LV или его за-
мена на CMV-промотор приводит к увеличению
титра конструкций noEf-TRIM-HRH-LV и CMV-
TRIM-HRH-LV в 2.8 и 5.2 раза соответственно, по
сравнению с TRIM-HRH-LV (рис. 4б). Следова-
тельно, промотор Ef1α отрицательно влияет на
титр ЛВ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Белок TRIM5α-HRH – перспективный для ге-
нотерапии ВИЧ-инфекции защитный фактор,
блокирующий репликацию вируса [18, 19, 24].
Однако ЛВ, кодирующие ген TRIM5α-HRH, име-

ют низкий инфекционный титр, что усложняет
процесс модификации первичных CD4+ клеток
[20] и неизбежно увеличивает стоимость произ-
водства. Определение причин низкого титра ЛВ и
поиск способов решения проблемы крайне акту-
альны, поскольку на этапе клинических исследо-
ваний это может стать серьезным ограничением
для применения данного вектора в генотерапии.

Мы определяли причины низкого титра со-
зданных нами ЛВ, содержащих ген TRIM5α-HRH
под контролем промотора Ef1α. При наработке
ЛВ в клетках-продуцентах экспрессируется ген
TRIM5α-HRH, находящийся на векторной плаз-
миде. Появление белка TRIM5α-HRH во время

Рис. 3. Анализ инфекционного титра конструкций, содержащих половины генов TRIM5α. а – Схемы ЛВ-конструк-
ций, элементы ЛВ обозначены как на рис. 1а. б – Инфекционный титр конструкций, определенный на клетках SupT1
по флуоресценции eGFP-маркера. Инфекционный титр контрольного вектора eGFP-LV, принятого за 100%, составил
1 × 107 TU/мл; *p > 0.05 согласно критерию Манна–Уитни, n = 4.
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наработки частиц мы рассматривали в качестве
основной причины низкого титра ЛВ, поскольку
известно, что белки TRIM5α вовлечены в про-
цесс снижения продукции ВИЧ-1 и ЛВ в клетках
HEK293T [22, 23]. Это явление названо рестрикци-
ей на позднем этапе жизненного цикла вируса. В
первых работах было показано, что позднюю ре-
стрикцию может обеспечивать только TRIM5α-rh
[22]. Однако затем установили, что это не так, и
huTRIM5α также ингибирует продукцию ВИЧ-1
[25]. В составе химерного белка TRIM5α-HRH
большая часть принадлежит белку человека, по-
этому следовало ожидать, что и он может влиять
на титр ЛВ. Это предположение подтвердилось в
результате проделанных нами экспериментов –
оказалось, что белок TRIM5α-HRH, а также
huTRIM5α в равной степени влияют на титр ЛВ,
снижая его примерно в 2 раза. Чтобы устранить
это влияние, необходимо исключить или суще-
ственно снизить экспрессию TRIM5α-HRH в
клетках HEK293T во время наработки частиц. С
этой целью можно использовать систему произ-
водства ЛВ, которая предотвращает экспрессию
гена интереса в клетках-продуцентах. Описаны
потенциально перспективные подходы, приме-
нимые для решения поставленной задачи [26–28].
Однако следует отметить, что влияние белка оказа-
лось не столь существенным, как ожидалось.

Выяснилось, что присутствие промотора Ef1α
снижает титр ЛВ-частиц. Влияние внутреннего
промотора или его положения в векторе на титр
ЛВ описано ранее [29, 30]. Наиболее вероятной
причиной данного явления представляется ин-
терференция внутреннего промотора с близко
расположенными промоторами, включая промо-
тор, контролирующий образование векторной
РНК. Так, Ef1α обладает способностью подав-
лять другой промотор в составе ЛВ, который рас-
полагается выше Ef1α [31]. Аналогичным образом
присутствие Ef1α в нашем векторе может подав-
лять промотор в составе LTR, который регулирует
продукцию геномной РНК ЛВ. В основе интерфе-
ренции между указанными промоторами может ле-
жать конкуренция за связывание с факторами
транскрипции [32]. Сайты связывания одних и тех
же факторов транскрипции присутствуют в Ef1α и
LTR [33, 34].

Интерференцией между Ef1α и нижележащим
промотором PGK можно объяснить и снижение
экспрессии eGFP в конструкциях, представлен-
ных на рис. 2а, поскольку такой эффект не на-
блюдался при удалении промотора Ef1α или при
его замене на CMV (данные не представлены).
Следует отметить, что в дальнейшем при перехо-
де к клинической фазе исследований необходимо
будет удалить маркерный ген и его промотор. Та-
ким образом, в нашем случае интерференция
между внутренними промоторами не имеет прак-
тической значимости.

Заменив промотор Ef1α на промотор CMV нам
удалось существенно (в 5 раз) повысить титр век-
тора, несущего целевой ген TRIM5α-HRH. Одна-
ко эта конструкция может оказаться малоэффек-
тивной для генотерапии, так как промотор CMV
проявляет слабую активность в целевых CD4+

клетках [35]. Кроме того, этот промотор подвер-
жен метилированию, а активность экспрессии ге-
на под его контролем постепенно снижается [36,
37]. Учитывая выявленное влияние промотора
Ef1α на титр ЛВ, несущего ген TRIM-HRH, целе-
сообразно будет провести поиск альтернативного
промотора, который не будет препятствовать по-
лучению титра ЛВ, приемлемого для работы. При
этом новый промотор должен обеспечивать дли-
тельную экспрессию трансгена в CD4+ лимфоци-
тах на уровне, достаточном для их защиты от
ВИЧ-1, что усложняет поставленную задачу.

Мы установили, как минимум, две причины,
обуславливающие низкий титр ЛВ, содержащего
TRIM5α-HRH под контролем промотора Ef1α, –
это способность белка TRIM5α-HRH снижать
титр ЛВ во время наработки в клетках-продуцен-
тах и присутствие промотора Ef1α в составе век-
тора. Однако не исключено, что на титр влияют и
другие факторы. В частности, мы рассматривали
последовательность гена TRIM5α-HRH per se как
одну из рабочих версий, которая не нашла под-
тверждений. Кроме того, к параметрам, которые
влияют на титр, относится длина ЛВ. Известно,
что увеличение размера ЛВ-вставки неизбежно
приводит к снижению титра [38, 39]. Промотор
Ef1α и ген TRIM5α-HRH состоят из 1189 и 1488 п.н.
соответственно, что может сказываться на титре
ЛВ. Однако наши результаты показывают, что
длина не является основной причиной низкого
титра вектора TRIM-HRH-LV. К примеру, длина
вектора CMV-TRIM-HRH-LV на 604 п.н. больше,
чем у noEf-TRIM-HRH-LV (рис. 4а), но титр
CMV-TRIM-HRH-LV при этом примерно в 2 раза
выше. По всей видимости, причин, воздействую-
щих на титр ЛВ, может быть множество, и оце-
нить влияние каждого фактора не всегда просто.
По-видимому, решить проблему низкого титра
можно с помощью эмпирического подхода, кото-
рый в перспективе позволит найти оптимальные
комбинации элементов ЛВ-конструкции.

Написание статьи не потребовало специаль-
ного финансирования.

Статья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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The chimeric protein TRIM5α-HRH is a promising antiviral factor for HIV-1 gene therapy. This protein is
able to protect cells from HIV-1 by blocking the virus in the cytoplasm. We are developing protocol of HIV-1
gene therapy, which involves the delivery of the TRIM5α-HRH gene into CD4+ T-lymphocytes by lentiviral
vectors (LVs). However, LVs containing TRIM5α-HRH have a low infectious titer, which prevents effective
T cells modification. Here, we found that expression of the TRIM5α-HRH during pseudoviral particles pro-
duction in HEK293T cells, as well as the presence of Ef1α promoter in our construction are responsible for
the titer reduction. These results allow us to determine the directions for further optimization of LV with the
TRIM5α-HRH gene to improve their infectious titer.

Keywords: TRIM5α, TRIM5α-HRH, gene therapy, HIV-1, Ef1α, lentiviral vector
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Изучены субстратные свойства модифицированных по азотистому основанию производных пури-
новых и пиримидиновых дезоксинуклеозидтрифосфатов при их одновременном попарном встраи-
вании в растущую цепь ДНК. Модифицированные нуклеотиды вводили с помощью полимеразной
цепной реакции в режиме реального времени и реакции удлинения праймера; в одной реакции ис-
пользовали производные как с различными, так и с аналогичными функциональными заместителя-
ми. В качестве матриц применяли геномную бактериальную ДНК, специальным образом сконстру-
ированные синтетические фрагменты ДНК, а также библиотеки для SELEX. Реакции проводили с
помощью ДНК-полимераз, не имеющих 3'-5'-корректирующей экзонуклеазной активности: Taq,
Vent (exo-), DeepVent (exo-) и KOD XL. Показано, что на субстратную эффективность дезоксинук-
леозидтрифосфата влияет как размер группы-заместителя, так и его химическая природа. Субстрат-
ная эффективность значительно зависит также от используемой полимеразы. Наиболее эффектив-
ными субстратами оказались пиримидиновые дезоксинуклеозидтрифосфаты в сочетании с ДНК-
полимеразой Vent (exo-). Получены ДНК, модифицированные парами разноименных нуклеотидов
(dU + dC, dU + dA, dC + dA) с аналогичными и различными функциональными заместителями.

