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Убиквитин-протеасомная система (UPS) – важный регулятор основных клеточных процессов.
Компоненты UPS вовлечены в регуляцию клеточного цикла, трансдукцию сигнала, ответ клетки на
повреждения ДНК, метаболизм и контроль транскрипции. Ключевую роль в функционировании
UPS играют Е3 убиквитин-лигазы – ферменты, которые ковалентно присоединяют убиквитин к
белкам-мишеням. Одна из наиболее интересных Е3 лигаз – супрессор опухолевого роста Hyd (hy-
perplastic discs) дрозофилы, необходима для регуляции пролиферации, роста и дифференцировки
клеток. Изучение мутаций hyd в различных тканях дрозофилы показало, что в зависимости от кле-
точного контекста Hyd может выполнять не только протеолитические функции, связанные с дегра-
дацией белков, но и, взаимодействуя с другими белками и/или нуклеиновыми кислотами, высту-
пать в качестве важного регулятора клеточных процессов.
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УБИКВИТИНИРОВАНИЕ
И РОЛЬ Е3 УБИКВИТИН-ЛИГАЗ

Убиквитин (Ub) – небольшой высококонсер-
вативный белок, состоящий из 76 аминокислот-
ных остатков, присутствует во всех клетках, а
убиквитинирование – одна из самых частых по-
сттрансляционных модификаций белков, играет
ключевую роль в разнообразных клеточных про-
цессах. Существуют разные типы убиквитиновых
модификаций: моноубиквитинирование – при-
соединение одной молекулы убиквитина к белку
путем ковалентного связывания с остатком лизи-
на (Lys) в молекуле субстрата; мультиубиквити-
нирование (или множественное моноубиквити-
нирование) – одновременное присоединение
убиквитина к нескольким остаткам Lys белка-суб-
страта; полиубиквитинирование – формирование
поли-Ub-цепи, состоящей из нескольких молекул
убиквитина, связанных между собой посредством
специфических остатков лизина и глицина. В
убиквитин-протеасомной системе (UPS – Ubiqui-
tin-Proteasome System) убиквитин модифицирует
белковые субстраты, формируя поли-Ub-цепи,
которые служат сигналом для протеасомной де-
градации белка [1]. Однако оказалось, что убик-
витин не только регулирует деградацию белков
посредством UPS, но и выполняет множество не-

протеолитических регуляторных функций. Убик-
витинирование изменяет поверхность белка-суб-
страта, что влияет на его активность, стабиль-
ность, способность взаимодействовать с другими
белками, а также на его внутриклеточную локали-
зацию [2, 3]. Моноубиквитинирование или муль-
тиубиквитинирование необходимы для попада-
ния определенных белков в везикулы на разных
стадиях секреторно-эндоцитозного пути. В этом
случае убиквитин выступает в роли регулируемо-
го сортировочного сигнала [4]. А в случае полиу-
биквитинирования различная топология поли-
Ub-цепей приводит к связыванию со специфиче-
скими белками-адапторами, что, в свою очередь,
имеет различные последствия. Возможны по
меньшей мере восемь различных типов связей
между мономерами убиквитина. Семь из них об-
разуются за счет внутренних остатков лизина в
структуре убиквитина, а восьмой осуществляется
через N-концевой остаток метионина [5]. К при-
меру, связывание через Lys48 используется глав-
ным образом для направления белка на деграда-
цию, а связывание через Lys63 играет важную
роль в репарации ДНК, воспалительной реакции,
эндоцитозе и синтезе белка на рибосомах [6].

Связывание убиквитина с белками-субстрата-
ми осуществляется путем трех последовательных
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ферментативных реакций. Сначала убиквитин-
активирующий фермент E1 АТР-зависимо акти-
вирует убиквитин с формированием высокоэнер-
гетической тиоэфирной связи между карбоксиль-
ной группой С-концевого остатка глицина в
убиквитине и остатком цистеина в молекуле Е1.
Затем активированный убиквитин переносится
на специфический остаток цистеина убикви-
тинсвязывающего фермента Е2 с формированием
сходной тиоэфирной связи. На третьем этапе убик-
витин-лигаза E3 взаимодействует одновременно с
Е2, благодаря Е2-связывающему домену, и с бел-
ком-субстратом, благодаря субстратсвязывающему
домену. Убиквитин-лигаза Е3 осуществляет пере-
нос активированного убиквитина с Е2 на субстрат с
формированием изопептидной связи между ε-ами-
ногруппой субстрата и С-концевой карбоксильной
группой убиквитина [7]. Именно на этом этапе
происходит распознавание специфичного субстра-
та, сайта и типа убиквитиновой модификации, по-
этому убиквитин-лигазы Е3 играют ключевую роль
в каскаде реакций убиквитинирования.

Чтобы использовать весь функциональный
потенциал убиквитинирования, в эукариотиче-
ских клетках существуют сотни убиквитин-лигаз,
которые содержат несколько основных типов ката-
литических доменов и разнообразные субстратсвя-
зывающие домены и регуляторные элементы. Это
свойство позволяет убиквитин-лигазам функцио-
нировать в разных клеточных контекстах, отвечать
на различные клеточные сигналы и стимулировать
процессинг разнообразных белковых субстратов.
В геноме человека найдено около 1000 Е3 убикви-
тин-лигаз, которые в зависимости от структуры
Е2-связывающего домена делят на три основных
класса: RING (Really Interesting New Gene)/
U-box, HECT (Homologous to E6AP C-Terminus) и
RBR (RING between RING) [8]. Каждый из этих
классов имеет свой особый белоксвязывающий
домен (RING-finger или HECT) для связывания с
Е2 и различные домены для взаимодействия с
субстратами.

RING-домен устроен по типу цинковых паль-
цев, он осуществляет перенос убиквитина от Е2
на субстрат за один шаг [9]. Это самое большое се-
мейство Е3 убиквитин-лигаз. У человека насчиты-
вается около 600 представителей данного семейства
[9]. Среди них есть белки, осуществляющие свои
функции как самостоятельно (например, IAP – in-
hibitor of apoptosis, предотвращающий апоптоз;
Mdm2, катализирующий убиквитинирование p53),
так и в составе мультибелковых комплексов (та-
ких как SCF – Skp-Cullin-F-box и APC/C –
anaphase-promoting complex/cyclosome), мишеня-
ми которых служат циклины и секурины – инги-
биторы анафазы [10–13].

Второй класс Е3 лигаз – HECT-лигазы – ха-
рактеризуется наличием С-концевого домена из

~350 аминокислот, содержащего активный сайт –
консервативный остаток цистеина, с помощью
которого образуется временная тиоэфирная связь
с убиквитином, а затем его перенос на остаток ли-
зина в молекуле целевого белка [14]. В геноме че-
ловека обнаружено около 50 генов белков этого се-
мейства. К этому классу относятся белки E6-AP,
Huwe1 и Nedd4.

Е3 лигазы третьего класса – RBR – совмещают
в себе черты двух первых классов, так как имеют
два RING-домена, один из которых функциони-
рует как каркас, а другой содержит каталитиче-
ский остаток цистеина, образующий промежуточ-
ную связь с убиквитином [15]. У человека известно
14 Е3 лигаз класса RBR, из которых наиболее изу-
чен Parkin [15].

Hyd – УНИКАЛЬНЫЙ ЧЛЕН СЕМЕЙСТВА
Е3 ЛИГАЗ

Правильное функционирование UPS необхо-
димо для нормального протекания таких жизнен-
но важных процессов, как клеточный цикл и апо-
птоз. Поэтому в последние годы возрос интерес к
изучению компонентов UPS, в частности Е3 убик-
витин-лигаз, обеспечивающих специфичность
убиквитинирования, в качестве потенциальных
мишеней для терапии многих болезней, включая
рак. Один из наиболее интересных представите-
лей семейства Е3 убиквитин-лигаз – HECT-убик-
витин-лигаза HYD (hyperplastic discs). Первона-
чально hyd обнаружили у Drosophila melanogaster как
температурочувствительную мутацию, которая вы-
зывала разрастание крыловых и гальтерных имаги-
нальных дисков в мутантных личинках, выращен-
ных при рестриктивной температуре, при этом
способность дисков к дифференцировке сохра-
нялась [16, 17]. Было показано, что hyd играет
ключевую роль в контроле пролиферации сома-
тических клеток в процессе развития дрозофилы,
и на этом основании его отнесли к супрессорам
опухолевого роста [17].

Убиквитин-лигаза Hyd дрозофилы, кодируе-
мая геном hyperplastic discs, относится к HECT-се-
мейству Е3 убиквитин-лигаз. Белок Hyd состоит
из 2885 аминокислотных остатков и содержит N-
концевой UBA-домен (ubiquitin-associated), необ-
ходимый для связывания с убиквитином [18]; два
сигнала ядерной локализации NLS; UBR (ubiqui-
tin recognin box) домен по типу цинковых паль-
цев, отвечающий за распознавание первого типа
N-дегронов [19]; С-концевой HECT-домен, обес-
печивающий каталитическую активность; и бе-
локсвязывающий домен PABC (poly(A)-binding
protein C-terminal) (рис. 1а).

В структуре HECT-домена выделяются две
различные части, связанные между собой гибким
линкером. N-концевая часть взаимодействует c
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убиквитинсвязывающим ферментом E2, а С-кон-
цевая часть содержит каталитический остаток ци-
стеина, который принимает убиквитин от Е2.
При этом С-концевая часть Hyd имеет уникаль-
ные особенности, отличающие ее от HECT-доме-
нов других Е3 лигаз, такие как вставка из четырех
аминокислот во второй спирали, которая приво-
дит к удлинению спирали и совершенно новой
ориентации предшествующей петли. Эта высту-
пающая петля имеет значение при взаимодей-
ствии с Е2-связывающим ферментом, она влияет
на специфичность связывания [20].

Еще одна уникальная черта белка Hyd – нали-
чие белоксвязывающего домена PABC, найден-
ного также в белке PABP (poly(A)-binding protein),
функция которого связана с трансляцией мРНК.
PABC представляет собой небольшой протеоли-
тически стабильный, высококонсервативный
участок, который служит для связывания с раз-
личными белками, осуществляющими регуля-
цию трансляции (медиаторами терминации и
усиления трансляции, стабилизации и полиаде-
нилирования мРНК) [21]. Домен PABC белка
Hyd может связываться с некоторыми партнера-
ми соответствующего PABC-домена белка PABP
[21, 22].

Hyd В ТКАНЯХ ДРОЗОФИЛЫ

Еще в ранних исследованиях было показано,
что опухолевые супрессоры могут функциониро-
вать во многих тканях, но только в некоторых из
них мутации этих генов вызывают гиперплазию
[23]. Изучение мутаций hyd в соматических тка-
нях дрозофилы выявило интересную особенность

этого онкосупрессора. Оказалось, что при силь-
ных мутациях мухи умирают на личиночной ста-
дии или на ранней стадии куколки, а имагиналь-
ные диски меньше по размеру или отсутствуют
совсем. При слабых мутациях, наоборот, чаще
встречаются разросшиеся диски, а особи дожива-
ют до поздних стадий куколки или до взрослого
состояния [17]. В связи с этим предполагается
[17], что роль Hyd в контроле клеточной пролифе-
рации не ограничивается лишь ее терминацией,
этот фермент участвует также в ее инициации и
поддержании.

Эксперименты по мозаичному анализу на глаз-
ных имагинальных дисках дрозофилы показали,
что в глазах взрослых особей, содержащих клоны
клеток, гомозиготных по мутации hyd, разрастается
нормальная ткань дикого типа, окружающая му-
тантные клоны [24]. При этом сами мутантные
клоны во взрослом состоянии не сохраняются.
Механизм разрастания, при котором сверхпроли-
ферации подвергаются не сами мутантные клет-
ки, а их окружение, получил название клеточно-
неавтономного. Глаза, которые полностью состо-
яли из мутантной ткани, были меньше по разме-
ру. Этот фенотип объясняется тем, что в клонах,
мутантных по hyd, происходит эктопическая экс-
прессия генов hedgehog и dpp, что, в свою очередь,
приводит к преждевременной дифференцировке
фоторецепторов и распространению волны диф-
ференцировки в окружающие здоровые ткани. Та-
ким образом, когда глаз полностью мутантный,
прогрессия морфогенетической борозды ускоряет-
ся, и клетки диска раньше прекращают деление.

Также известно, что утрата функции гена hyd
приводит к стерильности самцов и самок дрозо-

Рис. 1. Структура (а) и функции (б) белка Hyd. UBA – ubiquitin-associated domain; NLS – nuclear localization signal;
UBR – ubiquitin recognin box; HECT – homologous to the E6-AP carboxyl terminus; PABC – poly(A)-binding protein C-terminal.

а

б
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Протеолитические функции Непротеолитические функции

Транскрипционный уровень
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Посттрансляционный уровеньПосттрансляционный уровень

Убиквитинирование Gro/Tle по Lys48

МикроРНК сайленсинг

Убиквитинирование Akirin по Lys63

Регуляция Hh и Wnt-сигнальных путей
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филы [17]. На модели сперматогенеза показано,
что мутации hyd вызывают многочисленные на-
рушения клеточного деления и дифференциров-
ки сперматоцитов, к которым приводит несогла-
сованность в развитии событий хромосомного,
центросомного, микротрубочкового и цитоплаз-
матического циклов. Однако при этом не проис-
ходит гиперплазии ни зародышевой, ни сомати-
ческой тканей семенников, и особенность гена
как онкосупрессора не проявляется [25].

Разное проявление мутаций hyd в разных тка-
нях обусловлено многофункциональностью это-
го белка: в зависимости от клеточного контекста
он может осуществлять не только свои протеоли-
тические функции, связанные с деградацией бел-
ков, но и, взаимодействуя с другими белками
и/или нуклеиновыми кислотами, выступать в ка-
честве важного регулятора клеточных процессов
(рис. 1б).

ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ Hyd
Хотя выявлено более 56 белок-белковых взаи-

модействий, в которых участвует белок Hyd дро-
зофилы, доказанным субстратом для убиквити-
нирования с последующей протеасомной дегра-
дацией является только белок Groucho/TLE [26].
У ортолога Hyd, белка UBR5 (Ubiquitin protein li-
gase E3 component n-recognin 5) человека, кото-
рый локализуется преимущественно в ядре, из-
вестно множество субстратов, включая белки от-
вета на повреждения ДНК (TopBP1, ATMIN и
CHK2) [27–29], регуляторы транскрипции (hPXR,
RNF168, CDK9) [27] и трансляции (PAIP2
(PABP2)) [27], протоонкогены β-катенин, E6 па-
пилломавируса человека и с-Myc [27, 28, 30], ре-
гуляторы клеточной гибели MOAP1 и XIAP [31,
32], белки с мотивом PAM2 – BUB1, BUB1β, и
ATXN2L [26], фактор ангиогенеза AGR2 [33] и
глюконеогенеза PEPCK1 [28]. Таким образом,
UBR5 млекопитающих вовлечен в регуляцию мно-
гих клеточных процессов: транскрипцию, трансля-
цию, пролиферацию, трансформацию клеток, от-
вет на повреждения ДНК (рис. 1б).

НЕПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ Hyd
В экспериментах на крыловых имагинальных

дисках дрозофилы показано, что в Hh-сигналь-
ном пути Hyd регулирует экспрессию генов-ми-
шеней Hh – dpp, ptc, en, col, связываясь непосред-
ственно с промоторами этих генов в различных
соотношениях, что делает возможным их диффе-
ренцированное регулирование [34]. На определен-
ном промоторе Hyd выступает в роли фактора,
присутствие которого влияет на транскрипцион-
ную активность Ci (Cubitus interuptus) – главного
транскрипционного медиатора Hh-сигнального
пути. При этом Hyd физически взаимодействует с

Ci. Интересно, что для осуществления этой регу-
ляции необходима Е3 лигазная активность Hyd,
но в протеасомной деградации этих субстратов
Hyd не участвует [34].

Hyd необходим также для запуска экспрессии
генов-мишеней в сигнальном пути Wnt, контро-
лирующем ключевые события в процессе эмбри-
онального развития и морфогенеза. В отсутствие
сигнала Wg репрессор Groucho/TLE связан с эн-
хансерной последовательностью генов-мишеней,
и это предотвращает их экспрессию. В ответ на сиг-
нал происходит стабилизация белка-эффектора
β-катенина, который связывается с Groucho/TLE и
Hyd, что приводит к убиквитинированию TLE, его
дестабилизации и, как следствие, к конформа-
ционному изменению всего комплекса белков,
связанных с энхансером. Хроматин переходит в
деконденсированное состояние, что приводит к
активации транскрипции. Экспериментально по-
лученные данные позволили cделать вывод [26],
что инактивация Groucho/TLE путем убиквити-
нирования и последующей протеасомной дегра-
дации не является основным механизмом регуля-
ции его репрессорных функций. Предполагается,
что присоединение поли-(Ub)-цепей ослабляет
связь Groucho/TLE с нуклеосомами, а следова-
тельно, и его способность удерживать хроматин в
компактном состоянии [26].

Другой пример непротеолитической функции
Hyd – участие в развитии иммунного ответа у дро-
зофилы. Посредством каталитического HECT-до-
мена Hyd физически взаимодействует с белком
Akirin и формирует на нем Lys63-поли-(Ub)-це-
пи, которые служат для дальнейшего связывания
кофактора Akirin с транскрипционным фактором
Relish и последующей активации экспрессии Aki-
rin-зависимых генов [35]. Белок UBR5 человека
(ортолог Hyd дрозофилы) необходим также для
активации транскрипции AKIRIN2-зависимых
генов.

Во всех приведенных примерах рассмотрены
эволюционно консервативные сигнальные пути.
И у млекопитающих, и у дрозофилы Hyd выпол-
няет в них аналогичные функции. Еще один при-
мер консервативного механизма регуляции экс-
прессии генов с участием UBR5 – генный сайлен-
синг, опосредованный микроРНК. В этом процессе
убиквитин-лигазная активность UBR5 вообще ока-
залась необязательной. Для нормального функцио-
нирования UBR5 в сайленсинге с участием мик-
роРНК необходим домен PABC, посредством ко-
торого UBR5 взаимодействует с белками семейства
GW182 в комплексе c Argonaute и микроРНК,
осуществляющими регуляцию трансляции [36]
(рис. 1б).
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РОЛЬ Hyd В РАЗВИТИИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ ЧЕЛОВЕКА

Hyd, как и все Е3 убиквитин-лигазы, – высо-
коконсервативный белок, имеющий близкого ор-
толога у млекопитающих – UBR5, также извест-
ного, как EDD (E3 identified by Differential Dis-
play). Изначально UBR5 был идентифицирован в
клетках рака молочной железы при скрининге ге-
нов, регулируемых прогестином [37]. В дальней-
шем оказалось, что амплификация UBR5 харак-
терна для многих видов рака [38]. Так, при раке
молочной железы и раке яичников амплифика-
ция локуса UBR5 приводит к сверхэкспрессии
мРНК гена UBR5. Недавние исследования пока-
зали, что 18% случаев мантийноклеточной лим-
фомы связаны с несинонимичными заменами в
гене UBR5. Большинство из этих мутаций затра-
гивает консервативный остаток цистеина в
HECT-домене белка, что нарушает его лигазную
активность [39]. По данным COSMIC (catalogue
of somatic mutations in cancer) при раке часто воз-
никают точечные мутации по всей рамке считы-
вания UBR5, а в районе домена HECT/PABC на-
блюдается тенденция к мутациям со сдвигом рам-
ки считывания, что также, скорее всего, приводит
к потере E3 убиквитин-лигазной активности [40].
Это указывает на онкосупрессорную функцию
UBR5-опосредованного убиквитинирования [27].

Все большее количество исследований гово-
рит о том, что UBR5 связан с различными аспек-
тами биологии рака, но механизм, посредством
которого этот белок вносит вклад в инициацию и
прогрессию опухолей, остается невыясненным.
Не совсем понятно, к какой группе генов следует
отнести UBR5 – к онкогенам или онкосупрессо-
рам. В одних случаях прослеживается четкая
связь между амплификацией UBR5, его сверхэкс-
прессией и химиорезистентностью опухоли и,
как следствие, с неблагоприятным исходом бо-
лезни [32]. Например, повышенный уровень экс-
прессии UBR5 при серозном раке яичника корре-
лирует со сниженной чувствительностью к цис-
пластину, что в совокупности приводит к почти
двукратному увеличению риска рецидива и смер-
ти пациентов [41]. В других случаях развитие опу-
холей обусловлено мутациями потери функции
UBR5 [39]. В связи с этим большое значение для
изучения роли UBR5 в развитии рака приобрета-
ют животные модели, позволяющие модулиро-
вать экспрессию UBR5 в различных условиях и в
различных клеточных контекстах. Выяснение ро-
ли UBR5 и набора субстратов в каждом конкрет-
ном случае необходимы для использования UBR5
в качестве мишени при таргетной противоопухо-
левой терапии.

Работа выполнена при финансовой поддержке
программы фундаментальных научных исследо-
ваний по темам 0310-2019-0005 (Ю.А. Галимова) и

0324-2019-0042-C-01 (Н.В. Дорогова и С.А. Фёдо-
рова).
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ROLES OF THE E3 UBIQUITIN LIGASE Hyd IN Drosophila
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The ubiquitin-proteasome system (UPS) is an important regulator of cell signaling and proteostasis, essential
to a variety of cellular processes. Components of UPS are implicated in regulation of cell cycle progression,
signal transduction, DNA damage response, metabolism and transcriptional control. E3 ubiquitin ligases co-
valently attach ubiquitin to target proteins; they play a key role in the functioning of UPS. Drosophila tumor
suppressor Hyd (hyperplastic disc) is a E3 ligase, involved in cell proliferation, growth and differentiation.
Analysis of Drosophila hyd mutants showed that the effects of Hyd are dependent on tissue context. Besides
its role in proteolysis, Hyd-mediated ubiquitination has non-proteolytical consequences. It is capable of
binding both to other proteins and to nucleic acids. It participates in regulation of crucial cell processes, in-
cluding tumorigenesis.

Keywords: ubiquitination, E3 ubiquitin ligase, tumor suppressor, non-proteolytical functions



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2021, том 55, № 3, с. 362–391

362

ЧТО МОГУТ РАССКАЗАТЬ БЕЛКИ WOX? ОБЗОР МИШЕНЕЙ, 
РЕГУЛЯТОРОВ, ПАРТНЕРОВ1

© 2021 г.   В. Е. Твороговаa, *, Е. Ю. Краснопероваa, А. А. Кудряшовa,
Э. А. Поценковскаяa, И. Е. Додуеваa, Л. А. Лутоваa

aСанкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, 199034 Россия
*e-mail: krubaza@mail.ru

Поступила в редакцию 18.08.2020 г.
После доработки 13.10.2020 г.

Принята к публикации 14.10.2020 г.

WOX (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX) – это семейство гомеодоменсодержащих транскрип-
ционных факторов растений. Белки WOX поддерживают активность меристем различного типа, а
также регулируют формирование органов растений, влияя на пролиферацию и дифференцировку
клеток в различных тканях. Изучение семейства WOX может оказаться полезным для разработки
методик трансформации и редактирования генома растений. В настоящем обзоре рассмотрены
функции и механизмы работы транскрипционных факторов WOX, их мишени, партнеры и регуля-
торы. Семейство WOX можно разделить на три филогенетически обособленные клады: так называ-
емую древнюю, промежуточную и кладу WUS. Каждой из ветвей семейства посвящен отдельный
раздел обзора. Наиболее подробно рассмотрены гены WOX Arabidopsis thaliana, описаны также их
ортологи у других видов растений. Приведены сводные таблицы с известными мишенями, регуля-
торами и партнерами членов семейства WOX.

Ключевые слова: транскрипционные факторы, WUS, WOX, развитие растений
DOI: 10.31857/S0026898421030174

ВВЕДЕНИЕ
WOX (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX) –

это семейство гомеодоменсодержащих тран-
скрипционных факторов (ТФ), участвующих в
регуляции роста и развития растений. В геноме
Arabidopsis thaliana обнаружено 15 членов семей-
ства WOX, включая ген WUSCHEL (WUS), а также
гены WOX1–14 [1]. Семейство WOX можно разде-
лить на три большие клады: так называемую древ-
нюю, или T1, в которую попадают гены WOX10,
13 и 14 A. thaliana, промежуточную (T2), включа-
ющую WOX8, 9, 11 и 12, и современную кладу (T3,
или кладу WUS), куда входят WUS и WOX1–7 [2,
3]. Согласно данным филогенетического анализа,
ветвь WUS впервые появилась у общего предка
Polypodiidae и Spermatophyta [4]. В то же время
члены промежуточной клады можно встретить у
растений, начиная с Lycopodiophyta [5], хотя, со-
гласно одному из последних исследований, они
встречаются только у семенных растений [3]. Ге-
ны WOX древней ветви обнаруживаются в гено-
мах растений, начиная с Chlorophyta [6]. В насто-

ящем обзоре рассмотрены функции членов дан-
ного семейства и регуляторные модули, в составе
которых они работают.

СОВРЕМЕННАЯ ВЕТВЬ (T3/ВЕТВЬ WUS)
В состав ТФ WOX современной клады входит

не только гомеодомен, но и так называемый
WUS-мотив, обычно необходимый для функцио-
нальной активности ТФ, а некоторые факторы
(WUS, WOX5 и WOX7) содержат и домен EAR
(ERF-associated amphiphilic repression), обладаю-
щий репрессорной активностью [3]. В основном ге-
ны WOX современной клады участвуют в регуляции
функционирования различных типов меристем.

WUS
Функции WUS в меристемах побега. Ген WUS

A. thaliana известен в первую очередь как фактор,
поддерживающий функционирование меристем
побега за счет стимуляции пролиферации и по-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0026898421030174 для авторизованных пользователей.
Сокращения: ТФ – транскрипционный фактор; СЭ – соматический эмбриогенез; ПАМ – побеговая апикальная меристе-
ма; КАМ – корневая апикальная меристема; ОЦ – организующий центр; ПЦ – покоящийся центр; CIM – среда для индук-
ции развития каллуса (Callus-Inducing Medium); SIM – среда для индукции развития побега (Shoot-Inducing Medium).

УДК 577.218
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давления дифференцировки их стволовых клеток.
WUS функционирует в апикальной меристеме
побега (ПАМ), меристеме соцветия, пазушных ме-
ристемах и меристеме цветка. ПАМ растений с по-
терей функции гена WUS (wus-1) способна дать на-
чало лишь небольшому числу листьев, после чего
прекращает функционировать. На ее поверхности
образуются новые меристемы, но любая из них че-
рез небольшой промежуток времени прекращает
свою работу, и ситуация повторяется. Сходными
дефектами обладают меристемы соцветий, а ме-
ристемы цветка также дифференцируются рань-
ше, чем в норме, и вместо шести тычинок и двух
плодолистиков формируют всего лишь одну ты-
чинку в центре [7]. Потеря функции WUS также
приводит к снижению частоты образования па-
зушных меристем. Напротив, стимуляция актив-
ности WUS приводит, в частности, к увеличению
размеров ПАМ [8] и количества пазушных мери-
стем [9].

WUS способен не только поддерживать функ-
ционирование меристем побега, но и обеспечи-
вать их идентичность. Так, эктопическая экс-
прессия WUS в отдельных клетках корней A. thali-
ana приводит к развитию структур, подобных
ПАМ, образующих листоподобные органы. При
добавлении ауксина в среду на кончиках таких
корней развиваются соматические эмбрионы, а
на фоне сверхэкспрессии гена LEAFY, регулятора
цветения, – неупорядоченно расположенные ор-
ганы цветка [10]. В системе регенерации побегов
из эксплантов гипокотилей A. thaliana потеря
функции WUS делает невозможной регенерацию
побегов in vitro, а его избыточная экспрессия мо-
жет приводить к регенерации побегов на безгор-
мональной среде [11].

WUS начинает экспрессироваться уже в эм-
брионе на стадии 16 клеток во внутренних клет-
ках апикального домена. В постэмбриональном
развитии этот ген экспрессируется в ПАМ и ме-
ристеме соцветия в клетках организующего цен-
тра (ОЦ), а также в центральной части меристемы
цветка. В ходе развития цветка уровень экспрес-
сии WUS постепенно уменьшается, и его РНК не
детектируется, когда стволовые клетки меристе-
мы окончательно расходуются на образование
плодолистиков [12]. Также экспрессия WUS на-
блюдается при заложении пазушной меристемы;
в ходе дальнейшего развития домен экспрессии
ограничивается ее ОЦ [13]. Таким образом, ген
WUS в меристемах побега обычно оказывает вли-
яние не на те клетки, в которых экспрессируется
(клетки ОЦ), а на стволовые клетки, расположен-
ные выше [12]. Белок WUS способен мигрировать
из ОЦ в соседние клетки, и его присутствие в сло-
ях L1 и L2 важно для выполнения его функций в
ПАМ [14, 15]. WUS способен формировать гомо-
димеры, а его подвижность, вероятно, ограничи-
вается в том числе за счет гомодимеризации [15].

Ортологи WUS обнаружены у множества видов
растений, в том числе у голосеменных [16]. Обыч-
но паттерны экспрессии и функции WUS A. thali-
ana и его ортологов сходны, однако встречаются и
различия. Так, ортологи WUS у Medicago truncatu-
la, Oryza sativa и Zea mays экспрессируются в листо-
вых примордиях [17–19]. При этом потеря функ-
ции ортолога WUS у риса, гена MONOCULM3, или
TILLERS ABSENT1 (TAB1), не влияет на активность
ПАМ, но приводит к недоразвитию боковых побе-
гов, связанную с дефектами при заложении
пазушных меристем [20]. TAB1 не экспрессирует-
ся в ПАМ, но активен в меристеме соцветия и при
заложении пазушных меристем [20, 21]. Функ-
цию поддержания ПАМ у O. sativa выполняет дру-
гой ген семейства WOX – OsWOX4 (см. ниже).
При формировании пазушных меристем TAB1
экспрессируется до образования видимой пазуш-
ной меристемы, в так называемой премеристема-
тической зоне, в дальнейшем его экспрессия исче-
зает, но уже непосредственно в пазушных меристе-
мах начинает экспрессироваться OsWOX4 [20].

WUS и CLV3. Наиболее известным регулято-
ром экспрессии WUS является CLE-пептид
CLAVATA3 (СLV3). Ген CLV3 экспрессируется в
центральной зоне ПАМ и меристемы соцветия
(над ОЦ), и потеря его функции приводит к уве-
личению размера ПАМ, которая приобретает бо-
лее выпуклую форму вследствие эктопической
экспрессии WUS [22]. Напротив, сверхэкспрес-
сия CLV3 приводит к остановке развития ПАМ и
к подавлению экспрессии WUS [23]. Рецепция
CLV3 осуществляется с помощью мембранных
рецепторных киназ с лейцин-богатыми повтора-
ми, в частности, CLAVATA1 (CLV1) и RECEPTOR-
LIKE PROTEIN KINASE 2 (RPK2), способных
формировать гомодимеры. В рецепции CLV3 так-
же участвует комплекс из рецептороподобного
мембранного белка CLV2, не имеющего киназно-
го домена, и мембранной псевдокиназы CORYNE
(CRN). Фенотипические проявления мутаций в
генах, кодирующих белки CLV1, RPK2, CRN или
CLV2, сходны с фенотипом растений с потерей
функции CLV3. Помимо этого, гены рецепторных
киназ из группы BARELY ANY MERISTEM
(ВАМ1 и 2), которые в норме экспрессируются
вокруг центральной зоны ПАМ и поддерживают
ее стволовые клетки, в случае потери функции
CLV1 начинают экспрессироваться в централь-
ной зоне. В этом случае данные киназы способны
частично выполнять функции CLV1, по-видимо-
му, также передавая сигнал от CLV3 к WUS [24].
Путь дальнейшей передачи сигнала от CLV3 до
репрессии транскрипции WUS известен не до
конца, однако выяснено, что в рецепции CLV3
участвуют также киназы CLAVATA3 INSENSITIVE
RECEPTOR KINASE1-4 (CIK1-4), действующие
после перечисленных рецепторов [25]. Другими
посредниками в передаче сигнала от CLV3 к WUS
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являются фосфатазы POLTERGEIST1 (POL1) и
POLTERGEIST-LIKE 1 (PLL1) [26]. В норме
CLV3 ингибирует работу фосфатаз POL и PLL1,
активаторов экспрессии WUS [27]. Фосфатидили-
нозит-4-фосфат (PI(4)P) стимулирует активность
POL и PLL1. Поскольку при передаче сигнала от
рецепторов, связавших CLV3, активность POL и
PLL1 должна подавляться, предполагается, что
рецепторы могут блокировать либо синтез PI(4)Р,
либо его связывание с POL и PLL1 [28]. Другие
предполагаемые посредники в передаче сигнала
CLV3 – G-белки [29], MAP-киназы MPK3 и 6
[30], а также ионы кальция [31]. В свою очередь,
ТФ WUS активирует экспрессию гена CLV3. Так,
например, эктопическая экспрессия WUS в при-
мордиях развивающихся листьев приводит к по-
явлению в них клеток, сходных с меристематиче-
скими, в которых экспрессируется CLV3 [22], а
потеря функции WUS приводит к отсутствию или
снижению активности промотора CLV3 [23]. Эти
данные говорят о существовании в ПАМ системы
обратной связи WUS-CLV, которая ограничивает
зону экспрессии WUS в ОЦ [22] (рис. 1). Анало-
гичные отношения между ортологами WUS и
CLV3 наблюдаются также и у других видов, на-
пример у Cucumis sativus [32]. WUS активирует
транскрипцию CLV3 [14], связываясь, в частно-
сти, с пятью близко расположенными регулятор-
ными элементами в 3′-области гена CLV3, кото-
рые образуют так называемый цис-регуляторный
модуль [14, 33]. Анализ мутаций в этих элементах
и соотнесение их с аффинностью к WUS, а также
другие эксперименты позволили предположить,
что при высокой концентрации WUS формирует
гомодимеры и подавляет экспрессию CLV3, а в
случае его низкой концентрации мономеры WUS,
напротив, стимулируют экспрессию CLV3. Это
позволяет не активировать CLV3 в ОЦ, но активи-
ровать его в центральной зоне ПАМ [33]. Однако
согласно другому исследованию, основным фак-
тором, определяющим влияние WUS на экспрессию
CLV3, являются белки HAIRY MERISTEM (HAM)
(см. ниже) [34]. WUS также подавляет экспрес-
сию CLV1, связываясь с его промотором [35].

WUS и AGAMOUS. Другой регуляторный мо-
дуль, включающий WUS, связан с геном AGAMOUS
(AG), кодирующим ТФ с доменом MADS, и регу-
ляцией терминации меристемы цветка. Согласно
модели развития цветка ABCDE, AG – это ген
класса C, отвечающий за развитие андроцея и ги-
нецея [36]. В растениях с мутацией в гене AG, в от-
личие от растений дикого типа, меристема цветка
остается недетерминированной, и гены WUS и
CLV3 не перестают экспрессироваться на поздних
стадиях развития цветка. AG в норме подавляет
транскрипцию WUS, тем самым способствуя тер-
минации развития меристемы цветка после зало-
жения всех цветковых органов [37]. WUS, дей-
ствуя совместно с активатором цветения LFY, за-

пускает экспрессию AG, связываясь с его локусом
[37, 38]. Таким образом, гены AG и WUS, связан-
ные петлей обратной связи (рис. 2), ответственны
за прекращение активности стволовых клеток
цветочной меристемы и детерминированность
цветка. AG подавляет экспрессию WUS с помо-
щью нескольких путей. В одном из них AG акти-
вирует транскрипцию гена, кодирующего ТФ
KNUCKLES (KNU) с мотивом цинковых паль-
цев C2H2 и с доменом EAR [39], и гена ТФ
MINI ZINC FINGER2 (MIF2) [40]. Белки KNU
и MIF2 в составе комплекса с корепрессором
TOPLESS (TPL) и деацетилазой гистонов HISTONE
DEACETYLASE 19 (HDA19) подавляют экспрес-
сию WUS, связываясь с его промотором; анало-
гичный регуляторный модуль обнаружен и у Sola-
num lycopersicum [40]. Репрессия локуса WUS под
действием KNU опосредована не только деацети-
лированием гистонов: KNU также рекрутирует в
локус WUS комплекс PRC2 (Polycomb-repressive
complex 2), что приводит к накоплению репрес-
сирующих меток H3K27me3, а также способ-
ствует снижению количества активирующих ме-
ток H3K4me3 в локусе WUS и вытеснению белка
SPLAYED (SYD) – активатора WUS (см. ниже) [41].

AG также репрессирует WUS, связываясь с
регуляторными последовательностями в его ло-
кусе и, вероятно, рекрутируя PRC2 [42]. Кроме
того, AG взаимодействует с компонентом PRC1 –
белком TERMINAL FLOWER2 (TFL2)/LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN1 (LHP1), так-
же участвующим во внесении метки H3K27me3.
Методами 3С и ChIP-3C показано, что в меристе-
ме цветка AG и TFL2, связываясь друг с другом,

Рис. 1. Регуляторный модуль WUS-CLV3 (объяснения
в тексте).
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участвуют в образовании хроматиновой петли в
локусе WUS, подавляя тем самым экспрессию
WUS [43]. В образование петли вовлечены так на-
зываемые CArG-боксы в 3′-регуляторной области
WUS – сайты связывания AG. Интересно, что му-
тации в CArG-боксах в локусе ортолога WUS у
S. lycopersicum – гена Locule number (Lc) – приво-
дят к повышению уровня его экспрессии при раз-
витии плодов и к увеличению размера плода и
числа камер в нем; нуклеотидные замены в этих
локусах можно обнаружить у многих культивиру-
емых сортов томата [44, 45]. Еще один белок, во-
влеченный в регуляцию локуса WUS белком AG –
ДНК-топоизомераза IB MGOUN1/TOP1α, кото-
рая облегчает связывание AG с WUS посредством
уменьшения количества нуклеосом в данном ло-
кусе, что в конечном счете приводит к подавле-
нию экспрессии WUS [46].

Третий возможный путь репрессии WUS ТФ
AG связан с действием ауксин-чувствительных
факторов. Мутация в гене AUXIN RESPONSE
FACTOR 3 (ARF3) приводит к разрастанию меди-
альной части гинецея, что указывает на наруше-
ние терминации меристемы цветка. ARF3 подав-
ляет активность WUS в меристеме цветка, а свя-
зыванию ARF3 с локусом WUS способствует AG
[47]. В то же время регулятор развития цветка из
группы A – ген APETALA2 (AP2), кодирующий
ТФ из класса AP2/EREBP, действует как антаго-
нист AG. AP2 опосредованно стимулирует экс-
прессию WUS, в том числе, вероятно, путем пря-
мой репрессии ARF3 [47].

С помощью генетического анализа, оценки
взаимодействия белков и других экспериментов
показано, что AG, ген класса C, функционирует в

составе тетрамерных комплексов вместе с други-
ми белками с доменом MADS из функциональ-
ных групп B, D и E [36]. Согласно данным генети-
ческого анализа и анализа экспрессии ортолога
WUS TERMINATOR (TER) у Petunia hybrida, лишь
совместное действие ТФ классов C, D и E может
подавить экспрессию TER в меристеме цветка
[48]. Эти данные и результаты генетического ана-
лиза других видов позволяют предполагать, что
AG и его ортологи подавляют экспрессию WUS
или его ортологов в составе тетрамерного ком-
плекса [49, 50].