Ключевые слова: модифицированные дезоксинуклеозидтрифосфаты, модифицированные нуклео-
тиды, множественное ферментативное встраивание, модифицированные аптамеры
DOI: 10.31857/S0026898422010050

ВВЕДЕНИЕ
Нуклеотиды, модифицированные по азотисто-

му основанию различными химическими группа-
ми, используются преимущественно для создания
аптамеров (одноцепочечных фрагментов нуклеи-
новых кислот, проявляющих аффинность к опре-
деленным молекулярным мишеням) с расширен-
ными свойствами. Присутствие в составе аптамера
функциональных групп, не характерных для при-
родной ДНК (РНК), позволяет увеличить его срод-
ство к молекулярным мишеням за счет расшире-
ния спектра физико-химических взаимодействий
[1–3].

Модифицированные ДНК получают чаще все-
го ферментативным способом, а наиболее рас-
пространенным модифицированным субстратом
для ДНК-полимераз служит дезоксиуридинтри-
фосфат (dUTP) с различными функциональными
группами, введенными по 5-положению пирими-
динового цикла. Модифицированные dCTP при-
меняют в ферментативных реакциях амплифика-
ции ДНК [4, 5], при этом субстратные свойства

пуриновых нуклеотидов изучены в гораздо мень-
шей степени и в настоящее время не находят ши-
рокого применения при создании модифициро-
ванных аптамеров в силу сложностей их синтеза.

Следующим шагом в создании модифициро-
ванных аптамеров может стать одновременное вве-
дение в одну цепь ДНК разноименных нуклеоти-
дов (например, dU и dC, dU и dA) с различными
модификациями. Теоретически такой подход спо-
собен резко расширить спектр физико-химиче-
ских взаимодействий аптамера с мишенями и,
следовательно, расширить спектр мишеней для
создания высокоспецифичных аптамеров.

Этот подход использовали для получения мо-
дифицированных аптамеров к белковой мишени
[6], однако он не получил широкого распростра-
нения.

Одним из наиболее важных аспектов создания
аптамеров нового поколения становится изуче-
ние совместимости разноименных модифициро-
ванных нуклеотидов с полимеразами, используе-
мыми в SELEX.

УДК 577.113.4

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ
БИОПОЛИМЕРОВ И ИХ КОМПЛЕКСОВ
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В настоящей работе изучена субстратная эф-
фективность различных модифицированных пу-
риновых и пиримидиновых dNTP при их одно-
временном ферментативном встраивании в рас-
тущую цепь ДНК.

Субстратное поведение модифицированных
производных dNTP анализировали, используя
генетические бактериальные мишени и специ-
альным образом сконструированные матричные
олигонуклеотидные последовательности. С при-
менением полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени (ПЦР-РВ) и реакции
удлинения праймера (РЕХ) проанализирована
кинетика и определен выход продуктов фермен-
тативных реакций в условиях последовательных
множественных замен природных нуклеотидов
на модифицированные пуриновые и пиримиди-
новые модифицированные аналоги (поли-dA-,
поли-dG- и поли-dT-матрицы).

Осуществлен выбор наиболее эффективных
ДНК-полимераз с отсутствующей 3'-5'-экзонукле-
азной активностью для реакций амплификации
при одновременном введении в растущую цепь
ДНК разноименных модифицированных произ-
водных dNTP.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Модифицированные dNTP. Все соединения,

использованные в работе, произведены фирмой
“Trilink Biotechnologies” (США): 5-пропинил-2'-
дезоксиуридин-5'-трифосфат (N-2016), 5-пропинил-
2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат (N-2017), 5-метил-
2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат (N-2025), N6-ме-
тил-2'-дезоксиаденозин-5'-трифосфат (N-2026).

Структуры использованных соединений при-
ведены на рис. 1.

Матрицы. В работе использованы бактериаль-
ные и синтетические матрицы. ПЦР-РВ прово-
дили на полногеномных бактериальных матрицах
(Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus,
Legionella pneumophila), что позволило получить
ПЦР-продукты различающиеся длиной и GC-
составом.

В качестве синтетической ПЦР-матрицы ис-
пользовали комбинаторную ДНК-библиотеку для
SELEX и соответствующие праймеры [7].

При изучении множественного последова-
тельного встраивания модифицированных нук-
леотидов с помощью PEX применяли специаль-
ным образом сконструированные матрицы. По-
следовательности специализированных матриц
приведены на рис. 2. Использовали праймер, пол-

Рис. 1. dUTP и dATP, модифицированные по азотистому основанию. dUp и dCp – производные, содержащие 5-про-
пинил; dCm и dAm – производные, содержащие метил в качестве модифицирующей функциональной группы.
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ностью комплементарный указанной на рис. 2
праймерной части матрицы.

Твердофазный синтез матричных олигонуклео-
тидов. Твердофазный синтез матричных олиго-
нуклеотидов проводили с помощью автоматиче-
ского синтезатора ABI 394 DNA/RNA (“Applied
Biosystems”, США) по стандартному регламенту с
использованием коммерческих растворителей и
реагентов. 3'-Амидофосфиты природных 2'-дезок-
сирибонуклеозидов (dA-CE “Phosphoramidite”,
кат. номер 10-1000-5S, dmf-dG-CE Phosphorami-
dite, кат. номер 10-1029-5S, dT-CE Phosphoramidite,
кат. номер 10-1030-5S, Ac-dC-CE Phosphoramidite,
кат. номер 10-1015-5S) использовали в виде 0.1 М
растворов в абсолютном ацетонитриле. В качестве
твердой фазы использовали высокопористое стек-
ло (CPG-1000), содержащее иммобилизованный
нуклеозид и применяемое для синтеза олигонук-
леотидов длиной примерно 40 н.

Хроматографическая очистка матричных олиго-
нуклеотидов. Очистку олигонуклеотидов прово-
дили с использованием хроматографической ко-
лонки (“Thermo Scientific” BDS Hypersil C18 раз-
мером 250 × 4.6 мм, размер частиц 5 мкм) в
системe элюентов: буфер А – 0.1 М TEAA, бу-
фер Б – 50% ацетонитрила в буфере А. Использо-
вали “градиент для олигонуклеотидов с DMT
группой”, или “TR-on”, который наилучшим об-
разом соответствовал характеру очищаемого про-
дукта. Оба буфера готовили с использованием во-
ды качества milliQ и ацетонитрила для ВЭЖХ
(ChromAR® HPLC, “Macron Fine Chem.”, США),

фильтровали через фильтр ZAPCAP-CR Nylon
0.22 мкм 47 мм (“Sigma-Aldrich”, США). Олиго-
нуклеотиды разделяли при комнатной температу-
ре (скорость подачи элюента – 1 мл/мин) и детек-
тировали на двух длинах волн: λ1 = 270 нм и λ2 =
= 295 нм.

ДНК-полимеразы. В работе использовали Taq-
полимеразу (“ThermoScientific”, США), Vent (exo-),
Deep Vent (exo-) (“New England Biolabs”, США),
KOD XL (“Novataq”, США) в реакционных буфе-
рах и концентрациях, рекомендованных произ-
водителями.

Реакция удлинения праймера (PEX). Реакцион-
ная смесь содержала природные dCTP и dGTP
каждый в концентрации 0.2 мМ, а также различ-
ные сочетания модифицированных dUTP и/или
dATP (при тестировании dCTP природный три-
фосфат также заменяли искусственным модифи-
цированным аналогом); полимеразу (из списка
тестируемых) в количестве, рекомендуемом про-
изводителем (реакционный буфер соответство-
вал полимеразе); праймер для PEX; одну из синте-
тических матриц. Реакцию проводили на ДНК-
амплификаторе MiniCycler (“MJ Research”, США)
по следующей программе: 5 мин при 95°C; далее
30 с при 65°C и 40 мин при 72°C.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Реакци-
онная смесь для ПЦР была аналогична смеси для
PEX. В качестве матрицы использовали фрагмен-
ты бактериальных генов различной длины либо
комбинаторную библиотеку и соответствующие
праймеры. Температурно-временной профиль

Рис. 2. Матричные олигонуклеотиды для изучения индивидуального и попарного множественного последовательного
встраивания модифицированных производных dU и dC методом PEX. Курсивом на каждой последовательности вы-
делена праймерная часть. Полужирным показаны олигонуклеотиды, комплементарные модифицированным произ-
водным dU, dC и dA. а – Олигонуклеотиды, использованные в экспериментах с множественным встраиванием моди-
фицированных dU и dC [8]; б – олигонуклеотиды, сконструированные для определения одновременного множествен-
ного встраивания пар модифицированных пиримидиновых и пуриновых нуклеотидов (dU + dA и dС + dA).
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ПЦР состоял из предварительной денатурации
при 95°С в течение 3 мин, за которой следовал 31
цикл: 95°С, 30 с; 65°С, 30 с; 72°С, 40 с, затем за-
вершающая инкубация при 72°С в течение 5
мин.

ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ).
Для визуализации процесса в реакционную смесь
добавляли краситель EvaGreen (“Biotium”, Рос-
сия). Амплификацию проводили на приборе IQ5
(“Bio-Rad”, США).

Определение выхода продуктов амплификации.
Полученные ПЦР-продукты разделяли в 4%-ном
агарозном геле, окрашивали бромидом этидия.
Количество продукта определяли по оптической
плотности полос в дорожках геля с использовани-
ем программы ImageJ (NIH, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Ранее мы изучили попарное множественное

встраивание модифицированных производных
dUTP и dCTP. Анализ методом ПЦР-РВ показал,
что производные с менее объемными функцио-
нальными группами (dUp и dCp, содержащие про-
пинильный заместитель в 5-положении цикла) ха-
рактеризуются высокой скоростью накопления
продукта, в то время как у массивных (dUi и dCi,
содержащие индольный заместитель в 5-положе-
нии цикла) наблюдается либо пологая кривая на-
копления сигнала, либо задержка порогового
цикла (Ct) в зависимости от использованной ком-
бинации dU + dC. По-видимому, гораздо более
короткие временные интервалы элонгации прай-
меров в ПЦР по сравнению с PEX были причиной
более сильного проявления ингибирующего влия-
ния модифицированных производных в ПЦР [8].

В настоящей работе нами определены такие
показатели субстратной эффективности модифи-
цированных dNTP, как величина “Е” и выход це-
левого продукта при использовании различных
матриц, ферментативных реакций и ДНК-поли-
мераз. В соответствии с опубликованными дан-
ными [8], из рассмотрения были исключены про-
изводные с массивными заместителями. Основ-
ная цель нашей работы состояла в изучении
одновременного встраивания нуклеотидов пири-
мидиновой (dU и dC) и пуриновой (dA) природы.

ПЦР-РВ с применением полногеномных 
бактериальных матриц

Один из важных показателей пригодности мо-
дифицированного субстрата для полимераз в
ПЦР – эффективность амплификации “Е”, опре-
деляемая математически [9, 10].

Кинетику встраивания изучали методом ПЦР-РВ
на термоциклере (амплификаторе) BioRad IQ5 с
использованием ДНК-полимеразы семейства B –

Vent (exo-), ранее показавшей наибольшую эф-
фективность в реакциях с модифицированными
dNTP [8, 11].

ПЦР-продукты разной длины получали с ис-
пользованием генетических бактериальных мише-
ней различного GC-состава и сконструированных
ранее праймеров [11]. Использовали следующие
бактерии, фрагменты генов для амплификации и
последовательности праймеров:

1. Mycobacterium tuberculosis, ген rpoB, прайме-
ры f1272 (5'-CGCCGCGATCAAGGAGTTCT-3') и
r1398 (5'-TCACGTGACAGACCGCCGGG-3'). Дли-
на ПЦР-продукта – 126 п.н.;

2. Staphylococcus aureus, ген ebpS, праймеры
ebpS-f1 (5'-ACTCGACTGAGGATAAAGCGTCT-3')
и ebps-r1 (5'-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3').
Длина ПЦР-продукта – 283 п.н.;

3. Legionella pneumophila, ген sidA, праймеры
ebpS-f1 (5'-TTCCACTGGTGGGTGGGTTTTG-3') и
ebps-r1 (5'-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-3').
Длина ПЦР-продукта – 370 п.н.

Субстратное поведение модифицированных
dNTP определяли с использованием фрагментов
бактериального генома различной длины и GC-
состава, что позволило выявить закономерности
влияния различных циклических структур в мо-
дификациях для производных с функциональны-
ми группами (потенциально применимыми в
mod-SELEX) на выход реакции и ее эффектив-
ность в зависимости от длины ПЦР-продукта
(рис. 3, табл. 1).

ПЦР-РВ с применением комбинаторных ДНК-
библиотек в качестве матриц

Изучение возможности одновременного при-
менения различных трифосфатов для введения мо-
дификаций в комбинаторные библиотеки крайне
важно, поскольку амплификация библиотек явля-
ется одной из наиболее важных составляющих
SELEX. Введение разноименных модифицирован-
ных нуклеотидов в процессе обогащения библио-
тек может быть востребовано для получения апта-
меров с расширенными свойствами.

В отличие от матриц с фиксированной после-
довательностью, при амплификации комбина-
торных библиотек наблюдается более сложный
характер накопления сигнала ПЦР. На рис. 4
приведен типичный пример кривых амплифика-
ции ДНК-библиотек. Подобный характер кривых
накопления сигнала (с одним или более максиму-
мами) описан нами ранее [7, 12, 13] и определяет-
ся поведением библиотек при их амплификации.

Кинетику встраивания модифицированных
нуклеотидов изучали методом ПЦР-РВ на термо-
циклере (амплификаторе) BioRad IQ5 с исполь-
зованием ДНК-полимераз Taq (семейство А),
Vent (exo-) и DeepVent (exo-) – (семейство B) и по-
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лимеразы KOD XL. У всех этих полимераз отсут-
ствует 3'-5'-корректирующая экзонуклеазная ак-
тивность, что позволяет использовать их для по-
лучения ДНК с включением модифицированных
нуклеотидов.

Эффективность амплификации “E” рассчиты-
вали по углу наклона прямого участка S-образной
кривой накопления сигнала [9, 10]. С учетом ха-
рактера амплификации ДНК-библиотек расчеты
проводили до достижения кривой первого макси-
мума. Из рис. 4 и табл. 2 видно, что все исследо-
ванные модифицированные dNTP как пуриновой,
так и пиримидиновой природы в различной степе-

ни ингибируют ПЦР. Этот результат хорошо кор-
релирует с полученными ранее данными [11].

Определение выхода полноразмерных
продуктов ПЦР

Выход модифицированных продуктов опреде-
ляли электрофоретически в режиме как индиви-
дуального встраивания, так и одновременного
параллельного встраивания разноименных моди-
фицированных нуклеотидов. Матрицей служила
комбинаторная ДНК-библиотека Matrix_1f-а
5'-CTGTCAGCTCCATACTGGTAGCC-(N)40-GC-

Рис. 3. Встраивание модифицированных dNTP с использованием в качестве матицы геномной ДНК L. pneumophila
(ПЦР-продукт 370 п.н.). Полимераза Vent (exo-).
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Таблица 1. Эффективность амплификации на матрицах с фиксированной последовательностью (полимераза
Vent (exo-)

* Расчеты произведены для контроля корреляции с данными [8].
** Отсутствие накопления сигнала при амплификации. Из табл. 1 видно, что эффективность амплификации снижается при
увеличении длины матрицы, что коррелирует с полученными ранее данными [11].

Положительный 
контроль dUp dCp dCm dAm dUp + dCp* dUp + dAm dCp + dAm dCm + dAm

Mycobacterium tuberculosis (126 п.н.)

Е =1.82 1.70 1.64 1.45 1.73 1.54 1.63 1.48 1.48

Staphylococcus aureus (283 п.н.)

Е = 1.85 1.76 1.62 1.42 1.22 1.64 1.50 1.14 1.11

Legionella pneumophila (370 п.н.)

Е = 1.83 1.71 1.45 1.34 1.27 1.30 1.29 1.00** 1.00**
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GTTCGAATCTAGACGGTACGA-3' и праймеры
для ее амплификации:

Forw_1-06 5'-CTGTCAGCTCCATACTGG-
TAGCC-3' 23 н.

и
Rev_1-06 5'-TCGTACCGTCTAGATTCGAAC-

GC-3' 23 н.
Выход продукта определяли по оптической

плотности полосы геля при электрофоретиче-
ском разделении продуктов ПЦР. Следует заме-
тить, что в ряде случаев наблюдается низкая кор-
реляция эффективности амплификации и выхода
продукта. Это связано с тем, что кривая наклона
может иметь крутой всплеск, но быстро выходить
на плато, т.е. в таких случаях, согласно данным
расчета по тангенусу угла наклона прямого участ-
ка S-образной кривой накопления сигнала, на-
блюдается интенсивная, но быстро затухающая
динамика процесса накопления целевого про-
дукта.

Электрофореграммы продуктов ПЦР, полу-
ченных с различными полимеразами, приведены
на рис. 5. Видно, что производное dAm служит
плохим субстратом для всех изученных полиме-
раз, не обладающих 3'-5'-корректирующей экзо-
нуклеазной активностью. Однако при использо-
вании dAm в сочетании с модифицированными
производными dCT в ряде случаев удавалось по-
лучить полноразмерный продукт. Сочетания со-
единений в одной реакции описаны в разделе,
посвященном множественному параллельному
встраиванию.

Наибольшую эффективность в реакции с мо-
дифицированными субстратами показали поли-
меразы семейства В: Vent (exo-) и DeepVent (exo-).
При анализе эффективности “Е” полученные
данные важно дополнять результатами электро-
форетического анализа, так как само значение
“Е”, будучи кинетической характеристикой, не
дает информации о получаемом продукте. Так, в

Рис. 4. Кривые накопления сигнала (комбинаторные библиотеки), ПЦР-РВ, полимераза KOD XL.
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Таблица 2. Сводная таблица эффективности в ПЦР с комбинаторной ДНК-библиотекой и различными сочета-
ниями модифицированных dNTP при полном замещении природных dNTP

* Расчеты произведены для контроля корреляции с данными [8].
** Высокое значение “Е” обусловлено образованием неполноразмерных продуктов.