Другие белковые регуляторы WUS. Экспрессию
WUS регулируют не только AG и CLV3, но и мно-
жество других факторов. В частности, к предпо-
лагаемым прямым репрессорам WUS относятся
ULTRAPETALA1 (цистеин-богатый белок с
B-боксом и ДНК-связывающим доменом SAND)
[51, 52] и способный к взаимодействию с ним
ULT1 INTERACTING FACTOR 1 (UIF1) с Myb- и
EAR-доменами [53]. Потеря функции ULT1
и/или UIF приводит к развитию цветков с увели-
ченным количеством чашелистиков и лепестков
[53]. UIF1 способен связываться с промотором
WUS. Можно предположить, что UIF1 и ULT1
взаимодействуют друг с другом и репрессируют
активность WUS в меристеме цветка [53]. Соглас-
но данным генетического анализа, при развитии
соцветий и формировании меристем цветка WUS
действует в том числе через подавление ULT1 [51].

Важным регулятором развития ПАМ является
также ген STM (SHOOTMERISTEMLESS). Пока-
зано, что в регуляции ПАМ STM и WUS действу-
ют параллельно, при этом они необходимы для
нормальной экспрессии друг друга [12, 54, 55].
Результаты многочисленных исследований ука-
зывают на связь между другими регуляторами
развития ПАМ – ТФ HD-ZIPIII – и геном WUS.
Анализ растений с мутацией cna1 в гене CORONA
(CNA), кодирующем ТФ семейства HD-ZIPIII,
растений с мутацией jba1D, для которых характерна
сверхэкспрессия гена микроРНК (miR166G, ре-
прессор генов HD-ZIPIII), и сочетания этих мута-
ций с мутацией wus-1 говорит о негативной регу-
ляции экспрессии WUS факторами HD-ZIPIII
[56, 57]. Тем не менее, показано прямое связы-
вание ТФ HD-ZIPIII PHABULOSA (PHB),
PHAVOLUTA (PHV) и REVOLUTA (REV) с локу-
сом WUS в ходе регенерации побегов и их взаимо-
действие с ТФ ARABIDOPSIS RESPONSE REG-
ULATOR (ARR) типа B (ARR1 и ARR2), прямыми
активаторами WUS (см. далее). Эти ТФ HD-ZIPIII,
как и ARR1 и ARR2, важны для регенерации,
хотя разные сочетания мутаций в этих генах
приводят как к снижению, так и к повышению
способности к регенерации побегов. Предпола-
гается, что ARR типа B и указанные HD-ZIPIII
образуют комплекс, который активирует WUS в
ходе регенерации, однако влияние HD-ZIPIII на

Рис. 2. Регуляторный модуль WUS-AG (объяснения в
тексте).
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развитие ПАМ и на экспрессию WUS в целом
неоднозначно [11]. Также HD-ZIPIII могут,
по-видимому, действовать на меристемы побега
не только через WUS: одновременная потеря
функции PHB, PHV и CNA приводит к частичной
супрессии фенотипа мутантов wus-1 и частично-
му восстановлению ПАМ [58].

Изучение ортологов WUS у других видов поз-
волило обнаружить еще несколько ТФ, регулиру-
ющих экспрессию данных ортологов путем свя-
зывания с их локусами: специфическая форма
ТФ c доменом MADS CsFRUITFULL1 – актива-
тор CsWUS у C. sativus [32], ТФ из группы
AP2/ERF EXCESSIVE NUMBER OF FLORAL
ORGANS (ENO) – репрессор Lc (SlWUS) у S. lyco-
persicum [59], PtrTALE12 – активатор PtrWUS у
Populus trichocarpa [60].

WUS и фитогормоны. Взаимодействию WUS и
фитогормонов, главным образом ауксинов и ци-
токининов, посвящено множество работ. Сиг-
нальные пути цитокининов и WUS связаны друг с
другом положительной обратной связью. WUS
подавляет экспрессию генов ARR типа A (ARR5, 6,
7 и 15), кодирующих репрессоры ответа на цито-
кинины, также подтверждено связывание WUS с
промотором гена ARR7. Таким образом, WUS
действует как стимулятор передачи цитокинино-
вого сигнала [61]. Тем не менее, данные генетиче-
ского анализа и математическое моделирование
показывают, что WUS, вероятно, негативно влияет
на синтез цитокининов (возможно, посредством
репрессии гена LONELY GUY 4 (LOG4), кодирую-
щего фермент активации цитокининов) [62].

Обработка растений цитокинином приводит к
увеличению уровня экспрессии WUS, к расшире-
нию домена его экспрессии и к появлению фено-
типа, сходного с фенотипом растений с мутация-
ми в генах CLAVATA [63, 64]. Кроме того, цитоки-
нины способны стабилизировать белок WUS, тем
самым стимулируя его распространение в клетки,
в которых ген WUS не экспрессируется [65]. Пат-
терн цитокининового ответа в ПАМ сходен с пат-
терном экспрессии WUS, а домены экспрессии
AHK4 (ген рецептора цитокинина) и WUS значи-
тельно перекрываются между собой [63]. Промо-
тор гена LOG4, кодирующего фермент, активиру-
ющий цитокинины, работает в слое L1 в ПАМ,
что позволяет предполагать наличие источника
активных форм цитокининов в этом слое. Пред-
полагается, что место экспрессии WUS и, соот-
ветственно, позиция ОЦ в ПАМ динамически
определяются комбинированным антагонисти-
ческим влиянием концентраций цитокинина и
CLV3 и устанавливаются в зоне, где содержание
цитокининов, поставляемых из L1, еще достаточ-
но высоко, содержание CLV3 уже достаточно ма-
ло, а также присутствует рецептор цитокинина
AHK4 [62].

ТФ ARR типа B – положительные регуляторы
цитокининового ответа – в частности, ARR1, 2,
10 и 12, активируют экспрессию WUS в ходе реге-
нерации побегов, в ПАМ [66–68] и при заложе-
нии пазушных меристем [9]. При этом цитоки-
нин стимулирует связывание ARR с локусом WUS
[68, 69]. Нарушение работы ARR B-типа приво-
дит к подавлению этих процессов и к уменьше-
нию размера ПАМ из-за снижения уровня экс-
прессии WUS [9, 11, 66, 69]. Тем не менее, эффект
ARR B-типа на регенерацию не всегда однозначен.
Так, растения с потерей функции ARR1 характе-
ризуются повышенной способностью к каллусо-
образованию и побегообразованию корневых
эксплантов, а сверхэкспрессия гена ARR1 снижает
эту способность. Однако в отсутствие функцио-
нального ARR12 ARR1, напротив, стимулирует
побегообразование. Его ингибирующий эффект
на регенерацию связан, в частности, с тем, что он
вытесняет ARR12 из локусов CLV3 и WUS – сти-
муляторов побегообразования – будучи при этом
не таким эффективным стимулятором экспрес-
сии, как ARR12 [70].

Взаимное влияние WUS и ауксинов не одно-
значно. В ПАМ ауксиновый ответ локализуется в
первую очередь в примордиях листьев, а в стволо-
вых клетках центральной зоны наблюдается его
минимум. Тем не менее, подавление действия
ауксина в ПАМ зачастую приводит к ее термина-
ции. Таким образом, стволовые клетки ПАМ тре-
буют для своего поддержания определенного
уровня ауксинового ответа. WUS способен непо-
средственно регулировать экспрессию множества
генов, связанных с ауксиновым ответом и синте-
зом ауксина: TIR1, MONOPTEROS (MP)/ARF5 и
других ARF, TARGET OF MONOPTEROS6/TMO6,
TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE RELATED2
(TAR2). Таким образом, WUS поддерживает в
ПАМ уровень ауксинового ответа на стабильно
низком, но не нулевом уровне [71].

Влияние ауксина на экспрессию WUS изучено
в различных системах регенерации. В частности,
для регенерации побегов in vitro экспланты часто
культивируют сначала на среде с высоким содер-
жанием ауксина (CIM, callus-inducing medium), а
затем на среде с высоким содержанием цитоки-
нина (SIM, shoot-inducing medium). Полярный
транспорт ауксина, нужный для формирования
его градиента, необходим для активации промо-
тора WUS на SIM [72]. Необходимость определен-
ной концентрации ауксина для экспрессии WUS
показана и в системе получения соматических
эмбрионов. Образование ауксиновых максиму-
мов сначала в будущем апикальном домене сома-
тического эмбриона, а затем в развивающихся
примордиях семядолей коррелирует с активацией
промотора WUS в зоне, соответствующей ПАМ
[73]. Нарушение ауксинового ответа приводит к
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изменению домена экспрессии WUS и к подавле-
нию формирования соматических эмбрионов [74].

Эпигенетические регуляторы WUS. В регуляции
WUS участвуют также многие эпигенетические
факторы. Так, мутации в различных генах, коди-
рующих эпигенетические репрессоры, такие как
метилтрансфераза гистонов KRYPTONITE,
ДНК-метилтрансфераза METHYLTRANSFERASE1
(MET1) и другие, приводят к повышенному уров-
ню экспрессии WUS в каллусах и увеличению
скорости регенерации побегов из таких каллусов,
что предполагает важную роль эпигенетических
модификаций в активации WUS в ходе регенера-
ции [75, 76]. В пазухах молодых листьев в локусе
WUS наблюдаются высокие уровни репрессирую-
щей метки H3K27me3 и низкие уровни активиру-
ющей метки H3ac, в то время как в пазухах зрелых
листьев, в которых формируются пазушные ме-
ристемы, уровень H3ac возрастает, а H3K27me3 –
снижается, что делает возможной активацию
WUS и формирование пазушных меристем [9].

К числу эпигенетических активаторов экс-
прессии WUS можно отнести хроматин-ремоде-
лирующий фактор SPLAYED (SYD) из семейства
SNF, который связывается с промотором WUS. У
растений с потерей функции гена SYD наблюда-
ется более ранняя терминация меристемы соцве-
тия и уменьшение уровня экспрессии WUS в ней
[77]. Белок BARD1 (BRCA1-associated RING do-
main 1), или ROW1 (REPRESSOR OF WUS1),
способен связываться с участком промотора
WUS, близким к сайту связывания SYD, а также
взаимодействовать с SYD, однако при этом он
является репрессором WUS [78]. Влияние на пат-
терны и уровень экспрессии WUS выявлено при
изучении множества других эпигенетических
регуляторов и ТФ, таких как FASCIATA1 и 2
(субъединицы фактора сборки хроматина CAF-1
(Chromatin assembly factor-1)) [79], AtRING1a и
AtRING1b (компоненты комплекса PRC1) [80],
FILAMENTOUS FLOWER и YABBY3 из семей-
ства YABBY [81], HANABA TARANU из семей-
ства GATA [82], ТФ OBERON1-4 c PHD-доменом
(plant homeodomain) [83] и другие.

Физиологические регуляторы WUS. Обнаруже-
но влияние ряда небелковых веществ, а также
факторов окружающей среды на экспрессию
WUS. Так, супероксид-анион, содержание кото-
рого повышено в центральной зоне ПАМ, стиму-
лирует экспрессию WUS, а пероксид водорода,
который концентрируется в периферической зо-
не ПАМ – подавляет. Нарушение баланса данных
веществ в ПАМ может привести к изменению ее
размера или даже к терминации [84]. Кроме того,
активность промотора WUS в проростках стиму-
лируется продуктами фотосинтеза (сахароза), а
также уровнем освещенности. Интересно, что ак-
тивность phyB, фитохрома, отвечающего за вос-

приятие красного света, в мезофилле, эпидерми-
се или проводящих тканях стимулирует актив-
ность промотора WUS в ПАМ. Таким образом,
вероятно, существует некий мобильный сигнал,
который переносится в ПАМ и активирует ее
работу после восприятия света. Одним из пере-
датчиков активирующего сигнала к WUS от све-
та и продуктов фотосинтеза, является киназа
TARGET OF RAPAMYCIN [85].

Иные мишени WUS. WUS поддерживает ство-
ловые клетки ПАМ не только за счет взаимодей-
ствия с сигнальными путями цитокининов и аук-
синов, но и с помощью регуляции экспрессии
множества генов, кодирующих различные ТФ.
Среди прямых мишеней WUS обнаружены гены
ТФ, стимулирующих дифференцировку, вклю-
чая KANADI1 (KAN1), KAN2, ASYMMETRIC
LEAVES2 (AS2) и YABBY3. В норме WUS мигри-
рует в периферическую зону ПАМ, подавляя экс-
прессию генов, отвечающих за дифференциров-
ку, в то время как ТФ, кодируемые этими генами,
в частности KAN1, напротив, ограничивают экс-
прессию WUS, делая ее возможной только в ОЦ
[86]. WUS также подавляет в ПАМ гены группы
HECATE (HEC), кодирующие ТФ из группы
bHLH, связываясь с их локусами. Анализ мутан-
тов показывает, что HEC1, 2 и 3 действуют на
ПАМ сходным с WUS образом, однако при этом
оказывают противоположный эффект на гены,
регулируемые WUS. Так, например, HEC1 акти-
вирует экспрессию генов ARR типа A. Таким об-
разом, HEC1 может выполнять в ПАМ двоякую
функцию, с одной стороны, стимулируя проли-
ферацию стволовых клеток за счет активации
специфических мишеней и действуя параллельно
WUS, но с другой, подавляя ее с помощью других
механизмов, в частности, за счет репрессии цито-
кининового ответа [87]. CaWUS, ортолог WUS у
Cicer arietinum, также связывается с промотором
гена, кодирующего CabHLH121 – ТФ из группы
bHLH, вовлеченный в контроль размеров ПАМ и
растения в целом [88].

Партнеры WUS. Работа WUS в ПАМ осуществ-
ляется в том числе за счет взаимодействия с бел-
ками-партнерами. Одними из первых обраружен-
ных кофакторов WUS были белки-корепрессоры
TOPLESS (TPL) и TOPLESS-RELATED 1 (TPR1),
2 и 4 [89, 90]. Способностью к взаимодействию с
ортологами TPR обладает ортолог WUS риса –
белок MONOCULM3 (MOC3) [91]. Эксперимен-
ты по комплементации мутантов wus-1 показали,
что для выполнения WUS своих функций требу-
ется его взаимодействие с TPL (или, возможно,
TPR1, 2 и 4) [92]. Белки группы TOPLESS осу-
ществляют репрессию транскрипции за счет вза-
имодействия с деацетилазами гистонов [93]. Ак-
тивация WUS приводит к изменению уровня аце-
тилирования гистонов в большом количестве
локусов, с которыми он связывается [71], что, ве-
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роятно, и приводит к их репрессии данным ТФ.
При этом WUS непосредственно активирует экс-
прессию TPL и подавляет экспрессию TPR1 и 2 [35].
WUS также может взаимодействовать с ТФ
HAIRY MERISTEM1-4 (HAM1-4) с доменом
GRAS. Растения с мутациями ham1, ham2, ham3 и
ham4 имеют укороченные корни, у них наблюда-
ется остановка развития ПАМ и нарушено разви-
тие сосудистых тканей. Таким образом, HAM1–4
необходимы, в частности, для поддержания
функционирования ПАМ. Домены активности
промоторов HAM1 и 2 перекрываются с доменом
активности промотора WUS. Уровень экспрессии
прямых мишеней WUS изменяется сходным об-
разом в мутантах wus-1 или ham1 ham2 ham3, и бы-
ло показано, что HAM2 связывается с некоторы-
ми из этих локусов в тех же участках, в которых с
ними связывается WUS [94]. Совместное участие
HAM и ортолога WUS (TERMINATOR) в поддер-
жании ПАМ обнаружено также у P. hybrida [95].
Тем не менее, HAM1 и 2 в отличие от WUS, по-
давляют экспрессию CLV3. Потеря функции ге-
нов HAM или отсутствие градиента их экспрессии
(что наблюдается, например, при заложении при-
даточных меристем) приводит к формированию
паттерна экспрессии CLV3 с максимумом в зоне
экспрессии WUS. Эти данные, а также математи-
ческое моделирование позволяют предположить,
что гетеродимеры WUS-HAM подавляют экс-
прессию CLV3, а мономеры WUS – активируют
[34]. К предполагаемым партнерам WUS и его ор-
тологов можно также отнести белки из группы
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN
у Glycine max [96] и A. thaliana, ТФ из группы
CmCYC2 (семейство TCP) у Chrysantemum mori-
folium [97] и ТФ DRINK ME с доменом bZIP у
A. thaliana [98].

Иные функции WUS. WUS участвует не только
в поддержании меристем побега, но и в ряде дру-
гих аспектов жизни растения. Так, проростки с по-
терей функции WUS имеют укороченный гипоко-
тиль из-за снижения интенсивности пролиферации.
WUS является непосредственным активатором гена
GRP23 (GLUTAMINE-RICH PROTEIN 23), кодиру-
ющего ядерный белок с PPR-мотивом, взаимо-
действующий с РНК-полимеразой II. Белок
GRP23 опосредует влияние WUS на длину гипо-
котиля [99]. Мутация jam в промоторе гена WUS
приводит к снижению уровня экспрессии WUS и
к развитию растений, у которых не формируются
листья ювенильного фенотипа (с меньшим коли-
чеством трихомов и более простым жилковани-
ем) [100]. Подобный эффект обусловлен сниже-
нием у растений с мутацией в гене WUS уровня
экспрессии гена микроРНК miR156 (регулятор
перехода из ювенильной фазы в фазу взрослого
фенотипа) и увеличением уровня экспрессии од-
ной из мишеней этой микроРНК – гена SPL9
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-

LIKE9) – в ПАМ и примордиях листьев [101]. У
некоторых видов ортологи WUS еще более су-
щественно влияют на развитие листьев. Так, у
растений M. truncatula с потерей функции гена
HEADLESS (HDL) – ортолога WUS, помимо про-
чего, уменьшена длина листьев и изменена их
форма, что, возможно, связано с нарушением
транспорта ауксина и паттернов ответа на ауксин
[17, 18].

WUS влияет также на фенотип цветка, дей-
ствуя не только как регулятор развития его ме-
ристемы, но и как непосредственный участник
развития органов цветка. Так, экспрессия
WUS обнаружена в развивающихся пыльниках
между пыльцевыми гнездами и позднее, в ходе
развития тычинки, – в периферических клет-
ках пыльников [56, 102]. Пыльники растений с
потерей функции WUS часто имеют меньшие
или неправильно сформированные доли по
сравнению с пыльниками дикого типа и не
раскрываются [103]. ТФ PHB из семейства
HD-ZIPIII непосредственно подавляет экспрессию
SPOROCYTELESS(SPL)/NOZZLES(NZZ) – стиму-
лятора развития микроспороцитов – и активи-
рует экспрессию WUS для детерминации границ
между микроспорангиями, в то время как
miR165/166 ограничивает активность PHB и дела-
ет возможной экспрессию SPL в развивающихся
микроспорангиях [102].

WUS также экспрессируется в нуцеллусе – ди-
стальной части семязачатка. В растениях, у кото-
рых отсутствует экспрессия WUS в семязачатке,
не формируются наружный и внутренний интегу-
менты [104, 105]. Напротив, эктопическая экс-
прессия WUS в халазе достаточна для формирова-
ния в нижней части семязачатка дополнительных
структур, похожих на интегументы [104–106].
Также в семязачатках растений с потерей функ-
ции WUS останавливается развитие зародышево-
го мешка или мегаспора вообще не формируется.
Согласно генетическому анализу, WUS опосредо-
ванно активирует гены WINDHOSE 1 и 2 (WIH1 и 2),
кодирующие белки с GYPP-мотивом, которые
стимулируют развитие мегаспоры и зародышево-
го мешка [106]. Тем не менее, WUS не экспрес-
сируется в самой материнской клетке мегаспоры,
его эктопическая активация в этой клетке приводит
к развитию нескольких мегаспор и, в дальнейшем,
зародышевых мешков. В норме экспрессия WUS в
материнской клетке мегаспоры прямо репрессиру-
ется с помощью RETINOBLASTOMA-RELATED
PROTEIN 1 [107]. В свою очередь, стимулятором
экспрессии WUS (опосредованным или прямым)
является ТФ SPL/NZZ: потеря его функции при-
водит к нарушению развития нуцеллуса и сниже-
нию уровня экспрессии WUS в нем [105]. Подоб-
ная схема регуляции обнаружена также у C. sati-
vus, при этом подавление экспрессии CsSPL
приводит к снижению уровня экспрессии CsWUS
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как в женских, так и в мужских цветках, а тычин-
ки и семязачатки развиваются аномально. Инте-
ресно, что CsSPL и CsWUS способны к взаимодей-
ствию [108]. Напротив, эктопической экспрессии
WUS в халазе и фуникулусе препятствуют белки
BEL1, SEEDSTICK, SHATTERPROOF1 и 2 (воз-
можно, образуя тримеры BEL1 + AG/SEEDSTICK/
SHATTERPROOF1/2 + SEPALLATA1/3 [109]), а
также ТФ группы HD-ZIPIII [110].

WUS также является стимулятором соматиче-
ского эмбриогенеза (СЭ): in vitro его эктопиче-
ская экспрессия может приводить к формирова-
нию соматических эмбрионов на безгормональ-
ной среде [111], а подавление экспрессии WUS
приводит к снижению количества соматических
эмбрионов [73]. Сверхэкспрессия WUS A. thaliana
в гипокотильных эксплантах Gossypium hirsutum и
его индуцибельная экспрессия в Capsicum chinense
стимулирует развитие соматических эмбрионов,
хотя дальнейшая регенерация полноценных про-
ростков в этих случаях не наблюдается [112–114].
Индуцибельная экспрессия WUS A. thaliana в Cof-
fea canephora также может приводить к увеличе-
нию способности к СЭ [115]. Напротив, индук-
ция экспрессии WUS A. thaliana негативно вли-
яет на СЭ у Picea glauca [116]. Также показано,
что эктопическая экспрессия ZmWUS2 вместе с
ZmBABYBOOM значительно улучшает (а в неко-
торых случаях делает возможной) трансформа-
цию различных линий Zea mays и ряда других зла-
ков за счет стимуляции регенерации [117], а ис-
пользование тканеспецифичного промотора для
ZmBBM и индуцибельного для ZmWUS2 сделало
возможным прямой (без стадии каллуса) СЭ по-
сле трансформации зиготических эмбрионов
Z. mays [118]. Активация экспрессии ортологов
WUS выявлена в ходе СЭ у Vitis vinifera [119], Cocos
nucifera [120], Panax ginseng [121] и других видов. У
M. truncatula MtWUS экспрессируется как в эм-
бриогенных, так и в неэмбриогенных каллусах
[122, 123], однако в эмбриогенных каллусах экс-
прессируется MtCLV3, что, вероятно, ограничи-
вает транскрипцию MtWUS в зонах формирова-
ния соматических эмбрионов [122]. HaWUS у He-
lianthus annuus способен связываться с локусом
LEC1-подобного гена HaL1L [124], предполагае-
мого регулятора СЭ. В ходе развития эмбрионов
уровень экспрессии HaWUS постепенно увеличи-
вается, в то время как уровень активности HaL1L
снижается, что позволяет предположить репрес-
сию гена HaL1L HaWUS [124]. Подавление тран-
скрипции LEC1 наблюдали и после стимуляции
экспрессии WUS в эксплантах A. thaliana [111].

WOX5

Ген WOX5 и его ортологи у других видов расте-
ний – одни из основных регуляторов работы
КАМ. Предполагаемая потеря функции WOX5 у

растений A. thaliana с мутацией wox5-1 приводит к
увеличению размера клеток ПЦ, а также к увели-
чению и дифференцировке стволовых клеток ко-
лумеллы, что подтверждается накоплением в них
гранул крахмала [125]. При этом частота делений
клеток ПЦ в мутантах wox5-1 увеличивается, а
число слоев клеток колумеллы уменьшается [126].
Такой же эффект потеря функции WOX5 оказы-
вает на КАМ боковых корней, а также снижает
частоту образования боковых корней [127]. Ин-
дуцируемая сверхэкспрессия WOX5 подавляет
дифференцировку клеток колумеллы и боковых
клеток корневого чехлика [125], а эктопическая
экспрессия при ее низком уровне стимулирует
клеточные деления [128]. WOX5 обычно начинает
экспрессироваться в ходе эмбриогенеза после
стадии 16 клеток в гипофизе, а после ее деления –
в линзовидной клетке, которая дает начало ПЦ, а
затем в самом ПЦ. Экспрессия WOX5 наблюдает-
ся также в примордиях семядолей [1]. Во взрос-
лом растении, кроме ПЦ, промотор WOX5 акти-
вируется на ранних стадиях развития боковых и
придаточных корней, в дальнейшем активность
остается в ПЦ корня [127, 129–131].

Известные на настоящий момент мишени и
регуляторы WOX5 в КАМ представлены на рис. 3.
Для поддержания стволовых клеток в КАМ WOX5
репрессирует ген ТФ CDF4 (CYCLING DOF
FACTOR4), стимулирующего дифференцировку
клеток колумеллы, путем рекрутирования факто-
ров TPL/TPR к его промотору. В свою очередь,
факторы TPL/TPR рекрутируют деацетилазу ги-
стонов HDA19 для удаления активирующих аце-
тильных групп с гистонов в промоторе CDF4. При
этом WOX5 перемещается из ПЦ в стволовые
клетки колумеллы [129]. Тем не менее, немобиль-
ная версия WOX5, сшитая с двумя белками GFP,
также способна восстановить присутствие ство-
ловых клеток колумеллы в мутанте wox5-1 [132],
что говорит о существовании неизвестного пока
механизма работы WOX5 в КАМ. Как и другие
белки из ветви WUS, WOX5 способен к взаимо-
действию с белками HAM. Домены активности
промоторов WOX5 и HAM2 перекрываются в ПЦ,
а растения с мутациями ham1, ham2, ham3 и ham4
характеризуются, помимо прочего, нарушениями
развития КАМ и укороченными корнями, что
предполагает участие белков HAM в регуляции
КАМ вместе с WOX5 [94].

WOX5 подавляет дифференцировку стволовых
клеток и стимулирует клеточные деления в колу-
мелле, однако в отношении клеток ПЦ он дей-
ствует частично противоположным образом, по-
давляя их пролиферацию. Известно, что WOX5
прямо подавляет экспрессию CYCD3;3, кодирую-
щего циклин группы D (регулятор перехода в
S-фазу), в ПЦ [126]. Помимо WOX5, в детерми-
нации ПЦ участвуют ТФ из семейства GRAS
SHORTROOT (SHR) и SCARECROW (SCR), а
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также ТФ PLETHORA (PLT) из семейства
AP2/ERF. Уровень экспрессии WOX5 уменьшен в
растениях с мутациями по генам SHR или SCR, а
потеря активности генов PLT1 и PLT2, регулиру-
ющих развитие КАМ через ауксиновый сигналь-
ный путь, приводит к расширению домена экс-
прессии WOX5 [125]. В мутантах wox5-1 актив-
ность промоторов SHR, SCR, PLT1 и 2 в ПЦ и в
КАМ в целом значительно снижена, а эктопиче-
ская активация WOX5 в клетках колумеллы при-
водит к активации промоторов PLT1 и 2 (но не
SHR и SCR). Таким образом, возможно, WOX5
необходим для активации PLT1 и 2 в ПЦ [128,
130]. Согласно данным генетического анализа
WOX5 вместе с SCR, SHR, PLT1 и 2 поддерживает
также проксимальные стволовые клетки КАМ [125].
При этом ТФ TCP20/21 из семейства TCP (TEOSIN-
TE BRANCHED 1, CYCLOIDEA AND PCF
TRANSCRIPTION FACTOR), SCR и PLT обра-
зуют комплекс и активируют WOX5 в ПЦ [133,
134]. Также ТФ JACKDAW (JKD) с цинковыми
пальцами, взаимодействуя в ПЦ с SHR, активи-
рует экспрессию WOX5 [135].

Исследования взаимодействия WOX5 с фито-
гормонами посвящены главным образом аукси-
ну. В растениях с мутациями по генам MP или
BODENLOS с нарушением ауксинового ответа в
эмбриогенезе экспрессия WOX5 практически ни-
когда не детектируется [125], однако обработка аук-
сином ингибирует экспрессию WOX5 в главном
корне. В подавлении экспрессии WOX5 ауксином
участвуют ауксин-чувствительные ТФ ARF10 и 16
[130], а INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 17
(IAA17), ингибитор ауксинового ответа, стимули-
рует экспрессию WOX5 [136]. WOX5 также влияет
на сигнальные пути ауксина: в норме максималь-
ный ауксиновый ответ в КАМ выявляется в ПЦ,
однако при потере функции WOX5 он смещается
из ПЦ в более дистальные клетки. Кроме того,
WOX5 стимулирует продукцию ауксинов в кор-
нях, способствуя экспрессии YUCCA1, кодирую-
щего один из ферментов синтеза ауксина [136].

Экспрессия WOX5, как и WUS, регулируется
также пептидом CLE. CLE40 является близким
гомологом CLV3. Этот ген экспрессируется в
дифференцированных клетках колумеллы и в зо-
не дифференцировки в клетках стелы. Он подав-
ляет деление стволовых клеток колумеллы и огра-
ничивает домен экспрессии WOX5. Обработка
растений синтетическим пептидом CLE40 приво-
дит к уменьшению домена экспрессии WOX5 и к
его перемещению в более проксимальные зоны
корня (туда же перемещается в этом случае и сам
ПЦ, согласно анализу экспрессии других его мар-
керов) [132]. В рецепции CLE40 и регуляции
КАМ участвуют рецепторные киназы ARABI-
DOPSIS CRINKLY4 (ACR4) [131], CLV1 [137] и
белок CLV2 [132]. Интересно, что ACR4 способна
фосфорилировать WOX5 in vitro по нескольким

сайтам [138]. Дальнейший путь передачи сигнала
от киназ до регуляции экспрессии WOX5 не выяв-
лен, однако на экспрессию WOX5, как и WUS,
оказывают стимулирующее влияние фосфатазы
POL и PLL1 [139]. Обратная связь – стимулиру-
ющее воздействие WOX5 на экспрессию CLE40 – у
A. thaliana не выявлена, однако обнаружена у го-
мологов данных генов в КАМ у O. sativa [140]. К
другим прямым репрессорам WOX5 относится
ТФ ROW1/BARD1. Кодирующий его ген экс-
прессируется в проксимальной части КАМ, и по-
теря его функции приводит к развитию коротких
корней, нарушению гравитропизма, к потере
идентичности ПЦ и другим нарушениям КАМ, а
также к расширению домена активности промо-
тора WOX5 [141].

WOX5 и его ортологи активируются также при
взаимодействии корней растения с различными
симбионтами и/или при развитии нерегулярных
меристематических структур. В частности, экс-
прессия WOX5 активируется в ходе развития кор-
невых галлов при инфицировании нематодой
Meloidogyne javanica [142]. Активность промотора
WOX5 A. thaliana обнаружена в клетках, прилежа-
щих к меристематическим очагам в генетических
опухолях Raphanus sativus [143]. Экспрессия орто-
логов WOX5 обнаружена в азотфиксирующих
клубеньках у M. truncatula, Pisum sativum [144] и
Arachis hypogaea [145]. Генетический анализ пока-
зал, что количество клубеньков и экспрессия
MtWOX5 и его ортолога PsWOX5 в M. truncatula и в
P. sativum регулируются, как и в случае КАМ и
ПАМ, с помощью генов системы CLAVATA [144].
Экспрессия ортологов WOX5 обнаружена также
при прямой и непрямой регенерации корней и
при каллусообразовании in vitro, в частности, у
M. truncatula [122], Rosa canina [146] и A. thaliana
[74]. Экспрессия WOX5 при регенерации корней
активируется ТФ WOX11 и 12 (см. ниже). Инте-

Рис. 3. Регуляторы и мишени WOX5 в КАМ (объясне-
ния в тексте).
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ресно, что уровень экспрессии WOX5 и других
корнеспецифичных генов A. thaliana возрастает
при формировании каллуса на среде CIM [147, 148],
но снижается при переносе на SIM. Значительную
роль в активации WOX5 и других корнеспецифич-
ных генов в каллусе играет ацетилтрансфераза ги-
стонов HAG1 (HISTONE ACETYLTRANSFERASE
of the GNAT/MYST superfamily 1), ацетилирую-
щая H3 в локусах WOX5 и 14, SCR, PLT1 и 2 [149];
активация данных генов в каллусе важна для
дальнейшей регенерации побегов.

WOX5 необходим также для прохождения СЭ у
A. thaliana: подавление его экспрессии в эксплан-
тах значительно снижает количество формируе-
мых соматических эмбрионов и нарушает их раз-
витие. Для формирования нормального паттерна
экспрессии WOX5 при СЭ необходим цитокини-
новый сигнальный путь. Возможно, цитокинин
ограничивает зону экспрессии WOX5, делая воз-
можным формирование ПЦ КАМ [74]. WOX5
также экспрессируется в ходе развития мужского
гаметофита. У мутантов tepiztin1 со сниженным
уровнем экспрессии WOX5 нарушено функцио-
нирование мужского гаметофита, в частности, их
пыльцевые трубки растут медленнее и имеют
меньшие размеры [150].

WOX1

Основная функция WOX1 и его ортологов –
регуляция разрастания боковых органов. Оди-
ночные мутанты A. thaliana с потерей функции
WOX1 лишь незначительно отличаются от расте-
ний дикого типа, однако потеря функции WOX1 и
другого гена WOX современной клады – WOX3/
PRESSED FLOWER (PRS) – приводит к значи-
тельным изменениям: листовые пластинки, чаше-
листики и лепестки таких растений значительно
сужены вследствие снижения количества делений
клеток; у них нарушена также спецификация кле-
ток кромок листа [151]. WOX1 экспрессируется на
стадии сердца и торпеды в закладывающихся со-
судах [1], а после прорастания WOX1 и 3 экспрес-
сируются в кромках и срединных слоях примор-
диев листьев (в так называемом срединном доме-
не листа) [151]. Интересно, что потеря функции
WUS усиливает эффект от потери функции WOX1
и 3, в частности, делая листья мутантов еще более
узкими. Можно предположить, что WUS также
принимает участие в регуляции разрастания ли-
стовой пластинки [152]. В развитии листа ТФ се-
мейства YABBY и KANADI определяют развитие
абаксиального домена, а ТФ AS2 и REV – разви-
тие адаксиального домена. Согласно анализу
множественных мутантов, WOX1 и 3 вместе с дан-
ными факторами также участвуют в формирова-
нии адаксиально-абаксиальной полярности ли-
ста [151, 153]. При этом ТФ YABBY стимулируют
активность WOX1, а ТФ KANADI, напротив, по-

давляют [151]. Другие репрессоры WOX1 и 3 – ТФ
из семейств NGATHA (NGA) и CINCINNATA-
class-TCP (CIN-TCP), такие как TCP3, TCP4,
NGA1 и NGA4, участвуют в подавлении роста ли-
стовой пластинки. Растения A. thaliana со сни-
женным уровнем экспрессии TCP1-5 и NGA1-4
имеют курчавые листья и расширенный домен
активности промоторов WOX1 и 3 [154].

Уровень экспрессии WOX1 и 3 также регули-
руется ауксином. В абаксиальной части листо-
вых примордиев содержание ауксина повыше-
но, однако промоторы MP и ряда других ARF
(NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL4 (NPH4)/ARF7,
ARF6, 8 и 19) активны преимущественно в адак-
сиальной части примордиев. Срединный домен
является единственной зоной перекрывания экс-
прессии MP, ARF6, 7, 8 и 19 и повышенного со-
держания ауксина; именно в этой зоне активны
промоторы генов WOX1 и 3. При этом MP активи-
рует WOX1 и 3, связываясь с их локусами. Напро-
тив, гены ARF3 и, вероятно, 2 и 4 экспрессируют-
ся в абаксиальной части примордия на опреде-
ленных стадиях его развития, и кодируемые ими
ТФ подавляют экспрессию WOX1 и 3 [155]. WOX1
также регулирует ауксиновый ответ: cогласно
транскриптомному анализу, многие из генов, на
экспрессию которых влияет WOX1, участвуют в
сигнальных путях, транспорте и синтезе ауксина.
Так, положительная регуляция характерна для
PIN1, AUX1 и MP, а отрицательная, например, для
TAR2 и YUC5 [156]. Также WOX1 способен к взаи-
модействию с S-АМDC1 (S-adenosylmethionine
decarboxylase) – ферментом синтеза полиаминов,
важных регуляторных молекул растений, а в му-
тантах со сверхэкспрессией WOX1 уровень поли-
аминов снижен. Таким образом, WOX1 регулиру-
ет развитие латеральных органов, возможно, за
счет регуляции синтеза полиаминов [157].

Механизмы работы генов группы WOX1 по-
дробно изучены у ортолога WOX1 M. truncatula –
гена STENOFOLIA (STF). В отличие от растений
A. thaliana с потерей функции WOX1, не имеющих
выраженных фенотипических особенностей, му-
танты M. truncatula с потерей функции STF харак-
теризуются узкими листовыми пластинками, на-
рушениями в формировании проводящей систе-
мы листа, а также нарушенным разрастанием
лепестков и плодолистиков [158]. STF регулирует
разрастание листовой пластинки, связываясь с
промотором гена MtAS2, подавляющего проли-
ферацию клеток в адаксиальном домене листа,
и подавляя его экспрессию путем привлечения
корепрессора MtTPL [159]. STF способен взаи-
модействовать с корепрессором (и возможным
коактиватором) MtLEUNIG (MtLUG) и коак-
тиватором MtANGUSTIFOLIA3 (MtAN3), а ге-
нетический анализ мутаций в генах AN3, LUG,
WOX1 и 3 у A. thaliana позволяет предположить,
что AN3 и LUG участвуют в разрастании листо-
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вой пластинки вместе с WOX3 и WOX1 [160]. Экс-
прессия STF в различных видах злаков может
приводить, помимо прочего, к развитию более
широкой листовой пластинки. STF способен по-
давлять экспрессию генов цитокининоксидаз,
увеличивая содержание цитокининов в трансген-
ных растениях [161], а также участвовать в регуля-
ции метаболизма сахаров [162]. Гены, ортологич-
ные WOX1 и STF – LATHYROIDES у P. sativum
[163] и MAEWEST у P. hybrida – также необходи-
мы для нормального разрастания боковых орга-
нов, в частности листьев и лепестков [164].

WOX3

WOX3, как и WOX1, участвует в регуляции раз-
растания боковых органов. У растений A. thaliana
с мутацией в гене WOX3, или PRESSED FLOWER
(PRS), не развиваются боковые чашелистики, а в
абаксиальных и адаксиальных чашелистиках от-
сутствуют краевые ряды клеток. Число тычинок
также уменьшено [165, 166]. Гораздо более се-
рьезные дефекты развития наблюдаются у двой-
ных мутантов A. thaliana с потерей функции
WOX3 и WOX1 (см. раздел о WOX1). Интересно,
что ортолог WOX3 у M. truncatula – ген LOOSE
FLOWER (LFL) – в отличие от своего ортолога
WOX3 и паралога STF не участвует в развитии ли-
стьев, но необходим для разрастания органов
цветка. Согласно результатам генетического и
комплементационного анализа, гены STF и LFL
обладают функциональным сходством, однако
они имеют разные домены экспрессии, что и
определяет различия в их функциях в развитии
растения [167].