Полимераза Положительный 
контроль dUp dCp dCm dAm dUp + dCp* dUp + dAm dCp + dAm dCm + dAm

Vent (exo-) 1.87 1.82 1.57 1.40 1.01 1.83 1.21 1.41 1.67
Deep Vent (exo-) 1.95 1.88 1.80 1.77 1.49 1.68 1.73 1.70 1.59
Taq 1.91 1.25 1.15 1.16 1.08 1.11 1.70** 1.05 1.11
KOD XL 1.71 1.82 1.01 1.00 1.00 1.02 1.32 1.72 1.61
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ряде случаев при хороших значениях эффектив-
ности этого показателя дальнейший анализ длин
продуктов с помощью электрофореза позволил
выявить большую долю неполноразмерных про-
дуктов (это характерно для полимераз DeepVent
(exo-) и KOD XL). Taq-полимераза показала низ-
кую способность воспринимать модифицирован-
ные dNTP в качестве субстратов при полном за-
мещении природных нуклеотидов, необходимом,
в частности, для проведения SELEX. В то же вре-
мя ранее мы показали, что Taq-полимераза при-
годна для включения пиримидиновых нуклеоти-
дов (dU), модифицированных флуорофорами,
при частичной замене природных dT [11].

Результаты ПЦР с различными полимеразами
показаны на рис. 5.

Изучение субстратных свойств модифицированных 
dNTP в реакции удлинения праймера (PEX)

С целью изучения субстратных свойств иссле-
дуемых соединений c использованием PEX скон-
струированы и синтезированы специализирован-
ные матричные олигонуклеотиды. Эти синтетиче-
ские матрицы сконструированы таким образом,
чтобы изучать последовательное встраивание: од-
ного, двух, трех и четырех модифицированных
нуклеотидов.

Последовательности матриц приведены на
рис. 2.

Матрицы сконструированы с учетом опыта изу-
чения множественного последовательного встраи-
вания модифицированных нуклеотидов в расту-
щую цепь ДНК [8, 14].

Матрица М1A предназначена для изучения по-
следовательного множественного встраивания про-
изводных dA в индивидуальном режиме. Встраива-
ние происходит последовательно 1, 2, 3 и 4 раза в
процессе элонгации праймера по матричной цепи.
Это позволяет оценить эффективность множе-
ственного последовательного встраивания mod-dA.
После праймерной части последовательность мат-
рицы такова, что, кроме комплементарного T, не
содержит других нуклеотидов, комплементарных
модифицированным dA. Видно, что спейсерные
участки матрицы не содержат комплементарных
аденину нуклеотидов (T). Кроме того, для сравне-
ния с результатами попарного встраивания с dU
(на матрицах М2UA и M2AU) спейсерные участ-
ки также не содержат dA.

Матрицы М2UA и M2AU предназначены для
изучения множественного попарного встраива-
ния dA и dU в различных последовательностях,
что отражено в названиях матричных олигонук-
леотидов.

Аналогичная матрица для dU уже синтезиро-
вана и описана ранее [8], как и матрицы для dC и
(dU + dC), рис. 2а. Применение этих матриц поз-
воляет в параллельном режиме (каждый разно-
именный нуклеотид на своей матрице) изучать
особенности встраивания только определенных
пар, например A и U (C и U, C и A).

Так, для изучения одновременного встраивания
модифицированных производных dU и dA скон-
струированы и синтезированы матрицы M2AU и
M2UA, последовательности которых приведены
на рис. 2б. Эти матрицы позволяют изучать по-
следовательное встраивание нескольких произ-

Рис. 5. ПЦР с использованием комбинаторной ДНК-библиотеки в качестве матрицы. Под каждой электрофореграм-
мой приведено название полимеразы, не обладающей 3'-5'-корректирующей экзонуклеазной активностью. 1 – Мар-
кер длин фрагментов ДНК (ladder 50 bp), 2 – положительный контроль (только природные dNTP), 3 – dUp, 4 – dCp,
5 – dCm, 6 – dAm, 7 – ladder 50 bp, 8 – dUp + dCp, 9 – dUp + dAm, 10 – dCp + dAm, 11 – dCm + dAm, 12 – отрицатель-
ный контроль.
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водных в последовательности A-U и U-A в расту-
щую цепь ДНК.

Таким образом, нами использованы синтети-
ческие матрицы M1U, M1А, М2UA и M2AU.

На рис. 6 показаны результаты получения мо-
дифицированных ДНК с производными пурино-
вой природы dAm и dAp как отдельно, так и в со-
четании с dUp, методом PEX. Применены специ-
ализированные синтетические матрицы.

Из электрофореграмм видно, что для получе-
ния ДНК с модифицированными дезоксиаденоз-
интрифосфатами наиболее подходят полимеразы
семейства В. Получить полноразмерные продукты
удалось во всех случаях, но с разными выходами
целевого продукта. Видны полосы непрореагиро-

вавших праймеров, более заметные в случае Taq-
полимеразы, которая характеризуется наимень-
шим выходом целевого продукта.

PEX обеспечивает более подходящие условия
для встраивания модифицированного пурино-
вого производного, в том числе последователь-
ного множественного встраивания. Применение
ферментов семейства В – Vent (exo-) и DeepVent
(exo-) – позволило получить полноразмерные
модифицированные продукты как при индивиду-
альном, так и при одновременном параллельном
применении модифицированных производных
пиримидиновой и пуриновой природы. Taq-поли-
меразу отличают низкие выходы продукта и обра-
зование неполноразмерных продуктов. KOD XL
может использоваться для множественного встра-

Рис. 6. PEX с применением производных пуриновой и пиримидиновой природы. а – Схема расположения продуктов
PEX в лунках геля. б – Cхема маркера длин двухцепочечной ДНК GeneRuler 50 bp (“Thermo”, США). в–е – Результаты
PEX с различными полимеразами. 1 – Маркер длин GeneRuler 50 bp (“Thermo”); 2 – положительный контроль; 3 –
dUp; 4 – dAm; 5 – dUp + dAm, далее как для других матриц (указаны на схеме а).

Vent (exo-)

Deep Vent (exo-)GeneRuler 50 bp

Taq

KOD XL

а

б

в

г

д

е

Ladder

Ladder

M2UA M2AU

M1U M1A

Схема

500 п.н.

250 п.н.

50 п.н.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 1  2022

ИЗУЧЕНИЕ МНОЖЕСТВЕННОГО ФЕРМЕНТАТИВНОГО ВСТРАИВАНИЯ 165

ивания, однако она не отличается высокой вос-
производимостью результатов, а на электрофоре-
граммах видны побочные продукты (by-products).

Таким образом, для ферментативного получе-
ния ДНК с множественными модификациями по
совокупности характеристик (воспроизводимость
и выход целевого полноразмерного продукта) вы-
брана Vent (exo-)-ДНК-полимераза. Получены
продукты элонгации праймера, содержащие
множественные модификации, в том числе од-
новременно на пуриновых и пиримидиновых
нуклеотидах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные ранее данные как основа

настоящих исследований
Ранее мы изучили закономерности одновре-

менного встраивания пиримидиновых нуклеоти-
дов в ДНК [8]. С использованием ДНК-полиме-
раз Taq, Vent (exo-), KOD XL детально изучено
субстратное поведение dC и dU в PEX и ПЦР,
рассчитаны выход и эффективность амплифика-
ции. Осуществлено попарное введение разно-
именных модифицированных dNTP (mod-dU +
+ mod-dC) как в ПЦР, так и в PEX. Получены
ДНК, содержащие несколько модификаций в
одной цепи.

Определено, что модифицированные нуклео-
тиды с менее массивными заместителями явля-
ются более эффективными субстратами для по-
лимераз семейства В при полной замене соот-
ветствующих природных dNTP. Тестирование
модифицированных dU и dC показало, что для
ферментативного получения модифицирован-
ных ДНК предпочтительно использовать поли-
меразы семейства В, не обладающие 3'-5'-экзонукле-
азной активностью [8, 11], а именно Vent (exo-) и
DeepVent (exo-). При этом DeepVent (exo-) чувстви-
тельна к количеству матрицы и склонна к образова-
нию побочных продуктов реакции. Сходным обра-
зом проявляет себя и полимераза KOD XL.

Выбор ДНК-полимераз, наиболее эффективных
в реакциях амплификации, в случае одновременного 
введения в растущую цепь ДНК модифицированных 

производных dU, dC и dA
Из рис. 5 видно, что все протестированные на-

ми полимеразы встраивают использованное мо-
дифицированное пуриновое производное менее
эффективно, чем производные пиримидиновой
природы. Причины этого могут быть связаны как
с модифицирующей группой, так и с плохим вос-
приятием модификаций по позиции 6 пуриново-
го цикла полимеразами [15–17].

Тем не менее, в комбинации с разноименными
трифосфатами пиримидинового ряда удалось по-

лучить продукт для dAm. Наиболее воспроизво-
димые результаты получены при использовании
полимеразы Vent (exo-), принадлежащей к семей-
ству В. В целом, результаты, полученные при
применении большинства ферментов (исключая
Vent (exo-)) на комбинаторных ДНК-библиоте-
ках, недостаточно воспроизводимы, что может
быть связано с флуктуацией состава библиотеки,
содержащей сотни тысяч последовательностей,
при добавлении аликвоты такой разнородной
смеси в каждую из реакционных пробирок.

Несколько большая эффективность ампли-
фикации библиотек по сравнению с матрицами
с фиксированной последовательностью обусловле-
на, предположительно, избирательной (конкурент-
ной) амплификацией, при которой амплифициру-
ются преимущественно только матрицы, “удоб-
ные” для полимеразы. Падение эффективности
амплификации было более заметным в случае
фиксированных матриц, содержащих лишь одну
последовательность, и низкой субстратной сов-
местимости.

Сопоставляя эффективность амплификации с
применением ПЦР-РВ и данные электрофорети-
ческого разделения ПЦР-продуктов, следует за-
ключить, что Vent (exo-)-полимераза в условиях
ПЦР способна воспринимать в качестве субстра-
тов все исследованные производные dNTP. Про-
изводное пуринового ряда оказалось более слож-
ным субстратом по сравнению с производными
пиримидинового ряда.

PEX характеризуется длинным циклом элон-
гации праймера, что в условиях медленной кине-
тики встраивания модифицированных нуклеоти-
дов оказывается несомненным преимуществом
(рис. 6). С другой стороны, при этом способе ам-
плификации наблюдается арифметическая про-
грессия накопления продукта и, соответственно,
небольшой выход. ПЦР более чувствительна к мо-
дифицированным субстратам, однако при подхо-
дящем сочетании субстрата-полимеразы выход це-
левого продукта будет гораздо больше, чем в PEX.

Таким образом, нами получены ДНК с полной
заменой одного и нескольких природных нуклео-
тидов на модифицированные аналоги как пури-
новой, так и пиримидиновой природы.

ВЫВОДЫ
По результатам тестирования различных по-

лимераз в реакциях ПЦР и PEX в режимах полной
замены одного пуринового нуклеотида (dAp или
dAm), а также при различных комбинациях
mod-dA + mod-dU и mod-dС + mod-dU наиболь-
шую воспроизводимость результатов и больший
выход полноразмерных продуктов обеспечивала
полимераза Vent (exo-), которую часто выбирают
для получения модифицированных аптамеров [3].
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Нами показано, что полимеразами, пригодны-
ми для ферментативного получения ДНК, содер-
жащих модифицированные основания (как пури-
новые, так и пиримидиновые), следует считать
ДНК-полимеразы семейства В, а также KOD XL.
При этом более высокий выход полноразмерных
продуктов как в ПЦР, так и в PEX, а также отно-
сительно высокие значения эффективности ам-
плификации “Е” в ПЦР указывают на предпочти-
тельность использования полимеразы Vent (exo-).

Расширение набора применяемых dNTP но-
выми производными дезоксицитидина и дезок-
сиаденозина позволит увеличить спектр физико-
химических свойств модифицированных фраг-
ментов ДНК и, как следствие, расширить сферу
их применения в молекулярно-биологических
исследованиях и медицинской диагностике.

Исследование поддержано Российским фон-
дом фундаментальных исследований (грант
№ 19-04-01217).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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STUDY OF MULTIPLE ENZYMATIC INCORPORATION
OF MODIFIED NUCLEOTIDES OF PURINE AND PYRIMIDINE NATURE 

IN THE GROWING DNA CHAIN
S. A. Lapa1, *, O. S. Volkova1, V. E. Kuznetsova1, A. S. Zasedatelev1, and A. V. Chudinov1

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

The substrate properties of base-modified deoxynucleosides triphosphates of purine and pyrimidine nature
with their simultaneous pairwise incorporation into the growing DNA chain are studied. The modified nu-
cleotides were incorporated using real-time PCR and a primer extension reaction; modified derivatives with
both different and similar functional substituents were used in the same reaction. Genomic bacterial DNA,
specially constructed synthetic DNA fragments, and SELEX libraries were used as templates. The reactions
were performed using DNA polymerases with no 3'-5' correcting exonuclease activity: Taq, Vent (exo-),
DeepVent (exo-), and KOD XL. It is shown that the substrate efficiency is affected by both the size of the
substituent group and the chemical nature of deoxynucleoside triphosphate. The effectiveness varies signifi-
cantly depending on the polymerase used. It is shown that the most effective substrates of the studied are py-
rimidine deoxynucleoside triphosphates in combination with Vent (exo-) DNA polymerase. DNAs modified
by pairs of dissimilar nucleotides (dU + dC, dU + dA, dC + dA) with similar and different functional sub-
stituents were obtained.

Keywords: modified deoxynucleoside triphosphates, multiple enzymatic incorporation of modified nucleo-
tides into DNA, modified aptamers
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С появлением новых патогенов возникает необходимость в новых вакцинах. Эффективную вакци-
ну отличает высокая иммуногенностью и безопасность, и этим критериям могут удовлетворять вак-
цины на основе эпитопов. Среди зоонозных инфекций особое место занимает Q-лихорадка, вызы-
ваемая бактерией Coxiella burnetii. Из-за многочисленных вспышек и пандемического потенциала
это заболевание находится под пристальным вниманием эпидемиологов и клиницистов. Мы пред-
ставляем синтетическую мультиэпитопную вакцину против Coxiella burnetii. Эта вакцина разработа-
на с использованием иммуноинформатики. Изучены антигенные белки этого патогена и отобрано
пять эпитопов Т-клеток. Антигенность, аллергенность и токсичность выбранных эпитопов оцени-
вали с использованием серверов VaxiJen 2.0, AllerTOP и ToxinPred соответственно. Выбранные эпи-
топы объединили в пептидную последовательность с субъединицей В холерного токсина (CTXB) в
качестве адъюванта. Сродство предложенной вакцины к молекулам главного комплекса гистосов-
местимости (MHC) классов I и II оценивали с использованием технологии молекулярного докинга.
Полученный препарат характеризуется высокой иммуногенностью, стабильностью и периодом по-
лувыведения, сопоставимым с используемым в программах вакцинации. Валидированную после-
довательность эпитопов можно рассматривать в качестве потенциальной вакцины для защиты от
возбудителя Q-лихорадки.

Ключевые слова: Q-лихорадка, Coxiella burnetii, пептидная вакцина, иммуноинформатика, эпитоп
DOI: 10.31857/S0026898422010037

Q-лихорадка – широко распространенное зо-
онозное заболевание, которое вызвано Coxiella
burnetii, грамотрицательной облигатной внутри-
клеточной бактерией, открытой в 1935 году Ha-
rold Cox и MacFarlane Burnet (см. обзоры [1, 2]).
Эта бактерия принадлежит к семейству Coxiella-
ceae, способному к внутриклеточной внутриваку-
олярной персистенции как у беспозвоночных,
так и у позвоночных хозяев.

C. burnetii хорошо переносит различные среды,
в том числе кислые условия до pH примерно 4.5,
высокие температуры до 62°C в течение 30 мин,
УФ-облучение и давление до 300000 кПа [3, 4].
Домашние животные, такие как крупный рога-
тый скот, овцы и козы, представляют собой ос-
новные источники C. burnetii. Эту инфекцию мо-
гут передавать человеку инфицированные насе-
комые, такие как клещи и комары, ей можно
заразиться при прямом контакте с инфицирован-
ными животными, а также при употреблении их
мяса, молока и других продуктов питания [3, 5].

Симптомы Q-лихорадки у людей изначально по-
хожи на симптомы гриппа, но впоследствии они
могут привести к вторичным хроническим состо-
яниям, таким как гепатит, острый эндокардит,
васкулит, лимфаденит и др. [6].

К настоящему времени этот бактериальный
зооноз вызвал три крупные вспышки. В 1955 году
первые случаи Q-лихорадки зарегистрировали в
девяти африканских странах. В период с 2007 по
2010 гг. Нидерланды столкнулись с большой вол-
ной инфекций, вызванных ею. Самая крупная зо-
онозная вспышка Q-лихорадки произошла в
Кайенне ‒ столице Французской Гвианы [6, 7].

Как упомянуто ранее, Q-лихорадка может пе-
редаваться людям или другим животным при пря-
мом контакте или через инфицированные про-
дукты. Однако о горизонтальной передаче этого
заболевания (от человека человеку) сообщений
нет [1]. Учитывая зоонозный потенциал Q-лихо-
радки на основании зарегистрированных круп-
ных вспышек, встала задача предотвратить рас-
пространение этой инфекции, а значит присту-
пить к разработке вакцин. До сих пор доступна1 Статья представлена авторами на английском языке.

УДК 578.2
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только одна вакцина против Q-лихорадки, Q-
VAX, ‒ в виде инактивированного формалином
цельноклеточного препарата штамма Heinzerling
C. burnetii фазы 1 [8].

Последние достижения в области геномного
секвенирования улучшили наше понимание био-
логии микроорганизмов [9, 10] и привели к созда-
нию баз данных по специфичным для организма
белкам, нуклеотидным последовательностям, а
также к доступности серверов для предсказания
эпитопов [11, 12]. Предсказание эпитопов В- и
Т-клеток выполняют раздельно [13, 14].