Согласно данным филогенетического анали-
за, гены группы WOX1 специфичны для двудоль-
ных и не встречаются у однодольных [168]. Раз-
растание боковых органов у однодольных регули-
руется генами ветви WOX3. Так, потеря функции
ортологов WOX3 NARROW SNEATH1 (NS1) и 2 у
Z. mays приводит к отсутствию боковых доменов
листьев и гомологичных им органов. Эти гены
экспрессируются в боковых частях ПАМ (в слоях
L1 и L2) и в кромках примордиев боковых орга-
нов [166, 169]. У риса ортологами NS1/2 являются
гены NARROW LEAF2(NAL2)/3, или ген OsWOX3A/
OsPRS/OsNS, представленный двумя практиче-
ски идентичными копиями. Cверхэкспрессия
NAL2/3 приводит, помимо других эффектов, к
развитию растений с более широкими листьями с
большим количеством проводящих пучков [170].
У растений с одновременной потерей функции
генов NAL2 и 3 наблюдается значительное недо-
развитие листовых пластинок, у них отсутствуют
щетинки на краях листа и нарушено развитие
проводящих пучков в листьях [170, 171]. У таких
мутантов нарушена экспрессия генов ARF, YUC и
PIN, что предполагает изменение в сигнальных

путях, транспорте и синтезе ауксина [170, 171], а
согласно генетическому анализу и другим экспе-
риментам, NAL2/3 непосредственно подавляет
экспрессию OsYAB3. Как OsYAB3, так и NAL2/3
участвуют, предположительно, в дифференци-
ровке листа, в частности, путем регуляции экс-
прессии генов семейства KNOX (OSH1 и OSH3)
[172]. Другой эффект потери функции NAL2 и 3 –
уменьшение количества боковых корней и увели-
чение количества корневых волосков. Экспери-
менты с обработкой ауксином позволяют предпо-
ложить, что оба эти эффекта связаны с уменьше-
нием уровня экспрессии генов OsPIN1 и с
концентрацией ауксина не в перицикле, а в эпи-
дермисе, что и приводит к снижению количества
боковых корней, которые закладываются в пери-
цикле, но при этом к увеличению количества и
длины корневых волосков, которые развиваются
из клеток эпидермиса [171, 173]. Сверхэкспрессия
NAL2/3 приводит не только к изменениям фено-
типа листьев, но и к увеличению количества бо-
ковых корней, а также к карликовости. Обработ-
ка гиббереллином восстанавливает нормальную
высоту растения. NAL2/3 взаимодействует с гиб-
береллинами по принципу отрицательной обрат-
ной связи: их избыток стимулирует экспрессию
NAL2/3, тогда как NAL2/3 подавляет синтез этих
гормонов, в частности, связываясь с локусом KAO
(ENT-KAURENE ACID OXIDASE), кодирующим
фермент биосинтеза гиббереллинов, и подавляя
его экспрессию [174].

Согласно данным филогенетического анали-
за, у однодольных (по меньшей мере у риса и куку-
рузы) имеется дополнительная ветвь, содержащая
гомологи WOX3, отличные от генов группы NS [175].
Подробно изучены функции одного из предста-
вителей этой ветви – гена OsWOX3B/GLABROUS
RICE1 (GLR1)/DEPILOUS (DPL)/NUDA/LEAF
LATERAL SYMMETRY1 (LSY1) O. sativa. Подавле-
ние экспрессии этого гена приводит к отсут-
ствию трихомов или к сильному уменьшению их
количества на листьях и колосковых чешуйках
[176–178]. OsWOX3B стимулирует развитие три-
хомов совместно с ТФ из группы AP2/ERF
HAIRY LEAF6 (HL6), близким гомологом ТФ
EMBRYOMAKER (его сверхэкспрессия также
приводит к развитию трихомов на семядолях
A. thaliana). OsWOX3B способен к взаимодей-
ствию с HL6, также он непосредственно активи-
рует HL6 [179]. OsWOX3B и HL6 прямо или опо-
средованно стимулируют экспрессию ряда генов,
вовлеченных в синтез, транспорт и передачу сиг-
нала ауксина, таких как OsYUCCA5, OsPIN1a,
OsARF4 и 7. HL6 способен связываться с локусом
OsYUCCA5, а добавление гомеодомена OsWOX3B
усиливает это связывание [179]. OsWOX3B, неза-
висимо от NAL2/3, участвует и в разрастании ли-
стовой пластинки. Один из эффектов потери его
функции – формирование несимметричных ли-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ЧТО МОГУТ РАССКАЗАТЬ БЕЛКИ WOX 373

стовых пластин из-за отсутствия латеральных
разрастаний с одной из сторон листа и нарушение
адаксиально-абаксиальной полярности. Кроме
того, соцветия у таких мутантов часто не имеют
колосковых чешуй, а развитие тычинок и семяза-
чатков у них нарушено [180].

Ортологи WOX3 у голосеменных, как и у по-
крытосеменных, также участвуют в разрастании
боковых органов. Так, подавление экспрессии ге-
на PaWOX3 P. abies – ортолога WOX3 – нарушает
развитие семядолей у соматических эмбрионов, а
также влияет на морфологию иголок, делая их ме-
нее уплощенными и более цилиндрическими [181].

WOX2
WOX2 вместе с ТФ WOX8 и WOX9 регулирует

эмбриональное развитие. Ген WOX2 начинает
экспрессироваться в яйцеклетке и в центральной
клетке. Вместе с WOX2 в этих клетках экспресси-
руется WOX8, член промежуточной ветви, однако
после оплодотворения и деления зиготы эти гены
начинают экспрессироваться в разных ее потом-
ках: WOX8 – в базальной клетке (см. раздел о
WOX8), а WOX2 – в основном в апикальном доме-
не [1]. Экспрессия ортологов WOX2 в зиготиче-
ских эмбрионах и/или в семенах в целом выявле-
на также у N. tabacum [182], O. sativa [183], P. abies
[184] и других видов. Потеря функции WOX2 при-
водит к нарушению упорядоченности деления
клеток в апикальном домене, что в данном случае
не критично для развития растения [1]. У расте-
ний с потерей функции WOX2 в некоторых случа-
ях развивается только одна семядоля, часто нару-
шен сосудистый паттерн в семядолях [185, 186].
Как уже сказано, в ходе раннего эмбриогенеза
WOX2 и 8 экспрессируются в комплементарных
друг другу областях, однако у части растений с
мутациями в обоих генах наблюдаются различ-
ные дефекты семядолей (асимметричные семядо-
ли, частичное их слияние), которые отсутствуют у
одиночных мутантов [187]. WOX2 и 8 с помощью
пока не выявленного механизма активируют тран-
скрипцию CUP-SHAPED COTYLEDON2 (CUC2) и 3,
обеспечивая симметричный характер их экспрес-
сии. Предполагается, что потеря функции WOX2
активирует экспрессию WOX8 в апикальном до-
мене, что, возможно, приводит к их избыточно-
сти в регуляции развития семядолей [186].

Одновременная потеря функции генов WOX2,
1 и 3 увеличивает частоту возникновения наруше-
ний развития семядолей (по сравнению с потерей
функции только WOX2). Добавление потери
функции WOX5 усиливает эти дефекты. Ключе-
вую роль в регуляции клеточных делений апи-
кального домена играет WOX2, а активность
остальных генов в этих процессах становится
важной только в отсутствие этого гена [185]. Кро-
ме того, WOX2 вместе с генами WOX1, 3 и 5, игра-

ющими второстепенные роли, участвует в иници-
ации ПАМ в эмбриогенезе и в первичной актива-
ции экспрессии маркеров ПАМ, включая CLV3.
Интересно, что промотор CLV3 на стадии сердца
активируется за счет WOX1, 2, 3, 5 даже у мутантов
wus-1, хотя в дальнейшем его активность пропа-
дает. Таким образом, WOX1, 2, 3, 5, но не WUS,
необходимы для запуска экспрессии CLV3 в эм-
бриогенезе. Нарушение инициации ПАМ у рас-
тений с мутациями в генах WOX1, 2, 3 и 5 сопро-
вождается повышением интенсивности ауксино-
вого ответа в зоне ПАМ, что может быть связано
с нарушением паттернов экспрессии гена PIN1 в
эмбрионах с таким генотипом. Также WOX2 (вме-
сте с WOX1, 3 и 5) стимулирует развитие ПАМ,
усиливая экспрессию HD-ZIPIII (PHB, PHV, REV)
как на транскрипционном, так и на посттран-
скрипционном уровнях. PHB, PHV и REV в свою
очередь активируют биосинтез цитокининов, не-
обходимых для закладки ПАМ [188].

Ортологи WOX2 экспрессируются также в ходе
СЭ у P. pinaster [189], P. abies [184], V. vinifera [119] и
ряда других видов. Подавление экспрессии
PaWOX2 у P. abies приводит к нарушению разви-
тия соматических эмбрионов [184], а WOX8 и
WOX2 A. thaliana совместно индуцируют СЭ или
регенерацию побегов N. tabacum in vitro [190].

WOX4
WOX4 и его ортологи у большинства видов

растений регулируют развитие проводящих тка-
ней. Так, снижение уровня экспрессии WOX4
A. thaliana приводит к уменьшению размера про-
водящих пучков и нарушению упорядоченной
структуры стелы, перицикла и эндодермы. Поте-
ря функции WOX4 у мутантов wox4-1 снижает ак-
тивность пучкового и межпучкового камбия в стеб-
ле, хотя его активность исчезает не полностью [191].
WOX4 экспрессируется в основном в камбии и про-
камбии. Активность ортологов WOX4 в камбии вы-
явлена у многих видов растений, включая голосе-
менные [192].

Роль WOX4 в регуляции развития проводящих
тканей изучена в основном в рамках исследования
работы сигнального модуля TDIF-TDR-WOX4. TDIF
(TRACHEARY ELEMENT DIFFRENTIATION
INHIBITORY FACTOR) – CLE-пептид, кодируе-
мый двумя разными генами A. thaliana – CLE41
и CLE44. TDIF и его рецептор TDR (TDIF
RECEPTOR)/PXY(PHLOEM INTERCALATED
WITH XYLEM) известны как регуляторы, подав-
ляющие дифференцировку клеток камбия в кси-
лему и стимулирующие пролиферацию камбия
[193]. Уровень экспрессии WOX4 повышается в
камбии A. thaliana в ответ на обработку TDIF.
WOX4, в отличие от TDR и TDIF, не относится к
белкам, необходимым для подавления диффе-
ренцировки ксилемы, однако, как и эти регулято-
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ры, важен для стимуляции пролиферации клеток
прокамбия и камбия. При этом сверхэкспрессия
WOX4 не вызывает утолщения стелы, что предпо-
лагает присутствие системы отрицательной об-
ратной связи, нейтрализующей влияние излиш-
ней активности WOX4. Кроме того, сверхэкспрес-
сия WOX4 не влияет на уровни экспрессии CLE41
и 44 [193]. Показано также, что ортологи WOX4 не
влияют на интенсивность экспрессии ортологов
CLE41 у гибридов тополя [194]. TDR-зависимое
повышение уровня экспрессии WOX4 в пророст-
ках наблюдается также при обработке CLE-пеп-
тидом HsCLEB типа B, который синтезируют па-
разитические нематоды Heterodera schachtii, и ко-
торый, по-видимому, является аналогом TDIF,
мимикрирующим под него. Промотор WOX4 ак-
тивируется при заражении нематодой на опреде-
ленных этапах развития синцития – структуры,
питающей нематоду [195].

Ауксин активирует экспрессию WOX4, что, в
свою очередь, индуцирует развитие межпучково-
го камбия и способствует делению клеток внутри
проводящих пучков. При этом TDR/PXY необхо-
дим для стабильной активации экспрессии WOX4
ауксином. Усиление камбиальной активности
ауксином зависит от клеточного контекста, что,
вероятно, связано со специфическими ауксин-
чувствительными ТФ [191]. Так, MP ограничива-
ет количество клеток камбия в стебле, прямо ре-
прессируя ген WOX4. В то же время другие ARF
(ARF3 и 4), наоборот, стимулируют активность
камбия. При этом MP работает в самом камбии,
в клетках, экспрессирующих WOX4, а ARF3 и
ARF4 – и в камбии, и за его пределами – в ксиле-
ме и флоэме [196]. Тем не менее, в другом иссле-
довании показано положительное влияние MP на
WOX4 и на развитие камбия в корне. Обнаруже-
но, что прилегающий непосредственно к камби-
альной зоне слой клеток с уже установленной
ксилемной идентичностью выполняет функции
ОЦ, поддерживающего работу камбия. Там со-
средоточен локальный максимум индолилуксус-
ной кислоты (ИУК), и экспрессируются гены
группы HD-ZIPIII и MP, поддерживая идентич-
ность этого слоя. Подавление экспрессии MP на
фоне потери функции ARF7 и 19 снижает уровень
транскрипции WOX4, ряда генов HD-ZIPIII, а
также дифференцировки вторичной ксилемы.
Индукция экспрессии miR-165a, ингибитора всех
пяти HD-ZIPIII, снижает уровень активности кам-
бия и также подавляет экспрессию WOX4 [197]. В
регуляции пролиферации клеток проводящих
тканей WOX4 действует совместно с WOX14 (см.
WOX14) [198]. Кроме того, сверхэкспрессия
WOX4, как и потеря его функции, снижает уровень
экспрессии WOX14 [199]. WOX4 способен взаимо-
действовать с белками группы HAM, а домены ак-
тивности промоторов HAM4 и WOX4 перекрыва-
ются в меристемах проводящих тканей [94].

У O. sativa ортолог WOX4 не только регулирует
развитие проводящей системы, но и участвует в
поддержании ПАМ и развитии листьев. При по-
давлении экспрессии OsWOX4 формируются ано-
мальные ПАМ, которые быстро терминируются,
наблюдается нарушение закладки и роста ли-
стьев, а также развития их проводящей системы
[200, 201]. При этом CLE-пептиды FCP1/2 подав-
ляют экспрессию OsWOX4 и стимулируют разви-
тие листьев [201]. С помощью транскриптомного
анализа и определения содержания гормонов по-
казано, что OsWOX4 стимулирует синтез цитоки-
нинов путем активации экспрессии генов группы
LOG [200].

Гены группы WOX4, как и многие другие гены
WOX, участвуют не только в развитии проводя-
щей системы и ПАМ, но и в регенерации: ортоло-
ги WOX4 экспрессируются в развивающихся эм-
бриогенных каллусах Coffea canefora [202], M. trun-
catula [203], в соматических эмбрионах V. vinifera
[119] и других видов.

WOX6

WOX6/PRETTY FEW SEEDS2 (PFS2)/HIGH
EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE
GENES 9 (HOS9) регулирует развитие семязачат-
ков. PFS2 экспрессируется в ПАМ и в приморди-
ях листьев, в меристемах цветка, примордиях орга-
нов цветка, пыльниках, пестиках и семязачатках, а
также, в меньшей степени, – в плодолистиках, ле-
пестках и чашелистиках. У растений с нарушением
функции этого гена (pfs2-1) уменьшена материн-
ская клетка мегаспор и, по-видимому, вследствие
этого нарушено развитие зародышевого мешка. У
мутантов pfs2-1 формируется намного меньше
жизнеспособных семязачатков, чем у растений
дикого типа. Также у них укорочены интегумен-
ты, нарушено развитие лепестков и листьев. Эта
мутация проявляется на стадии спорофита: гете-
розиготные растения PFS2/pfs2-1 формируют
нормальные семязачатки. [204, 205]. PFS2, по-
видимому, участвует также в подавлении экс-
прессии AG [205], а возможными репрессорами
экспрессии самого PFS2 могут быть LRR-киназы
ERECTA и ERECTA-LIKE1 и 2 [206].

Анализ другой мутации в гене WOX6 показыва-
ет, что этот ген участвует в ответе на холодовой
стресс: мутанты hos9-1 со вставкой Т-ДНК в 3′-
часть гена обладают большей чувствительностью
к отрицательным температурам, у них повышены
уровни экспрессии ряда генов, вовлеченных в от-
вет на холод. Эти мутанты отличаются более мед-
ленным ростом корней и побегов, а также более
поздним цветением, они имеют узкие и мелкие
листья и меньшее количество трихомов [207].
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WOX7
WOX7 регулирует развитие боковых корней.

Промотор гена WOX7 активен в кончиках корней
в клетках-инициалях кортекса и эндодермы и в
самой эндодерме, а также в примордиях боковых
корней, преимущественно до их появления на
поверхности корня. У растений с мутацией в
WOX7 повышено количество боковых корней и
примордиев боковых корней, а сверхэкспрес-
сия WOX7 приводит к снижению числа боковых
корней. WOX7 подавляет экспрессию гена цик-
лина CYCD6;1, однако у растений с мутацией в
CYCD6;1 количество боковых корней даже не-
много больше, чем у растений дикого типа. Ак-
тивность промотора WOX7 при этом подавляется
при обработке ауксином, что соответствует про-
тивоположным ролям этих регуляторов в контро-
ле заложения боковых корней. Добавление в сре-
ду глюкозы или сахарозы активирует промотор
WOX7. Высокие концентрации этих сахаров при
повышенном соотношении содержания углерода и
азота подавляют образование боковых корней, од-
нако этот эффект отсутствует в растениях с нару-
шением функции WOX7. Таким образом, возмож-
но, WOX7 опосредует ингибирующее действие са-
харов на образование боковых корней [208].

ПРОМЕЖУТОЧНАЯ ВЕТВЬ (T2)
ТФ WOX промежуточной клады обычно во-

влечены в регуляцию эмбриогенеза и регенера-
ции. Функционально и филогенетически ТФ
данной ветви разделены на две группы: WOX8/9 и
WOX11/12. ТФ WOX11/12 A. thaliana обладают
сходными функциями, поэтому они рассмотрены
вместе.

WOX8
WOX8/STIMPY-LIKE (STPL), как уже упоми-

налось, является регулятором эмбриогенеза, он
участвует в формировании апикально-базальной
оси полярности зародыша. WOX8 экспрессирует-
ся в яйцеклетке и в центральной клетке, а после
оплодотворения и деления зиготы – в базальной
клетке и ее потомках, клетках суспензора и гипо-
физы, и в части эндосперма [1]. У растений с по-
терей функции WOX8 часто нарушен сосудистый
паттерн в семядолях, а ауксиновый максимум в
базальном полюсе распространяется на весь сус-
пензор, в отличие от растений дикого типа, у ко-
торых он локализован лишь в базальной части
эмбриона и в самой верхней части суспензора.
Возможно, WOX8 активирует экспрессию PIN7 и
обеспечивает отток ауксина из суспензора [186].
Функции WOX8 в эмбриогенезе частично выпол-
няют также гены WOX2 и WOX9 (см. соответству-
ющие разделы). Важный регуляторный модуль,
включающий (по меньшей мере, до настоящего

времени) WOX8, но не WOX2 и 9, связан с CLE8 –
пептидом из группы CLE. CLE8 экспрессируется
в эмбрионе и в эндосперме. У растений с потерей
функции CLE8 эндосперм недоразвит, а развитие
эмбрионов и суспензора нарушено. CLE8 необ-
ходим также для активации WOX8 в суспензоре и
эндосперме. Сверхэкспрессия CLE8 ведет к уве-
личению размера семян, однако потеря функции
WOX8 снимает этот эффект. Вероятно, WOX8
опосредует влияние CLE8 на развитие эмбриона
и эндосперма [209].

WOX8 вместе с WOX9 участвует в формирова-
нии апикально-базальной оси полярности. Соглас-
но данным генетического анализа, для их активации
необходим ТФ WRKY2 с доменом типа “цинковые
пальцы” [210]. Транскрипцию WOX8 совместно ак-
тивируют ТФ WRKY2 и ТФ из семейства HD-ZIPIV
HOMEODOMAIN GLABROUS11/12 (HDG11/12).
Активация ТФ WRKY2 опосредуется киназой
SHORT SUSPENSOR, мРНК которой поступает в
зиготу из спермия. В то же время HDG11/12
экспрессируются в яйцеклетке, т.е. для актива-
ции WOX8 необходимо совместное действие и ма-
теринских, и отцовских факторов [211].

WOX9

WOX9/STIMPY A. thaliana известен прежде
всего как регулятор эмбрионального развития,
однако у ряда видов его ортологи являются важ-
ными участниками развития соцветий. WOX9 ре-
гулирует прохождение ранних стадий эмбриоге-
неза. Данные об экспрессии WOX9 в эмбриогене-
зе отчасти противоречивы, однако известно, что
он начинает экспрессироваться после первого де-
ления зиготы либо в базальной, либо в обеих
клетках, затем в гипофизе и в самом эмбрионе, а
в дальнейшем – в наружных слоях зародыша и в
примордиях семядолей [1, 187]. Интересно, что в
эмбрионах с нарушением функции MP или
BODENLOS (гена репрессора ауксинового ответа
из группы Aux/IAA) не наблюдается сдвиг экс-
прессии WOX9 из гипофизы в собственно эмбри-
он [1]. Различные мутации в гене WOX9 приводят
к нарушению эмбриогенеза: недоразвитию ба-
зальной части зародыша, гипокотиля и семядо-
лей и другим дефектам, и/или остановке развития
на глобулярной стадии, или раньше, снижению
частоты клеточных делений [187, 212]. Однако со-
гласно другому исследованию, растения с мута-
цией в WOX9 не имеют дефектов в развитии эм-
брионов [185]. WOX8 – близкий гомолог WOX9, и
его экспрессия под промотором WOX9 способна
комплементировать мутацию в WOX9 [187]. У ча-
сти двойных мутантов с предполагаемой потерей
функции генов WOX8 и 9 наблюдаются наруше-
ния в делениях клеток апикального и/или базаль-
ного домена и остановка развития до формирова-
ния семядолей. У таких эмбрионов нарушены до-
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мены активности промоторов генов-маркеров
различных частей зародыша, в том числе WOX8,
WOX2, WOX5 и ZWILLE [185, 187]. Кроме того,
для этих эмбрионов характерно нарушение экс-
прессии PIN1 и, вероятно, вследствие этого от-
сутствие максимумов ауксина в зародыше [185,
187]. Эктопическая активность WOX2 в эмбрионе
и суспензоре способна частично восстановить нор-
мальный фенотип эмбрионов данных мутантов
[185]. Также потеря функции DWARF TILLER1
(DWT1) и DWT-LIKE2 (DWL2) – двух из трех ор-
тологов WOX8/9 у O. sativa – приводит к летально-
сти эмбрионов [213]. Гены группы WOX9 участву-
ют также и в СЭ: повышенный уровень экспрес-
сии ортологов WOX9 в ходе СЭ обнаружен у
M. truncatula [214], P. abies [16] и других видов.
Сверхэкспрессия MtWOX9-1 стимулирует СЭ у
M. truncatula [215], а подавление экспрессии
PaWOX8/9 у P. abies приводит к нарушению мор-
фологии соматических эмбрионов и развитию
на их основе вторичных соматических эмбрио-
нов [216].

Вскоре после прорастания экспрессия WOX9
наблюдается в ПАМ и примордиях листьев, а за-
тем в меристемах цветков и развивающихся орга-
нах цветка на начальных стадиях роста, а также в
эпидермисе плаценты [1, 212], в растущей перего-
родке плода и в верхней части КАМ [212]. Одна из
мутаций в WOX9 приводит к нарушению развития
ПАМ: через несколько дней после прорастания
она полностью дифференцируется. WOX9 важен
для поддержания экспрессии WUS и CLV3 после
прорастания. Тем не менее, функции WOX9 не
ограничиваются, по-видимому, активацией WUS,
поскольку после прекращения функционирова-
ния ПАМ мутанты с нарушением функции WOX9
не формируют ни листьев, ни вторичных побегов,
в отличие от мутантов с потерей функции WUS.
Интересно, что при проращивании на среде с са-
харозой, которая стимулирует деление клеток, та-
кие мутанты развиваются практически нормаль-
но. После перехода ПАМ в стадию репродуктив-
ного роста сахароза перестает быть необходимой.
WOX9 не экспрессируется в меристеме соцветия
и, по-видимому, не требуется для ее функциони-
рования [212]. Обнаружено, что по меньшей мере
одной из непосредственных мишеней WOX9 яв-
ляется ген циклина CYCP2;1, регулирующего пе-
реход G2/M клеточного цикла. Сахароза также
способна активировать CYCP2;1 [217].

Ортологи WOX9 у пасленовых участвуют в ре-
гуляции развития соцветия. Так, ТФ EVER-
GREEN (EVG) P. hybrida – гомолог WOX9 и
WOX8 – отвечает за архитектуру соцветия. P. hybrida
имеет цимозное соцветие: в ходе его развития апи-
кальная меристема делится на две: латеральную и
меристему цветка. Меристема цветка образует цве-
ток, а латеральная продолжает расти и занимает ме-
сто апикальной. Затем этот цикл повторяется, и

развивается зигзагообразное соцветие. EVG экс-
прессируется в меристеме соцветия, но не в мери-
стеме цветка. У растений с мутацией в гене EVG ме-
ристемы соцветия не разделяются и продолжают
формировать единый стебель, хотя и утолщенный.
Через несколько узлов такие меристемы разделя-
ются на несколько ветвей, и цикл повторяется.
Кроме того, ни одна из этих меристем не может
сформировать цветок [218, 219]. Согласно резуль-
татам генетического анализа, в норме EVG тем
или иным способом активирует экспрессию
DOUBLE TOP (DOT), гомолога UFO A. thaliana,
белковый продукт которого, взаимодействуя с го-
мологом LEAFY – белком ALF (ABERRANT LEAF
AND FLOWER), обеспечивает формирование
цветков [218]. Также ортолог WOX9 у S. lycoper-
sicum – ген COMPOUND INFLORESCENSE (S) –
участвует в регуляции ветвления соцветия; мута-
ции в этом гене или его промоторе могут приво-
дить к возникновению сильно разветвленного со-
цветия [45, 220], что связано с замедленным пере-
ходом вегетативной меристемы в меристему
соцветия и замедленным переходом меристемы
соцветия в меристему цветка, в результате чего
рядом с ними успевает сформироваться больше
новых вегетативных меристем и меристем со-
цветия, чем в норме [221]. Как и EVG, S активи-
рует ортолог UFO, ген ANANTHA, в меристеме
цветка [220]. Сходные взаимоотношения и функ-
ции выявлены у ортологов данных генов Capsicum
annuum [222].

По меньшей мере один из ортологов WOX8 и 9
O. sativa, DWT1, участвует в регуляции баланса
между ростом боковых побегов и основного побе-
га. В норме эти побеги имеют одну высоту, одна-
ко потеря функции DWT1 (мутация dwt1), не
влияя на высоту основного побега, приводит к
уменьшению длины боковых побегов. DWT1 экс-
прессируется в различных частях растения, вклю-
чая эмбрион, кончик корня и молодые метелки,
но не в удлиняющихся междоузлиях, там также не
детектируется его белковый продукт. Вероятно,
действие этого ТФ приводит к возникновению
пока не идентифицированного мобильного сиг-
нала, влияющего на удлинение междоузлий [223].
Среди генов, экспрессия которых изменена в
междоузлиях растений с потерей функции DWT1,
много генов, связанных с цитоскелетом и делени-
ем клеток, а также с метаболизмом и сигнальны-
ми путями цитокининов. Также в междоузлиях
мутантов dwt1 O. sativa повышен уровень экспрес-
сии гена, кодирующего фермент OsGIBBERELLIN
2-OXIDASE 1 (OsGA2OX1), инактивирующий
гиббереллины, снижен уровень экспрессии гена,
участвующего в биосинтезе гиббереллинов
(OsENT-COPALYL DIPHOSPHATE SYNTHETASE 1),
и уменьшена интенсивность ответа на экзоген-
ный гиббереллин [223]. DWT1 и его близкий го-
молог DWT-LIKE2 (DWL2) способны к взаимо-
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действию с OsPIP5K1, ферментом, вовлеченным
в синтез важнейшего вторичного посредника –
фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата. Потеря
функции OsPIP5K1 приводит к развитию расте-
ний с укороченными основным и боковыми по-
бегами, а сверхэкспрессия OsPIP5K1 частично
компенсирует дефекты мутантов dwt1, увеличи-
вая длину боковых побегов, возможно, за счет
взаимодействия OsPIP5K1 с DWL2 [213].

WOX11 и 12

WOX11 и его близкий гомолог WOX12 извест-
ны в первую очередь как регуляторы каллусооб-
разования и развития придаточных корней, т.е.
корней, которые возникают из некорневых орга-
нов, а также при регенерации in vitro или после
поранения. У растений с мутациями в гене
WOX11 и/или 12 придаточные корни на листовых
эксплантах образуются медленнее, а их количе-
ство снижено. Сверхэкспрессия WOX11 приводит
к усиленному формированию придаточных кор-
ней и каллуса у эксплантов на среде без гормонов
и к усилению каллусообразования на среде CIM
[224]. При регенерации корней на безгормональ-
ной среде из листовых эксплантов активность
промоторов WOX11 и 12 наблюдается на ранних
сроках, в прокамбии центральной жилки листа
вблизи места среза, а затем в клетках-основатель-
ницах придаточного корня. Затем в растущем
примордии придаточного корня, где промоторы
генов WOX11 и 12 уже не активны, начинают ра-
ботать промоторы WOX5/7 [224, 225]. По своей
природе и набору экспрессирующихся генов кал-
лус сходен с примордием корня, и при формиро-
вании каллуса из листовых эксплантов промотор
WOX11 активен также в центральной жилке, мар-
кируя формирование клеток-основательниц, а в
уже образующемся каллусе промотор WOX11 не
активен, но начинает функционировать промо-
тор WOX5 [224].

WOX11/12 непосредственно активируют экс-
прессию WOX5/7, которые, согласно анализу му-
тантов, также важны для формирования прида-
точных корней [225]. Также WOX11 запускает
экспрессию стимуляторов каллусообразования и
формирования придаточных и боковых корней –
генов ТФ LBD (LATERAL ORGAN BOUNDARIES
DOMAIN), в частности LBD16 и 29, причем пока-
зано, что LBD16 прямо активируется WOX11 [224,
226]. Ауксин и полярный транспорт ауксина
важны для активации WOX11 и запуска экспрес-
сии WOX5/7 и, в конечном счете, для регенерации
корней [224, 225]. Тем не менее, сверхэкспрессия
WOX11 способна частично восстанавливать спо-
собность к регенерации при подавлении синте-
за ауксина [227]. Напротив, этилен подавляет
регенерацию корней, а WOX11 и 5 репрессиру-
ются этилен-чувствительным ТФ ETHYLENE-

INSENSITIVE3 (EIN3). Интересно, что чем
старше листовой эксплант, тем сильнее в нем
экспрессируется EIN3 и слабее – WOX11, и тем
более затруднена регенерация корней [228]. Так-
же обнаружен один из механизмов эпигенетиче-
ской регуляции WOX11 при каллусогенезе: ати-
пичный вариант гистона H3 – H3.15 (без остатка
лизина в позиции 27) связывается с локусом
WOX11 и активирует его экспрессию, вероятно, за
счет уменьшения количества репрессирующих
меток H3K27me3 [229]. Сходная схема взаимо-
действия ортологов WOX11/12 и WOX5 в каллусо-
образовании на среде CIM обнаружена у O. sativa
[230]. Экспрессия ортологов WOX5 и 11 при кал-
лусогенезе выявлена у Z. mays, и у гибрида P. da-
vidiana × P. bollena [230], а участие ортологов
WOX11 в образовании придаточных корней пока-
зано у различных видов и гибридов Populus [231–
233]. Как и у семенных растений, у папоротника
Ceratopteris richardii обнаружен путь формирова-
ния придаточных корней, при котором факторы
ауксинового ответа активируют ген промежуточ-
ной клады WOX CrWOXA, который активирует
экспрессию гена клады WUS – СrWUL. Таким об-
разом, этот путь формирования придаточных кор-
ней (ауксин–ген WOX промежуточной клады–ген
WOX клады WUS) консервативен у папоротников
и семенных растений [234]. CrWOXA экспресси-
руется и при образовании боковых корней [4]. Ге-
ны группы WOX11 участвуют и в других вариантах
регенерации, таких как побегообразование и СЭ.
Так, показано положительное влияние PtWOX11
на регенерацию побегов у P. alba × P. glandulosa
[233]. Повышенный уровень экспрессии ортолога
WOX11 выявлен также в эмбриогенных каллусах
M. truncatula [214] и в соматических эмбрионах и
неэмбриогенных каллусах V. vinifera [119].

Помимо участия в процессах регенерации
in vitro, ТФ группы WOX11/12 участвуют в разви-
тии растения in vivo при формировании прида-
точных корней. У A. thaliana WOX11/12 не влияют
на формирование боковых корней, которые в
норме формируются за счет активации ARF7/19,
и промотор WOX11 не активируется в ходе обра-
зования бокового корня [226]. Однако при выра-
щивании проростков в почве промотор WOX11
активируется в различных участках корня, и из-
менение его функции влияет на количество вто-
ричных, третичных и четвертичных корней. Ве-
роятной причиной таких различий могут быть
повреждения, которые корни получают при росте
в почве и которые стимулируют образование кор-
ней, сходных с придаточными. В формировании
как боковых, так и придаточных корней участвует
ТФ LBD16. WOX11 за счет прямой активации
LBD16 стимулирует развитие придаточных кор-
ней и корней в месте повреждения, а ARF7/19
стимулируют LBD16 в случае развития боковых
корней без повреждения корня [226].
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У O. sativa ортолог WOX11 выполняет более
многочисленные функции. Растения с потерей
функции OsWOX11 практически не формируют
придаточные корни, кроме того, их первичный
корень и ПАМ тоже недоразвиты, и они не дожи-
вают до взрослого состояния. OsWOX11 экспрес-
сируется в КАМ, ПАМ и стебле, а также в при-
мордиях придаточных корней, начиная с ранних
стадий инициации, и в меристеме зрелых прида-
точных корней. Сверхэкспрессия OsWOX11 при-
водит к развитию большого количества придаточ-
ных и боковых корней. Ауксины повышают уро-
вень экспрессии OsWOX11, а цитокинины
снижают. OsWOX11 необходим для стимулируе-
мого ауксином развития придаточных корней у
риса [235]. При этом OsWOX11, вероятно, поло-
жительно влияет на передачу цитокининового
сигнала, являясь прямым репрессором гена OsRR2,
кодирующего репрессор цитокининового отве-
та – ARR типа A [236]. Также показано взаимо-
действие OsWOX11 с ТФ OsERF3 из семейства
AP2/ERF, стимулятором развития придаточных
корней и роста главного корня. Уровень экспрес-
сии ERF3 уменьшен в растениях с потерей функ-
ции OsWOX11, однако ERF3 способен регулиро-
вать развитие корней по пути, не связанному с
OsWOX11. OsERF3 также связывается с OsRR2 (но
не в том регионе, в котором с ним связывается
OsWOX11), однако он не подавляет, а стимулиру-
ет экспрессию OsRR2. При этом OsERF3 способ-
ствует взаимодействию OsWOX11 со своим сай-
том связывания в локусе OsRR2. OsRR2 стимули-
рует заложение придаточных корней, однако его
влияние на длину корней неоднозначно, что
объясняет разнонаправленное влияние на него
OsWOX11 и OsERF3 [237]. OsWOX11 также связы-
вается с комплексом, включающим вспомога-
тельный белок OsADA2 и гистон-ацетилтрансфе-
разу OsGCN5 для активации экспрессии генов-
мишеней (с помощью ацетилирования гистонов)
и стимуляции развития придаточных корней, ак-
тивируя в том числе гены, связанные с транспор-
том ауксина, в частности OsPIN9, а также с мета-
болизмом и построением клеточной стенки [238].
Ген ТФ DEGENERATED HULL 1 (DH1)/OsLOB16,
близкий гомолог LBD16 A. thaliana, представляет
собой мишень OsWOX11 [239]. Помимо регуля-
ции образования придаточных корней, Os-
WOX11 регулирует поглощение корнями мине-
ральных веществ и воды. Промотор OsWOX11 ак-
тивен в эпидермисе, в кончиках и зоне роста корня
[236], а сам OsWOX11 стимулирует образование и
рост корневых волосков. Уровень экспрессии дан-
ного гена повышается в ответ на водный стресс, а
растения с мутацией в OsWOX11 более чувстви-
тельны к засухе [240]. Кроме того, среди непо-
средственных мишеней OsWOX11 обнаружены ге-
ны, кодирующие предполагаемый ТФ OsABIOTIC
STRESS RESPONSIVE3 (OsASR3), участвующий

в ответе на дефицит воды и холодовой стресс, и
OsFRD3-LIKE PROTEIN1 (OsFRDL1) – перенос-
чик цитрата, необходимый для транспорта ионов
железа в растении, а реакция ряда генов на дефи-
цит воды зависит от присутствия функциональ-
ного OsWOX11 [239]. Интересно, что экспрессия
OsWOX11, направляемая промотором, активирую-
щимся в корнях при дефиците калия, приводит к
стимуляции развития корневой системы расте-
ний как в нормальных условиях, так и в условиях
дефицита калия [241].

Как сказано выше, потеря функции OsWOX11
приводит также к замедлению роста побега, умень-
шению размера ПАМ и соцветия. OsWOX11 спо-
собен к взаимодействию с деметилазой гистонов
JMJ705, снимающей метку H3K27me3, которая
также стимулирует рост побега и влияет на размер
ПАМ. OsWOX11 и JMJ705 совместно регулируют
множество генов, связанных, в частности, с энер-
гообменом, фотосинтезом, развитием хлоропла-
стов, ответом на стресс и формированием побега,
например, OSH15 из семейства KNOX [242]. Так-
же OsWOX11 вместе с другим геном из группы
WOX11/12, OsWOX6, участвует в регуляции гра-
витропического ответа. Уровень их экспрессии
увеличивается в ответ на гравистимуляцию про-
ростков и в ответ на обработку ауксином, при гра-
вистимуляции уровень их экспрессии повышен в
нижней части проростка и снижен в верхней. Рас-
тения с потерей функции OsWOX6 и 11 слабее ре-
агируют на гравистимуляцию и имеют больший
угол наклона побегов. В условиях гравистимуля-
ции гены OsWOX6 и 11 опосредованно регулиру-
ются ТФ HEAT STRESS TRANSCRIPTION
FACTOR 2D (HSFA2D), который, посредством
активации экспрессии гена ТФ LA1 (LAZY1) сти-
мулирует асимметричное распределение аукси-
на, что приводит к асимметричному паттерну
экспрессии OsWOX6 и 11 и способствует ответу
на гравистимуляцию [243].