В представленном исследовании, проведенном
методом обратной вакцинологии, для разработки
иммуноактивной пептидной/белковой вакцины
против C. burnetii использовано несколько баз дан-
ных и серверов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Сбор данных по эпитопам. В этом разделе пред-

ложенные эпитопы исследовали в базе данных
IEDB (https://www.iedb.org/) и выбирали некото-
рые поверхностные эпитопы. Отметим, что филь-
тры корректировали на основе использования вак-
цины против Coxiella burnetii (штамм RSA 493) со
всеми линейными и структурными эпитопами. Ре-
зультат этого поиска ‒ около 62 эпитопов и эпито-
пов поверхностных белков, которые отобрали из
предложенных. Аминокислотная последователь-
ность токсина Vibrio cholerae (субъединица B) полу-
чена из банка NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
protein/) с регистрационным номером AAV67882.1.
Кроме того, из банка данных PDB (https://
www.rcsb.org/) была извлечена трехмерная струк-
тура молекул главного комплекса гистосовмести-
мости (MHC) класса I и MHC класса II с иденти-
фикационными номерами 4UQ3 и 1DLH соот-
ветственно.

Множественное выравнивание последователь-
ностей и выбор антигена. Полная последователь-
ность целевого поверхностного белка получена из
базы данных UniProt (https://www.uniprot.org/) в
формате FASTA [15]. На следующем этапе с ис-

пользованием базы NCBI BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) эту последовательность вы-
равнивали с таковыми для белков человека и под-
твердили, что между ними нет сходства.

Антигенность предсказанных эпитопов. Анти-
генность как В-клеточных, так и Т-клеточных
эпитопов предсказана с использованием сервера
VaxiJen 2.0 с точностью предсказания от 70 до 89%
(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/) [16].

Прогнозирование аллергенности и токсичности.
Аллергенность и токсичность эпитопов имеют
решающее значение для вакцин на основе пепти-
дов, поскольку некоторые предполагаемые эпи-
топы могут проявлять эти свойства и тем самым
вызывать нежелательные перекрестные реакции
иммунной системы. Выбранные в качестве эпи-
топов пептиды проверяли на аллергенность с по-
мощью сервера AllerTOP (https://www.ddgpharm-
fac.net/AllerTOP/) [17]. Токсичность эпитопов
анализировали с использованием базы данных
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/algo.php).

Создание пептидов для химерного белка. На
этом этапе эпитопы-кандидаты размещали в пеп-
тидной последовательности и соединяли вместе
через жесткий линкер LysLys (KK), как показано
на рис. 1. На следующем этапе аминокислотную
последовательность адъюванта (AAV67882.1) ‒
субъединицы B токсина Vibrio cholera ‒ вводили в
начало и конец полиэпитопной последователь-
ности ‒ для повышения иммуногенности кон-
структа. Для присоединения адъювантных после-
довательностей к полиэпитопной использовали
линкер PAPAP.

Физико-химические свойства и стабильность
родственного белка. Для анализа химических и
физических свойств полученного полипептида,
таких как молекулярная масса, чистый заряд и
период полураспада, его последовательность ис-
следовали с использованием баз данных PepCalc
(https://pepcalc.com) [18] и ProtParam (https://
web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam). Ста-
бильность белка рассмотрели и смоделировали с
использованием программ IUpred 2.0 (https://
iupred2a.elte.hu/) [19], IsUnstruct (v2.02) (http://

Рис. 1. Последовательность разработанного иммуногена включает аминокислотные последовательности эпитопов
Coxiella burnetii (штамм RSA 493), адъюванта и линкеров. Последовательности эпитопов показаны черным, адъюванта ‒
синим, линкеров KK (соединяют эпитопы) − зеленым, линкеров PAPAP (соединяют последовательности адъюванта с
эпитопами) − красным цветом.

P
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bioinfo.protres.ru/IsUnstruct/) [20] и сервера Fol-
dUnfold (http://bioinfo.protres.ru/ogu/) [21].

Предсказание вторичной и третичной структуры.
Вторичная структура сконструированного пептида
предсказана по методу GorIV с использованием ба-
зы данных PRABI (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgibin/
npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html).
Трехмерная структура белка спрогнозирована с
использованием сервера I-TASSER (https://zhan-
glab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) [22]. Он
предсказал трехмерную структуру белка с исполь-
зованием моделирования de novo. I-TASSER ‒ это
ранжированный подход к предсказанию структу-
ры и функции белка, основанный на уровне по-
добия входных и шаблонных структур, доступных
в банке данных PDB.

Уточнение модели и оценка качества. Уточне-
ние предсказанной модели выполнено с исполь-
зованием сервера 3Drefine (http://sysbio.rnet.mis-
souri.edu/3Drefine/), чтобы уменьшить возможные
структурные ошибки в предсказанной третичной
структуре родственной белковой вакцины. Кроме
того, структурное качество вакцины проверено на
графике Рамачандрана с использованием сервера
RAPAGE (https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/)
и Z-балла сервера ProSA (https://prosa.ser-
vices.came.sbg.ac.at/prosa.php) [23].

Молекулярный докинг. Процесс молекуляр-
ной стыковки выполняли для проверки аффин-
ности связывания разработанной белковой по-
следовательности с молекулами MHC класса I
(HLA-A0201; PDB Acc. No. UQ3) и MHC класса II
(HLA-DR; PDB Acc. No. 1DLH). Молекуляр-
ный докинг проводили с использованием он-

лайн-сервера ClusPro (https://cluspro.bu.edu/
login.php?redir=/queue.php) со сложным типом
по умолчанию [24‒26]. На следующем этапе про-
цесс повторяли с использованием программного
обеспечения HEX 6.0. С этой целью выбирали
следующие параметры: FFT Mode–3D fast life,
диапазоны расстояний, скручивания, рецепторов
и лигандов ‒ 40, 360, 180 и 180 соответственно, тип
корреляции ‒ только форма, размер сетки ‒ 0.6.

Обратная трансляция пептида и проверка от-
крытой рамки считывания (ORF). На заключитель-
ном этапе аминокислотную последовательность
полученного полипептида обратно транслировали
в нуклеотидную с использованием базы данных
(https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html).
Открытую рамку считывания (ORF) связанной
последовательности со значением по умолчанию
для Escherichia coli исследовали в базе данных
ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Выбор эпитопов и выравнивание 

последовательностей
В табл. 1 показаны эпитопы, выбранные на

сервере IEDB. Последовательность пептидов (эпи-
топов) для вакцины C. burnetii сконструирована,
отобрана и проанализирована в программе pro-
tein BLAST.

Кроме того, чтобы подтвердить отсутствие сход-
ства между последовательностями сконструиро-
ванного полипептида и белков человека, полные
последовательности из эпитопов-кандидатов, со-
держащихся в поверхностных белках C. burnetii, со-

Таблица 1. Эпитопы, выбранные для исследования

UniProt (Acc. No.) Белок Эпитопы

H7C7D7 (CBU_1910) Com1

DIQSIVHHYLVNHPEVL
GNVTLVEFFDY
KYYAFHDALLS
SEQITLQTAEKVGLNVA
TPTFVIGNKALTKFGF

Q83DK8 (CBU_0718) Гипотетический ассоциированный с мем-
браной белок

DDVAKLRGDLSSIIHKLTSFSKTEASM

Q83AL4 (CBU_1869) Гипотетический экспортируемый белок
PITKKQLKTMSNYEVIAK
IKLPRNRYRLVFTQQ
GKHFDGIKVLKLSPQNTI

Q83F71 (CBU_0077) Гипотетический трансмембранный белок EVLTLLLNWVNYHE

Q83EL2 (CBU_0307) Наружный белок мембраны GVAYTYNRANAGLPTNK
VPGYRNASSKRFVAP

Q83DT1 (OmpH) OmpH QELFVAQNKAMSDFM

Q83CG1 (CBU_1157) Гипотетический экспортируемый белок ISLLVFKNSHRVQLWAK
RFDLSLMLNYPNSADRY
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поставляли с белками человека. Результаты pro-
tein BLAST показаны в табл. 2.

Прогнозирование и выбор Т-клеточного эпитопа
Внутриклеточная природа заражения C. burnetii

побудила нас ограничить выбор кандидатных пеп-
тидов только Т-клеточными эпитопами. Для пред-
сказания эпитопов Т-клеток проводили трехэтап-

ный скрининг иммуногенных (порог: 0.4) и аллер-
генных характеристик эпитопов (табл. 3). Все
эпитопы по предсказанию были нетоксичными.