ДРЕВНЯЯ ВЕТВЬ (T1)
Представители древней ветви семейства WOX

обнаружены в геноме не только сосудистых
растений, но также мхов (Physcomitrella patens) и
даже одноклеточных водорослей (Ostreococcus tauri)
[6]. У A. thaliana в состав данной ветви входят три
гена: WOX10, 13 и 14. WOX10, более сходный с
WOX14, чем с WOX13, предположительно, явля-
ется псевдогеном, поскольку его экспрессия не
была детектирована [244], а WOX13 и 14 регулиру-
ют развитие цветков, плодов и проводящих тканей.
Члены древней клады у других видов характеризу-
ются весьма разнообразными паттернами экспрес-
сии. Так, у P. ginseng PgWOX13a экспрессируется в
ксилемных лучах, паренхиме и камбии главного
корня, а PgWOX13b – в кортексе [245], ген AaWOX
Araucaria angustifolia активен в зародышах и в про-
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ростках [246], у G. hirsutum GhWOX13a_Dt, Gh-
WOX13b_At и GhWOX13b_Dt повышают уровень
экспрессии во время развития семенных волокон
[247], а OsWOX13 O. sativa, вероятно, участвует в
ответе на засуху и в регуляции сроков цветения
[248]. Мы рассмотрим наиболее изученных пред-
ставителей древней клады.

WOX13
WOX13 A. thaliana изучен в первую очередь как

регулятор развития плода. Потеря его функции
приводит к уменьшению размеров медиальной
части гинецея (перегородки), расширению кром-
ки створок и к ускорению растрескивания пло-
дов. Напротив, сверхэкспрессия WOX13 ведет к
тому, что гинецей дольше остается открытым, пе-
регородка расширяется, а растрескивание плода
не происходит или происходит намного позднее.
WOX13 регулирует развитие перегородки в том
числе за счет прямого или опосредованного по-
давления экспрессии маркеров латеральных об-
ластей гинецея – генов ТФ семейства YABBY
FILAMENTOUS FLOWER и ТФ с цинковыми
пальцами JAGGED [249]. Помимо гинецея, ак-
тивность промотора WOX13 детектирована в за-
кладывающихся боковых корнях, листовых при-
мордиях и цветках, а также в кончике корня, про-
водящих тканях корня и листа и в ПАМ, а
мутация в WOX13 приводит также к уменьшению
количества боковых корней и к более раннему
цветению [244, 249].

У мха P. patens гены WOX представлены только
членами древней клады, близкими к WOX13:
PpWOX13LA, B и С [250]. Активность промоторов
PpWOX13LA и B повышена в апикальных стволо-
вых клетках хлоронемы и каулонемы, а также в
яйцеклетке и зиготе. Потеря функции обоих ге-
нов приводит к уменьшению количества сформи-
рованных спорангиев и к остановке развития зи-
гот, а также к нарушению регенерации вследствие
сниженной интенсивности клеточных делений и
подавления роста клеток [250].

Партнеры WOX13 или его ортологов in vivo еще
не выявлены, однако показана способность ТФ
PtrWOX13c P. trichocarpa формировать тример с
ТФ PtrDRIF1 (PtrDIVARICATA AND RADIALIS
INTERACTING FACTOR1) и PtrRADIALIS1 с
доменом MYB/SANT; при этом гены, кодирую-
щие PtrWOX13c и данные ТФ, экспрессируются в
проводящих тканях [251].

WOX14
WOX14 регулирует развитие проводящих тка-

ней и рост растений в целом. Потеря функции
WOX14 приводит к карликовости растений, за-
держке цветения и гиполигнификации сосудов,
однако эти дефекты компенсируются при добав-

лении гиббереллинов. WOX14 стимулирует экс-
прессию GA3ox1 и подавляет экспрессию GA2ox1 –
генов, кодирующих ферменты биосинтеза и инак-
тивации гиббереллинов соответственно [199].
WOX14 вместе с WOX4 стимулирует пролифера-
цию клеток проводящих тканей. Сосудистые пуч-
ки двойных мутантов с нарушением функции ге-
нов WOX4 и 14 (wox4-1 wox14-1) содержат меньше
клеток, чем одиночные мутанты wox4-1 [198]. Об-
наружена связь WOX14 с другими ТФ, стимулиру-
ющими деление клеток проводящих тканей –
TMO6 и LBD4. WOX14, вероятно, связываясь с
его локусом, стимулирует экспрессию TMO6,
белковый продукт которого, в свою очередь, вме-
сте с WOX14 стимулирует экспрессию LBD4 [252].
Экспрессия WOX14, как и WOX4, стимулируется
CLE-пептидом TDIF. При этом обработка этим
пептидом растений дикого типа вызывает актива-
цию LBD4 и TMO6, тогда как у мутантов wox4-1
wox14-1 или у растений с мутацией в гене PXY это-
го не происходит [252]. Промотор WOX14 активен
в примордиях боковых корней, в перицикле и
проводящей системе корня, а также на ранних
стадиях развития тычинок. Потеря функции
WOX14 приводит к подавлению развития боко-
вых корней и увеличению количества придаточ-
ных корней, а также к недоразвитию тычинок и
частичной стерильности [244]. Также WOX14 ва-
жен для регенерации побегов in vitro в системе
CIM–SIM, а при образовании каллусов его экс-
прессия активируется гистон-ацетилтрансфера-
зой HAG1 [149].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гены WOX участвуют в самых разнообразных

аспектах развития растения, включая регуляцию
функционирования меристем, развитие боковых
органов, размножение, эмбриогенез и многое
другое (рис. 4). В табл. 1S (см. Приложение на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2020/3/
supp_Tvorogova_rus.pdf) приведены все описан-
ные в обзоре мишени и партнеры WOX, а также
регуляторы кодирующих их генов.

Таким образом, белки WOX, несмотря на раз-
нообразие их функций, зачастую участвуют в
сходных регуляторных модулях. Так, некоторые
гены WOX, включая гены современной (WUS,
WOX4 и 5) [22, 131, 193], промежуточной (WOX8)
[209] и древней (WOX14) [252] ветвей, регулиру-
ются с помощью пептидов семейства CLE. Экс-
прессия генов WUS и WOX5 репрессируется од-
ним и тем же белком BARD1/ROW1 [78, 141], и
большая часть WOX тесно взаимодействует с аукси-
нами и цитокининами. В целом, ТФ WOX обычно
стимулируют пролиферацию клеток и регенера-
цию. Например, сверхэкспрессия генов современ-
ной клады (PtoWUSa, PtoWOX4a, PtoWOX5a), как и
генов промежуточной клады (PtoWOX11/12a) сти-



380

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ТВОРОГОВА и др.

мулирует регенерацию корней из черенков ги-
бридного тополя (P. alba × P. glandulosa) [231]. Тем
не менее обнаружены существенные различия
между ТФ WOX различных клад, особенно выра-
жено отличие современной клады от двух других.
Так, комплементационный анализ мутантов wus-1
показывает, что функции WUS могут в той или
иной степени замещать все гены WOX, входящие
в кладу WUS, кроме WOX4, но не гены из проме-
жуточной и древней клады [90]. Гены WOX
A. thaliana, входящие в кладу WUS, за исключени-
ем WOX7, но не гены промежуточной или древней
клады, способны частично или полностью ком-
плементировать мутацию lam1 в ортологе WOX1
N. tabacum [253]. Изучение ТФ WOX не только
представляет теоретический интерес, но и откры-
вает новые возможности в биотехнологии, такие
как разработка эффективных протоколов транс-
формации и регенерации злаков [118] и повыше-
ние урожайности сельскохозяйственных расте-

ний [161, 241]. Несмотря на активное изучение се-
мейства WOX, детально определены далеко не все
механизмы работы этих генов и генные сети, в ко-
торые они вовлечены. Табл. 2S (см. Приложение
на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2020/3/
supp_Tvorogova_rus.pdf), в которой сгруппированы
регуляторы, мишени и партнеры каждого из ге-
нов WOX A. thaliana, наглядно показывает, меха-
низмы работы каких генов WOX еще предстоит
подробно исследовать. Таким образом, нас, веро-
ятно, ждет еще множество исследований, посвя-
щенных семейству WOX.
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РФФИ в рамках научного проекта № 19-14-50209.
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WHAT DOES THE WOX SAY? REVIEW OF REGULATORS,
TARGETS, PARTNERS

V. E. Tvorogova1, *, E. Y. Krasnoperova1, E. A. Potsenkovskaya1,
A. A. Kudriashov1, I. E. Dodueva1, and L. A. Lutova1

1Saint Petersburg State University, St Petersburg, 199034 Russia
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WOX (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX) is a family of homeodomain-containing transcription fac-
tors in plants. WOX proteins maintain the activity of different types of meristems and regulate formation of
plant organs, controlling cell proliferation and differentiation. Study of the WOX family is important for the
development of plant transformation and genome editing techniques. Here we review the functions of the
WOX transcription factors as well as their targets, partners, and regulators. The WOX family can be divided
into three phylogenetically distinct clades: so-called ancient, intermediate, and WUS clade; each clade is cov-
ered in a separate section. The WOX genes of Arabidopsis thaliana are described most comprehensively, with
their orthologues in other plant species also considered. Summary tables with the described targets, regulators
and partners of members of the WOX family are provided.
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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК), развивающаяся на фоне хронической инфекции вируса ге-
патита B (HBV), ‒ широко распространенное в мире злокачественное заболевание печени, имею-
щее неблагоприятный прогноз. Для успешного лечения ГЦК необходима точная диагностика. Це-
лью исследования была оценка взаимосвязи между уровнями экспрессии определенных молеку-
лярных маркеров и диагнозом ГЦК в образцах ткани больных из Ирана. Проанализированы уровни
экспрессии генов и белков p53 и Ki-67 в тканях печени 121 пациента с ГЦК и/или HBV, а также 30
здоровых доноров. Для этого использованы методы количественной ПЦР в реальном времени и им-
муногистохимии. Выявлены повышенные уровни экспрессии как p53, так и Ki-67 у пациентов с
ГЦК на фоне хронической HBV-инфекции по сравнению с пациентами только с HBV, что указыва-
ет на наличие связи между уровнями экспрессии p53 и Ki-67 и диагнозом ГЦК. Показано, что как
прогностический маркер для диагностики ГЦК уровень экспрессии р53 ‒ более достоверный и чув-
ствительный параметр, чем Ki-67 (чувствительность и специфичность составили для p53 77.3 и
76.4% и для Ki-67 51.0 и 97.9%). Диагностическая панель с двумя позитивными маркерами имела бо-
лее высокую специфичность и сопоставимую чувствительность с панелями, оценивающими экс-
прессию только из этих маркеров (чувствительность и специфичность соответствовали 94.8 и 97.9%
для двух положительных маркеров и 96.5 и 86.4% для одного положительного маркера). В целом,
комбинированный анализ экспрессии p53 и Ki-67 позволяет повысить специфичность и чувстви-
тельность диагностики HBV-ассоциированной ГЦК до приемлемого уровня.

Ключевые слова: p53, Ki-67, гепатоцеллюлярная карцинома, иммуногистохимия, ПЦР в реальном
времени
DOI: 10.31857/S0026898421030083

ВВЕДЕНИЕ
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) широ-

ко распространена в мире и является злокаче-
ственным новообразованием печени с неблаго-
приятным прогнозом [1]. Это онкологическое за-
болевание обычно диагностируют поздно ‒ когда
ответ пациента на лечение и шансы на выжива-
ние низкие.

Хронические заболевания печени считаются
основными причинами развития ГЦК и одной из
важнейших причин смерти от рака [1]. Хрониче-
ские вирусные инфекции, такие как вирус гепа-

тита B (HBV) и C (HCV), могут провоцировать
развитие ГЦК через многоступенчатые механиз-
мы канцерогенеза. ДНК HBV может интегриро-
ваться в геном хозяина и вызывать хромосомные
перестройки и мутации [2]. Также при ГЦК вос-
палительные клетки вызывают окислительный
стресс и хроническое повреждение печени, что
приводит к образованию опухолей и канцероге-
незу в гепатоцитах [3‒5]. HBV-инфекция имеет
две формы: острую и хроническую [6]. Хрониче-
ская форма может привести к развитию тяжелых
заболеваний, таких как цирроз печени и ГЦК [7].

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: HBV (hepatitis B virus) ‒ вирус гепатита В; HCV (hepatitis C virus) ‒ вирус гепатита С; ГЦК ‒ гепатоцеллюляр-
ная карцинома.

УДК 578.24:576.385.4;616-006

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА
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По меньшей мере 200 млн. человек в мире страда-
ет хронической HBV-инфекцией и почти две тре-
ти из них проживает в Азии. Двадцать пять про-
центов этих пациентов обычно умирает от HBV-
ассоциированного онкологического заболевания
[8, 9].

На процесс канцерогенеза сильно влияет про-
лиферация клеток [10]. Экспрессия гена TP53,
кодирующего белок р53, как онкосупрессора ге-
патоканцерогенеза достаточно хорошо изучена
[11]. Белок р53 контролирует репарацию ДНК,
пролиферацию клеток и апоптоз [12], а его мута-
ции могут приводить к образованию и прогрес-
сии опухоли [13]. Действительно, p53 дикого типа
(wt) ‒ онкосупрессор, тогда как у мутированной
формы доминируют онкогенные свойства. Белок
wt-p53 характеризуется низким уровнем экспрес-
сии и имеет короткий период полужизни, что за-
трудняет его детекцию иммуногистохимически-
ми методами в нормальных условиях [14]. Ряд
стрессовых факторов может повышать продук-
цию и стабильность wt-p53 или синтез мутантной
формы p53 с более длительным периодом полу-
жизни. В этих условиях облегчается детекция
белка методом иммуноокрашивания [15]. Мута-
ции в гене TP53 обнаружены в тканях ГЦК чело-
века [16]. Частота выявления этих мутаций корре-
лирует с определенными факторами, такими как
географические, а также гистологическим клас-
сом и размером опухоли [16]. В тоже время повы-
шенная продукция белка р53 у пациентов с ГЦК
не всегда связана с наличием мутаций [17]. Одна-
ко рак, связанный с дефицитом р53, чрезвычайно
агрессивен и летален и, к сожалению, не поддает-
ся химиотерапии [18].

Белок Ki-67 представляет собой ядерный ан-
тиген и молекулярный маркер пролиферации ра-
ковых клеток. Этот белок детектируют на всех фа-
зах клеточного цикла [19]. Его экспрессию (ген
MKI67) исследуют при изучении пролиферации
злокачественных опухолевых клеток и использу-
ют как прогностический маркер при раке проста-
ты, молочной железы, легкого [20] и колорек-
тальной аденокарциноме [10, 11]. Однако уровень
экспрессии Ki-67 не имеет прогностического зна-
чения при раке шейки матки [20] и раке поджелу-
дочной железы [21]. Обнаружено, что экспрессия
Ki-67 при ГЦК и раннем рецидиве заболевания
коррелирует со скоростью роста опухоли [22, 23].
Следовательно, он может быть ценным маркером
при изучении регенерации печени, процессов
канцерогенеза и естественного течения ГЦК.

Целью исследования была оценка взаимосвя-
зи между паттернами экспрессии молекулярных
маркеров p53 и Ki-67 и наличием HBV-ассоции-
рованной гепатоцеллюлярной карциномы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Пациенты. Свежие биоптаты печени были по-

лучены от 121 пациента из Ирана, в том числе
40 пациентов только с хронической HBV-инфек-
цией, 41 пациент с ГЦК на ранних стадиях в от-
сутствие HBV-инфекции (единичная опухоль <5 см
без сосудистой инвазии), 40 пациентов с ГЦК на
фоне HBV-инфекции и 30 здоровых волонтеров с
нормальным уровнем АЛТ и отсутствием в ана-
мнезе ГЦК, HBV- и HCV-инфекции. Образцы
ткани печени были собраны в двух больницах
Ирана (Namazi Hospital и Shaheed Labbafinezhad
Hospital) в период с сентября 2015 г. по май 2016 г.
Каждый образец делили на две части. Одну часть
образца замораживали при ‒80°C для проведения
молекулярно-генетического исследования, а дру-
гую хранили в растворе формалина для проведе-
ния иммуногистохимического анализа. Гистоло-
гический диагноз ГЦК был поставлен в соответ-
ствии с международными критериями [24]. У всех
пациентов с HBV был выявлен HBsAg. Исследо-
вание проведено в Захеданском университете ме-
дицинских наук (Zahedan University of Medical
Sciences; ZAUMS) после получения информиро-
ванного согласия от всех участников. Комитет по
этике ZAUMS одобрил исследование (№ 7262).

Количественная ОТ-ПЦР. Выделение РНК
проводили по методике, описанной нами ранее
[25]. Экстрагированную РНК замораживали при
‒80°C для дальнейшего молекулярного анализа.
После количественной и качественной оценки
препарат выделенной РНК использовали для
синтеза кДНК с помощью набора для двухэтап-
ной ОТ-ПЦР (“Vivantis Technologies”, Малай-
зия), как описано ранее [25]. В табл. 1 приведены
последовательности праймеров, использованных
для оценки уровней экспрессии генов-мишеней
(TP53 и MKI67) и контрольного гена (GAPDH).
Метод  [26] использовали для определения
относительного количества копий и подсчета
экспрессии гена по сравнению с контролем. Каж-
дую реакцию проводили в двух технических по-
вторах, и для каждого образца рассчитывали зна-
чение ∆∆CT.

Иммуногистохимическое исследование. Депа-
рафинизированные срезы гидратировали в серии
градиентных растворов этанола. Раствор H2O2 ис-
пользовали для дезактивации эндогенной перок-
сидазы. Для демаскировки антигена использова-
ли автоклавирование и обработку Na-цитратным
буфером (10 мM) при 120°C в течение 20 мин. Им-
муноокрашивание проводили моноклональными
антителами к p53 и Ki-67 (NCL-L-p53-DO7 и
NCL-L-Ki-67-MM1; “Leica Biosystems”, США),
как описано ранее [25, 27]. Образцы рака толстой
кишки и ткань аппендикса использовали в каче-
стве положительного контроля экспрессии p53 и
Ki-67 соответственно. Предметные стекла были

− TC2
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закодированы. Рассчитывали интенсивность
окрашивания, процент положительных клеток и
затем уровни экспрессии биомаркеров. Двумя экс-
пертами-гистологами на основе интенсивности
окрашивания и процента положительных клеток
на слайдах были получены индексы биомаркеров
(biomarker labeling indices). При этом на каждом
срезе случайным образом выбирали 10 полей (в
среднем 500 гепатоцитов). Картина окрашивания
для p53 и Ki-67 свидетельствовала о ядерной лока-
лизации белков. В серию срезов всегда включали
внешние положительные контроли. Положитель-
ные клетки подсчитывали в последовательных по-
лях с большим увеличением (×400) и результаты
выражали как среднее число положительных кле-
ток на площадь поверхности. Плотность окраши-
вания оценивали следующим образом: отсутствие
окрашивания или менее 5% окрашенных клеток,
слабое окрашивание (менее 5‒25%), умеренное
(25‒75%) и сильное (более 75%) [28]. Интенсив-
ность окрашивания оценивали от 0 до 3 (0 ‒ отсут-
ствие, 1 ‒ слабое, 2 ‒ умеренное и 3 ‒ сильное).

Статистический анализ. В исследовании ис-
пользовали программный пакет SPSS 20. Расчеты
выполняли с помощью непараметрических мето-
дов Манна‒Уитни, точного теста Фишера, одно-
факторного дисперсионного анализа, апостериор-
ных критериев Бонферрони и критерия χ2 с учетом
P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследуемая группа состояла из 30 здоровых
индивидов (контрольная группа, C) и 121 пациен-
та (только инфекция HBV – 40, только ГЦК – 41,
ГЦК на фоне HBV – 40). Демографические и кли-
нические данные 4 групп представлены в табл. 2.
Значительные различия между четырьмя группа-
ми по возрасту и полу отсутствовали (P > 0.05).

С целью определить взаимосвязь между био-
маркерами p53 и Ki-67 и ГЦК мы изучили их экс-
прессию в четырех группах пациентов. Между
группами наблюдались значительные различия
(рис. 1 и 2). У пациентов с HBV, ГЦК и ГЦК на
фоне HBV (HBV+ГЦК) выявлены более высокие
уровни относительной экспрессии гена TP53 по
сравнению с контрольной группой (4.50 ± 1.24,
6.10 ± 1.34, 11.00 ± 1.42, 1.00 ± 1.22 соответственно;
P < 0.001). В частности, пациенты с ГЦК на фоне
HBV имели повышенные уровни экспрессии
TP53 по сравнению с пациентами с хронической
инфекцией HBV (P < 0.001). Более того, у пациен-
тов с HBV, ГЦК и ГЦК на фоне HBV зарегистриро-
ваны повышенные относительные уровни экс-
прессии гена MKI67 по сравнению с контрольной
группой (1.26 ± 0.34, 1.42 ± 0.63, 1.87 ± 0.94, 1.00 ±
± 0.32 соответственно; P < 0.001). Кроме того, у
пациентов с ГЦК на фоне HBV выявлены более
высокие уровни экспрессии гена MKI67 чем у па-
циентов, инфицированных HBV (P < 0.001).

Результаты иммуногистохимического иссле-
дования экспрессии биомаркеров в четырех груп-
пах приведены в табл. 3. В этом исследовании по-
ложительными считали образцы, где была выявле-
на ядерная локализация р53 и Ki-67. У пациентов с
HBV+ГЦК экспрессия p53 и Ki-67 была значитель-
но выше, чем у пациентов, инфицированных HBV,
или больных ГЦК другой этиологии.

На рисунках 3а‒3г и 4а‒4г показаны результа-
ты иммуногистохимического исследования. У па-
циентов с HBV+ГЦК экспрессия биомаркеров
(как p53, так и Ki-67) была значительно выше,
чем у пациентов, инфицированных HBV, или
больных ГЦК, образовавшейся в отсутствие ви-
русной инфекции.

Результаты по специфичности и чувствитель-
ности обнаружения ГЦК с использованием ком-
бинации двух положительных биомаркеров при-
ведены в табл. 4. Когда хотя бы один маркер был по-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

а Обозначения: F ‒ прямой праймер, R ‒ обратный праймер, P ‒ зонд.

Ген Последовательностьа, 5' → 3' Размер ампликона, п.о.

MKI67

F: TGAACCTGCGGAAGAGCTGAA

102R: GAGCGCAGGGATATTCCCTTA

P: GACATGAAAACCAACAAAGAGGAAC

TP53

F: TGTAACAGTTCCTGCATGGGC

121R: GACAGGCACAAACACGCACC

P: CGGAGGCCCATCCTCACCATC

GAPDH (внутренний контроль)

F:  CATGAGAAGTATGACAACAGCC

70R: GGGGTGCTAAGCAGTTGGTG

P: CATCAGCAATGCCTCCTGCACC
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ложительным, независимо от того, какой именно,
чувствительность, специфичность, а также поло-
жительное и отрицательное прогностические зна-
чения составляли 96.5, 86.4, 90.0 и 94.5% соот-
ветственно. Когда оба маркера были положи-

тельными, эти показателя соответствовали 94.8,
97.9, 96.3 и 56.9%. Таким образом, специфич-
ность и положительное прогностическое значе-
ние этой комбинации были заметно выше. Это
значит, что комбинация из двух маркеров способ-

Таблица 2. Демографические и клинические данные

aЗдесь и далее: N (%) ‒ число человек в группе (процент от общего числа в группе). bP ‒ p-value; F ‒ число степеней свободы.
c1SD относится к Первому международному стандарту ВОЗ.

Параметры C, N (%)a HBV, N (%) ГЦК, N (%) HBV+ГЦК,
N (%) P/Fb

Возраст (лет)

Средний возраст 33.00 ± 6.22 53.85 ± 9.58 55.44 ± 10.31 57.13 ± 9.82 0.161/1.740

Диапазон возрастов 37‒61 31‒71 30‒72 37‒72

(медиана) (51.50) (58) (56) (59)

Пол

М 24 (80.0) 28 (70.0) 32 (78.0) 29 (72.5) 0.738/0.413

Ж 6 (20.0) 12 (30.0) 9 (22.0) 11 (27.5)

Гепатоцеллюлярная карцинома

Высоко- или умереннодиффе-
ренцированная

‒ ‒ 37 (90.2) 35 (87.5)

Низкодифференцированная 4 (9.8) 5 (12.5)

Гистологическая степень 
злокачественности ГЦК:

Ранняя ‒ ‒ 39 (95.1) 38 (95.0)

G1 1 (2.4) 2(5.0)

G2‒G3 1 (2.4) 0

Билирубин (мкМ) 15.43 ± 5.65 18.76 ± 6.75 28.45 ± 12.24 33.10 ± 11.77

АЛТ (U/л) 26.23 ± 10.90 45.76 ± 32.03 88.25 ± 95.32 117.76 ± 102.54

α-Фетопротеин (нг/мл) 2.12 ± 1.14 3.12 ± 2.79 421.21 ± 104.33 534.54 ± 420.76

Уровень ДНК HBV в сыворотке 
(cреднее, lg(IU/мл) (1SD)c

‒ 7.6 ± 0.8 ‒ 7.8 ± 0.1

HBsAg-позитивные ‒ 40 (100.0) ‒ 40 (100.0)

HBeAg-позитивные ‒ 12 (30.0) ‒ 15 (37.5)

Таблица 3. Результаты иммуногистохимического окрашивания срезов ткани печени пациентов антителами к
биомаркерам

aP < 0.001 по сравнению с контрольной группой C и группами HBV и ГЦК. Коррекция Бонферрони. PBC < 0.001.

Группа Число 
образцов

p53-положительные клетки
(среднее ± SEM) Pa Ki-67-положительные клетки

(среднее ± SEM) Pa

C 30 1.43 ± 0.62

<0.001

9.26 ± 2.06

<0.001
HBV 40 3.75 ± 1.23 10.85 ± 1.90
ГЦК 41 5.07 ± 1.48 12.21 ± 1.86
HBV + ГЦК 40 8.20 ± 2.54a 16.02 ± 1.87a
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ствует более точной диагностике ГЦК на ранней
стадии по сравнению с панелью для анализа толь-
ко одного маркера.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Хронические заболевания печени, в особенно-

сти хронический гепатит и цирроз, считаются ос-
новными причинами развития ГЦК. По этой при-

чине прогрессирование этих заболеваний необхо-
димо предотвращать до возникновения ГЦК, что
до сих пор остается проблемой глобального мас-
штаба. Учитывая, что существует взаимосвязь меж-
ду инфекцией вирусами гепатита и ГЦК, исследо-
вания хронических заболеваний печени имеют пер-
востепенное значение. Наиболее эффективный
способ снизить заболеваемость раком ‒ это ранняя
диагностика. Гистологические изменения, вызван-

Рис. 1. Относительная экспрессия мРНК р53. Между
группами наблюдались существенные различия. У па-
циентов с ГЦК на фоне HBV-инфекции (HBV+ГЦК)
уровень экспрессии TP53 повышен по сравнению с
HBV-инфицированными пациентами и контрольной
группой (С). Уровень экспрессии TP53 в контрольной
группе принят за единицу. #P < 0.001 по сравнению с
контрольной группой; *P < 0.001 по сравнению с груп-
пой HBV.
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Таблица 4. Чувствительность, специфичность, а также положительные и отрицательные прогностические зна-
чения, полученные при использовании для диагностики ГЦК панелей с одним или двумя биомаркерамиа

аОбозначения: PPV ‒ положительное прогностическое значение; NPV ‒ отрицательное прогностическое значение; LR+/‒ ‒
отношение правдоподобия для положительного/отрицательного результата.

Панель Чувствитель-
ность, %

Специ-
фичность, % PPV, % NPV, % LR+ LR‒

Один маркер:

p53 77.3 76.4 82.5 75.8 4.21 0.30

Ki-67 51.0 97.9 98.4 63.7 47.2 0.70

Два маркера:

Как минимум один положительный маркер 96.5 86.4 90.0 94.5 6.8 0.04

Оба маркера положительные 94.8 97.9 96.3 56.9 31.20 0.71

Рис. 2. Относительная экспрессия мРНК Ki-67. Меж-
ду группами наблюдались значительные различия. У
пациентов с HBV+ГЦК повышен уровень экспрес-
сии MKI67 по сравнению с HBV-инфицированными
пациентами и контрольной группой (C). Уровень
экспрессии MKI67 в контрольной группе принят за
единицу. #P < 0.001 по сравнению с контрольной
группой; *P < 0.001 по сравнению с группой HBV.
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ные развитием ГЦК, различаются у разных пациен-
тов, что создает значительные сложности при диа-
гностике. Следовательно, необходимы точные ме-
тоды выявления ГЦК на ранней стадии.

В проведенном нами исследовании показано,
что у пациентов с HBV+ГЦК повышена экспрес-
сия p53 и Ki-67 по сравнению с пациентами, ин-
фицированными HBV. Следовательно, эти биомар-
керы могут быть использованы для выявления
HBV-ассоциированной ГЦК на ранних стадиях.
Данные по экспрессии генов TP53 и MKI67, по-ви-
димому, могут указывать на риск развития рака у
людей, инфицированных HBV, так как уровни
экспрессии этих генов коррелируют со стадиями
процесса канцерогенеза и значительно повыше-
ны у пациентов с HBV+ГЦК. Следует отметить,
что Ki-67 как маркер оказался более специфич-
ным и менее чувствительным, чем р53. В тоже
время одновременное тестирование на оба био-
маркера позволяет повысить специфичность и
чувствительность диагностики ГЦК до приемле-
мых уровней. Важно отметить, что использование
комбинации p53 и Ki-67 вместо одного из этих
биомаркеров позволит повысит точность диагно-
стики ГЦК и тем самым оптимизировать схему
терапии.

В этом исследовании, проанализировав экс-
прессию двух онкомаркеров: p53 и Ki-67, ‒ мы
оценили риск развития ГЦК у пациентов, инфи-
цированных HBV. Ранее показано, что более чем
в половине известных случаев рака белок р53 де-

тектируется в следовых количествах [29]. Генетиче-
ские мутации, а также структурные или функцио-
нальные изменения белка p53 считаются основны-
ми причинами рака печени [30]. Заболеваемость
ГЦК варьирует в разных географических регионах
от 10 до 60%. В опухолях высокой степени злокаче-
ственности выявляют повышенный уровень p53
[31]. Иммуногистохимия ‒ один из лучших спо-
собов определения уровня p53 при ГЦК, что, ве-
роятно, связано с присутствием мутантного белка
p53 [32].

Выявленные в данной работе уровни экспрес-
сии p53 в группах HBV+ГЦК и ГЦК, в целом, со-
гласуются с данными других авторов [33]. В об-
разцах от пациентов из группы HBV+ГЦК заре-
гистрированы более высокие уровни экспрессии
p53, чем в группах HBV и ГЦК. Обнаружена ста-
тистически значимая разница между пациентами
с HBV-ассоциированной ГЦК на ранних стадиях
и больными хронической HBV-инфекцией. На
основании этих данных можно сделать вывод, что
p53 может быть использован для идентификации
HBV-инфицированных пациентов с предраспо-
ложенностью к развитию ГЦК. Эти результаты
согласуются с данными Chen Ban и др. [34], полу-
ченными в Китае, Waleed и др. [28] и Zekri и др.
[35], полученными в Египте, и Koskinas и др. [36],
полученными в Греции. Однако наши результаты
отличаются от данных исследования Boix-Ferroro
и соав. [37], выполненного на населении Испа-
нии, где в HBV-ассоциированных гепатокарци-

Рис. 3. Экспрессия p53 в тканях печени пациентов из групп C (а), HBV (б), ГЦК (в), HBV+ГЦК (г) (окрашивание им-
мунопероксидазой, увеличение ×400). Локализация р53 в ядрах гепатоцитов показана стрелками.
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номах были выявлены пониженные уровни экс-
прессии р53. Расхождения в результатах могут
быть обусловлены различными факторами, в том
числе различной чувствительностью используе-
мых в иммуногистохимическом анализе моно-
клональных антител; маскированием распозна-
ваемых антителами эпитопов p53, различными
пороговыми значениями при проведении коли-
чественной ПЦР, мутациями и однонуклеотид-
ными полиморфизмами в TP53, а также исполь-
зованием различных канцерогенов [31, 38]. Лю-
бой из этих факторов может быть причиной
несовпадения результатов при оценке экспрес-
сии p53 разными группами исследователей.

Нами показано, что у пациентов с HBV+ГЦК
и только с ГЦК повышены уровни экспрессии ге-
на и белка Ki-67 по сравнению с HBV-инфициро-
ванными пациентами без ГЦК, а также здоровы-
ми волонтерами из контрольной группы. Ранее
сообщалось, что экспрессия Ki-67 значительно
повышена в метастазах в печени, и был сделан
вывод, что этот белок может быть использован
для изучения естественного течения онкологиче-
ского заболевания на поздних стадиях [39]. Нами
обнаружено, что экспрессия Ki-67 постепенно
увеличивается с прогрессированием заболевания
печени до ГЦК. Выявлена статистически значи-
мая разница в экспрессии Ki-67 между образцами
от больных гепатитом B и HBV-ассоциированной
ГЦК. Более того, в образцах, взятых от пациентов
из обеих групп с ГЦК (HBV+ГЦК и ГЦК), детек-
тировали повышенный уровень Ki-67 по сравне-

нию с образцами от больных из группы HBV. На
основании этих результатов можно сделать вы-
вод, что Ki-67 следует рассматривать как возмож-
ный биомаркер для выявления естественного те-
чения ГЦК у пациентов с хронической HBV-ин-
фекцией.

Нами показано, что экспрессия p53 и Ki-67
выше в образцах больных HBV+ГЦК по сравне-
нию с больными ГЦК без HBV-инфекции в ана-
мнезе. Ранее сообщалось, что использование ком-
бинаций различных биомаркеров позволяет повы-
сить точность диагностики [40]. Это подтверждено
нами на примере двух биомаркеров: p53 и Ki-67.
Нами показано, что экспрессия p53 и Ki-67 выше в
образцах больных HBV+ГЦК по сравнению с боль-
ными ГЦК без HBV-инфекции в анамнезе. Их од-
новременное определение позволило повысить
специфичность и чувствительность выявления
ГЦК и довести точность диагностики ГЦК до
приемлемого уровня. В том случае, когда экс-
прессия обоих маркеров по данным иммуноги-
стохимического исследования была положитель-
ной (++), чувствительность и специфичность со-
ставляли 94.8 и 97.9% соответственно. Следует
заметить, что на панели с одним положительным
маркером (+) показатели чувствительности были
лучше (96.5%), а специфичности – хуже. Это ука-
зывает на то, что наличие как минимум двух по-
ложительных маркеров может повысить надеж-
ность диагностики ГЦК. Кроме того, правильная
комбинация маркеров (p53 и Ki-67) на панели с
двумя (++) и одним (+ –) положительным марке-

Рис. 4. Экспрессия Ki-67 в тканях печени пациентов из групп C (а), HBV (б), ГЦК (в), HBV+ГЦК (г) (окрашивание
иммунопероксидазой, увеличение ×400). Локализация Ki-67 в ядрах гепатоцитов показана стрелками.
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ром, по-видимому, позволит улучшить как спе-
цифичность, так и чувствительность диагности-
ки ГЦК по сравнению с тестированием на один
маркер.

Учитывая, что образцы, использованные в
этом исследовании, взяты у больных на ранних
стадиях онкологического процесса, можно наде-
яться, что панель пригодна для диагностики труд-
ноизлечимых и дифференцированных пораже-
ний у пациентов, инфицированных HBV.

Применимость результатов исследования мо-
жет быть ограничена из-за размера выборки. Ис-
пользование выборки бóльшего размера в когорт-
ном исследовании, проведенном несколькими
научными центрами, позволит уточнить роль p53
и Ki-67 в канцерогенезе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных результатов можно

говорить о наличии корреляции между экспрес-
сией p53 и Ki-67 и развитием HBV-ассоциирован-
ной ГЦК. Эти два биомаркера могут быть исполь-
зованы для выявления ГЦК на ранних стадиях, в
особенности у HBV-инфицированных индиви-
дов. Одновременное применение этих биомарке-
ров позволит сделать правильный выбор схемы
терапии для лечения злокачественных новообра-
зований печени на разных стадиях. Из-за высо-
кой распространенности гепатитов и ГЦК в раз-
личных популяциях необходимы дополнительные
исследования для оценки эффективности предло-
женной модели на других этнических группах.
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EXPRESSION PATTERNS OF p53 AND Ki-67 IN HBV-RELATED 
HEPATOCELLULAR CARCINOMA: A QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY
Z. Heidari1, 2, B. Moudi1, 2, *, and H. Mahmoudzadeh-Sagheb1, 2

1Infectious Diseases and Tropical Medicine Research Center, Resistant Tuberculosis Institute,
Zahedan University of Medical Sciences, Zahedan, 9816743111 Iran

2Department of Histology, School of Medicine, Zahedan University of Medical Sciences,
Zahedan, 9816743463 Iran

*e-mail: bita.moudi@yahoo.com

The HBV-related hepatocellular carcinoma (HCC) is an important liver malignancy worldwide and carries a
poor prognosis. In this regard, an accurate diagnosis is necessary to enable successful treatment. The aim of
the current study was to assess the relationship between the expression of certain molecular markers and HCC
diagnosis in Iran. Immunohistochemistry and quantitative RT-PCR techniques were used to evaluate the ex-
pression patterns of p53 and Ki-67 in liver tissues from 121 HCC and/or HBV-infected patients and 30
healthy volunteers. Patients with HBV+HCC demonstrated increased expression of both p53 and Ki-67
compared to patients with HBV only, highlighting correlation between the p53 and Ki-67 expression levels
and HCC diagnosis. The prognostic value of p53 for the diagnosis of HCC was more reliable. The p53
demonstrated higher sensitivity compared to the Ki-67 (sensitivity and specificity, 77.3 and 76.4% for the p53,
and 51.0 and 97.9% for the Ki-67, respectively). A panel containing two positive markers had higher specificity
and comparable sensitivity to a panel with one positive marker regardless of which one (sensitivity and specificity,
94.8 and 97.9%, for two positive markers and 96.5% and 86.4% for one positive marker, respectively). Taken
together the combined analysis of p53 and Ki-67 expression provides a mean to increase the specificity and
sensitivity of HBV-related HCC diagnosis to an acceptable level.

Keywords: p53, Ki-67, hepatocellular carcinoma, immunohistochemistry, quantitative real-time PCR
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Пептидный препарат семакс успешно применяется при ишемическом инсульте. Семакс обладает ярко
выраженным ноотропным, нейропротективным и иммуномодулирующим действием. Проведенный
нами ранее RNA-Seq-анализ повреждающего действия ишемии на уровне транскриптома в условиях
моделирования обратимой окклюзии средней мозговой артерии обнаружил увеличение содержания
мРНК ряда генов, участвующих в воспалении, тогда как семакс снижал их экспрессию. Однако RNA-Seq
не выявил значимых эффектов ишемии–реперфузии и семакса на экспрессию мРНК многих генов, ко-
дирующих хорошо известные медиаторы воспаления, в том числе IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α. По дан-
ным RNA-Seq значения FPKM, характеризующие число фрагментов на 1 т.п.н., отнесенное на миллион
прочтений, свидетельствовали о низком содержании мРНК таких генов. В связи с этим нами проанали-
зировано влияние пептида на экспрессию низко представленных мРНК нескольких генов провоспали-
тельных медиаторов с помощью метода ОТ-ПЦР в реальном времени, который позволяет наиболее точ-
но определить содержание транскриптов в исследуемых образцах. По данным ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени в условиях эксперимента под воздействием семакса происходило статистически значимое
снижение экспрессии мРНК генов интерлейкинов (Il1a, Il1b, Il6) и хемокинов (Ccl3 и Cxcl2), компенси-
ровавшее активацию транскрипции этих генов, вызванную ишемией–реперфузией. Таким образом,
протективный эффект семакса при инсульте может быть обусловлен выраженным противовоспали-
тельным действием пептида. Обсуждаются ограничения метода RNA-Seq и значимость ОТ-ПЦР в ре-
альном времени для количественной оценки содержания низко представленных транскриптов.