Инженерия вакцин и физико-химические свойства
С помощью иммуноинформатического анали-

за отобрали пять эпитопов Т-клеток. Сконструи-
рованная вакцина-кандидат включала 344 ами-

Таблица 2. Результаты исследования белков C. burnetii с помощью программы protein BLAST и предсказание ан-
тигенности

Эпитоп

NCBI Blast

Минимальная 
идентичность, %

Homo sapiens

Максимальная 
идентичность, %

Homo sapiens

Минимальная 
идентичность, %

Coxiella burnetii

Максимальная 
идентичность, %

Coxiella burnetii

H7C7D7
(CBU_1910) 35.14 35.90 96.92 100.00

Q83DK8
(CBU_0718) 0 0 98.94 100.00

Q83AL4
(CBU_1869) 0 0 98.62 100.00

Q83F71
(CBU_0077) 0 0 99.24 100.00

Q83EL2
(CBU_0307) 0 0 35.11 100.00

Q83DT1
(ompH) 0 0 99.14 100.00

Q83CG1
CBU_1157 0 0 99.14 100.00

Таблица 3. Прогнозируемые свойства выбранных Т-клеточных эпитопов

Эпитоп
Вероятностный протективный 

аллерген (AllertTop)
Антиген (VaxiJen 2.0)

DIQSIVHHYLVNHPEVL Аллерген Антиген
GNVTLVEFFDY Аллерген Антиген
KYYAFHDALLS Не аллерген Не антиген
SEQITLQTAEKVGLNVA Не аллерген Антиген
TPTFVIGNKALTKFGF Не аллерген Антиген
DDVAKLRGDLSSIIHKLTSFSKTEASM Не аллерген Не антиген
PITKKQLKTMSNYEVIAK Не аллерген Не антиген
IKLPRNRYRLVFTQQ Не аллерген Не антиген
GKHFDGIKVLKLSPQNTI Аллерген Антиген
EVLTLLLNWVNYHE Не аллерген Не антиген
GVAYTYNRANAGLPTNK Не аллерген Не антиген
VPGYRNASSKRFVAP Не аллерген Антиген
ISLLVFKNSHRVQLWAK Аллерген Не антиген
RFDLSLMLNYPNSADRY Не аллерген Антиген
QELFVAQNKAMSDFM Не аллерген Не антиген
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нокислоты, разделенные на следующие сегмен-
ты: CTxB в качестве адъюванта, Т-клеточные
эпитопы и соответствующие линкеры. Физиче-
ские и химические свойства конечной конструк-
ции предсказаны с помощью сервера PepCalc. Ре-
зультаты подтвердили, что полипептид с молеку-
лярной массой около 38261.89 Да – стабильный
растворимый белок с pI 9.92 и расчетным суммар-
ным зарядом около 14.7 (рис. 2а).

Стабильность белка
Стабильность родственного белка оценивали с

использованием серверов IUpred 2.0, IsUnstruct
(v2: 02) и FoldUnfold (масштаб: ожидаемое число
контактов 8 Å, порог: 20.4, рамка усреднения: 11).
Рассчитанная стабильность белка подтверждена,
как показано соответственно на рис. 2б, 2в и 2г.

С использованием программы ProtParam для
аминокислотного состава сконструированного
полипептида предсказаны стабильность и период
полужизни. Согласно результатам, показанным
на рис. 3, структура белка стабильна, период его
полужизни составляет примерно 30 ч в клетках
млекопитающих, более 20 ч в дрожжах и более
10 ч в E. coli (рис 3).

Прогнозирование вторичной
и третичной структуры

Прогноз вторичной и третичной структуры хи-
мерного полипептида проиллюстрирован на рис. 4.
Как можно видеть, в α-спираль, удлиненную β-
структуру и случайный клубок организовано со-
ответственно 31.58, 19.30 и 49.12% аминокислот-
ных остатков из общего числа 344. Кроме того,
первичную 3D-модель предлагаемого иммуноге-
на предсказали онлайн-сервером I-TASSER.

Уточнение модели и оценка качества
Процессы уточнения модели выполнены на

сервере 3Drefine для выбранной модели полипеп-
тида. С этой целью анализировали всю структуру
белка, включая элементы вторичной структуры,
области петель и его боковые цепи. Пять факто-
ров, включая оценку 3Drefine, GDT-TS, GDT-HA,
RMSD, RWplus и MolProbity, ‒ основные пара-
метры для процесса уточнения, которые отража-
ют потенциальную энергию (3Drefine-оценочная
функция и RWplus), оценку сходства (GDT-TS и
GDT-HA), классификации и физическую реали-
стичность соответственно. Далее выбирали уточ-
ненную модель с соответствующими характери-
стиками для дальнейших оценок упомянутых
факторов. Выявлено, что уточненная сервером
3Drefine модель имеет значения GDT-TS 1.0000,
GDT-HA 0.9644, RMSD 0.375, MolProbity 3.395,
оценку 3Drefine 22028.8 и RWPlus ‒ 63478.84. На

следующем этапе геометрическое качество пер-
вичной и уточненной моделей проанализировали
по графику Рамачандрана (рис. 5).

Молекулярный докинг
Результаты анализа молекулярного докинга

подтвердили сродство химерных пептидов как
MHC класса I, так и MHC класса II. Обнаружено,
что химерный пептид проявлял большее сродство
к MHC класса II с е-value, равным ‒920.88, то-
гда как для MHC класса I параметр составлял
‒772.51. В этом разделе альбумин использовали в
качестве нейтрального белка. Кроме того, энер-
гия связывания с MHC класса I и MHC класса II
для сконструированного полипептида проанали-
зирована с использованием онлайн-сервера Clus-
pro (https://cluspro.bu.edu/login.php). Результаты
представлены в табл. 4 и табл. 5.

Обратная трансляция белка и дизайн конструктов
Чтобы сконструировать кассету для экспрессии

в плазмидном векторе для синтеза целевого белка,
необходимо осуществить обратный перевод ами-
нокислотной последовательности в нуклеотидную.
С этой целью конечную пептидную последователь-
ность преобразовали в нуклеотидную с использо-
ванием инструментов биоинформатики. Поиск
ORF последовательности проводили в программе
ORFfinder. Полученную нуклеотидную последова-
тельность использовали для моделирования кло-
нирования в вектор PET21 с использованием авто-
номного программного обеспечения SnapGene.
Эти результаты показаны на рис. 6.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Недавно разработали несколько методов для

индукции иммуногенности вакцин и снижения
связанных с их применением рисков. В случае рас-

Таблица 4. Результаты молекулярного докинга, прове-
денного с использованием сервера ClusPro, для пред-
лагаемой последовательности потенциального имму-
ногена с MHC класса I

Выбранная 
модель
MHC I

Репрезентативность Взвешенная
Score-функция

0
Центр ‒829.0

Самая низкая энергия ‒829.0

1
Центр ‒805.6

Самая низкая энергия ‒805.6

2
Центр ‒659.0

Самая низкая энергия ‒745.5
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Рис. 2. Свойства сконструированного полипептида. а ‒ Аминокислотная последовательность и физико-химические
характеристики. Согласно результатам, получен полипептид с общим числом аминокислотных остатков (а.о.) 344,
молекулярной массой 38261.89 Да, хорошо растворимый в воде. Кроме того, изоэлектрическая точка равна 9.92, а сум-
марный заряд при pH 7.0 ‒ около 14.7. б ‒ График стабильности белка, созданный с использованием сервера
IUpred 2.0. Этот график подтверждает стабильность полученного полипептида, так как прогнозируемые нарушения в
его структуре ниже порогового значения 0.5. в ‒ Результаты анализа по программе IsUnstruct и предсказание неупо-
рядоченных участков на основе модели Изинга. г ‒ Предсказание по программе FoldUnfold в соответствии с амино-
кислотной последовательностью. Сервер FoldUnfold проверяет аминокислоту в последовательности. Свернутые и не-
свернутые области в последовательности показаны синим и красным цветом соответственно.
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NH2-MIKLKFGVFF IVLLSSAYAH GTPQNITDLC AEDHNTQIHT LNDKIFSYTE
SLAGKREMAI ITFKNGATFQ VEVPGSQHID SQKKAIERMK DTLRIAYLTE
AKVEKLCVWN NKTPHAIAAI SMANPAPAPA SEQITLQTAE KVGLNVAKKT
PTFVIGNKAL TKFGFKKGNV TLVEFFDYKK VPGYRNASSK RFVAPKKRFD
LSLMLNYPNS ADRYPAPAPA MIKLKFGVFF IVLLSSAYAH GTPQNITDLC
AEDHNTQIHT LNDKIFSYTE SLAGKREMAI ITFKNGATFQ VEVPGSQHID
SQKKAIERMK DTLRIAYLTE AKVEKLCVWN NKTPHAIAAI SMAN-COOH
NH2-Met-Ile-Lys-Leu-Lys-Phe-Gly-Val-Phe-Phe-Ile-Val-Leu-Leu-Ser-
Set-Ala-Туr-Ala-His-Gly-Thr-Pro-Gln-Asn-Ilе-Thr-Asp-Leu-Cys-Ala-
Glu-Asp-His-Asn-Thr-Gln-Ile-His-Thr-Leu-Asn-Asp-Lys-Ile-Phe-Ser-
Туr-Thr-Glu-Ser-Leu-Ala-Gly-Lys-Arg-Glu-Wet-Ala-Ile-Ile-Thr-Phe-
Lys-Asn-Gly-Ala-Thr-Phe-Gln-Val-Glu-Val-Pro-Gly-Ser-Gln-His-Ile-
Asp-Ser-Gln-Lys-Lys-Ala-Ile-Glu-Arg-Met-Lys-Asp-Thr-Leu-Arg-Ile-
Ala-Туr-Leu-Thr-Glu-Ala-Lys-Val-Glu-Lys-Leu-Cys-Val-Trp-Asn-Asn-
Lys-Thr-Pro-His-Ala-Ile-Ala-Ala-Ile-Ser-Met-Ala-Asn-Pro-Ala-Pro-
Ala-Pro-Ala-Ser-Glu-Gln-Ile-Thr-Leu-Gln-Thr-Ala-Glu-Lys-Val-Gly-
Leu-Asn-Val-Ala-Lys-Lys-Thr-Pro-Thr-Phe-Val-Ile-Gly-Asn-Lys-Ala-
Leu-Thr-Lys-Phe-Gly-Phe-Lys-Lys-Gly-Asn-Val-Thr-Leu-Val-Glu-Phe-
Phe-Asp-Tyr-Lys-Lys-Val-Pro-Gly-Туr-Arg-Asn-Ala-Ser-Ser-Lys-Arg-
Phe-Val-Ala-Pro-Lys-Lys-Arg-Phe-Asp-Leu-Ser-Leu-Met-Leu-Asn-
Tyr-Pro-Asn-Ser-Ala-Asp-Arg-Tyr-Pro-Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Met-Ile-
Lys-Leu-Lys-Phe-Gly-Val-Phe-Phe-Ile-Val-Leu-Leu-Ser-Ser-Ala-Туr-
Ala-His-Gly-Thr-Pro-Gln-Asn-Ile-Thr-Asp-Leu-Cys-Ala-Glu-Asp-His-
Asn-Thr-Gln-Ile-His-Thr-Leu-Asn-Asp-Lys-Ile-Phe-Ser-Туr-Thr-Glu-
Ser-Leu-Ala-Gly-Lys-Arg-Glu-Met-Ala-Ile-Ile-Thr-Phe-Lys-Asn-Gly-
Ala-Thr-Phe-Gln-Val-Glu-Val-Pro-Gly-Ser-Gln-His-Ile-Asp-Ser-Gln-
Lys-Lys-Ala-Ile-Glu-Arg-Met-Lys-Asp-Thr-Leu-Arg-Ile-Ala-Tyr-Leu-
Thr-Glu-Ala-Lys-Val-Glu-Lys-Leu-Cys-Val-Trp-Asn-Asn-Lys-Thr-Pro-
His-Ala-Ile-Ala-Ala-Ile-Ser-Met-Ala-Asn-COOH
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Рис. 3. Результаты предсказания стабильности сконструированного полипептида программой ProtParam. Аланин и
лизин чаще всего встречаются в последовательности белка и в сумме составляют 20% всех аминокислот; расчетный
период полужизни белка в клетках млекопитающих составляет около 30 ч.
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Общее число положительно заряженных остатков (Arg + Lys): 44
Предполагаемый период полужизни:
N-конец рассмотренной последовательности ‒ M (Met)
Установленный период полужизни: 30 ч (ретикулоциты человека, in vitro)