Ключевые слова: церебральная ишемия, воспаление, провоспалительные цитокины, крысы Wistar,
экспрессия генов, ОТ-ПЦР в реальном времени, RNA-Seq
DOI: 10.31857/S0026898421010043

ВВЕДЕНИЕ
Ишемический инсульт – одно из тяжелейших

заболеваний с высокой инвалидизацией и смерт-

ностью. Острое снижение мозгового кровотока
до критического уровня приводит к гибели ней-
ронов и клеток глии, сопровождающейся масси-

Сокращения: АКТГ – адренокортикотропный гормон; ДЭГ – дифференциально экспрессирующиеся гены; МРТ – маг-
нитно-резонансная томография; СМА – средняя мозговая артерия; 3D-TOF MRA – трехмерная времяпролетная магнит-
но-резонансная ангиография; ADC – измеряемый коэффициент диффузии (apparent diffusion coefficient); Ct – пороговый
цикл амплификации; DWI – диффузионно-взвешенное изображение (diffusion-weighted imaging); FPKM – число фрагмен-
тов на 1 т.п.н., отнесенное на миллион прочтений (fragments per kilobase per million reads); PGP – Pro-Gly-Pro; pMCAO –
модель перманентной окклюзии средней мозговой артерии (permanent middle cerebral artery occlusion model); RNA-Seq –
метод высокопроизводительного секвенирования РНК; T2 WI – T2-взвешенное изображение в поперечной плоскости;
tMCAO – модель обратимой окклюзии средней мозговой артерии (transient middle cerebral artery occlusion model).

УДК 577.21
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рованным воспалением. Накопившиеся экспери-
ментальные данные убедительно свидетельству-
ют о ключевой роли медиаторов воспаления в
патогенезе ишемического инсульта. С первых ча-
сов ишемии в мозге экспрессируются провоспали-
тельные цитокины IL-1α, IL-1β, IL-6 и TNF-α,
которые оказывают мощное инициирующее и
усиливающее действие на воспалительный ответ
[1–3]. Показано, что уровень провоспалительных
цитокинов в крови может коррелировать с объе-
мом и тяжестью инсульта [4]. Кроме того, имеют-
ся данные, что ингибирование экспрессии или
нейтрализация с помощью антител к IL-1β эф-
фективно снижает объем инфаркта на моделях
инсульта у крыс [1], а одновременный нокаут ге-
нов IL-1α и IL-1β в модели обратимой окклюзии
средней мозговой артерии (tMCAO) мыши снижа-
ет объем очага инсульта в 3 раза [5]. Многочислен-
ные исследования свидетельствуют об увеличении
экспрессии мРНК провоспалительных цитокинов
в мозге животных, подвергнутых церебральной
ишемии [6–8]. В число провоспалительных цито-
кинов входят многие хемокины. Индукция хемо-
кинов Ccl3 и Cxcl2 при инсульте ассоциирована с
инфильтрацией лейкоцитов в очаг ишемии и уве-
личением проницаемости гематоэнцефалическо-
го барьера [9–11], поэтому подавление синтеза
провоспалительных цитокинов относится к чис-
лу терапевтических стратегий, направленных на
лечение ишемической травмы головного мозга.

В терапии ишемического инсульта успешно
используется пептидный препарат семакс (Met-
Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro), на N-конце которо-
го находится фрагмент АКТГ(4–7), а С-конец
стабилизирован присоединением трипептида
Pro-Gly-Pro (PGP). Семакс обладает ярко выра-
женным ноотропным, нейропротективным и им-
муномодулирующим действием [12–14]. Тран-
скриптомные исследования с использованием
неполной глобальной ишемии мозга крыс и пер-
манентной окклюзии СМА крыс (pMCAO) пока-
зали, что пептид активирует экспрессию мРНК
генов нейротрофинов и их рецепторов [15, 16],
существенно влияет на экспрессию генов, ассо-
циированных с процессами иммунного ответа
[17, 18].

Ранее для изучения эффектов ишемии и за-
щитных свойств семакса на уровне транскрипто-
ма с помощью высокопроизводительного секве-
нирования РНК (RNA-Seq) мы использовали мо-
дель tMCAO [19, 20]. С помощью метода RNA-Seq
в подкорковых структурах мозга крыс спустя сут-
ки после начала 90-минутной окклюзии СМА об-
наружено, что под действием пептида изменяется
экспрессия мРНК 394 генов, участвующих в раз-
личных клеточных процессах, включая воспале-
ние [20]. Введение семакса преимущественно по-
давляло экспрессию мРНК генов, связанных с
воспалением (Ccl6, Ccl9, Cxcl16, Icam1, Cd14 и дру-

гих), активация которых наблюдалась при ише-
мии–реперфузии в отсутствие пептида. Функцио-
нальная аннотация семакс-индуцированных диф-
ференциально экспрессирующихся генов (ДЭГ) в
условиях tMCAO также показала, что пептид по-
давляет многие сигнальные пути, участвующие в
воспалении [20]. Однако проведенный нами
RNA-Seq-анализ не выявил статистически значи-
мого влияния семакса на экспрессию мРНК мно-
гих генов, кодирующих хорошо известные медиа-
торы воспаления, в том числе генов IL-1α, IL-1β,
IL-6, TNF-α. По данным RNA-Seq значения
FPKM, характеризующие число фрагментов на
1 т.п.н., отнесенное на миллион прочтений, сви-
детельствовали о низком содержании мРНК таких
генов. В связи с этим нам представлялось важным
проанализировать влияние пептида на экспрес-
сию низко представленных мРНК нескольких ге-
нов провоспалительных медиаторов. С этой целью
мы использовали метод ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени, который позволяет наиболее точно опреде-
лить содержание транскриптов в образцах [21].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. Исследование проводили на двух-

месячных самцах крыс линии Wistar массой 200–
250 г, содержавшихся в условиях 12-часового
цикла день/ночь, при температуре 22–24°С и сво-
бодном доступе к пище и воде. Исследование
проведено с соблюдением биоэтических норм об-
ращения с экспериментальными животными в
соответствии с “Правилами лабораторной прак-
тики в РФ” (Приказ МЗ РФ №267 от 19.06.2003).

Модель tMCAO. Обратимую фокальную цере-
бральную ишемию вызывали эндоваскулярной
окклюзией правой СМА с использованием фила-
мента с силиконовым наконечником (“Doccol
Corporation”, США) как описано ранее [19, 20].
Окклюзия проходила в течение 90 мин, после чего
филамент вынимали, и кровоток восстанавливал-
ся. Перед оперативным вмешательством животное
вводили в наркоз с помощью 3%-го изофлурана,
затем использовали 1.5–2%-ный изофлуран с 78%-
ной смесью воздуха для поддержания наркоза при
помощи системы для анестезии животных EZ-7000
(E-Z Anesthesia systems, США). Животные, под-
вергнутые полуторачасовой окклюзии, получали
семакс (группа “ишемия–реперфузия + семакс”)
в дозе 10 мкг на 100 г массы животного или фи-
зиологический раствор (группа “ишемия–репер-
фузия”). Пептид или физиологический раствор
вводили животным интраперитонеально через
90 мин, 2.5 и 6.5 ч от начала окклюзии. Группу
крыс, обозначенную как “ложная операция”, так-
же подвергали хирургическому вмешательству под
наркозом (разрез на шее, выделение бифуркации),
но не производили окклюзию СМА. Животные
группы “ложная операция” получали физиологи-
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ческий раствор в те же временные точки. Каждая
экспериментальная группа состояла не менее чем
из 10 животных. Крыс выводили из эксперимента
методом декапитации спустя 24 ч после операции.
Из мозга крыс выделяли подкорковые структуры.
Образцы мозга помещали в раствор RNAlater (“Sig-
ma-Aldrich” , США) на 24 ч при 0°С, а затем хра-
нили при –70°С.

Магнитно-резонансная томография. Магнитно-
резонансную томографию (МРТ) ишемического
повреждения головного мозга крыс проводили с
использованием системы ClinScan (“Bruker Bio-
Spin”, США) для небольших животных с индук-
цией магнитного поля 7 Тл, как описано ранее
[20]. Стандартный протокол включал следующие
режимы: диффузионно-взвешенные изображе-
ния (DWI) с построением карт измеряемого ко-
эффициента диффузии (ADC) и T2-взвешенные
изображения (T2 WI) в поперечной плоскости.
Трехмерную времяпролетную магнитно-резо-
нансную ангиографию (3D-TOF MRA) использо-
вали для визуализации основных артерий и кон-
троля реканализации. Количественная оценка
объема очага инфаркта выполнена с использова-
нием программного пакета ImageJ (Wayne Ras-
band, National Institute of Mental Health, США). У
крыс из групп “ишемия–реперфузия” и “ише-
мия–реперфузия + семакс” МРТ проводили не-
посредственно перед декапитацией.

Гистологическое исследование головного мозга
крыс. Извлеченный из черепной коробки голов-
ной мозг крыс фиксировали в течение 48 ч в кислой
жидкости Буэна, затем тщательно отмывали от
пикриновой кислоты в четырех сменах 70%-ного
этанола. Гистотопографическую вырезку мозга
выполняли с фронтальной ориентацией двух
тканевых блоков на уровнях –0.5…+5.0 мм и
‒4.0…–0.5 мм от брегмы для их последующего
микротомирования в каудоростральном направ-
лении. После стандартной гистологической про-
водки на гистопроцессоре Leica TP1020 (Германия)

ориентированные фрагменты мозга заключали в
Гистомикс (“БиоВитрум”, Россия) на станции за-
ливки HistoStar (“ThermoFisher Scientific”, США).
Для гистологических исследований серийные сре-
зы толщиной 5–6 мкм, полученные с блоков через
0.5–1 мм на микротоме Leica RM2235 (Германия),
после депарафинирования окрашивали гематок-
силином и эозином (“БиоВитрум”). Патоморфо-
логический анализ выполнен с учетом критериев
вариантов нормы и патологии нервных клеток, а
также артифициальных, суправитальных и реак-
тивных изменений клеток нервной ткани, вызван-
ных манипуляциями при выделении головного
мозга и его погружением в фиксирующие смеси
[22–24]. Гистотопографическое картирование зон
повреждения и точное определение уровней коро-
нарных срезов проводили по стереотаксическому
атласу головного мозга крыс [25].

Выделение РНК и синтез кДНК. Суммарную
РНК из образцов тканей выделяли с помощью ре-
агента TRIzol (“Invitrogen”, США), обрабатывали
ДНКазой I (“ThermoFisher Scientific”). Целост-
ность препаратов РНК проверяли путем электро-
фореза в агарозном геле в денатурирующих усло-
виях. кДНК синтезировали с использованием на-
бора RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(“ThermoFisher Scientific”) с праймером oligo(dT)18
согласно инструкции производителя.

Количественный анализ экспрессии генов с
помощью ОТ-ПЦР в реальном времени. В качестве
матрицы ПЦР использовали первую цепь кДНК.
Cодержание транскриптов генов Il1a, Il1b, Il6,
Cxcl2 анализировали с использованием прайме-
ров фирмы “Qiagen” (США) (https://geneglobe.
qiagen.com/product-groups/quantitect-primer-assays).

 Праймеры, специфичные для генов Ccl3, Tnfa,
Gapdh, Rpl3, подобранные с использованием про-
граммного обеспечения OligoAnalyzer Tool (https://
www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), синтези-
рованы акционерной компанией “Евроген” (Рос-
сия) и представлены в табл. 1. Реакционные сме-

Таблица 1. Характеристика ПЦР-праймеров

Ген Праймер, 5' → 3' RefSeq ПЦР-продукт, п.н.

Ccl3
F: ACTGCCTGCTGCTTCTCCTA

NM_013025 206
R: GTTCCTTGCTGCCTCTAATCTC

Tnfa
F: CAGACCCTCACACTCAGAT

NM_012675 213
R: TTGTCCCTTGAAGAGAACCT

Gapdh
F: ACTCTACCCACGGCAAGTTCAACG

NM_017008.4 148
R: GTAGACTCCACGACATACTCAGCAC

Rpl3
F: ATGGGTCCTTGGGCTTCTTG

NM_198753.2 239
R: CACAATACCCACAACCACCA
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си объемом 25 мкл содержали 1 мкл кДНК, пря-
мой и обратный праймеры (5 пмоль каждого) и
5 мкл 5× реакционной смеси (“Евроген”), содер-
жащей Taq ДНК-полимеразу, нуклеотиды и SYBR
Green I. Реакции проводили с использованием
прибора StepOnePlus (“Applied Biosystems”, США)
в следующих условиях: (1) денатурация при 95°С –
10 мин; (2) амплификация с одним измерением
флуоресценции при 95°С – 15 с, 65°С – 25 с, 72°С –
35 с (40 циклов); (3) анализ температуры плавле-
ния продуктов амплификации. Каждый образец
кДНК анализировали трижды.

В качестве внутреннего контроля для норма-
лизации содержания мРНК использовали гены
Gapdh и Rpl3. Расчеты проводили с использова-
нием программы BestKeeper, version 1 и Relative
Expression Software Tool (REST) 2005 software.
Руководство доступно на сайте “REST.-gene-
quantification.info” (http://www.genequantification.de/
rest-2009.html). Содержание исследуемых РНК
относительно мРНК генов сравнения оценивали
по-формуле 2Ct(ref) – Ct(tar), где Ct(tar) – средняя вели-
чина порогового цикла амплификации (Ct) иссле-
дуемых РНК, Ct(ref) – среднее значение Ct мРНК
генов сравнения. В каждую группу сравнения
включено не менее семи животных. При сравне-

нии данных статистически значимыми считали
различия с величиной вероятности р < 0.05. До-
полнительную обработку данных осуществляли
при помощи программы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Магнитно-резонансная томография

Ишемический очаг в мозге животных, под-
вергнутых tMCAO, детектировали с помощью
МРТ непосредственно перед декапитацией. Дан-
ные о варьировании объема очага ишемии у живот-
ных групп “ишемия–реперфузия” и “ишемия–ре-
перфузия + семакс” представлены в табл. 2. У всех
животных очаг ишемического повреждения лока-
лизовался в подкорковых структурах мозга со сто-
роны окклюзии, при этом у 40% крыс он распро-
странялся на область коры. На рис. 1 представле-
ны результаты МРТ исследования очага ишемии
с подкорковой локализацией через 24 ч после
tMCAO при введении крысам физиологического
раствора или семакса. Воздействие семакса на со-
держание транскриптов генов цитокинов и хемо-
кинов в условиях tMCAO изучали на области под-
корки.

Таблица 2. Объем очагов ишемического повреждения мозга через 24 ч после tMCAO

Группа Вид очага DWI, мм3 T2 WI, мм3

Ишемия–реперфузия
Подкорковый 19.10–72.40 20.15–81.31

Полушарный 85.30–332.57 59.39–332.70

Ишемия–реперфузия + семакс
Подкорковый 31.03–59.26 23.66–53.64

Полушарный 42.26–436.25 51.83–384.46

Рис. 1. Контроль окклюзии средней мозговой артерии с помощью МРТ в условиях tMCAO. DWI-сканы с картой ADC
и T2 WI-сканы мозга крыс, получавших физиологический раствор или семакс, через 24 ч от начала tMCAO.
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Морфология тканей мозга у крыс 
экспериментальных групп

У крыс группы “ишемия–реперфузия” через
24 ч после обратимой окклюзии правой СМА
ишемические повреждения ткани мозга в виде
отека и очагов “просветления” определяли в ла-
теральных участках базальных ядер подкорковой
области правого полушария в диапазоне от +1.7
до –3.3 мм от брегмы. Одно из составляющих ба-
зальных ядер полушарий головного мозга – поло-
сатое тело (corpus striatum), образованное ком-
плексом хвостатое тело–скорлупа (nucleus cauda-
tus–putaimen) и бледным шаром (globus pallidus). У
грызунов стриатум не дифференцирован на хво-
статое ядро и скорлупу и представлен единым об-
разованием, которое называют каудопутамен.

Типичная картина формирования фокальной
ишемии в стриатуме показана на рис. 2. Зоны ин-
фаркта имели вытянутую форму в дорсовентраль-
ном направлении и захватывали большую часть
латеральной области каудопутамена (рис. 2а, б) с
отчетливой визуализацией пенумбры – погра-
ничной зоны между ядром инфаркта и нормаль-
ной тканью мозга (рис. 2в), и очагов формирова-
ния ядра инфаркта с необратимым повреждением
нервной ткани, наличием участков некроза с де-
струкцией элементов нейропиля и погибшими
пикноморфными нейронами (рис. 2г). При этом
зоны ишемического инсульта охватывали значи-
тельную часть базальных ядер до мозолистого те-
ла и наружной капсулы. Менее выраженные па-
томорфологические изменения наблюдались в

Рис. 2. Микрофотографии коронарных срезов головного мозга крысы, окрашенных гематоксилином и эозином, через
24 ч после обратимой окклюзии правой средней мозговой артерии. а – Коронарный срез головного мозга на уровне
+0.5 мм от брегмы; овалом отмечена зона ишемического повреждения стриатума правого полушария. б – Фокальная
ишемия латеральной области стриатума; фрагмент части а при большем увеличении. в – Фрагмент части б, отмечен-
ный белым прямоугольником; зона перехода нормальной ткани в перифокальную область инфаркта; белые стрелки –
интактные нейроны, тонкие черные стрелки – снижение базофилии хроматина в ядрах нейронов, толстые черные
стрелки – пикноз ядер и перицеллюлярный отек ишемически поврежденных нейронов, белые звездочки – отек и ва-
куолизация нейропиля. г – Фрагмент части б, отмеченный черным прямоугольником; локус формирования ядра ин-
фаркта; тонкие черные стрелки – снижение базофилии хроматина в ядрах нейронов, толстые черные стрелки – пик-
номорфные нейроны, белые звездочки – отек и деструкция нейропиля.
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пенумбре (рис. 2в). Необходимо отметить, что пе-
нумбра, или “ишемическая полутень” – это пери-
фокальная область гипоксически поврежденных,
но сохраняющих жизнеспособность клеток, окру-
жающая очаг первичного необратимого ишемиче-
ского повреждения. Область полутени может оста-
ваться жизнеспособной в течение нескольких ча-
сов после ишемического события и сохраняет
возможность обратимых поражений мозга. Со-
гласно патоморфологическим критериям, часть
нейронов в перифокальной области инфаркта на-
ходилась в состоянии гипоксического поврежде-
ния (снижение базофилии хроматина в ядрах, отек
и гомогенизация цитоплазмы) и гибели (пикноз и
деструкция ядер, лизис цитоплазмы). В пенумбре
располагались также нейроны без выраженных па-
тологических изменений (рис. 2в). В медиальной
области каудопутамена вне зон визуализируемой
фокальной ишемии грубых патологических изме-
нений в перикарионе большинства нейронов не
выявлено.

Действие семакса на экспрессию мРНК
генов цитокинов

Анализ изменений содержания мРНК генов
Il1a, Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2, Ccl3 через 24 ч от начала
окклюзии СМА в подкорковом отделе мозга крыс
группы “ишемия–реперфузия” по сравнению с
группой “ложная операция” и животных группы
“ишемия–реперфузия + семакс” относительно
группы “ишемия–реперфузия” представлен на
рис. 3. Согласно проведенному ранее RNA-Seq
анализу [19, 20] при воздействии ишемии–репер-
фузии наблюдается тенденция к увеличению со-
держания транскриптов генов Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2,
Ccl3 (рис. 3а), тогда как введение семакса привело
к снижению уровня мРНК гена Ccl3 и выявило ста-
тистически незначимое снижение уровня мРНК
генов Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2 (рис. 3б). В табл. 3 приве-
дены значения FPKM, характеризующие уровень
экспрессии мРНК исследуемых генов, а также
представленных для сравнения генов, кодирую-
щих хемокины Cxcl16, Ccl9 и молекулы клеточной
адгезии Icam1, экспрессия которых по данным
проведенного секвенирования изменилась стати-
стически значимо. Как видим из табл. 3, содержа-
ние мРНК большинства исследованных генов
было низким в образцах мозга животных всех
групп: значение FPKM транскриптов генов Il1a,
Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2 было в десятки раз ниже зна-
чений FPKM выявленных ДЭГ (Cxcl16, Ccl9 и
Icam1) и на несколько порядков ниже FPKM ге-
нов домашнего хозяйства (Rpl3 и Gapdh). Низкая
представленность мРНК гена Ccl3 в мозге ложно-
оперированных животных (FPKM – 0.551), по-
видимому, также не позволила получить стати-
стически значимых результатов изменения уров-
ня его транскриптов под действием повреждения
(табл. 3).

По данным ПЦР в реальном времени через
24 ч от начала окклюзии СМА содержание мРНК
всех исследованных генов в группе животных
“ишемия–реперфузия” по сравнению с группой
“ложная операция” повышалось статистически
значимо (рис. 3а). Содержание транскриптов ге-
нов провоспалительных цитокинов Il1b и Il6 было
увеличено более чем в 10 раз, генов Il1a и Tnfa –
более чем в 5 раз относительно контроля. Тран-
скрипция генов хемокинов также существенно
повысилась: Cxcl2 – более чем в 30 раз, Ccl3 – бо-
лее чем в 20 раз. Согласно результатам ПЦР в ре-
альном времени под воздействием семакса содер-
жание мРНК генов Il1a, Il1b, Il6, Cxcl2, Ccl3 в под-
корке снизилось более чем в 2 раза по сравнению с
контролем, тогда как снижение уровня мРНК гена
Tnfa не было статистически значимым (рис. 3).

Таким образом, по данным ПЦР в реальном
времени в условиях использованной нами модели
церебральной ишемии tMCAO через 24 ч после
начала окклюзии в подкорке крыс значительно

Рис. 3. Изменение экспрессии генов провоспалитель-
ных цитокинов через 24 ч от начала tMCAO в подкор-
ке крыс, получавших физиологический раствор или
семакс. а – Группа “ишемия–реперфузия” относи-
тельно группы “ложная операция”. б – Группа “ише-
мия–реперфузия + семакс” относительно группы
“ишемия–реперфузия”. Для нормализации содержа-
ния мРНК в группах использовали два гена сравне-
ния: Gapdh и Rpl3, уровень мРНК которых принят за
100%. Данные представлены как среднее ± стандарт-
ная ошибка среднего.
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повысилась экспрессия генов провоспалитель-
ных цитокинов, включая интерлейкины и хемо-
кины. Введение семакса животным с ишемией
снижало активацию транскрипции генов провос-
палительных интерлейкинов IL-1α, IL-1β, IL-6 и
хемокинов Cxcl2, Ccl3, но не оказало заметного
эффекта на экспрессию цитокина Tnfa.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Влияние пептидного препарата семакс на экс-
прессию генов, кодирующих провоспалительные
цитокины, мы анализировали на модели обрати-
мой ишемии мозга экспериментальных живот-
ных с использованием филаментов. Эта модель
наилучшим образом отражает события, происхо-
дящие при ишемическом инсульте у человека и
его лечении тромболитическими препаратами
[26, 27]. Согласно данным МРТ при постановке
модели к концу первых суток после окклюзии
СМА у всех животных детектировали очаг повре-
ждения, который локализовался в подкорковой
области и частично (у 40% крыс) распространялся
на кору. Известно, что при постановке данной
модели размер повреждения в мозге животных
может значительно варьировать из-за их анато-
мических особенностей, размера филамента, точ-
ности позиционирования нити, прилежания фи-
ламента к стенкам сосуда, степенью его перекры-
тия [28]. В связи с этим для применения данной
модели чрезвычайно важны ее воспроизводи-

мость и локализация очага повреждения. В усло-
виях нашей модели tMCAO с помощью МРТ
(рис. 1) и гистопатологического исследования
(рис. 2) ишемический очаг и область пенумбры
были локализованы в подкорковых структурах го-
ловного мозга крыс, взятой для исследования экс-
прессии мРНК ряда генов провоспалительных ци-
токинов с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени.

Сравнительный анализ изменений содержа-
ния мРНК генов Il1a, Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2, Ccl3 в
подкорковых структурах головного мозга крыс,
подвергнутых ишемии–реперфузии, и у ложно-
оперированных животных, проведенный с помо-
щью ОТ-ПЦР в реальном времени, выявил суще-
ственное увеличение уровня транскриптов всех
цитокинов, что подтверждает результаты других
экспериментаторов [6–8]. В то же время под воз-
действием семакса детектировалось статистиче-
ски значимое снижение экспрессии мРНК про-
воспалительных цитокинов IL-1α, IL-1β, IL-6,
Ccl3, Cxcl2, свидетельствующее о выраженном
противовоспалительном действии пептида (рис. 3).

Ранее мы провели сравнительный RNA-Seq-
анализ ДЭГ в подкорковой области мозга живот-
ных, подвергнутых ишемии–реперфузии, и у
ложнооперированных животных. Группы срав-
нения содержали по три животных, были сгене-
рированы 10 млн ридов в каждом образце, и ис-
пользована программа Cuffdiff для анализа ДЭГ.
В результате обнаружено около 2000 ДЭГ, экс-
прессия которых изменилась более чем в 1.5 раза

Таблица 3. Средние значения FPKM, характеризующие уровень экспрессии мРНК генов, кодирующих провос-
палительные факторы, и генов домашнего хозяйства Rpl3 и Gapdh в подкорковых структурах мозга крыс

Примечание. Значения FPKM приведены по данным проведенного ранее RNA-Seq-анализа [19, 20].
Использовали три группы сравнения (три животных в группе спустя 24 ч от начала tMCAO).

Ген
FPKM

группа “ишемия–реперфузия” группа “ишемия–реперфузия + семакс” группа 
“ложнооперированные”

Гены медиаторов воспаления
Il1a 0.069 0.268 0.076
Il1b 1.390 0.509 0.166
Il6 1.501 1.005 0.244
Tnfa 1.637 0.602 0.225
Cxcl2 1.803 0.201 0.059
Ccl3 10.017 3.813 0.551

Гены сравнения (ДЭГ по данным RNA-Seq)
Cxcl16 26.550 17.545 5.185
Ccl9 12.806 6.605 5.068
Icam1 9.687 6.158 2.845

Гены домашнего хозяйства
Gapdh 2305.257 2123.387 2385.423
Rpl3 482.763 448.423 363.870
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(Padj <0.05) [19]. Однако среди выявленных ДЭГ
мы не обнаружили генов, кодирующих известные
медиаторы воспаления – IL-1α, IL-1β, IL-6,
TNF-α, Ccl3, Cxcl2. Согласно данным RNA-Seq,
наблюдается тенденция к увеличению уровня
транскриптов большинства этих генов под дей-
ствием ишемии–реперфузии. В аналогичном ис-
следовании выявлено около 400 генов (ДЭГ), экс-
прессия которых отличалась в подкорке живот-
ных, подвергнутых tMCAO, и получавших семакс
или физиологический раствор. При этом стати-
стически значимо снизилось только содержание
мРНК гена Ccl3 [20]. По данным RNA-Seq значе-
ние FPKM для транскриптов большинства иссле-
дованных генов цитокинов было в десятки раз
ниже значений выявленных ДЭГ (Cxcl16, Ccl9 и
Icam1), что свидетельствовало о низком их содер-
жании (табл. 3).

В настоящее время метод RNA-Seq, позволяю-
щий оценить транскрипционную активность все-
го генома единовременно, является основным
подходом к поиску ДЭГ, построению сигнальных
путей, которые участвуют в ответе на то или иное
специфическое воздействие [29, 30]. Однако при-
менение технологий секвенирования мРНК для
количественной оценки транскриптов с низким
содержанием затруднено из-за возможных техни-
ческих требований (число животных в группах,
глубина секвенирования, биоинформатический
анализ данных и других). К числу важных показа-
телей, используемых при RNA-Seq, относится по-
рог экспрессии генов [31]. Значения FPKM, отсе-
кающие низко представленные транскрипты,
строго не обозначены и в разных исследованиях ва-
рьируют от 0.3 до 12 [31–33]. При этом наряду с экс-
периментальным шумом могут отсекаться актив-
ные, но достаточно низко представленные тран-
скрипты. Видно, что в условиях использованного
нами метода RNA-Seq в число транскриптов с по-
казателем FPKM ниже 0.3 вошли активные тран-
скрипты, содержание которых определено с по-
мощью метода ОТ-ПЦР в реальном времени.
Имеются данные, что для получения высокона-
дежных оценок экспрессии генов в случае низко
представленных транскриптов необходимо про-
анализировать не менее 20–30 млн ридов в каж-
дом образце [32]. Однако высокая стоимость
RNA-Seq не всегда позволяет достичь такой глу-
бины секвенирования. По-видимому, при мень-
шем, допустимом для анализа, количестве счи-
тываний (10 млн) для получения статистически
значимых количественных оценок уровня экс-
прессии мРНК с низким FPKM незаменимым
остается метод ПЦР в реальном времени. Можно
полагать, что применение данного метода, позво-
ляющего использовать большее число экспери-
ментальных точек и большее количество мРНК,
необходимо не только для верификации резуль-
татов RNA-Seq, но и для выявления возможных

активных участников обнаруженных сигнальных
путей, кодирующих низко представленные тран-
скрипты.

Таким образом, используя метод ОТ-ПЦР в
реальном времени, мы показали, что в условиях
tMCAO спустя 24 ч после окклюзии СМА пептид-
ный препарат семакс статистически значимо
снизил экспрессию мРНК медиаторов воспале-
ния IL-1α, IL-1β, IL-6, Ccl3 и Cxcl2, компенсиро-
вав активацию транскрипции этих генов под дей-
ствием ишемии–реперфузии. Полученные ре-
зультаты дополнили число выявленных ранее с
помощью RNA-Seq ДЭГ, участвующих в воспале-
нии, экспрессия которых снизилась под действи-
ем пептида в условиях tMCAO. Наряду с обнару-
женными нами ранее нейропротективным и им-
муномодулирующим эффектами, семакс проявил
выраженное противовоспалительное действие,
важное при лечении инсульта.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00268).

Все процедуры, проведенные с участием жи-
вотных, соответствовали этическим стандартам
учреждений или принятой практике таких иссле-
дований.
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Due to its nootropic, neuroprotective and immunomodulatory effects, the peptide Semax is utilized in the
treatment of ischemic stroke. Our earlier RNA-Seq analysis of the transcriptome in ischemic model of tran-
sient occlusion of the middle cerebral artery showed an increase in the mRNA levels of many proinflamma-
tory genes, and the suppression their induction by Semax. However, for many relevant genes, including IL-1α,
IL-1β, IL-6 and TNF-α, the levels of their expression were too low for detailed quantitative evaluation. Here
we utilize qRT-PCR to analyze the effects of the Semax peptide on the expression of weakly expressed mRNAs
encoding several proinflammatory mediators and show that an exposure to Semax leads to a statistically sig-
nificant decrease in the Il1a, Il1b, Il6, Ccl3 and Cxcl2 mRNAs, which compensated for the increase in the
transcription of these genes induced by ischemia–reperfusion. We conclude that observed protective effect of
Semax in the model of stroke may be due to its anti-inflammatory effects. We also discuss limitations of the
RNA-Seq when applied to quantifying less abundant transcripts as compared to the real-time RT-PCR method.

Keywords: cerebral ischemia, inflammation, proinflammatory cytokines, chemokines, gene expression, real-
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Молекулярное профилирование опухолей – перспективное направление персонализированной
медицины. Важную роль в выборе эффективной стратегии терапии играет герминальный или сома-
тический статус мутаций. Мы определили спектр герминальных и соматических мутаций у 23 паци-
енток с раком молочной железы различных молекулярных подтипов, включая опухоли, экспресси-
рующие рецепторы эстрогена, прогестерона и/или рецептор эпидермального фактора роста
HER2/neu, и опухоли с трижды негативным подтипом – отсутствием экспрессии всех этих рецеп-
торов. Геномную ДНК выделяли из архивных образцов опухолевой и нормальной ткани. Проведено
таргетное секвенирование кодирующих участков 25 генов, ассоциированных с раком молочной же-
лезы, со средним покрытием ×1000. Эффективность биоинформатического подхода при определе-
нии герминального или соматического статуса мутаций этих генов оценивали в сравнении с резуль-
татами прямого секвенирования ДНК из образцов нормальной ткани. В группе пациенток с трижды
негативным подтипом рака молочной железы выявлены патогенные герминальные мутации BRCA1
c.66_67delAG (185delAG) и BRCA1 c.3226_3227AG (3347delAG). У пациенток с позитивным рецеп-
торным статусом опухоли обнаружена герминальная мутация BRCA2 c.658_659del (886delGT). Мута-
ции BRCA1 представлены с высокой частотой аллельного варианта (80%), что указывает на потерю ге-
терозиготности в клетках опухоли. Соматические мутации в гене TP53 обнаружены у 7/10 (70%) паци-
енток с трижды негативным подтипом рака молочной железы и у 3/13 (23%) – в группе с
положительным рецепторным статусом. В обеих группах выявлены соматические мутации генов
PTEN, MSH2, MSH6, MUTYH.

Ключевые слова: рак молочной железы (РМЖ), трижды негативный подтип, архивные образцы опу-
холи, таргетное секвенирование, герминальные и соматические мутации
DOI: 10.31857/S0026898421030022

Рак молочной железы (РМЖ) занимает первое
место в структуре онкологических заболеваний у
женщин [1]. Ежегодно в мире регистрируется бо-
лее 2 млн новых случаев РМЖ, что представляет
медицинскую и социальную проблему в связи с
высокой смертностью (около 30%) среди женско-
го населения [2]. Наиболее высокие показатели
заболеваемости отмечены в США, несколько бо-
лее низкие в странах Европы и России, еще реже
РМЖ встречается в странах Азии и Африки [3, 4].
Для прогноза заболевания и выбора схемы терапии
РМЖ важен целый ряд факторов, включая возраст,
стадию заболевания, степень злокачественности,
молекулярный фенотип опухолевых клеток [5, 6].

Заболевание с манифестацией в возрасте 40–
50 лет и ранее ассоциировано с плохим прогно-
зом, высокой частотой рецидивов и высокой
смертностью по сравнению с РМЖ, диагностиро-
ванным после 50 лет. В то время как РМЖ с позд-
ней манифестацией (после 50 лет) лучше поддает-
ся контролю и лечению, РМЖ у женщин моложе
50 лет остается серьезной проблемой с тенденци-
ей к неуклонному росту заболеваемости и требует
интенсивного изучения молекулярных характе-
ристик опухоли [7–10].

Другой важный прогностический фактор –
экспрессия рецепторов эстрогена (ER), прогесте-
рона (PR) и рецептора эпидермального фактора
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роста типа 2 (HER2/neu) на поверхности опухо-
левых клеток [7, 11]. Трижды негативный подтип
РМЖ (ТНРМЖ), который характеризуется от-
сутствием экспрессии ER, PR и повышенной экс-
прессией/амплификацией HER2/neu, это крайне
агрессивное и плохо поддающееся лечению забо-
левание [12, 13]. ТНРМЖ встречается в 10–20%
вновь диагностируемых случаев РМЖ и чаще у
молодых женщин. К ТНРМЖ относятся, как пра-
вило, низкодифференцированные опухоли с вы-
сокой пролиферативной активностью, склонно-
стью к отдаленному метастазированию и плохим
ответом на терапию [14].

Ответ на противоопухолевую терапию у пациен-
ток с РМЖ сильно различается, поэтому все боль-
шее значение для диагностики и лечения РМЖ
приобретают биологические маркеры, определяе-
мые непосредственно в опухолевой ткани [11, 15].
Молекулярно-генетический анализ опухолевых
клеток широко используется в настоящее время для
прогноза и выбора схемы терапии у пациентов с он-
кологическими заболеваниями [16]. Наиболее пол-
ную информацию о молекулярном профиле опухо-
ли безусловно предоставляют полноэкзомное се-
квенирование и анализ транскриптома, но это
дорогостоящие и затратные по времени методы, по-
этому на сегодняшний день наибольшее практиче-
ское применение находят целевые (таргетные)
панели генов, ассоциированных с раком [17, 18].
Поскольку в опухолевой ткани присутствуют и
наследуемые, и вновь приобретенные генетиче-
ские варианты, крайне важно точно дифферен-
цировать соматические и герминальные мутации.
“Золотым стандартом” считается парное тестиро-
вание образцов ДНК опухоли и клеток зародыше-
вой линии (кровь или нормальная ткань), однако
интерес представляет возможность идентифика-
ции наследуемых генетических вариантов на ос-
нове секвенирования только опухолевой ДНК без
анализа ДНК зародышевой линии [19–21]. С од-
ной стороны, это позволяет минимизировать сто-
имость и длительность генетического тестирова-
ния, с другой – дает возможность анализировать
архивный материал в тех случаях, когда в наличии
имеется только опухолевая ткань.

В настоящей работе проанализированы коди-
рующие последовательности 25 наиболее изучен-
ных генов, ассоциированных с РМЖ. Исследова-
ны архивные образцы опухолей молочной железы
в группах с ТНРМЖ и с положительным рецеп-
торным статусом (люминальный А, люминаль-
ный В, HER2-позитивный подтип РМЖ). На мо-
мент манифестации заболевания подавляющее
большинство пациенток были моложе 50 лет. Для
определения герминального или соматического
статуса мутаций использовали биоинформатиче-
ские подходы, а также прямое секвенирование
ДНК из образцов нормальной ткани, если они бы-
ли доступны. В результате выявлены редкие на-

следственные мутации в генах BRCA1/2, а также
клинически значимые соматические мутации в
генах TP53, PTEN, MSH2, MSH6, MUTYH.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациенты. В исследование вошли 23 пациент-
ки с диагнозом РМЖ в возрасте от 27 до 68 лет
(средний возраст 44 года). Возраст 21 пациентки на
момент постановки диагноза не превышал 50 лет,
три пациентки с ТНРМЖ были старше 60 лет (63,
66 и 68 лет). Все пациентки постоянно проживали
в Смоленске или Смоленской области. Хирурги-
ческое удаление первичной опухоли выполнено в
период с 2013 по 2016 гг. в Смоленском областном
онкологическом диспансере. У 10 пациенток вы-
явлен ТНРМЖ. У 13 пациенток в клетках опухоли
обнаружена экспрессия ER и/или PR, и/или
HER2/neu – эти опухоли отнесены к люминально-
му А, люминальному B и HER2/neu-позитивному
подтипам РМЖ.

Выделение ДНК. Геномную ДНК выделяли из
архивных образцов опухолевой или нормальной
ткани молочной железы с использованием набо-
ра QIAamp DNA FFPETissueKit (“Qiagen”, Гер-
мания). Концентрацию ДНК измеряли с помо-
щью флуориметра Qubit 2 (“Invitrogen”, США) и
набора реагентов Qubit® ds DNA HS (“Invitro-
gen”). Степень фрагментации и чистоту ДНК оце-
нивали с использованием микроспектрофотометра
NanoDrop™ 3300 (“ThermoScientific”, США), а так-
же с помощью электрофореза в агарозном геле.