> 20 ч (дрожжи, in vivo)
> 10 ч (E. coli, in vivo)

Рис. 4. Предсказание вторичной и третичной структуры сконструированного полипептида. а ‒ Вторичная структура
белка. Из 344 аминокислот 110, 66 и 168 вовлечены в формирование α-спирали, β-структуры и случайного клубка со-
ответственно. б ‒ Предсказанная с помощью сервера I-TASSER третичная структура.
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пространенного зоонозного заболевания, Q-лихо-
радки, доступна только одна коммерческая вакци-
на. Это инактивированная формалином бактерия
C. burnetii [8]. В представленной работе описано со-

здание полипептида, который может быть исполь-
зован как иммуноген для вакцины против Q-ли-
хорадки. Полипептид сконструирован на основе
спрогнозированных функциональных и иммуно-
доминантных эпитопов C. burnetii. При предска-
зании эпитопов использовали несколько баз дан-
ных [27‒29]. В пептидных вакцинах на конец ами-
нокислотной цепи можно ввести метку, например
Arg-тег, кальмодулинсвязывающий пептид, цел-
люлозсвязывающий домен, DsbA, c-myc-тег, глу-
татион-S-трансферазу, FLAG-, HAT-тег, His-тег,
мальтозсвязывающий белок, NusA, S-тег и др.
[30]. Дальнейшую белковую инженерию можно
применять для солюбилизации нерастворимого по-
липептида или стабилизации нестабильного [31]. По-
сле отбора эпитопов сконструированную аминокис-
лотную последовательность обратно переводят в ко-
дирующую ее нуклеиновую и полученный остов
синтезируют и клонируют в подходящем хозяине для
экспрессии целевого белка [32].

В последнее время опубликовано множество
исследований по разработке вакцин на основе

Таблица 5. Результаты молекулярного докинга, прове-
денного с использованием сервера ClusPro, для пред-
лагаемой последовательности иммуногена с MHC
класса II

Выбранная 
модель
MHC II

Репрезентативность Взвешенная 
Score-функция

0
Центр ‒824.2

Самая низкая энергия ‒824.2

1
Центр ‒631.3

Самая низкая энергия ‒708.2

2
Центр ‒648.4

Самая низкая энергия ‒737.4

Рис. 5. Анализ пептидной последовательности по графику Рамачандрана.
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пептидов против инфекционных заболеваний.
Например, Farhadi и др. [33] представили вакци-
ну на основе пептидов, которая состоит из эпито-
пов В-клеток и линейных CD4+ Т-клеток, вы-
бранных из белков внешней мембраны (Omps)
Klebsiella pneumoniae. В другом исследовании Nos-
rati и др. [34] получили мультиэпитопную реком-
бинантную вакцину из линейных В-клеточных и
Т-клеточных связывающих эпитопов из глико-
протеинов Gc и Gn вируса геморрагической ли-
хорадки Крым–Конго. Полученный ими оптими-
зированный пептид состоял из 382 аминокислот-
ных остатков, организованных в четыре домена,
включая линейные В-клеточные эпитопы, Т-кле-
точные эпитопы и два адъюванта [34]. В 2020 году
Aryanzad и соавт. [35] разработали и изготовили
иммуногенный химерный белок против антиге-
нов IpaD и IpaB из Shigella dysenteriae [35]. В 2021
году Sohali и др. [36] описали процедуру in silico
для предсказания Т-клеточного эпитопа SARS-
CoV-2 [36]. Jaydari и соавт. [37] сообщали о В- и
Т-клеточных эпитопах против C. burnetii. В этой
вакцине эпитопы Com1 и OmpH в различном по-
рядке были организованы в 3 группы: Т-клеточ-
ные, В-клеточные и общие Т- и В-клеточные. Ав-
торы показали, что каркас, сконструированный из
эпитопов В-клеток, проявляет наибольшую имму-
ногенность как в отношении антигенов Com1, так
и OmpH.

Нами исследованы все Т-клеточные эпитопы
семи антигенов C. burnetii, включая белки Com1 и

OmpH (табл. 1). При разработке пептидных вак-
цин первостепенное значение имеет определение
иммуногенных В-клеточных и Т-клеточных эпи-
топов. Т-клетки играют важную роль в иммунном
ответе клетки на патогены. Бактерия C. burnetii ‒
облигатный внутриклеточный патоген, поэтому
иммунные ответы на C. burnetii главным образом
основаны на Т-клеточном иммунитете [38]. Из-за
этого мы сосредоточились на Т-клеточных эпи-
топах с высоким уровнем иммуногенности и
сродства к MHC класса I и II. Мы изучили все
Т-клеточные эпитопы семи антигенов C. burnetii,
включая белки Com1 и OmpH (табл. 1). После
проверки показателей иммуногенности, аллер-
генности, физико-химических характеристик и
взаимодействия между вакциной-кандидатом и
молекулами MHC была подтверждена пригод-
ность вакцины-кандидата.

Иммуноинформатический подход ‒ рентабель-
ный, безопасный и быстрый метод разработки вак-
цин. Эта работа была направлена на создание муль-
тиэпитопной вакцины против зоонозной бактерии
C. burnetii, вызывающей Q-лихорадку. В результате
сконструирован и наработан мультиэпитопный
иммуногенный полипептид высокой стабильно-
сти, пригодный для использования в качестве им-
муногена в вакцине против Q-лихорадки.

Авторы благодарят исследовательский совет
Malek-Ashtar University of Technology (MUT) за
финансовую поддержку этого исследования.

Рис. 6. Смоделированная и сконструированная конструкция ДНК, кодирующей полипептид в векторе экспрессии
PET21. In silico клонирование проводили через сайты рестрикции NdeI и Hind III системы pET.
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CANDIDATE AGAINST Q FEVER
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Novel types of the vaccines with high immunogenicity and low risks, including epitope-based vaccines, are
sought. Among zoonotic disease, Q fever caused by Coxiella burnetii is an important target due to numerous
outbreaks and the pandemic potential. Here we present a synthetic multi-epitope vaccine against Coxiella
burnetii. This vaccine was developed using immunoinformatics approach. Antigenic proteins were studied,
and five T cell epitopes were selected. Antigenicity, allergenicity, and toxicity of the selected epitopes were
evaluated using the VaxiJen 2.0, AllerTOP, and ToxinPred servers, respectively. Selected epitopes were joined
in a peptide sequence, with the cholera toxin B subunit (CTxB) as an adjuvant. The affinity of the proposed
vaccine to MHC I and II molecules was measured in a molecular docking study. Resultant vaccine has high
antigenicity, stability, and a half-life compatible with utilization in vaccination programs. In conclusion, the
validated epitope sequences may be used as a potential vaccine to ensure protection against Q fever agent.
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