Массовое параллельное секвенирование. Целе-
вые последовательности ДНК отбирали с исполь-
зованием панели жидких зондов NimbleGenIDP
(“Roche”, Швейцария). Библиотека олигонук-
леотидных зондов включала последовательности,
комплементарные кодирующим участкам следу-
ющих генов: APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1,
CDH3, CDK4, CHEK2, MET, MLH1, MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RET, STK11,
TP53, VHL. Подготовку образцов проводили по
стандартному протоколу для приготовления
быстрых библиотек KAPA LibraryPreparationKit
(“Roche”) согласно инструкциям производителя.
Образцы ДНК фрагментировали ультразвуком
(технология Covaris). Качество библиотек оцени-
вали с помощью системы капиллярного электро-
фореза (“Agilent”, США). Секвенирование про-
водили на платформе MiSeq (“Illumina”, США)
со средним покрытием ×1000.

Анализ результатов секвенирования и использо-
ванные базы данных. Биоинформатический ана-
лиз проводили, как описано ранее [22]. В каче-
стве референсного генома использовали версию
GRCh38 (Ensembl). Полученные VCF-файлы ана-
лизировали с помощью GATK FilterMutectCalls. В
дальнейшем анализировали только варианты,
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прошедшие фильтры. Полученный список вари-
антов аннотировали с помощью сервера Annovar
(http://wannovar.wglab.org). Варианты с популя-
ционной частотой более 1% по базам данных Ex-
AC, 1000 Genomes и dbSNP из анализа исключа-
ли. Также исключали мотивы polyN, в частности
GGGTG> GGGGG, CCCCG> CCCCC.

К значимым герминальным мутациям-канди-
датам относили следующие варианты: 1) мутации
в генах BRCA1, BRCA2, CDH1, NF1, PTEN, STK11
и TP53; 2) частота вариантного аллеля более 30%
при достаточной глубине покрытия; 3) варианты,
зарегистрированные в базе данных ClinVar как
патогенные или вероятно патогенные (а); или ва-
рианты с потерей функции (nonsense или frame-
shift мутации) (б); или варианты в генах BRCA1/2,
не зарегистрированные в ClinVar или HGMD, но
имеющие уровень выше 15 согласно предиктору
патогенности CADD (Combined Annotation De-
pendent Depletion) (https://cadd.gs.washington.edu)
(в). Соматические мутации-кандидаты удовле-
творяли следующим требованиям: 1) любые не-
синонимичные замены, включая мутации в сай-
тах сплайсинга; 2) частота аллельного варианта
10–50% при достаточной глубине покрытия;
3) число прочтений альтернативного аллеля не
менее 10; 4) аннотация в базе данных COSMIC c
оценкой патогенности по FATHMM (Functional
Analysis through Hidden Marcov Models) (http://
fathmm.biocompute.org.uk).

Верификация мутаций методом секвенирования
по Сэнгеру. Выявленные мутации определяли в об-
разцах опухолевой и нормальной ткани с помощью
прямого секвенирования по Сэнгеру c использова-
нием специфичных праймеров, подобранных для
каждой мутации. Результаты анализировали с по-
мощью программы ChromasLite.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В архивных образцах опухолевой ткани 23 па-
циенток с РМЖ методом таргетного секвениро-
вания геномной ДНК исследованы кодирующие
участки генов APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1,
CDH3, CDK4, CHEK2, MET, MLH1, MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RET, STK11,
TP53, VHL. Клинико-генетические характеристики
пациенток представлены в табл. 1 и 2.

Первичная оценка герминальных и соматиче-
ских вариантов в образцах опухоли проведена с
использованием алгоритмов, предложенных ра-
нее [20], а также согласно рекомендациям NCCN
(National Comprehensive Cancer Network) [23].

В группе пациенток с ТНРМЖ выявлены две
герминальные мутации гена BRCA1. Мутация
c.68_69del (185delAG) относится к известным в
России мутациям с эффектом основателя
(founder mutation) [24]. Напротив, мутация
BRCA1 c.3226_3227AG (3347delAG) описана как
мутация с эффектом основателя в популяциях
Италии [25] и Норвегии [26]. Герминальная мута-
ция в гене BRCA2 c.658_659del (886delGT) обнару-
жена у пациентки с гормоноположительным,
HER2-положительным РМЖ. Ранее эта мутация
была описана как наиболее частая мутация с эф-
фектом основателя в популяции Литвы [27] и
Польши [28]. Мутации в гене BRCA1 представле-
ны в опухолях РМЖ с частотой 77 и 80%, что ука-
зывает на утрату аллеля дикого типа. Секвениро-
вание по Сэнгеру образцов опухолевой и нор-
мальной ткани подтвердило этот факт (рис. 1).

Наибольшее количество мутаций в обеих груп-
пах выявлено в гене TP53. Большинство мутаций
отнесено к соматическим, однако у двух пациен-
ток с ТНРМЖ обнаружены мутации, которые
предположительно относятся к герминальным ва-
риантам. Мутации p.Y220C (rs121912666) и p.G245S
(rs28934575) зарегистрированы в базе данных Clin-
Var как патогенные генетические варианты, ассо-

Рис. 1. Результаты секвенирования ДНК из образцов опухолевой (а) и нормальной (б) тканей пациентки с герминаль-
ной мутацией BRCA1 c.66_67delAG (p.Glu23fs). Мутация присутствует в гомозиготном состоянии в опухоли и в гете-
розиготном – в нормальной ткани (указаны стрелкой).
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циированные с синдромом Ли–Фраумени. Часто-
та вариантного аллеля составила 57 и 44% соот-
ветственно. Так как был доступен архивный
материал нормальной ткани молочной железы, мы
провели сравнительный анализ ДНК, выделен-
ной из парных образцов (опухоль–норма), мето-
дом секвенирования по Сэнгеру. В обоих случаях
мутации обнаружены только в опухолевой ткани,
но не в нормальных клетках, что позволило одно-
значно отнести их к соматическим (рис. 2).

Около 55% соматических мутаций, выявленных
в нашем исследовании в гене TP53, описаны при
РМЖ ранее, в то время как 45% мутаций TP53, а
также мутации в генах MSH2, MSH6, PTEN, MUTYH
обнаружены и при других типах опухолей. Часто-
та вариантного аллеля варьировала от 12 до 98%.
Различные соматические мутации в гене TP53
представлены на рис. 3.

Сравнительный анализ спектра герминальных
и соматических мутаций у пациенток с ТНРМЖ и
пациенток с позитивным рецепторным статусом
представлен в табл. 3. Мутации в генах BRCA1/2
обнаружены у 20% пациенток с ТНРМЖ и у 8% –
в объединенной подгруппе с позитивным рецеп-

торным статусом (p = 0.56). Соматические мута-
ции в гене TP53 при ТНРМЖ выявлены у 70% па-
циенток по сравнению с 23% при других подтипах
РМЖ, различия статистически значимы (p = 0.04).

Эти данные согласуются с результатами, полу-
ченными другими авторами. Герминальные мута-
ции BRCA1/2 выявляли в 10–20% случаев ТНРМЖ,
и более 30% приходилось на пациенток старше
60 лет [29, 30]. Нами также выявлена мутация
BRCA1 у пациентки 63 лет. Важным следствием это-
го наблюдения стал вывод о необходимости те-
стирования мутаций BRCA1/2 при ТНРМЖ неза-
висимо от возраста манифестации заболевания
[30], тогда как согласно рекомендациям NCCN,
проведение генетического анализа наиболее ак-
туально для пациенток моложе 45–50 лет. В ряде
случаев – при онкологическом отягощении се-
мейного или персонального анамнеза, генетиче-
ский анализ показан и для пациенток с ТНРМЖ
моложе 60 лет [31]. Определение мутаций в генах
BRCA1/2 имеет большое значение для выбора схе-
мы терапии, так как опухоли с дефектом системы
репарации двухцепочечных разрывов ДНК чув-
ствительны к действию ингибиторов поли-(АDP-

Рис. 2. Результаты секвенирования ДНК из образцов опухолевой и нормальной ткани пациенток с мутациями в гене
TP53. Мутации p.Y220C и p.G245S выявлены только в опухоли (а, в) и отсутствуют в нормальной ткани (б, г).
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рибоза)-полимеразы (ингибиторы PARP) [32]. По-
вышенная частота мутаций BRCA1/2 при ТНРМЖ
делает их важной молекулярной мишенью при этом
агрессивном виде рака [33]. Потеря гетерозиготно-
сти наблюдается примерно в 10% случаев РМЖ с
герминальными мутациями гена BRCA1 и ассо-
циирована с повышенной чувствительностью к
ДНК-повреждающим агентам, в том числе к со-
единениям платины (цисплатин, карбоплатин)

[34]. В нашем исследовании у обеих пациенток с
мутациями BRCA1 отмечена потеря гетерозигот-
ности в опухоли.

Ген TP53 относится к генам, наиболее часто
мутирующим при РМЖ. Мутации TP53 ассоции-
рованы с плохим прогнозом [35]. Суммарная часто-
та соматических мутаций в гене TP53 при РМЖ со-
ставляет около 30%, однако частота и спектр мута-
ций, а также их клиническое значение различаются

Рис. 3. Верификация соматических мутаций гена TP53, обнаруженных в архивных образцах опухолевой ткани паци-
енток с РМЖ (а–г). В одном образце одновременно выявлены две мутации гена TP53 (в).
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Таблица 3. Сравнительный анализ спектра клинически значимых герминальных и соматических мутаций в
группах с ТНРМЖ и с позитивным статусом хотя бы одного из рецепторов (Р + РМЖ)

Ген
ТНРМЖ (n = 10) Р + РМЖ (n = 13)

p
пациентки, n % пациентки, n %

Герминальные мутации
BRCA1 2 20 – – 0.56
BRCA2 – – 1 8
CHEK2 – – 1 8 1.00

Соматические мутации
TP53 7 70 3 23 0.04
PTEN 1 10 2 15 –
MSH2 1 10 2 15 –
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между подтипами РМЖ [36]. Наиболее высокая
частота соматических мутаций наблюдается при
ТНРМЖ (до 70–80%). В нашей работе частота
соматических мутаций при ТНРМЖ, представ-
ленных в большинстве случаев миссенс-мутаци-
ями и в одном – делецией нуклеотида со сдвигом
рамки считывания, составила 70%. Показано, что
мутации TP53 повышают риск возникновения ме-
тастазов [37], однако это более характерно для под-
типов РМЖ с позитивным рецепторным статусом
[15]. Таким образом, вопрос о прогностической ро-
ли соматических мутаций TP53, особенно в случае
ТНРМЖ, требует дальнейшего изучения. Следует
отметить принципиальную важность определения
терминального или соматического статуса мутаций
TP53, так как герминальные мутации ассоциирова-
ны с наследственными онкопатологиями – син-
дромом Ли–Фраумени и Ли–Фраумени-подоб-
ным синдромом, что требует специфичных подхо-
дов к ведению пациентов [38].

Таким образом, молекулярно-генетический
анализ архивных образцов опухолевой и нор-
мальной ткани 23 пациенток с РМЖ позволил
выявить как герминальные, так и соматические
мутации, которые служат важными прогности-
ческими маркерами, а кодируемые мутантными
генами белки могут быть потенциальными моле-
кулярными мишенями для терапии различных
подтипов РМЖ, в первую очередь ТНРМЖ.

Работа выполнена при поддержке Федеральной
целевой программы “Исследования и разработки
по приоритетным направлениям развития научно-
технологического комплекса России на 2014–
2020 годы” (соглашение № 05.604.21.0234, уникаль-
ный идентификатор проекта RFMEFI60419X0234).

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам эти-
ки. От пациентов получено письменное добро-
вольное информированное согласие на использо-
вание результатов исследования в обезличенной
форме в научных целях.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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GERMLINE AND SOMATIC MUTATIONS IN ARCHIVED BREAST CANCER 
SPECIMENS OF DIFFERENT SUBTYPES

I. S. Abramov1, Yu. S. Korneva2, O. A. Shisterova3, A. Yu. Ikonnikova1, M. A. Emelyanova1,
T. S. Lisitsa1, G. S. Krasnov1, and T. V. Nasedkina1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Smolensk State Medical University, Smolensk, 214019 Russia

3Smolensk Regional Clinical Oncologic Dispensary, Smolensk, 214000 Russia
*e-mail: nased@biochip.ru

Molecular profiling of tumors may provide promising leads for personalized treatment. We examined the
spectrum of germline and somatic mutations in 23 breast cancers (BC) of various molecular subtypes, includ-
ing tumors 1) with expression of estrogen, progesterone and/or epidermal growth factor receptor HER2/neu,
2) with a triple negative phenotype. Genomic DNA specimens were isolated from archived tumor and normal
tissue samples and subjected to a targeted sequencing of the coding regions of 25 cancer-associated genes with
a mean coverage of ×1000. In a triple negative subtype of BC, pathogenic germline mutations BRCA1
c.66_67delAG (185delAG) and BRCA1 c.3226_3227AG (3347delAG) were detected, while the germline mu-
tation of BRCA2 658_659del (886delGT) was found in patients with the positive receptor status. Mutations
BRCA1/2 presented were overrepresented by frequency (80%), pointing at common loss of heterozygosity af-
fecting normal allele. Somatic mutations in the gene TP53 were found in 7/10 (70%) patients with a triple
negative subtype of BC and in 3/13 (23%) in the group with a positive receptor status. Additionally, in both
groups of patients, somatic mutations of PTEN, MSH2, MSH6 and MUTYH genes were detected.

Keywords: breast cancer, triple negative subtype, archived tumor samples, targeted sequencing, germline and
somatic mutations
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Фактор транскрипции KAISO важен для правильного эмбрионального развития животных. KAISO
участвует в регуляции деления клеток и апоптоза, он широко представлен в ЦНС, но его функции
в развитии ЦНС изучены недостаточно. Нами изучено влияние нокаута гена Zbtb33 мыши на тран-
скрипцию нескольких генов, регулирующих развитие ЦНС, в том числе Fgf9, Fgfr3, Sox9, Sox2, с-Мyc,
NeuroD1, FoxG1. Эти гены относятся к генам сигнального пути Wnt/β-катенин, который тесно
связан с KAISO. В качестве модели использовали мышей линии C57BL/6j с нокаутом гена Zbtb33,
кодирующего KAISO (ZBTB33-), и мышей дикого типа (ZBTB33+). Транскрипцию генов анализи-
ровали в гиппокампе, фронтальной коре и стриатуме мышей ZBTB33+ и ZBTB33- на разных стади-
ях развития. Впервые определены возрастзависимые и регион-специфичные различия в уровнях
мРНК генов Fgf9, Fgfr3, с-Мyc, FoxG1 в развивающемся мозге мышей ZBTB33– и ZBTB33+.

Ключевые слова: KAISO, сигнальный путь Wnt/β-катенин, Fgf9, Fgfr3, с-Мyc, FoxG1, ПЦР в реаль-
ном времени, мышь, гиппокамп, стриатум, фронтальная кора
DOI: 10.31857/S0026898421030095

ВВЕДЕНИЕ
Фактор транскрипции KAISO, вовлеченный в

ключевые сигнальные пути развития и влияющий
на экспрессию большого числа генов, участвует в
регуляции эмбрионального развития рыб и земно-
водных [1–4]. У мышей KAISO регулирует деление
клеток селезенки, влияет на дифференцировку
клеток-предшественников эпителия кишечника
[1, 5]. Мыши с нокаутом гена Zbtb33 жизнеспособ-
ны. Хорошо изучена роль KAISO в регуляции деле-
ния опухолевых клеток, где в зависимости от типа
клеток он может играть роль как проонкогена, так
и супрессора опухолевого роста [6–11]. Вероятно,
тканеспецифичная регуляция экспрессии генов-
мишеней определяется способностью KAISO свя-
зываться с двумя различными сайтами в области
промоторов. KAISO может взаимодействовать не
только со специфическими последовательностями
TCCTGCNA в промоторах, но также с двумя по-
следовательно расположенными симметрично
метилированными CpG-сайтами [12–14] и с оди-
ночными метилированными СpG-сайтами [12,
14, 15]. Таким образом, регуляция экспрессии ге-
нов-мишеней зависит также от статуса метилиро-

вания CpG-сайтов связывания KAISO в их про-
моторах. В основном KAISO описан как репрессор
транскрипции, однако показано, что сайленсинг
KAISO приводит к снижению экспрессии многих
генов [16]. Интересно, что в зависимости от типа
клеток KAISO может как увеличивать, так и сни-
жать экспрессию протоонкогена с-Мyc и гена, ко-
дирующего циклин D1 (Ccnd1) [2, 5, 6, 16, 17].

Транскрипционный фактор KAISO связан с
сигнальным путем Wnt/β-катенин, играющим
важную роль в развитии [2, 9, 18–20]. В ЦНС этот
путь регулирует нейрогенез и глиогенез, влияет
на формирование синаптических контактов и ге-
матоэнцефалического барьера [21–25]. Сигналь-
ный путь Wnt/β-катенин вызывает стабилизацию
β-катенина, который транспортируется в ядро,
где активирует транскрипцию многих генов-ми-
шеней. Промоторы некоторых ключевых генов-
мишеней сигнального пути Wnt/β-катенин, таких
как Matrilysin, Ccnd1, Siamois, с-Мyc, Rapsyn, со-
держат сайты связывания KAISO [5, 14, 17, 20, 26].
В присутствии Wnt-лиганда KAISO может взаи-
модействовать с катенином p120 в клеточном яд-
ре, что способствует освобождению промоторов

УДК 577.25

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА
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генов-мишеней от KAISO [2, 18]. KAISO спосо-
бен связываться не только с катенином p120, но
также, хотя и с меньшей аффинностью, с β-кате-
нином и мешать активации генов-мишеней сиг-
нального пути Wnt/β-катенин [19]. Кроме того,
промотор гена β-катенина содержит специфиче-
ский сайт связывания KAISO и несколько мети-
лированных CpG-сайтов [9]. Таким образом,
KAISO регулирует непосредственно экспрессию
эффектора самого сигнального пути Wnt/β-кате-
нин. Можно говорить о взаимной регуляции сиг-
нального пути Wnt/β-катенин и фактора тран-
скрипции KAISO. Следовательно, генами-мише-
нями KAISO могут быть гены сигнального пути
Wnt/β-катенин, из которых интерес представля-
ют Fgf9, Fgfr3, Sox9, Sox2, с-Мyc, NeuroD1, FoxG1.
Фактор роста фибробластов FGF9 активирует
рост и дифференцировку глии [27, 28], а одним из
основных рецепторов FGF9 является рецептор
FGF3 (FGFR3) [29], с-Myc участвует в регуляции
клеточного деления и апоптоза [30], SOX2 под-
держивает плюрипотентность нейрональных кле-
ток-предшественников [31–33], SOX9 участвует в
инициации глиогенеза [34–37], NeuroD1 регули-
рует нейрональную дифференцировку клеток [38,
39], FOXG1 играет важную роль в развитии и ор-
ганизации структуры конечного мозга и диффе-
ренцировки глутаматергических нейронов в раз-
вивающейся коре [40–42]. Таким образом, эти ге-
ны вносят существенный вклад в формирование
и развитие мозга.

Нами проведен сравнительный анализ тран-
скрипции генов Fgf9, Fgfr3, Sox9, Sox2, с-Мyc,
NeuroD1, FoxG1 у мышей с нокаутом гена Zbtb33
[7], кодирующего KAISO, в разных структурах го-
ловного мозга и на разных этапах развития.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. В работе использовали мышей ли-

нии C57BL/6j дикого типа и с нокаутом гена
Zbtb33 [7]. Животных содержали в индивидуально
вентилируемых клетках при искусственном днев-
ном/ночном режиме (14 ч свет/10 ч темнота),
температуре 22–24°C и влажности 40–50%. Воду
и гранулированный корм Chara SPF для лабора-
торных грызунов (“Ассортимент-Агро”, Пущи-
но, Россия) давали ad libitum. Корм и подстилку
перед использованием автоклавировали. Все про-
цедуры с участием животных соответствовали
этическим стандартам FELASA. Путем датиро-
ванного по времени скрещивания самок, гетеро-
зиготных по гену Zbtb33 (ZBTB33+/–), с самцами
дикого типа в одном помете получили самцов с
нокаутом гена Zbtb33 (ZBTB33–) и самцов дикого
типа (ZBTB33+). Такая схема позволяет сравни-
вать транскрипцию генов при уменьшенном вли-
янии генетического разнообразия каждой линии
мышей и обнаруживать непосредственное влия-

ние нокаута гена Zbtb33. При датированном по
времени скрещивании возможен забор материа-
лов с точностью до 12 ч развития эмбрионального
мозга. Таким образом, структуры мозга (фрон-
тальная кора, стриатум и гиппокамп) были взяты
на 16.5 сутки эмбрионального развития (E16, по-
вышенный уровень нейрогенеза), на второй день
после рождения (Р2, повышенный уровень глио-
генеза), а также на 40-й день после рождения
(Р40, взрослые мыши) [43] (6–10 животных в
каждой группе). Эвтаназию проводили декапи-
тацией с последующей диссекцией структур го-
ловного мозга: гиппокамп, стриатум и фрон-
тальная кора.

Выделение РНК. РНК выделяли с помощью
реактивов TRIzol Reagent (“ThermoFisher Scientif-
ic,” США) и TRI Reagent (“Sigma Aldrich”, США)
согласно инструкциям производителей. Концен-
трацию РНК в пробах измеряли спектрофотомет-
рически (спектрофотометр NanoDrop 2000,
“ThermoFisher Scientific”) при длине волны 260 и
280 нм. Все пробы разводили водой, обработанной
DEPC mQ, до концентрации РНК 128 нг/мкл.

Получение кДНК в реакции обратной транскрип-
ции. Реакцию обратной транскрипции проводили с
гексануклеотидными праймерами со случайной
последовательностью нуклеотидов с помощью на-
бора R01-250 (“Биолабмикс”, Россия) согласно
инструкции производителя. В каждую реакцию до-
бавляли 1024 нг РНК в качестве матрицы.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реаль-
ном времени. Для определения экспрессии генов
подбирали специфические праймеры (табл. 1):
межэкзонные праймеры на гены с-Мyc, Fgf9, Fgfr3,
Gapdh, NeuroD1, Sox9 и Pol2A и внутриэкзонные
праймеры на гены Sox2, FoxG1 и Zbtb33. В случае
внутриэкзонных праймеров проверяли загрязне-
ние образцов РНК геномной ДНК. Для этого
проводили ПЦР, используя в качестве матрицы
образцы РНК. Допустимым загрязнением счита-
ли увеличение сигнала SYBR Green на Cq 35–45
при увеличении сигнала с кДНК-матрицы на Cq
20–30. Пробы, не отвечающие данному условию,
исключали. Для количественного определения
продукта готовили стандартные растворы: в про-
бирке смешали по 2 мкл матрицы каждого образ-
ца одной структуры мозга. Концентрацию кДНК
в этой пробирке условно принимали за 100. Из
первого стандартного раствора путем последова-
тельного разведения водой в 2 раза приготовлены
11 последующих растворов с условными концен-
трациями 50, 25, 12.5, 6.25, 3.25, 1.56, 0.78, 0.39,
0.195, которые использовали для построения ка-
либровочной кривой. Экспериментальные образ-
цы разбавляли водой в 4 раза. Полученный услов-
ный уровень экспрессии нормировали на соответ-
ствующий уровень экспрессии гена домашнего
хозяйства Gapdh или Pol2A. Амплификацию прово-
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дили с помощью набора R-402 (“Синтол”, Россия)
согласно инструкции производителя на ампли-
фикаторе CFX 96 (“Bio Rad”, США).

Генотипирование. Мышей ZBTB33+ и
ZBTB33– генотипировали методом ПЦР с пара-
ми праймеров E1–E2 и E1–E5 (табл. 1) [7]. Пол
мышей групп Е16 и Р2 дополнительно определяли
с помощью пар праймеров SRY_F и SRY_R (табл. 1).
Для эксперимента отбирали самцов дикого типа
и самцов с нокаутом гена Zbtb33.

Статистический анализ. Данные представляли
как средние значения ± ошибка среднего и ана-
лизировали с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа с последующим post hoc анали-
зом по Фишеру и поправкой Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Нами проведен сравнительный анализ тран-

скрипции генов с-Мyc, Fgf9, Fgfr3, NeuroD1, Sox9,
Sox2, FoxG1 и Zbtb33 в гиппокампе, фронтальной
коре и стриатуме мышей дикого типа и с нокау-
том гена Zbtb33 на разных стадиях развития.

Транскрипция гена Zbtb33 выявлена во всех ис-
следованных структурах мозга мышей ZBTB33+ на
разных этапах развития (рис. 1а, 2а, 3а), при этом
уровень транскрипции гена Zbtb33 в гиппокампе
взрослых мышей (Р40) был ниже, чем в E16
(рис. 1а, p < 0.05), а в стриатуме в Р40 ниже, чем в
Е16 (p < 0.05) и Р2 (p < 0.05) (рис. 3а). В каждой
структуре мозга транскрипция гена Fgf9 увеличива-
лась от Е16 к Р2 (рис. 1б, p < 0.001, рис. 2б, p < 0.001,
рис. 3б, p < 0.001) и от Р2 к Р40 (рис. 1б, p < 0.001,
рис. 2б, p < 0.001, рис. 3б, p < 0.001). При этом
впервые показано, что в стриатуме взрослых мы-
шей ZBTB33– (Р40) уровень транскрипции этого
гена был ниже, чем у мышей ZBTB33+ (F1.18 = 9.06,
p < 0.01, рис. 3б). Мы также определили тран-
скрипцию гена Fgfr3, кодирующего рецептор
FGF9, так как возможно существование корре-
ляции между экспрессией лиганда и его рецеп-
тора. Транскрипция гена Fgfr3 в гиппокампе
взрослых мышей ZBTB33– была выше, чем у
мышей ZBTB33+ (F1.18 = 6.93, p < 0.05, рис. 1в).
Однако корреляции между экспрессией генов
Fgf9 и Fgfr3 в стриатуме не обнаружено (рис. 3в).

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров для ПЦР

Праймер Нуклеотидная последовательность 5′ → 3′ Тотж, °С

с-Мyc_F CACCACCAGCAGCGACTC 58
с-Мyc_R GATGGAGATGAGCCCGACT 58
Fgf9_F TGGACTCTACCTCGGCATGA 63
Fgf9_R GGTTGGAAGAGTAGGTGTTGT 63
Fgfr3_F GAGAGCGGCAGAGGTTCCA 58
Fgfr3_R CCATCCTTAGCCCAGACCGT 58
Gapdh_F GTCGGTGTGAACGGATTTGG 63
Gapdh_R CGTGAGTGGAGTCATACTGGA 63
NeuroD1_F CGAGGCTCCAGGGTTATGAG 63
NeuroD1_R CGTCCTCTTTCTTGTCTGCC 63
Sox2_F CTCGCAGACCTACATGAACG 60
Sox2_R GGAGTGGGAGGAAGAGGTAA 60
Sox9_F CAAGACTCTGGGCAAGCTCT 63
Sox9_R TCCGTTCTTCACCGACTTCC 63
FoxG1_F CACCGGCCTCACCTTCAT 63
FoxG1_R GGTGGAGAAGGAGTGGTTGT 63
mPol2A_F CATCTCCTTTGATGGTTCTTATGTCAA 63
mPol2A_R CCATGTGCTGCTGCTTCCATA 63
Zbtb33_ F GTCTCTTTTGTGATGTTACTG 57
Zbtb33_R GTTCTGTACCTGATATGCTTT 57
E1_F TCAAAGGAAGGCGACCAAGGAGAT 58
E2_R AGCAGTACCATCCTGTTCTG 58
E5_R ATAGTTTAAAGGCATATAGTGGCC 58
SRY_F TTGTCTAGAGAGCATGGAGGGCCATGTCAA 64
SRY_R CCACTCCTCTGTGACACTTTAGCCCTCCGA 64
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С помощью сравнительного анализа выявлен
более высокий уровень транскрипции гена с-Мyc
в гиппокампе мышей в возрасте P2 по сравнению
с E16 (p < 0.001) и P40 (p < 0.001) (рис. 1г), а также
во фронтальной коре (рис. 2г) и стриатуме (рис. 3г).
Впервые обнаружено, что в гиппокампе мышей

ZBTB33– в Р2 транскрипция гена с-Мyc была ниже,
чем у мыщей ZBTB33+ (рис. 1г, F1.15 = 4.79, p < 0.05).

Транскрипция гена Sox9 в гиппокампе и стри-
атуме мышей Р2 была выше, чем в E16 (р < 0.05) и
Р40 (р < 0.01) (рис. 1д, рис. 3д), тогда как во фрон-
тальной коре транскрипция этого гена в возрасте

Рис. 1. Транскрипция генов в гиппокампе мышей с нокаутом гена Zbtb33 (ZBTB33–) и у мышей дикого типа
(ZBTB33+) на разных стадиях развития. Гистограммы относительного уровня транскрипции генов: а – Zbtb33; б –
Fgf9; в – Fgfr3; г – с-Мyc; д – Sox9; е – NeuroD1; ж – Sox2. Статистически значимые отличия от уровня у мышей дикого
типа отмечены * (*p < 0.05), значимые возрастные отличия (ZBTB33+) показаны знаком # (#p < 0.05; ##p < 0.01;
###p < 0.001). Светло-серым цветом показан уровень транскрипции генов в мозге мышей ZBTB33+, темно-серым –
в мозге мышей ZBTB33–.
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Е16 была статистически значимо выше, чем в Р2
(p < 0.05) и Р40 (p < 0.01, рис. 2д). Транскрипция
гена NeuroD1, была одинаковой на стадиях E16 и
Р2, значительно снижалась во всех исследован-
ных структурах мозга у взрослых мышей (гиппо-
камп, рис. 1е, p < 0.001; фронтальная кора, рис. 2е,
p < 0.001 и стриатум, рис. 3е, p < 0.05). Транскрип-

ция гена Sox2 в возрасте P40 была ниже по сравне-
нию с E16 (p < 0.01) и Р2 (p < 0.001) в гиппокампе
(рис. 1ж). У взрослых мышей (Р40) транскрипция
Sox2 была ниже и в стриатуме по сравнению с E16
(p < 0.001) и Р2 (p < 0.001) (рис. 3ж), и во фрон-
тальной коре по сравнению с E16 (p < 0.001) и Р2
(p < 0.05) (рис. 2ж).

Рис. 2. Транскрипция генов во фронтальной коре мышей с нокаутом гена Zbtb33 (ZBTB33–) и у мышей дикого типа
(ZBTB33+) на разных стадиях развития. Гистограммы относительного уровня транскрипции генов: а – Zbtb33; б –
Fgf9; в – Fgfr3; г – с-Мyc; д – Sox9; е – NeuroD1; ж – Sox2; з – FoxG1. Статистически значимые отличия от уровня у мы-
шей дикого типа отмечены ** (**p < 0.01), значимые возрастные отличия (ZBTB33+) показаны знаком # (#p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.001). Светло-серым цветом показан уровень транскрипции генов в мозге мышей ZBTB33+, тем-
но-серым – в мозге мышей ZBTB33–.

4

3

2

1

0
E16 P2 P40

а
О

тн
ос

ит
ел

ьн
ы

й 
ур

ов
ен

ь
тр

ан
ск

ри
пц

ии
 г

ен
а 

Zb
tb

33
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
E16 P2 P40

###
## ###

б

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
Fg

f9

2

1

0
E16 P2 P40

###
###

в

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
Fg

fr
3

4

3

2

1

0
E16 P2 P40

### ###

###
г

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
c-

M
yc

3

2

1

0
E16 P2 P40

#

##
д

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
So

x9
4

3

2

1

0
E16 P2 P40

###

###

е

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
N

eu
ro

D
1

3

2

1

0
E16 P2 P40

##

###

ж

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
So

x2

#

з

3

2

1

0
E16 P2 P40

**

###

###

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь

тр
ан

ск
ри

пц
ии

 г
ен

а 
Fo

xG
1



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ИЗМЕНЕНИЕ ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ Fgf9, Fgfr3, c-Myc И FoxG1 427

Транскрипция гена FoxG1 была одинаковой в
Е16 и Р2 и снижалась во взрослом возрасте во
фронтальной коре (p < 0.001, рис. 2з). В этой структу-
ре транскрипция гена FoxG1 у мышей ZBTB33- на
стадии Е16 была выше, чем у ZBTB33+ (рис. 1г,
F1.15 = 14.41, p < 0.01).

Статистически значимых различий в транскрип-
ции генов Sox9, NeuroD1 и Sox2 в исследованных
структурах мозга мышей ZBTB33– и ZBTB33+ не
обнаружено.

Таким образом, нами впервые выявлены раз-
личия в транскрипции генов Fgf9, Fgfr3, с-Мyc и

Рис. 3. Транскрипция генов в стриатуме мышей с нокаутом гена Zbtb33 (ZBTB33–) и у мышей дикого типа (ZBTB33+)
на разных стадиях развития. Гистограммы относительного уровня транскрипции генов: а – Zbtb33; б – Fgf9; в – Fgfr3;
г – с-Мyc; д – Sox9; е – NeuroD1; ж – Sox2. Статистически значимые отличия от уровня у мышей дикого типа отмечены
** (** p < 0.01), значимые возрастные отличия (ZBTB33+) показаны знаком # (#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001).
Светло-серым показан уровень транскрипции генов в мозге мышей ZBTB33+, темно-серым – в мозге мышей
ZBTB33–.
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FoxG1 в мозге мышей ZBTB33– и ZBTB33+ на
разных стадиях развития. Все эти гены необходи-
мы для правильного развития ЦНС. Предстоит
установить, являются ли эти гены прямыми ми-
шенями транскрипционного фактора KAISO или
они регулируются KAISO через другие сигналь-
ные пути, например, путь Wnt/β-катенина.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами выявлено несколько генов, транскрипция

которых в различных отделах развивающегося моз-
га мышей с нокаутом гена Zbtb33 отличается от
транскрипции у мышей дикого типа. Транскрип-
ция гена FoxG1 увеличивалась во фронтальной коре
мозга эмбрионов мыши на стадии E16 в отсутствие
транскрипционного фактора KAISO (рис. 2з, 1в).
Известно, что сверхэкспрессия гена FoxG1 в эм-
брионах лягушки и курицы приводит к увеличе-
нию конечного и среднего мозга, что, вероятно,
связано со снижением интенсивности апоптоза
клеток развивающегося мозга [44]. Влияние нок-
дауна гена Zbtb33 и увеличения транскрипции ге-
на FoxG1 на стадии Е16 на организацию коры го-
ловного мозга мышей еще предстоит оценить.

Впервые обнаружено снижение транскрипции
гена с-Мyc в гиппокампе мышей ZBTB33- пери-
натального возраста (Р2). Регуляцию этого гена
фактором KAISO уже показали ранее на ооцитах
лягушки и спленоцитах мыши, а также на клеточ-
ных культурах человека, но не в ЦНС [2, 5, 6]. В
клетках селезенки нокдаун гена Zbtb33 приводил
к увеличению экспрессии гена с-Мyc. Также вы-
явлен потенциальный предпочтительный сайт
связывания KAISO на промоторе гена с-Мyс мы-
ши внутри первого экзона [5]. Описано также
снижение уровня экспрессии с-Myc в клетках ра-
ка молочной железы, вызванное сайленсингом
KAISO [6]. По-видимому, существуют тканеспе-
цифичные различия в регуляции экспрессии гена
с-Мyc фактором KAISO, что может быть связано с
бимодальной ролью KAISO в регуляции генов и,
в частности, гена с-Мyc в разных тканях [2, 5, 6,
16]. Условный нокаут гена с-Мyc в нейрональных
клетках-предшественниках сдерживает рост моз-
га, а двойной нокаут с-Myc и его гомолога N-Myc
в клетках-предшественниках головного мозга
приводит к серьезным нарушениям развития
ЦНС, уменьшению объема мозга, снижению чис-
ла нейрональных клеток-предшественников [45,
46]. Предстоит установить, регулирует ли KAISO
пролиферацию и апоптоз клеток-предшественни-
ков в развивающемся гиппокампе мыши – струк-
туре мозга, важной для формировании эпизодиче-
ской памяти и ориентации в пространстве [47].

Нами впервые показано, что отсутствие фак-
тора KAISO приводит к снижению уровня тран-
скрипции гена фактора роста FGF9 в стриатуме
мышей ZBTB33– по сравнению с ZBTB33+.

Фактор роста FGF9 активирует рост и диффе-
ренцировку глии, которая, в свою очередь, вли-
яет на функцию нейронов [27, 28]. Однако реги-
он-специфичной корреляции транскрипции ге-
нов Fgf9 и рецептора FGFR3 не обнаружено.

Транскрипция генов Fgf9, Fgfr3, с-Мyc и FoxG1
в мозге мышей ZBTB33+ и ZBTB33– имеет раз-
личный возрастзависимый и регион-специфич-
ный характер. Это может быть связано со слож-
ной регуляцией транскрипции этих генов в струк-
турах мозга на разных стадиях развития. Влияние
нокаута Zbtb33 на транскрипцию этих генов мо-
жет, вероятно, варьировать в зависимости от стату-
са метилирования CpG-сайтов, которое может за-
висеть от стадии развития, отдела мозга и от таких
факторов, как гомологи KAISO (ZBTB4, ZBTB38),
а также от непрямой регуляции, опосредованной,
например, сигнальным путем WNT/β-катенин.

Выполнение экспериментальной части работы
поддержано грантом Российского фонда фунда-
ментальных исследований (№ 18-04-00869 А, дис-
секция мозга, выделение РНК и ПЦР в реальном
времени) и бюджетным проектом № 0259-2021-0015
(содержание и разведение животных) и выполне-
но с использованием оборудования ЦКП “Центр
генетических ресурсов лабораторных животных”
ФИЦ ИЦиГ СО РАН, поддержанного Минобр-
науки России (Уникальный идентификатор про-
екта RFMEFI62119X0023).

Обращение с животными соответствовало ре-
комендациям руководства по уходу и использова-
нию лабораторных животных Российского наци-
онального центра генетических ресурсов лабора-
торных животных на основе вивария, свободного
от специфических патогенов. Все процедуры с
участием животных соответствовали этическим
стандартам FELASA.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Zbtb33 GENE KNOCKOUT CHANGES TRANSCRIPTION OF THE Fgf9, Fgfr3, 
с-Мyc AND FoxG1 GENES IN THE DEVELOPING MOUSE BRAIN

N. B. Illarionova1, *, М. А. Borisova1, Е. Yu. Bazhenova1,
D. S. Zabelina2, D. V. Fursenko3, and A. V. Kulikov1

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Division, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

3Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: nina.illarionova@gmail.com

The transcription factor KAISO is important for proper development of animal embryos. In the cell, KAISO
regulates cell division and apoptosis. KAISO is abundant in the central nervous system. Here we describe the
effects of the Zbtb33 gene knockout on the transcription of several genes that regulate the development of the
central nervous system, including Fgf9, Fgfr3, Sox9, Sox2, с-Мyc, NeuroD1 and FoxG1. These genes are re-
lated to the Wnt/β-catenin signaling pathway, which is closely connected to KAISO. Hippocampus, frontal
cortex, and striatum tissues of C57BL/6j mice with a knockout in the Zbtb33 gene encoding KAISO
(ZBTB33–) and wild-type mice (ZBTB33+) were collected and profiled at different stages of development.
Age-dependent and region-specific differences in the mRNA levels of the Fgf9, Fgfr3, с-Мyc, FoxG1 genes in
the developing brain of ZBTB33– and ZBTB33+ mice were described and discussed.

Keywords: Kaiso, Wnt/β-catenin signaling, Fgf9, Fgfr3, с-Мyc, FoxG1, Real-time PCR, mouse, hippocam-
pus, striatum, frontal cortex
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ 5'-НЕТРАНСЛИРУЕМОЙ ОБЛАСТИ 
ГЕНОМА ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА
ИЗ РАЗНЫХ РЕГИОНОВ СЕВЕРНОЙ ЕВРАЗИИ1
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Проведен анализ нуклеотидных последовательностей 5′-нетранслируемой области (5′-UTR) геном-
ной РНК вируса клещевого энцефалита (ВКЭ), выделенной из 39 особей таежных клещей, собран-
ных в различных регионах Северной Евразии. Идентичность последовательностей 5′-UTR сибир-
ского и дальневосточного генотипов ВКЭ составила 89 и 95%, соответственно, в сравнении с про-
тотипными штаммами (Заусаев и 205). Обнаруженные замены характерны для этих двух генотипов
ВКЭ, что позволяет однозначно идентифицировать их. В 5′-UTR РНК выявлены вариабельные и
консервативные мотивы. Наибольшей вариабельностью отличались элементы B2, C1 и С2 Y-образ-
ной структуры 5′-UTR и предполагаемый сайт связывания вирусной РНК-зависимой РНК-поли-
меразы. Элементы А2, CS A, CS B и стартовый кодон были консервативными. При этом в вариа-
бельном элементе С1 5′-UTR ВКЭ, выделенного из клещей из различных географических районов,
пять замен были строго консервативными, тогда как у лабораторных вариантов ВКЭ в этом элемен-
те выявлено 11 различных замен. Чуть менее трети нуклеотидных замен картированы вне основных
элементов Y-образной структуры. Нуклеотидные замены, как правило, локализовались в петлевых
структурах, не затрагивая шпилечные области 5′-UTR ВКЭ. Полученные результаты показывают
существенную вариабельность 5′-UTR геномной РНК лабораторных штаммов и полевых изолятов
ВКЭ из таежных клещей, собранных в различных географических районах. Высказано предположе-
ние, что генетическая вариабельность 5′-UTR ВКЭ характерна для организации 5′-UTR генома
ВКЭ и может быть структурной основой эффективной репликации ВКЭ в различных клетках птиц,
млекопитающих и иксодовых клещей.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита, вирусный геном, нуклеотидная последовательность,
5′-нетранслируемая область, геномная РНК
DOI: 10.31857/S0026898421030149

ВВЕДЕНИЕ
Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) относит-

ся к семейству Flaviviridae, род Flavivirus [1]. Этот
род включает относительно просто устроенные
РНК-содержащие сферические оболочечные ви-
русы размером 40–60 нм. Геном ВКЭ представ-
лен одноцепочечной РНК(+) длиной ~9200–
11000 нуклеотидов [1]. Геномная РНК кодирует
один полипротеин, который подвергается про-
цессингу вирусными и клеточными протеазами с
образованием структурных и неструктурных ви-

русных белков. Геномная флавивирусная РНК
фланкирована 5′- и 3′-нетраслируемыми района-
ми (UTR), принципиально важными для иници-
ации вирусной репликации и формирования ре-
пликативного комплекса с участием вирусной
РНК-зависимой РНК-полимеразы [2, 3]. Приня-
то считать, что для репликации флавивирусной
РНК необходима циклизация генома с образова-
нием дцРНК из последовательностей 5′- и 3′-UTR
и формированием структуры типа “сковорода с
ручкой” [4–6] (рис. 1). Последовательность внут-
ри консервативной петли “А” (А1, А2) опознается
вирусной РНК-полимеразой, что необходимо для
начала синтеза минус-цепи вирусной РНК.

Нуклеотидные замены в элементах CS A и CS B
могут блокировать репликацию, даже если эле-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898421030149 для авторизованных поль-
зователей. 
Сокращения: 5′-UTR – 5′-нетранслируемая область;
ВКЭ – вирус клещевого энцефалита.

УДК 57.022
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ТРАНСКРИПТОМИКА
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менты не теряют способность образовывать ста-
бильные комплексы с 3′-UTR [8]. Показано, что
вариабельная область 5′-UTR геномной РНК
критична для проявления вирулентности у мы-
шей, а различия в 5′-UTR РНК природных вари-
антов ВКЭ приводят к различиям в эффективно-
сти репликации вируса [9, 10]. Вариабельность
5′-UTR связывают также с адаптацией вируса к
новым видам хозяев. Возможно, на особенности
организации 5′-UTR влияет также длительность
локальной микроэволюции ВКЭ в природных
экосистемах [6, 11].

В нашей работе представлены результаты изу-
чения генетического разнообразия 5′-UTR РНК
ВКЭ, выделенной непосредственно из иксодовых
клещей, преимущественно Ixodеs persulcatus, со-
бранных в различных регионах Северной Евразии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследованные образцы. Клещей (всего 591)

собирали в Новоcибирcкой облаcти, в районе
c. Бурмиcтрово, в городских биотопах Томска,
Екатеринбурга и Владивостока, в южных и цен-
тральных районах Pеспублики Коми и в Алтай-
ском крае в весенний период 2014–2015 гг. Участ-
ки для сбора выбирали в типичных местах обита-
ния клещей: лиственные и смешанные леса с
хорошо развитым травянистым покровом, вы-
рубки с естественным возобновлением листвен-
ных пород, луга, обочины дорог. В городской чер-

те клещей отлавливали в парковых зонах. Сбор
клещей проводили методом отлова “на флаг“ во
второй половине дня, когда наблюдается макси-
мальная активность иксодовых клещей. Клещей
транспортировали на влажной салфетке в сумках-
холодильниках при температуре 4°С и хранили при
температуре минус 18–24°С. Для определения вида
клеща секвенировали фрагмент 16S рРНК, кодиру-
емой митохондриальным геномом [12].

Пробоподготовка. Образцы растирали в ступке
с 300 мкл стерильного физраствора. Нуклеино-
вые кислоты выделяли из 100 мкл гомогената с
использованием пяти обьемов монофазного вод-
ного раствора фенола и гуанидинизотиоцианата
(ExtractRNA, “Евроген”, Россия), согласно ин-
струкции производителя. кДНК синтезировали с
использованием набора “MMLVRT kit” (“Евро-
ген”) согласно инструкции производителя. ПЦР
проводили с использованием наборов “БиоМа-
стер LRHS-ПЦР” (“BioLabMix”, Россия) в при-
лагаемом буфере с олигонуклеотидными прайме-
рами, комплементарными исследуемым локусам
РНК ВКЭ [6]. Температурные параметры ПЦР
(амплификатор T100, “Bio-Rad”, США): 94°С, 10 с;
58°С, 20 с; 72°C, 30 с (40 циклов); 72°С – 7 мин.

Электрофоретический анализ и выделение фраг-
ментов ДНК из геля. Продукты амплификации ана-
лизировали с помощью электрофореза в 2%-ном
агарозном геле в буфере 1× ТАЕ (40 мМ Трис, 2 мМ
Na2EDТА, уксусная кислота, pH 8.0). Для выделе-

Рис. 1. Предполагаемая вторичная структура генома вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) с обозначением основных
структурных элементов 5′-UTR. Вторичная структура 5′-UTR геномной РНК ВКЭ предсказана с помощью сервера
MFOLD 3.4 [7].
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ния продуктов амплификации из агарозного геля
использовали набор diaGene (“Диа-М”, Россия).

Определение нуклеотидных последовательно-
стей ДНК. Нуклеотидные последовательности
продуктов амплификации определяли с исполь-
зованием автоматического генетического анали-
затора ABI 3130xl (“Applied Biosystems”, США) и
набора реактивов BigDye Terminatorv 3.1 Cycle
Sequencing Kit (“Applied Biosystems”) согласно
инструкции производителя. Нуклеотидные по-
следовательности определяли не менее 2 раз в
независимых экспериментах. Нуклеотидные по-
следовательности выравнивали при помощи
приложения Lasergene 7 (DNASTAR). Последова-
тельности сравнения получены из базы данных
GenBank. Множественное выравнивание проводи-
ли при помощи приложения AlignX программного
пакета Vector NTI 11 (InforMax). Филогенетический
анализ последовательностей штаммов и изолятов
ВКЭ проводили при помощи программы MEGA
[13]. Экспериментально определенные последо-
вательности депонированы в GenBank под номера-
ми: MT002379–MT002390, MT002802–MT002815,
MT015646–M015648, KT205274–KT205282.

Вторичная структура 5′-UTR геномной РНК ВКЭ
предсказана с помощью сервера MFOLD 3.4 [7].

PЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Обнаружение ВКЭ в клещах. В работе исполь-

зовали 591 взрослого клеща I. persulcatus. Соотно-
шение самцов и самок в выборке было примерно
одинаковым. Вирусная РНК обнаружена в 39 об-
разцах, что составило в среднем 6.6%.

Генотипирование природных изолятов ВКЭ.
Определение нуклеотидной последовательности
5′-UTR вирусного генома позволило провести ге-
нотипирование 39 природных изолятов ВКЭ. Об-
наружены сибирский и дальневосточный геноти-
пы ВКЭ (рис. 2). Средний уровень идентичности
5′-UTR ВКЭ у отдельных дальневосточных кле-
щей составил 95, 89% – у сибирского генотипа
ВКЭ в сравнении с прототипными штаммами.

Анализ вариабельности 5'-UTR ВКЭ. Cравне-
ние нуклеотидных последовательностей 5′-UTR
ВКЭ выявило множественные замены с паттер-
ном, характерным для сибирского и дальнево-
сточного генотипов. Дальневосточные варианты
отличались от прототипных лабораторных штам-
мов ВКЭ (205 и Заусаев) 17–22 заменами, а сибир-
ские генотипы – 16–19. Паттерн нуклеотидных за-
мен позволяет генотипировать изоляты ВКЭ на
основе анализа относительно короткого фрагмен-
та генома и показывает выраженную изменчи-
вость нуклеотидной последовательности 5′-UTR у
лабораторных и клещевых вариантов ВКЭ.

Замены располагались неравномерно, так ана-
лиз 5′-UTR дальневосточных и сибирских изоля-

тов показал, что элементы B2, C1, С2 Y-образной
структуры 5′-UTR (табл. 1) содержат множествен-
ные нуклеотидные замены. В то же время элемен-
ты A2, CS A и CS В и стартовый кодон не содержат
или содержат единичные замены. Полученные
данные подтверждают существование консерва-
тивных и вариабельных районов в 5′-UTR РНК
ВКЭ. Причем районы вне основных структурных
элементов 5′-UTR также содержали множествен-
ные замены. Следует отметить, что в штаммах
ВКЭ, культивируемых в лабораторных условиях,
количество замен в элементе С1 и вне основных
доменов было в 2 раза больше, чем в природных
изолятах ВКЭ. В штаммах ВКЭ, культивируемых
в условиях лаборатории, накапливаются адаптив-
ные нуклеотидные/аминокислотные замещения.
Это позволяет предположить, что эти районы мо-
гут быть вовлечены в адаптацию ВКЭ к культиви-
рованию на клетках млекопитающих.

Следует отметить, что во всех 39 изолятах
ВКЭ, выделенных из клещей, вариабельный эле-
мент С1 содержит пять строго консервативных
замен, абсолютно идентичных во всех сибирских
вариантах. Другой вариант замен в этом же эле-
менте характерен для всех дальневосточных ВКЭ
из клещей, собранных в разных географических
районах. Консервативность замен в элементе С1
клещевых изолятов и более выраженная вариа-
бельность этого района у лабораторных штаммов
ВКЭ говорят о возможной значимости этих замен
для репликации вирусного генома в различных
типах клеток.

Практически для всех изолятов ВКЭ из Рес-
публики Молдова характерна сдвоенная замена в
позициях Т(30) и Т(35) на С между элементами В1
и В2 (рис. 3).

Эта сдвоенная замена ассоциирована с участ-
ком связывания вирусной РНК-зависимой РНК-
полимеразы [14]. Одним из возможных объясне-
ний наблюдаемой ситуации может быть участие
данных замен в адаптации ВКЭ к различным при-
родным условиям и/или к новым типам хозяев.

На рис. 4 представлена предполагаемая модель
циклизации 5′-UTR ВКЭ. Стрелками показано
расположение нуклеотидных замен, обнаружен-
ных в различных изолятах ВКЭ. В рамках модели
Y-структуры 5′-UTR ВКЭ выявленные нуклео-
тидные замены картируются преимущественно в
петлевых структурах, не затрагивая шпилечные.
Это дополнительно подтверждает предположе-
ние, согласно которому нуклеотидные замены в
петлевых районах Y-структуры могут быть вовле-
чены в обеспечение эффективной репликации
ВКЭ в клетках таежного клеща в различных рай-
онах Северной Евразии.

Ареал ВКЭ в основном совпадает с ареалом
обитания клещей I. persulcatus и I. ricinus на значи-
тельной части Северной Евразии. ВКЭ вызывает
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Рис. 2. Филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей 5′-UTR ВКЭ, выделенных из отдельных таеж-
ных клещей. Дополнено 9 последовательностями 5′-UTR ВКЭ из клещей, собранных ранее в Реcпублике Молдова
[14]. r – секвенированные последовательности 5′-UTR ВКЭ. Анализ проведен методом объединения ближайших со-
седей с использованием двухпараметрической модели Кимуры.
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Таблица 1. Распределение количества нуклеотидных замен в основных элементах 5′-UTR ВКЭ

Примечание. Указано общее количество нуклеотидных замен в изолятах и в лабораторных штаммах по отношению к прото-
типным ВКЭ (штаммы 205 и Заусаев).

* Использованы природные изоляты: Республика Молдова – 9 изолятов ВКЭ (KT205274–KT205282), Уральский регион –
13 (МТ002377–МТ002389), Республика Коми – 4 (МТ002390, МТ002802–МТ002804), Томск – 2 (МТ002805, МТ002806),
Новосибирск – 12 (МТ002807–МТ002815, МТ015646–МТ015648), Алтай – 3 (МТ002370–МТ002372), Владивосток – 5
(МТ002369, МТ002373–МТ002376).
** Использованы лабораторные штаммы ВКЭ: Заусаев, Васильченко, С11-13, Коларово, Латвия-1-96, EK-328 (все сибирский
генотип), 205, Глубинное-2004, Софьин, Томск-РТ12, Томск К6, Oshima 5-10 (дальневосточный генотип), Neudoerf (евро-
пейский генотип).

Элемент 5′-UTR ВКЭ Общее количество нуклеотидных замен в изолятах и лабораторных штаммах 
в сравнении с прототипными штаммами ВКЭ

штамм 
Заусаев/последова-
тельности клещевых 

изолятов ВКЭ*

штамм 
205/последователь-

ности клещевых 
изолятов ВКЭ*

штамм 
Заусаев/лабораторные 

штаммы ВКЭ**

штамм 
205/лабораторные 

штаммы ВКЭ**

Консервативные элементы 5′-UTR ВКЭ
A2 0 0 1 1
CS A 0 0 0 0
ATG 0 0 0 0
CS B 1 1 2 2

Вариабельные элементы 5′-UTR ВКЭ
B2 4 4 3 3
C1 5 5 11 11
C2 8 10 10 12
Замены вне основных 
элементов

8 8 19 19

клещевой энцефалит (КЭ), поражающий пре-
имущественно центральную нервную систему че-
ловека. Максимальная заболеваемость КЭ совпа-
дает с пиками сезонной активности иксодовых
клещей, обычно весной и в начале лета. В природ-
ных очагах КЭ клещи питаются на мелких млеко-
питающих и птицах, многие из которых также под-
держивают циркуляцию ВКЭ [15, 16]. Заболевае-
мость КЭ постоянно регистрируется в новых
странах Западной Европы, что указывает на фор-
мирование природных очагов КЭ в районах, ко-
торые ранее считались неэндемичными по КЭ
[17]. В настоящее время в странах Балтии и Сло-
вении КЭ встречается почти с такой же частотой,
как и в европейской части Российской Федера-
ции. Это предполагает, что ВКЭ должен обеспе-
чивать репликацию собственного генома и полу-
чение вирусного потомства в различных видах хо-
зяев. Птицы, мелкие млекопитающие и клещи
обеспечивают формирование природных очагов
КЭ и служат принципиальными хозяевами ВКЭ.
Биологические различия клеток клещей, птиц и
млекопитающих очень существенны, как и тем-
пературные факторы, необходимые для эффек-
тивной репликации ВКЭ в этих типах клеток.

Успешность адаптации ВКЭ к изменяющимся
условиям может быть обеспечена определенными

генетическими механизмами. Предполагается, что
вариабельность нуклеотидной последовательности
5′-UTR может предопределять эффективность ре-
пликации ВКЭ в иксодовых клещах и в клетках
других резервуарных хозяев в природных очагах
[11]. Это предположение основано на данных о
локализации в 5′-UTR геномной РНК флавиви-
русов сайтов связывания вирусной РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы и взаимодействии с рибосо-
мами клетки хозяина для обеспечения синтеза ви-
русного полипротеина.

Проведенный ранее анализ нуклеотидной по-
следовательности 5′-UTR геномной РНК ВКЭ,
выделенной из таежных клещей, показал, что
этот район вирусного генома весьма вариабелен и
содержит как консервативные, так и вариабель-
ные структурные элементы [6, 18]. В нашей рабо-
те география сбора клещей была расширена. Ви-
русная РНК обнаружена в 6.6% тестированных
таежных клещей. Большинство изолятов ВКЭ
принадлежали к дальневосточному генотипу, и
только образцы из Республики Коми и Томска
группировались с известными геновариантами
сибирского генотипа ВКЭ. Выраженное домини-
рование дальневосточного генотипа ВКЭ у иксо-
довых клещей свидетельствует в пользу того, что
в исследованных природных и городских очагах
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КЭ доминирует именно дальневосточный гено-
тип ВКЭ. Эпидемиологическая значимость ши-
рокого распространения дальневосточного гено-
типа ВКЭ связана с его более высокой патогенно-
стью для человека. Так, летальность от КЭ,
вызываемого вариантами ВКЭ, циркулирующими
в Приморском крае, может достигать 30% и более.
Европейские и сибирские геноварианты ВКЭ вы-
зывают более легкую форму заболевания с низ-
ким уровнем летальности (1–2%) [19].

Сравнение нуклеотидных последовательно-
стей 5′-UTR сибирских и дальневосточных кле-
щевых вариантов ВКЭ выявило множественные
нуклеотидные замены даже в относительно ко-
роткой последовательности из 181 нуклеотида.
Варианты дальневосточного генотипа ВКЭ отли-
чаются 17–22 нуклеотидными заменами от после-
довательности штамма Заусаев сибирского гено-
типа. В исследованных вариантах сибирского ге-
нотипа картированы 16–19 замен, отличающие
их от штамма 205 ВКЭ. Столь выраженные гене-
тические различия в 5′-UTR ВКЭ позволяют на
основе анализа последовательности короткого
фрагмента генома однозначно генотипировать
различные изоляты ВКЭ в пределах сибирского и
дальневосточного генотипов ВКЭ. С другой сто-
роны, это дополнительно подтверждает суще-

ствование выраженных генетических различий в
5′-UTR генома ВКЭ, изолированных из таежных
клещей и собранных в различных географических
регионах.

Наблюдаемые генетические отличия крайне
неравномерно распределены по основным эле-
ментам 5′-UTR ВКЭ. Элементы CS A и старт-ко-
дон ATG абсолютно консервативны, и нам не
удалось выявить замен во всех секвенированных
вариантах этих элементов. Консервативность
элемента CS A, по всей вероятности, связана с его
участием в эффективной инициации РНК-поли-
меразы и синтезом РНК различных флавивиру-
сов [20]. Конформация этого района определяет
как циклизацию генома, так и репликацию ви-
русной РНК, что предопределяет консерватив-
ность нуклеотидной последовательности данных
элементов 5′-UTR генома ВКЭ.

В элементах В2, С1, С2 клещевых вариантов
5′-UTR ВКЭ выявлено от 4 до 10 замен, а в куль-
тивируемых в лаборатории штаммах ВКЭ – от 3
до 11 замен. Вне основных элементов 5′-UTR в
клещевых вариантах ВКЭ обнаружено восемь замен,
а в культивируемых штаммах найдено 19 замен,
что позволило отнести эти районы к вариабель-
ным последовательностям 5′-UTR. Биологиче-
ский смысл подобной генетической изменчивости

Рис. 4. Локализация нуклеотидных замещений в 5′-UTR ВКЭ таежных клещей. Стрелками показаны замещения и их
позиции в 5′-UTR различных изолятов ВКЭ. Структура РНК построена на основе последовательности генома штамма
205. Вторичная структура 5′-UTR геномной РНК ВКЭ предсказана с помощью сервера MFOLD 3.4 [7].
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может быть связан с необходимостью обеспечить
репликацию вируса в различных типах клеток и в
различных хозяевах. Клетки клещей существенно
отличаются от клеток птиц и млекопитающих.
Температура клеща фактически не отличается от
температуры окружающей среды, поэтому для
синтеза вирусной РНК и вирусных белков фер-
ментные системы должны сохранять активность
при пониженных температурах.

Показано, что во всех 39 изолятах ВКЭ, выде-
ленных из клещей, вариабельный элемент С1 не-
сет пять замен, абсолютно идентичных во всех
сибирских вариантах, для дальневосточных вари-
антов ВКЭ характерны другие замены.

В последовательности между элементами В1 и
В2 выявлены две замены в позициях Т(30) и Т(35)
на С, характерные только для клещевых вариан-
тов ВКЭ из Республики Молдова [14] и ассоции-
рованные с участком связывания 5′-UTR с вирус-
ной РНК-полимеразой. Ранее эту сдвоенную за-
мену выявили в высокопатогенном для человека
дальневосточном штамме Глубинное ВКЭ [21], ко-
торый отличается высокой эффективностью син-
теза вирусных белков и формирования инфекци-
онных частиц. По этим показателям штамм Глу-
бинное в 5–10 раз превышает прототипный штамм
205 дальневосточного генотипа ВКЭ.

Полученные данные подтверждают идею о том,
что вариабельность 5′-UTR ВКЭ отражает особен-
ности строения генома флавивирусов, обеспечива-
ющие максимальную эффективность репликации
в клетках птиц, млекопитающих и клещей. Обна-
руженные множественные нуклеотидные замены,
по всей вероятности, могут приводить к измене-
нию вторичной структуры РНК 5′-UTR генома
ВКЭ и имеют принципиальное значение для
адаптации вируса в природных очагах к новым ви-
дам переносчиков и хозяев. Знание и понимание
пределов вариабельности вирусного генома прин-
ципиально важно как для лучшей диагностики
флавивирусных инфекций, так и для совершен-
ствования профилактики и лечения КЭ.

Статья поддержана Отраслевой научно-иссле-
довательской программой Роспотребнадзора
№ 141-00080-20-02.

Настоящая статья не содержит описания ка-
ких-либо исследований с участием людей или
животных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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GENETIC VARIABILITY OF 5'-UNTRASLATED REGION OF THE TICK-BORNE 
ENCEPHALITIS VIRUS GENOME IN VARIOUS REGIONS

OF NORTHERN EURASIA

E. P. Ponomareva1, *, V. A. Ternovoi1, T. P. Mikryukova1, E. V. Protopopova1,
N. L. Tupota1, and V. B. Loktev1

1State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, 630559 Russia

*e-mail: ponomareva_ep@vector.nsc.ru

The analysis of nucleotide sequences of 5′-noncoding region (5′-UTR) of tick-borne encephalitis virus
(TBEV) genomic RNA isolated from 39 of taiga ticks collected in various geographical regions of Northern
Eurasia was performed. The sequences of the 5'-UTR were 89 and 95% similar to that of the prototype strains
of Siberian and Far Eastern TBEV genotypes, respectively (Zausaev and 205). Detected substitutions allowed
unequivocal differentiation of the genotypes of TBEV. In 5′-UTR variable and conserved motifs of RNA were
identifiable. Structural elements B2, C1 and C2 of the Y-shaped structure of 5′-UTR and the putative binding
site for the viral RNA dependent RNA polymerase were the most variable. Elements A2, CS A and CS B as
well as the start codon were conserved. Within the variable element C1, five nucleotide substitutions were
strictly conserved in various geographical areas, while the laboratory TBE strain had 11 substitutions. Nearly
a third of identified nucleotide substitutions were mapped outside of the main elements of the Y-shaped
structure. Typically, nucleotide substitutions were located in loop structures, without affecting TBE 5′-UTR
hairpins. This study points at the genetic variability of the TBE virus 5′-UTR as a common feature which may
aid in effective replication of TBEV in various cell types of birds, mammals and ticks.

Keywords: encephalitis virus, genome virus, nucleotide sequences, of 5′-noncoding region, genomic RNA
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Преэклампсия – тяжелая гипертензивная патология, затрагивающая в мировом масштабе от 2 до
8% беременностей. Плохо изученный этиопатогенез, отсутствие предсказательных биомаркеров и
эффективных методов лечения данного осложнения беременности определяют высокую частоту
материнской и перинатальной заболеваемости и смертности. Существование расовых и этнических
различий в частоте развития преэклампсии представляет интерес с точки зрения эволюционной ме-
дицины, поскольку такую вариабельность можно рассматривать в качестве побочного эффекта
адаптивных изменений генетической структуры современных популяций, происходящих с момента
расселения Homo sapiens из Африки. Нами впервые изучено генетическое разнообразие популяций
Северной Евразии и мировых популяций проекта “1000 геномов” по 10 ассоциированным с преэк-
лампсией регуляторным полиморфным вариантам, а также оценена роль естественного отбора на
микроэволюционном уровне в его формировании. Показан высокий уровень межпопуляционного
разнообразия, наибольший вклад в который внесли различия по частотам аллелей rs3802252 гена
NDRG1 (FST = 0.157). Выявлено действие естественного отбора для rs10423795 гена LHB, rs2167270
гена LEP, rs2227262 и rs3802252 гена NDRG1, rs56153523 и rs8109071 гена SYDE1, rs72959687 гена
INHA. Полученные результаты соответствуют представлениям двух эволюционных гипотез возник-
новения преэклампсии: гипотезе “предковой предрасположенности” и гипотезе “генетического
конфликта интересов”.

Ключевые слова: преэклампсия, дифференциально экспрессирующиеся гены, регуляторный одно-
нуклеотидный полиморфизм (rSNP), популяции человека, генетическое разнообразие, естествен-
ный отбор
DOI: 10.31857/S0026898421030162

ВВЕДЕНИЕ

Преэклампсия (ПЭ) – тяжелая гипертензив-
ная патология, частота возникновения которой
варьирует в диапазоне от 2 до 8% беременностей
во всем мире [1–3]. Плохо изученный этиопато-
генез, отсутствие предсказательных биомаркеров
и эффективных методов лечения ПЭ определяют
высокую частоту материнской и перинатальной
заболеваемости и смертности [1–6]. Несмотря на
большое количество исследований, посвящен-
ных генетической архитектуре данной патологии,
и использование различных подходов, главные
гены подверженности к ПЭ не выявлены [7–9].

Изучение ПЭ в аспекте эволюционной меди-
цины является одним из перспективных направ-

лений поиска новых генетических маркеров, ко-
торые согласно эволюционным гипотезам мо-
гут быть вовлечены в этиопатогенез этого
осложнения беременности. В этом контексте
особый интерес представляют расовые и этни-
ческие различия в частотах развития ПЭ в со-
временных популяциях человека [2, 6, 10, 11].
Так, минимальная частота данной патологии
наблюдается среди монголоидов (1.2–1.9%), то-
гда как ее максимальные значения отмечаются
у европеоидов и негроидов (2–5%) [10–12].
Примечательно, что такие различия можно рас-
сматривать в качестве побочного результата
адаптивной эволюции, действующей с момента
расселения Homo sapiens из Африки на протяже-
нии формирования генофондов данных попу-

Сокращения: ПЭ – преэклампсия; SNP – однонуклеотидный полиморфизм; rSNP – регуляторный SNP; ДЭГ ‒ диффе-
ренциально экспрессирующиеся гены; PXB – равновесие Харди–Вайнберга; ПА – предковый аллель; ТФ – транскрипци-
онный фактор.

УДК 575.22:575.822:575.827.2

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА
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ляций. Результаты ряда исследований свиде-
тельствуют о том, что вариабельность частоты
развития ПЭ в современных популяциях чело-
века может зависеть от ряда факторов: количе-
ства потребляемой соли, характерного для тра-
диционной диеты [11, 13, 14], адаптации к гипо-
ксическому воздействию при проживании в
высокогорных регионах [14, 15], различий в
размерах малого таза у представительниц раз-
ных этносов [11, 16]. Таким образом, анализ ро-
ли естественного отбора на микроэволюцион-
ном уровне в формировании наследственной
подверженности к ПЭ наряду с изучением сре-
довых особенностей и традиционного образа
жизни, вероятно, будет способствовать лучше-
му пониманию этиопатогенеза, а также причин
происхождения и распространения данной па-
тологии беременности в современных популя-
циях человека.

Представленная работа посвящена изучению
вклада адаптивной эволюции в формирование
наследственной подверженности к развитию ПЭ по
системе регуляторных полиморфных вариантов
(rSNP) дифференциально экспрессирующихся ге-
нов (ДЭГ), выявленных благодаря анализу тран-
скриптома плацентарной ткани. В рамках данного
исследования впервые охарактеризовано генетиче-
ское разнообразие популяций Северной Евразии и
мировых популяций из проекта “1000 геномов” по
ассоциированным с ПЭ 10 rSNP восьми ДЭГ
(rs10985257 гена CORO2A, rs72959687 гена INHA,
rs2167270 гена LEP, rs10423795 гена LHB,
rs2227262, rs3802252 гена NDRG1, rs1671215 гена
RDH13, rs34845949 гена SASH1, rs56153523 и
rs8109071 гена SYDE1), а также оценена роль есте-
ственного отбора на микроэволюционном уровне
в его формировании.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материал для исследования представлен 1880

образцами ДНК из биологической коллекции
“Биобанк населения Северной Евразии” НИИ
медицинской генетики Томского НИМЦ (табл. 1).
Первая группа образцов ДНК охватывает этни-
ческие выборки из 10 популяций Северной
Евразии: русские, удмурты, цезы, ханты, хака-
сы, киргизы, якуты, буряты, калмыки, нивхи.
Численность этой группы составила 955 нерод-
ственных индивидов, не разделенных по полу,
возрасту и с отсутствием метисации более чем в
трех поколениях. Этническая принадлежность
и родословная каждого индивида установлена в
соответствии с результатами индивидуального
анкетирования. Вторая группа включает 925 об-
разцов ДНК женщин из русской (N = 498) и
якутской (N = 427) популяций, которые соглас-
но течению и исходам беременности были раз-
делены на группу больных ПЭ (195 русских и

217 якуток) и контрольную группу с физиологи-
ческим течением беременности (303 русские и
210 якуток). Эта выборка включена в исследо-
вание на этапе проведения ассоциативного ана-
лиза 46 rSNP 21 ДЭГ с развитием ПЭ у русских
и якутов [17]. В состав выборки мировых попу-
ляций вошли 1986 индивидов, представителей
20 популяций из проекта “1000 геномов” (табл. 1):
ишаны, гамбийцы, лухья, менде, йоруба, фин-
ны, британцы, иберийцы, тосканцы, индийцы,
индийцы телугу, пенджабцы, ланкийские тами-
лы, бенгальцы, китайцы (разделены в соответ-
ствии с регионом проживания на три группы),
японцы, вьеты, перуанцы [18]. Суммарный объ-
ем используемых выборок составил 3866 инди-
видов.

Характеристику генетического разнообразия
10 популяций Северной Евразии по 10 rSNP вось-
ми ДЭГ (rs10985257 гена CORO2A, rs72959687 гена
INHA, rs2167270 гена LEP, rs10423795 гена LHB,
rs56153523 и rs8109071 гена SYDE1, rs1671215 ге-
на RDH13, rs34845949 гена SASH1, rs2227262 и
rs3802252 гена NDRG1), ассоциированным с раз-
витием ПЭ в нашем предыдущем исследовании
[17, 19–22], проводили методом ПЦР в режиме
реального времени с использованием TaqMan-
зондов от “Applied Biosystems” (CША) и “ДНК-
синтез” (Россия). Нуклеотидные последователь-
ности праймеров доступны по запросу.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакетов программ Statistica 7.0 и
Arlequin 3.1. Соответствие распределения частот
аллелей и генотипов равновесию Харди‒Вайн-
берга (РХВ) оценивали с помощью критерия χ2.
Уровень генетического разнообразия и межпопу-
ляционной дифференциации вычисляли методом
анализа молекулярной вариабельности (AMOVA).
Анализ генетических взаимоотношений между
30 популяциями проводили методом главных
компонент. Селективную нейтральность изучен-
ных генетических маркеров оценивали с помо-
щью теста Юинса–Ваттерсона [23]. Роль давле-
ния отбора в формировании генетического раз-
нообразия в группах негроидов, европеоидов и
монголоидов по ассоциированным с ПЭ 10 rSNP
оценивали с использованием тестов нейтрально-
сти Таджимы и Фу [24, 25].

Проведение исследования одобрено Комите-
том по биомедицинской этике НИИ медицинской
генетики Томского НИМЦ. Экспериментальные
исследования выполнены на базе Центра коллек-
тивного пользования научно-исследовательским
оборудованием и экспериментальным биологиче-
ским материалом “Медицинская геномика” НИИ
медицинской генетики Томского НИМЦ.
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Таблица 1. Характеристика обследуемых популяционных выборок

Примечание. N – численность исследованной выборки (чел.), АО – автономный округ, ХМАО – Ханты-Мансийский авто-
номный округ. Полужирным выделены популяции Северной Евразии. *Выборка, включенная в исследование на этапе про-
ведения анализа методом случай–контроль [17]. CON – контрольная группа, PE – группа больных ПЭ.

Регион Этнос Локализация N

Африка

ESN Ишаны Нигерия 99

GWD Гамбийцы Гамбия 113

LWK Лухья г. Уэбуай, Кения 99

MSL Менде Сьерра-Леоне 85

YRI Йоруба г. Ибадан, Нигерия 108

Западная Европа

FIN Финны Финляндия 99

GBR Британцы Англия, Шотландия 91

IBS Иберийцы Испания 107

TSI Тосканцы Италия 107

Кавказ DAG Цезы с. Бежта, с. Кидеро, респ. Дагестан, РФ 96

Восточная Европа

UDB Удмурты пос. Балезино, Удмуртская респ., РФ 91

RUS Русские г. Кемерово, Кемеровская обл., РФ 96

RUSCON* Русские г. Томск, Томская обл., РФ 303

RUSPE* Русские г. Томск, Томская обл., РФ 195

Индостан

GIH Индийцы Выходцы из штата Гуджарат, проживающие 
в г. Хьюстон, США

103

ITU Индийцы телугу Выходцы, проживающие в Великобритании 102

PJL Пенджабцы г. Лахор, Пакистан 96

STU Ланкийские тамилы Выходцы, проживающие в Великобритании 102

BEB Бенгальцы Бангладеш 86

Центральная Азия KAL Калмыки г. Элиста, респ. Калмыкия, РФ 96

Средняя Азия KGS Киргизы г. Ош, Киргизия 96

Сибирь

BUR Буряты пгт Агинское, Забайкальский край, РФ 96

KHA Хакасы Аскизский р-н, респ. Хакасия, РФ 96

HAR Ханты д. Русскинская, ХМАО, РФ 96

YAK Якуты с. Бяди, респ. Саха (Якутия), РФ 96

YAKCON* Якуты г. Якутск, респ. Саха (Якутия), РФ 210

YAKPE* Якуты г. Якутск, респ. Саха (Якутия), РФ 217

Восточная Азия

CDX Китайцы Сишуанбаньна-Дайский АО, Китай 93

CHB Китайцы г. Пекин, Китай 103

CHS Китайцы Южный Китай 105

JPT Японцы г. Токио, Япония 104

KHV Вьеты г. Хошимин, Вьетнам 99

Дальний Восток NIN Нивхи Охинский р-н, Сахалинская обл., РФ 96

Америка PEL Перуанцы г. Лима, Перу 85
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Характеристика генетического разнообразия 

исследуемых популяций по 10 rSNP, 
ассоциированным с развитием ПЭ

Распределения частот предковых аллелей
(ПА) исследованных 10 rSNP в популяциях Се-
верной Евразии и мировых популяциях из проек-
та “1000 геномов” приведены в табл. 2. Отклоне-
ние в соответствии распределения частот геноти-
пов РХВ выявлено среди популяций Северной
Евразии в 8% случаев, при этом накоплений по от-
дельным маркерам или популяциям не наблюда-
лось. С учетом поправки Бонферрони только три
из восьми отклонений от РХВ достигли порогово-
го уровня значимости (р = 0.005): rs56153523 гена
SYDE1 (в популяции удмуртов) и rs3802252 гена
NDRG1 (в популяциях цезов и нивхов). Такие ре-
зультаты могут отражать как специфику популя-
ционно-генетических процессов, происходящих
в данных популяциях, так и вероятное действие
естественного отбора [26]. В целом, частоты алле-
лей и генотипов исследуемых rSNP в популяциях
Северной Евразии находятся в диапазоне, наблю-
даемом в мировых популяциях проекта “1000 гено-
мов” [18].

Все изученные rSNP полиморфны (за исклю-
чением rs2227262 гена NDRG1) в трех популяциях
Африки (ишаны, менде, йоруба). Примечатель-
но, что для данного rSNP характерна высокая ча-
стота ПА, при этом его минимальные значения
наблюдаются среди популяций Индостана (от
77.1% у пенджабцев до 83% у индийцев). Наряду с
этим наименьшая вариабельность частоты ПА в
30 популяционных выборках показана для трех
rSNP: rs10985257 гена CORO2A (от 69.9% у цезов
до 93.5% у китайцев), rs1671215 гена RDH13 (от
58.9% у хакасов до 83.7% у японцев) и rs72959687 ге-
на INHA (от 68.9% у хакасов до 94.2% у гамбийцев).

Наибольшая вариабельность частот ПА выявле-
на у шести rSNP: rs10423795, rs2167270, rs34845949,
rs3802252, rs56153523 и rs8109071. Так, максималь-
ная частота ПА полиморфного варианта rs10423795
гена LHB обнаружена у киргизов (74.7%) и хака-
сов (76.7%), тогда как минимальная – в популя-
циях финнов (38.4%), цезов (31.6%), русских
(31.8%) и перуанцев (31.8%). Наибольшие значе-
ния частоты ПА rs2167270 гена LEP отмечены в
популяциях калмыков (83.7%), бурятов (82%),
китайцев (87.1%) и японцев (81.7%), минималь-
ная частота показана у цезов (37%) и перуанцев
(48.8%). Высокая частота ПА второго полиморф-
ного варианта гена NDRG1 – rs3802252, наблюда-
ется в некоторых популяциях Северной Евразии
(87.2% у цезов, 80.1% у удмуртов, 88.7% у калмы-
ков, 83.5% у хакасов, 94% у нивхов), при этом его
наименьшая частота характерна для популяций
Индостана (от 32.6% у бенгальцев до 36.3% у ин-
дийцев телугу), Восточной Азии (34.3% у китай-

цев и 35.6% у японцев) и Южной Америки (20.6%
у перуанцев). Максимальная частота ПА среди
представителей негроидной расы отмечается у
двух rSNP: rs34845949 гена SASH1 (от 90.4% у
лухья до 96% у гамбийцев) и rs56153523 гена
SYDE1 (от 87.9% у лухья до 99.5% у ишанов). На-
ряду с популяциями Африки высокая частота ПА
наблюдается среди популяций: Кавказа (86.5% у
цезов), Индостана (от 86% у бенгальцев до 93.2%
у индийцев) и Южной Америки (88.8% у перуан-
цев) для rs34845949; Западной Европы (81.3% у
британцев, 85.5% у иберийцев, 84.1% у тоскан-
цев), Кавказа (92.7% у цезов) для rs56153523. Низ-
кая частота ПА показана в популяциях Восточной
Азии (от 59.6% у вьетов до 65% у китайцев) и по-
пуляциях Сибири (63.5% у якутов, 60.9% у буря-
тов), а также в популяциях Сибири (41.7% у хан-
тов, 53.7% у якутов) и Америки (55.3% у перуан-
цев) для rs34845949 и rs56153523 соответственно.
Кроме того, высокая частота ПА полиморфного
варианта rs8109071 гена SYDE отмечена в популя-
циях Африки (от 67.7% у лухья до 79.6% у йоруба),
Кавказа (87.2% у цезов) и Западной Европы (от
69.7% у финнов до 80.4% у тосканцев), тогда как
минимальная частота встречается среди популя-
ций Сибири (41.7% у хантов и 47.9% у якутов).

Генетическая дифференциация исследуемых 
популяций и их взаимоотношения

Характеристика степени генетической диффе-
ренциации (FST) суммарной выборки из 30 попу-
ляций по каждому из 10 rSNP представлена на
рис. 1. Все изученные rSNP показали статистиче-
ски значимую дифференциацию. Согласно полу-
ченным результатам, наибольший вклад в фор-
мирование межпопуляционного разнообразия
вносит различие по частотам аллелей rs3802252
гена NDRG1 (0.157), тогда как наименьшая сте-
пень генной дифференциации популяций харак-
терна для: rs10985257 гена CORO2A (0.0257),
rs1671215 гена RDH13 (0.0273) и rs72959687 гена
INHA (0.0297). Общий коэффициент генетиче-
ской дифференциации суммарной выборки по
изученным rSNP составил 0.0697 (p < 0.001).

Анализ межпопуляционных генетических вза-
имоотношений 10 популяций Северной Евразии,
20 мировых популяций проекта “1000 геномов” и
четырех выборок русских и якутских женщин,
разделенных на группу контроля и группу боль-
ных ПЭ, показал, что две первые главные компо-
ненты объясняют 55% вариабельности частот ал-
лелей исследуемых 10 rSNP (рис. 2). Наблюдается
распределение изученных популяций по регио-
нам: Африка (слева в области отрицательного
значения первого и положительного значения
второго факторов), Кавказ (слева в области отри-
цательных значений первого и второго факто-
ров), Европа (слева в области отрицательных зна-
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Таблица 2. Характеристика частот ПА (%) 10 rSNP в изученных популяциях

*Cогласно данным, полученным нами ранее [17, 19–22].
Примечание. Полужирным выделены ПА. ESN – ишаны; GWD – гамбийцы; LWK – лухья; MSL – менде; YRI – йоруба; FIN –
финны; GBR – британцы; IBS – иберийцы; TSI – тосканцы; DAG – цезы; UDB – удмурты; RUS – русские (CON – контроль-
ная группа, PE – группа больных ПЭ); GIH – индийцы; ITU – индийцы телугу; PJL – пенджабцы; STU – ланкийские тамилы;
BEB – бенгальцы; KAL – калмыки; KGS – киргизы; BUR – буряты; KHA – хакасы; HAR – ханты; YAK – якуты (CON – контроль-
ная группа, PE – группа больных ПЭ); CDX, CHB, CHS – китайцы; JPT – японцы; KHV – вьеты; NIN – нивхи; PEL – перуанцы.
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ESN 60.6 79.8 60.6 55.6 100 94.9 70.2 99.5 92.9 74.7
GWD 53.5 80.1 59.3 57.1 98.2 96.0 64.2 91.6 94.2 77.0
LWK 47.0 70.2 65.7 50.0 99.0 90.4 76.3 87.9 91.9 67.7
MSL 54.7 75.3 63.5 53.5 100 93.5 72.9 94.7 94.1 74.7
YRI 53.2 79.2 63.0 53.2 100 95.4 69.4 98.1 90.3 79.6

Западная Европа

FIN 38.4 72.2 77.8 60.1 85.4 74.7 42.9 70.7 79.3 69.7
GBR 42.9 75.3 70.3 61.0 80.8 69.8 44.5 81.3 80.8 79.7
IBS 40.7 79.0 69.2 64.5 90.7 71.0 47.7 85.5 82.2 78.5
TSI 43.9 70.6 62.1 66.4 84.6 70.6 40.7 84.1 80.8 80.4

Кавказ DAG 31.6 69.9 80.5 37.0 85.8 86.5 87.2 92.7 78.9 87.2

Восточная Европа

UDB 41.5 78.8 80.2 57.7 90.7 79.4 80.1 62.2 84.4 58.3
RUS 31.8 81.1 79.2 63.5 86.5 68.8 50.0 75.5 82.3 74.0
RUSCON 41.0 92.0 74.0 69.1 84.0 70.0 45.0 59.0 82.0 75.0
RUSPE 49.0 83.0 79.0 64.9 86.0 68.0 44.0 71.0 76.0 60.0

Индостан

GIH 46.1 87.4 61.7 68.9 83.0 93.2 35.4 60.2 94.2 51.0
ITU 48.5 80.4 64.2 70.6 80.4 88.7 36.3 61.8 91.2 53.4
PJL 47.9 81.8 65.6 77.6 77.1 87.0 32.8 69.8 92.7 59.9
STU 41.7 85.3 60.8 73.0 78.9 89.2 34.3 60.8 92.2 52.0
BEB 56.4 89.5 65.7 72.7 82.0 86.0 32.6 63.4 88.4 56.4

Центральная Азия KAL 55.5 88.0 70.3 83.7 93.1 66.3 88.7 67.4 83.7 58.9
Средняя Азия KGS 74.7 87.7 71.9 72.9 86.3 67.7 70.3 70.9 83 61.1

Сибирь

BUR 44.7 85.8 61.7 82.8 89.9 60.9 50.0 61.5 79.7 54.7
KHA 76.7 89.5 58.9 76.6 84.4 72.9 83.5 69.8 68.9 62.6
HAR 58.9 76.6 77.1 67.7 82.8 76.0 76.1 41.7 91.7 41.7
YAK 64.4 76.4 70.8 71.4 90.4 63.5 58.0 53.7 93.2 47.9
YAKCON 59.0 96.0 67.0 73.8 84.0 78.0 52.0 48.0 88.0 41.0
YAKPE 60.0 92.0 71.0 78.2 89.0 75.0 60.0 44.0 88.0 41.0

Восточная Азия

CDX 69.9 93.5 80.6 87.1 94.6 61.8 47.3 72.6 83.9 64.5
CHB 64.6 88.8 81.6 78.6 87.9 65.0 41.3 80.6 80.1 66.5
CHS 66.2 84.3 82.4 78.1 89.0 61.4 34.3 63.3 78.1 48.1
JPT 65.4 90.4 83.7 81.7 84.1 58.2 35.6 63.0 83.2 49.0
KHV 66.7 88.9 75.8 76.3 91.4 59.6 44.9 65.7 82.8 49.5

Дальний Восток NIN 69.0 81.0 64.9 68.1 87.2 77.4 94.0 76.3 86.6 61.4
Америка PEL 31.8 91.8 59.4 48.8 94.7 88.8 20.6 55.3 74.7 51.2
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Рис. 1. Генетическая дифференциация суммарной выборки 30 исследуемых популяций по 10 rSNP, ассоциированным
с развитием ПЭ.
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чений первого и второго факторов), Индостан
(справа в области положительных значений пер-
вого и второго факторов). Отмечается выделение
отдельного кластера монголоидов (справа, пре-
имущественно в области отрицательных значе-
ний первого и второго факторов), при этом дан-

ный кластер подразделяется согласно территори-
альному расположению на популяции Сибири,
Средней и Центральной Азии и популяции Во-
сточной Азии. Примечательно, что выборки ни-
вхов и перуанцев могут быть объединены в от-
дельный кластер (слева, в области отрицательных

Рис. 2. Пространство главных компонент 34 популяционных выборок по частотам аллелей 10 rSNP, ассоциированных
с развитием ПЭ. ESN – ишаны; GWD – гамбийцы; LWK – лухья; MSL – менде; YRI – йоруба; FIN – финны; GBR –
британцы; IBS – иберийцы; TSI – тосканцы; DAG – цезы; UDB – удмурты; RUS – русские (CON – контрольная груп-
па, PE – группа больных ПЭ); GIH – индийцы; ITU – индийцы телугу; PJL – пенджабцы; STU – ланкийские тамилы;
BEB – бенгальцы; KAL – калмыки; KGS – киргизы; BUR – буряты; KHA – хакасы; HAR – ханты; YAK – якуты (CON –
контрольная группа, PE – группа больных ПЭ); CDX, CHB, CHS – китайцы; JPT – японцы; KHV – вьеты; NIN – нивхи;
PEL – перуанцы.
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значений первого и положительных значений
второго факторов), что согласуется с результата-
ми исследований, в которых показана значимая
роль популяции нивхов и популяций Восточной
Азии в происхождении популяций Америки [27].
Наряду с кластеризацией исследуемых популя-
ций наблюдается кластеризация группы больных
ПЭ и группы контроля у русских (справа в области
положительных значений первого и отрицатель-
ных значений второго факторов) и якутов (справа в
области положительных значений первого и второ-
го факторов), что может указывать на популяцион-
ную специфичность подверженности к ПЭ.

Полученная в пространстве главных компо-
нент картина не отражает географическое распо-
ложение данных популяций, что отличается от
ожиданий нейтральной эволюции генетического
разнообразия за счет миграций и генетического
дрейфа в ходе расселения современного человека
из Африки. Можно предположить, что такие ре-
зультаты выявляют участие естественного отбора
в ходе адаптации популяций к новым средовым
условиям в процессе заселения новых территорий
за пределами Африки.

Вклад естественного отбора в формирование 
генетического разнообразия популяций

по изученным маркерам ПЭ
Анализ селективной нейтральности 10 rSNP

по 20 мировым популяциям из проекта “1000 ге-
номов” и 10 популяциям Северной Евразии прово-
дили с помощью теста Юинса–Ваттерсона (табл. 3).
Отклонение от селективной нейтральности выяв-
лено у пяти rSNP: rs10423795 гена LHB, rs2167270
гена LEP, rs3802252 гена NDRG1, rs56153523 и
rs8109071 гена SYDE1. Важно отметить системати-
ческое отклонение от нейтральности rs10423795 и
rs8109071 в большинстве исследуемых популя-
ций. Кроме того, в популяциях перуанцев и бу-
рятов показано отклонение от гипотезы селек-
тивной нейтральности максимального числа rSNP:
rs2167270, rs56153523, rs8109071 и rs10423795,
rs3802252, rs8109071 соответственно.

Отклонение от селективной нейтральности
свидетельствует о действии направленного отбора
в случае статистически значимого увеличения на-
блюдаемой гомозиготности (Fo) по отношению к
ожидаемой (Fe), тогда как значимое снижение Fo
относительно Fe характерно для балансирующего
отбора [26]. Таким образом, регуляторный поли-
морфный вариант rs10423795 гена LHB находится
под действием направленного отбора в 10 популя-
циях (гамбийцы, лухья, менде, британцы, тоскан-
цы, индийцы, индийцы телугу, пенджабцы, бен-
гальцы, калмыки), тогда как сигналы балансирую-
щего отбора выявлены только в двух популяциях
(йоруба, буряты). Действие естественного отбора
характерно для rs2167270 гена LEP в популяциях

Африки (направленный отбор у ишанов, лухья,
менде; балансирующий отбор у йоруба) и Америки
(балансирующий отбор у перуанцев). В случае гена
NDRG1 действие естественного отбора выявлено
только для rs3802252. Так, в популяциях британ-
цев, иберийцев, бурятов и вьетов обнаружено дей-
ствие направленного отбора, тогда как у финнов,
русских и китайцев показано действие балансирую-
щего отбора. Под действием направленного отбора
также находятся два rSNP гена SYDE1: rs56153523 у
якутов, перуанцев и rs8109071 у индийцев, индий-
цев телугу, бенгальцев, японцев, вьетов. Примеча-
тельно, что действие балансирующего отбора на-
блюдается только для rs8109071 у ланкийских тами-
лов, бурятов, якутов, китайцев и перуанцев.

Оценку роли естественного отбора в формиро-
вании уровня генетического разнообразия попу-
ляций, разделенных согласно расовой принад-
лежности на группы негроидов, европеоидов и
монголоидов, проводили с использованием те-
стов нейтральности Таджимы и Фу (табл. 4) [24,
25]. Для трех исследуемых групп положительные
и отрицательные значения критерия D Таджимы
статистически значимо не отличались. Значения
критерия Fs теста Фу показали статистически зна-
чимые отличия для пяти rSNP: rs72959687 гена
INHA, rs2227262 гена NDRG1, rs56153523 и rs8109071
гена SYDE1 в группе негроидов и rs10423795 гена
LHB в группе европеоидов. Все значения критерия
Fs имеют отрицательное значение, что может сви-
детельствовать как о действии очищающего отбо-
ра, так и о популяционной экспансии и миграции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами ранее результаты [17, 19–22]
свидетельствуют о важной роли 10 rSNP восьми
ДЭГ в формировании наследственной подвер-
женности к развитию ПЭ у русских и якутов. В
рамках настоящей работы по данным маркерам
проведен поиск сигналов естественного отбора
на микроэволюционном уровне, который выявил
значимый вклад адаптивной эволюции в генети-
ческую архитектуру ПЭ по системе семи rSNP пя-
ти ДЭГ (рис. 3). Так, действие очищающего отбо-
ра выявлено с помощью теста нейтральности Фу
для rs2227262 гена NDRG1 и rs72959687 гена INHA.
При использовании теста Юинса–Ваттерсона от-
клонение от селективной нейтральности показа-
ли два rSNP: rs2167270 гена LEP и rs3802252 гена
NDRG1. Кроме того, по совокупности результатов
тестов Фу и Юинса–Ваттерсона действие есте-
ственного отбора обнаружено для rs10423795 гена
LHB и rs56153523, rs8109071 гена SYDE1.
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СЕРЕБРОВА и др.

Продукты ДЭГ, биологические процессы и белок-
белковые взаимодействия с их участием. 

Предполагаемая роль выявленных факторов 
транскрипции в этиопатогенезе ПЭ

Гены, rSNP которых находятся под действием
естественного отбора, это новые гены-кандидаты
ПЭ, выявленные благодаря анализу транскрип-
тома плацентарной ткани [28–35]. Несмотря на
то что функции большинства ДЭГ изучены недо-
статочно, результаты ряда исследований позво-
ляют сделать выводы об их возможном вкладе в
развитие ПЭ, основанные на характеристике мо-
лекулярных механизмов и функций продуктов
данных генов (табл. 5).

Функциональная аннотация пяти ДЭГ прове-
дена с помощью онлайн ресурса “WebGestalt”.
Выявлено 10 категорий Gene Ontology (включа-
ющих различные биологические процессы и

молекулярные функции), в которые вовлечены
два и более исследуемых ДЭГ. Гены INHA и LEP
представлены в шести категориях биологиче-
ских процессов, связанных с секрецией фолли-
кулостимулирующего гормона (ФСГ, GO:0046884,
1.3 × 10–6), регуляцией секреции ФСГ (GO:0046880,
9 × 10–7), положительной регуляцией секреции
ФСГ (GO:0046881, 9 × 10–7), секрецией гонадо-
тропинов (GO:0032274, 6.3 × 10–6), регуляцией
секреции гонадотропинов (GO:0032276, 3.3 × 10–6),
положительной регуляцией секреции гонадотро-
пинов (GO:0032278, 1.3 × 10–6). Для трех ДЭГ
(INHA, LEP, LHB) выявлены три категории биоло-
гических процессов, связанных с дифференциаци-
ей пола (GO:0007548, 3 × 10–5), развитием первич-
ных половых признаков (GO:0045137, 1.7 × 10–5),
развитием гонад (GO:0008406, 1.6 × 10–5), и одна
категория молекулярных функций, связанная с

Таблица 4. Значение тестов нейтральности Таджимы и Фу

Примечание. Изученные группы разделены согласно расовой принадлежности, где CEU – европеоиды, CHB – монголоиды,
YRI – негроиды. Критерий rank score – ранговое значение, равное –lg(p), где p – уровень значимости. Статистически значи-
мые отличия выявлены при значении критерия rank score > 1.3 (выделены полужирным), что соответствует уровню значимо-
сти p < 0.05.

rSNP

Тест Таджимы Тест Фу

Критерий D (rank score) Критерий Fs (rank score)

YRI CEU CHB YRI CEU CHB

rs10423795 0.2 (0.1) 1.2 (0.1) 0.7 (0.1) –149.4 (1.0) –130.0 (1.4) –124.2 (1.1)
rs10985257 –0.2 (0.2) 0.3 (0.3) 1.3 (0.3) –159.9 (1.1) –111.2 (1.2) –93.6 (0.9)
rs1671215 0.1 (0.1) 0.8 (0.1) 0.7 (0.1) –114.8 (0.6) –62.3 (0.7) –79.1 (0.7)
rs2167270 –0.8 (0.6) –0.5 (0.6) –0.5 (0.6) –107.8 (0.6) –45.4 (0.5) –23.1 (0.2)
rs2227262 –0.7 (0.5) 0.6 (0.2) 0.2 (0.2) –207.6 (2.2) –113.4 (1.2) –104.6 (0.9)
rs34845949 –0.1 (0.1) 1.0 (0.1) 0.9 (0.1) –69.8 (0.3) –60.6 (0.7) –59.2 (0.6)
rs3802252 –0.5 (0.3) –0.2 (0.5) 1.1 (0.5) –143.7 (0.9) –54.9 (0.6) –62.6 (0.6)
rs56153523 –0.4 (0.3) 0.6 (0.2) 1.2 (0.2) –188.2 (1.7) –84.1 (0.9) –113.8 (1.0)
rs72959687 –0.9 (0.7) 0.5 (0.2) 1.0 (0.2) –176.5 (1.4) –76.7 (0.8) –123.5 (1.1)
rs8109071 –0.3 (0.2) 1.5 (0.0) 1.9 (0.0) –180.8 (1.5) –86.1 (0.9) –97.7 (0.9)

Рис. 3. Вклад естественного отбора на микроэволюционном уровне в формирование наследственной подверженности
к преэклампсии (ПЭ).
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гормональной активностью (GO:0005179, 2.5 ×
× 10–6). Наряду с этим, два ДЭГ (NDRG1, SYDE1)
не обладают статистически значимой общностью
биологических функций.

Взаимоотношения продуктов пяти ДЭГ оха-
рактеризованы с помощью онлайн ресурса
“STRING” [45]. Транскрипционные факторы
(ТФ), взаимодействующие с семью rSNP, ассоци-
ированными с развитием ПЭ, идентифицировали
с использованием ресурса “RegulomeDB” [46].
Согласно полученным данным, cемь rSNP пяти
ДЭГ располагаются в сайтах связывания с 87 ТФ,
из которых 21 ТФ общий для двух и более изучен-
ных генов. В дальнейший анализ включены семь об-
щих наиболее значимых ТФ: MYC, SP1, POLR2A,
CEBPB, CEBPG, RAD21, BHLHE40. В качестве
критериев выбора использовали: количество ис-
следуемых rSNP, локализованных в сайтах связы-
вания с каждым ТФ; функциональную значи-
мость выявленных ТФ; степень и эффекты взаи-
модействия ТФ с продуктами пяти ДЭГ и между
собой. На рис. 4 представлена характеристика

белок-белковых взаимодействий пяти ДЭГ и се-
ми ТФ.

Согласно полученным данным, включенные в
исследование ТФ могут играть значимую роль в
этиопатогенезе ПЭ. Так, модулятор окислитель-
ного стресса CEBPB (CCAAT/Enhancer Binding
Protein Beta) участвует в пролиферации и диффе-
ренцировке клеток, иммунных и воспалительных
ответах [47, 48]. ТФ CEBPB контролирует процесс
децидуализации у мышей, тогда как у человека он
играет значимую роль в имплантации эмбриона и
поддержании беременности [48, 49]. Показано,
что сверхэкспрессия CEBPB, которая возникает в
условиях гипоксии, приводит к нарушению инва-
зии вневорсинчатого трофобласта, поверхност-
ной плацентации и развитию ПЭ [50, 51]. В сайтах
связывания с данным ТФ расположены rs2167270
гена LEP и rs8109071 гена SYDE1. Поскольку эти
гены участвуют в продукции провоспалительных
медиаторов, способствуют клеточной миграции и
формированию воспалительного ответа [44, 52,
53], можно предположить, что посредством ТФ

Таблица 5. Характеристика ДЭГ, rSNP которых находятся под действием естественного отбора на микроэволю-
ционном уровне

Ген (продукт гена) Основные функции и их возможная роль
в этиопатогенезе ПЭ Cсылка

INHA (α-субъединица белковых 
комплексов ингибина А и В)

Ингибины являются факторами роста и дифференцировки. 
При ПЭ наблюдается увеличение уровня ингибина А в пла-
центе и сыворотке, происходящее преимущественно за счет 
клеток трофобласта. Высокий уровень ингибина А может 
играть компенсаторную роль в восстановлении функций 
плаценты

[31–34, 36, 37]

LEP (лептин) Лептин обладает провоспалительными свойствами, в высо-
ких концентрациях вызывает развитие гипертонии. Экс-
прессия плацентарного лептина поддерживает 
имплантацию, рост плаценты, защищает клетки от апо-
птоза. При ПЭ наблюдается гиперлептинемия и сверхэкс-
прессия данного гена в плаценте

[29–35, 38–41]

LHB (β-полипептид лютеинизи-
рующего гормона)

Способствует сперматогенезу и овуляции, стимулируя 
семенники и яичники к синтезу стероидов. При ПЭ наблю-
дается повышение β-полипептида лютеинизирующего гор-
мона в плаценте и сыворотке, что может быть следствием 
изменений в физиологии трофобласта

[28, 32, 35]

NDRG1 (цитоплазматический 
белок суперсемейства гидролаз)

Белок NDRG1 обладает цитопротективными свойствами. 
Сверхкспрессия гена NDRG1 в условиях гипоксии обеспе-
чивает дифференцировку и уменьшение степени поврежде-
ния клеток трофобласта. Для ПЭ характерно повышение 
уровня экспрессии данного гена

[30–32, 42, 43]

SYDE1 (белок, активирующий 
GTPазу, гомолог 1)

Белок SYDE1 участвует в клеточной миграции, инвазии и 
ремоделировании цитоскелета, способен стимулировать 
миграцию клеток трофобласта. Ген SYDE1 сверхэкспресси-
руется в плаценте при ПЭ

[30, 44]
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CEBPB они могут вносить существенный вклад в
этиопатогенез ПЭ на стадии формирования пла-
центы.

Еще одна важная функция ТФ CEBPB заклю-
чается в подавлении транскрипции гена INHA,
кодирующего α-субъединицу белковых комплек-
сов ингибина А и В (рис. 4). Показано, что инги-
бины принадлежат к суперсемейству TGF-β и яв-
ляются факторами роста и дифференцировки,
участвуют в регуляции апоптоза, иммунного от-
вета и секреции гормонов. Следует отметить, что
исследуемый в данной работе rs72959687 гена
INHA находится в сайтах связывания с ТФ MYC
(MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Fac-
tor). Примечательно, что ТФ CEBPB проявляет
репрессорную активность в отношении ТФ MYC
[54] (рис. 4). Такое взаимодействие приводит к
смещению дифференцировки Т-клеток в сторону
Т-хелперов второго типа, которые играют важ-
ную роль в успешном протекании беременности
путем регулирования иммунного ответа на плод
[3]. На сегодняшний день известно, что ТФ MYC
контролирует клеточную пролиферацию, диффе-
ренцировку и апоптоз [55], способен ингибиро-
вать транскрипцию гена NDRG1 (рис. 4), продукт
которого обладает цитопротективными свойства-

ми [42, 43, 56]. Кроме того, в клетках цитотрофо-
бласта наблюдается повышение уровня экспрес-
сии ТФ MYC, который участвует в пролиферации
данных клеток [57]. Также отмечено, что сверх-
экспрессия ТФ MYC в цитотрофобласте препят-
ствует его дифференцировке в синцитиотрофоб-
ласт [57, 58]. Интересно, что цитостатическую
активность ТФ CEBPB ингибирует образование
гетеродимера с ТФ CEBPG (CCAAT/Enhancer
Binding Protein Gamma), который способствует
пролиферации клеток [59] (рис. 4). ТФ CEBPG
экспрессируется во всех клетках млекопитающих,
однако его регуляторные функции не были охарак-
теризованы. Показано, что в сайтах связывания с
данным ТФ расположены три rSNP: rs2167270 гена
LEP, rs3802252 гена NDRG1, rs8109071 гена SYDE1.

Следующий выявленный ТФ BHLHE40 (Basic
Helix-Loop-Helix Family Member E40) – белок E40
с основным доменом спираль–петля–спираль,
модулирующий хондрогенез в рамках сАМР-сиг-
нального пути. Этот ТФ обладает репрессорной
активностью, участвует в различных биологиче-
ских процессах, в том числе в контроле циркад-
ного ритма и клеточной дифференцировке. По-
вышение его экспрессии регулируется много-
численными стимулами, включая ретиноевую

Рис. 4. Характеристика белок-белковых взаимодействий продуктов пяти ДЭГ и семи ТФ. Белки изображены в виде
кругов, подсвечиванием выделены продукты исследуемых пяти ДЭГ. Толщина прямых линий отражает степень дока-
зательности функциональной связи между белками. Знаки на концах линий характеризуют эффекты белок-белковых
взаимодействий: стрелка – положительный, перпендикулярная линия – негативный, круг – неспецифичный. Пунк-
тирной линией соединены ТФ и белки, rSNP в генах которых расположены в сайтах связывания с данными ТФ.
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кислоту, TGFβ, сАМР, цитокины, инсулин и ги-
поксию [60]. Важно отметить, что в плацентар-
ной ткани при ПЭ наблюдается сверхэкспрессия
ТФ BHLHE40 [30–32, 60], в сайтах связывания
которого располагаются rs10423795 гена LHB и
rs72959687 гена INHA.

ТФ RAD21 (RAD21 Cohesin Complex Compo-
nent) участвует в когезии сестринских хроматид,
правильной сегрегации хромосом, постреплика-
тивной репарации ДНК. Примечательно, что в ин-
терфазе когезины могут контролировать экспрес-
сию генов. Кроме того, ТФ RAD21 может влиять
на риск развития ПЭ посредством регуляции кле-
точного цикла [61]. Согласно полученным дан-
ным, в сайтах связывания с ТФ находятся четыре
rSNP (rs10423795 гена LHB, rs72959687 гена INHA,
rs2227262 и rs3802252 гена NDRG1), также пока-
зана функциональная связь между ТФ RAD21 и
ТФ MYC (рис. 4).

Интерес представляет ТФ SP1 (Specificity Pro-
tein 1), который может активировать или подав-
лять транскрипцию большого количества генов в
ответ на физиологические и патологические сти-
мулы [57]. Данный ТФ активируется в условиях
гипоксии, участвует в воспалительном ответе и
различных биологических процессах, таких как
ангиогенез, рост и дифференцировка клеток [62,
63]. В плаценте ТФ SP1 участвует в дифференци-
ровке цитотрофобласта и регуляции экспрессии
нескольких белков [64], а также может играть важ-
ную роль в дифференцировке и развитии клеток
эмбриона, децидуализации эндометрия [63]. Для
ПЭ характерен низкий уровень экспрессии SP1 в
плацентарной ткани [63, 65, 66]. Примечательно,
что в сайтах связывания ТФ SP1 расположены
rs10423795 гена LHB, rs2227262 и rs3802252 гена
NDRG1, rs8109071 гена SYDE1. Кроме того, выяв-
лены белок-белковые взаимодействия ТФ SP1 и
MYC, а также образование связи между SP1 и ТФ
POLR2A (рис. 4).

Последний общий ТФ – POLR2A (RNA Poly-
merase II Subunit A), крупнейший каталитический
компонент РНК-полимеразы II, который взаи-
модействует с тремя rSNP: rs10423795 гена LHB,
rs2227262 и rs3802252 гена NDRG1. Можно пред-
положить, что такое взаимодействие приводит к
активации транскрипции генов LHB и NDRG1,
необходимой для защиты клеток трофобласта в
условиях гипоксии [43, 67], тогда как недостаточ-
ный уровень их экспрессии способствует разви-
тию патологического процесса.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о важной роли пяти ДЭГ, rSNP кото-
рых находятся под действием естественного отбора,
в развитии ПЭ на ранних этапах формирования
плаценты. Кроме того, семь исследованных rSNP
располагаются в сайтах связывания общих ТФ,
что, вероятно, указывает на их вовлеченность в

общие молекулярно-генетические механизмы
этиопатогенеза ПЭ.

Соответствие полученных результатов 
эволюционным гипотезам, объясняющим 

происхождение ПЭ

Сформулировано большое количество эволю-
ционных гипотез, объясняющих причины воз-
никновения ПЭ [11, 13–15, 68–74]. Однако до на-
стоящего времени ни одна из гипотез не была
подтверждена, поскольку существовали лишь
косвенные свидетельства возможного вклада есте-
ственного отбора в формирование данной патоло-
гии [4, 75–79]. Результаты нашего предыдущего
исследования впервые показали значимую роль
слабого очищающего отбора на макроэволюцион-
ном уровне в ряду представителей эволюционной
линии парвотряда Catarrhini (макак-резус, орангу-
тан, шимпанзе, человек) в формировании наслед-
ственной предрасположенности к ПЭ по четырем
rSNP: rs2227262 гена NDRG1 [17, 20], rs10985257 ге-
на CORO2A [17, 21], rs72959687 гена INHA и
rs34845949 гена SASH1 [17]. Следует отметить, что
полученные результаты согласуются с гипотезой
M.G. Elliot о “случайном закреплении” неблаго-
приятного фенотипа для rs2227262 гена NDRG1
[68] и гипотезой “генетического конфликта инте-
ресов” D. Haig [69] для rs10985257 гена CORO2A,
rs72959687 гена INHA и rs34845949 гена SASH1.

В настоящей работе впервые выявлен вклад
естественного отбора на микроэволюционном
уровне в формирование генетической архитек-
туры ПЭ по семи rSNP пяти ДЭГ (рис. 3 и 5).
Примечательно, что с развитием ПЭ у русских
(rs10423795 гена LHB, rs56153523 гена SYDE1) и
якутов (rs2227262 и rs3802252 гена NDRG1) ассо-
циирован ПА (рис. 5б), что, вероятно, соответ-
ствует гипотезе “предковой предрасположенно-
сти” [80]. Согласно этой гипотезе, адаптивные
для древних популяций человека ПА могут ока-
зывать вредное воздействие в случае изменения
условий окружающей среды и образа жизни, ко-
торые происходили с момента расселения совре-
менного человека из Африки. Важное значение
также имеют ассоциации производных аллелей
трех rSNP (rs2167270 гена LEP, rs72959687 гена
INHA, rs8109071 гена SYDE1) с ПЭ у русских
(рис. 5в), поскольку такие результаты можно рас-
сматривать с точки зрения гипотезы “генетиче-
ского конфликта интересов” [69]. Основной при-
чиной возникновения ПЭ может быть действие
отбора как на гены плода, которые повышают по-
ступление питательных веществ, так и на гены
матери, направленные на сохранение общих ре-
сурсов организма посредством ограничения по-
требностей плода. Следует отметить, что гипотеза
“генетического конфликта интересов” является
частным случаем гипотезы “Черной королевы”
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среди представителей одного вида [70]. Так, ПЭ
могла сформироваться в процессе непрерыв-
ной “гонки вооружений” между матерью и
плодом, наследующим материнские и отцов-
ские гены, как побочный результат адаптивной
эволюции [70].

Существование расовых и этнических разли-
чий в частотах развития ПЭ в современных попу-
ляциях человека представляет большой интерес
для исследователей, поскольку такие отличия мо-
гут быть результатом адаптивных изменений,
возникающих на протяжении формирования ге-
нофондов данных популяций [2, 6, 10, 11]. При-
мечательно, что из 10 включенных в исследова-
ние rSNP восьми ДЭГ с развитием ПЭ в этниче-
ской выборке русских ассоциированы семь rSNP
шести ДЭГ (rs10985257 гена CORO2A, rs72959687
гена INHA; rs2167270 гена LEP; rs10423795 гена

LHB; rs1671215 гена RDH13; rs56153523 и rs8109071
гена SYDE1), тогда как у якутов показана ассоци-
ация трех rSNP двух ДЭГ (rs34845949 гена SASH1,
rs2227262 и rs3802252 гена NDRG1). Согласно ре-
зультатам анализа генетической дифференциации,
различие по частотам аллелей rs3802252 гена
NDRG1, ассоциированного с развитием ПЭ у яку-
тов, вносит наибольший вклад в формирование
межпопуляционного разнообразия (FST = 0.157)
(рис. 1 и 5, табл. 3). В то же время наименьшая
степень генной дифференциации исследованных
популяций наблюдается по трем rSNP, ассоции-
рованным с развитием ПЭ у русских: rs10985257
гена CORO2A (FST = 0.0257), rs1671215 гена RDH13
(FST = 0.0273) и rs72959687 гена INHA (FST = 0.0297),
что может свидетельствовать о популяционно-
специфичном характере наследственной подвер-
женности к ПЭ (рис. 1 и 5, табл. 3).

Рис. 5. Частоты предковых аллелей (ПА) 10 rSNP в изученных популяциях. Частоты ПА трех rSNP, действие естествен-
ного отбора на которые не выявлено (а). Частоты ПА четырех rSNP, находящихся под действием естественного отбо-
ра, с развитием ПЭ ассоциирован ПА (б). Частоты ПА трех rSNP, находящихся под действием естественного отбора,
с развитием ПЭ ассоциирован производный аллель (в).
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Таким образом, результаты настоящего иссле-
дования выявили значимый вклад естественного
отбора на микроэволюционном уровне в форми-
рование генетической подверженности и популя-
ционной специфичности к развитию ПЭ. Биоин-
форматический анализ позволил установить важ-
ную роль пяти ДЭГ, rSNP которых находятся под
действием естественного отбора, в развитии дан-
ной патологии на ранних этапах формирования
плаценты. Наряду с этим обнаружены общие ТФ,
показывающие вовлеченность семи исследован-
ных rSNP в общие молекулярно-генетические
механизмы этиопатогенеза ПЭ. Кроме того, по-
лученные результаты соответствуют представле-
ниям гипотезы “предковой предрасположенно-
сти” (rs10423795 гена LHB, rs56153523 гена SYDE1,
rs2227262 и rs3802252 гена NDRG1) и гипотезы
“генетического конфликта интересов” (rs2167270
гена LEP, rs72959687 гена INHA, rs8109071 гена
SYDE1), которые рассматривают причины воз-
никновения ПЭ с точки зрения адаптивной эво-
люции. В целом показана применимость эволюци-
онного подхода к анализу генетической компонен-
ты ПЭ и возможная перспектива его дальнейшего
использования для изучения данного осложнения
беременности.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (грант
№ 18-29-13045).

Проведение исследования одобрено Комите-
том по биомедицинской этике НИИ медицин-
ской генетики Томского НИМЦ. У всех пациен-
тов получено письменное информированное со-
гласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Phipps E.A., Thadhani R., Benzing T., Karumanchi S.A.

(2019) Pre-eclampsia: pathogenesis, novel diagnostics
and therapies. Nat. Rev. Nephrol. 15(5), 275–289. 
https://doi.org/10.1038/s41581-019-0119-6

2. Tannetta D., Sargent I. (2013) Placental disease and the
maternal syndrome of preeclampsia: missing links?
Curr. Hypertens. Rep. 15(6), 590–599. 
https://doi.org/10.1007/s11906-013-0395-7

3. Gathiram P., Moodley J. (2016) Pre-eclampsia: its
pathogenesis and pathophysiolgy. Cardiovasc. J. Afr.
27(2), 71–78. 
https://doi.org/10.5830/CVJA-2016-009

4. Robillard P.Y., Dekker G., Chaouat G., Scioscia M.,
Iacobelli S., Hulsey T.C. (2017) Historical evolution of
ideas on eclampsia/preeclampsia: A proposed optimistic
view of preeclampsia. J. Reprod. Immunol. 123, 72–77. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2017.09.006

5. Адамян Л.В., Артымук Н.В., Башмакова Н.В., Бе-
локринницкая Т.Е., Беломестнов С.Р., Брати-
щев И.В., Вученович Ю.Д., Краснопольский В.И.,
Куликов А.В., Левит А.Л., Никитина Н.А., Петру-

хин В.А., Пырегов А.В., Серов В.Н., Сидорова И.С.,
Филиппов О.С., Ходжаева З.С., Холин А.М.,
Шешко Е.Л., Шифман Е.М., Шмаков Р.Г. (2016)
Клинические рекомендации “Гипертензивные
расстройства во время беременности, в родах и по-
слеродовом периоде. Преэклампсия. Эклампсия”.
Москва, 72 с.

6. Burton G.J., Redman C.W., Roberts J.M., Moffett A.
(2019) Pre-eclampsia: pathophysiology and clinical
implications. BMJ. 366, l2381. 
https://doi.org/10.1136/bmj.l2381

7. Трифонова Е.А., Сваровская М.Г., Сереброва В.Н.,
Куценко И.Г., Агаркова Л.А., Степанов И.А., Жи-
лякова О.В., Габидулина Т.В., Ижойкина Е.В.,
Степанов В.А. (2020) Геномные и постгеномные
технологии в генетике преэклампсии. Генетика.
56(5), 495–513. 
https://doi.org/10.31857/S0016675820050136

8. Zhang G., Zhao J., Yi J., Luan Y., Wang Q. (2016) As-
sociation between gene polymorphisms on chromo-
some 1 and susceptibility to pre-eclampsia: an updated
meta-analysis. Med. Sci. Monit. 22, 2202–2214. 
https://doi.org/10.12659/msm.896552

9. Zhou L., Cheng L., He Y., Gu Y., Wang Y., Wang C.
(2016) Association of gene polymorphisms of FV, FII,
MTHFR, SERPINE1, CTLA4, IL10, and TNFalpha
with pre-eclampsia in Chinese women. Inflamm. Res.
65(9), 717–724. 
https://doi.org/10.1007/s00011-016-0953-y

10. Gong J., Savitz D.A., Stein C.R., Engel S.M. (2012)
Maternal ethnicity and pre-eclampsia in New York
City, 1995-2003. Paediatr. Perinat. Epidemiol. 26(1),
45–52. 
https://doi.org/10.1111/j.1365-3016.2011.01222.x

11. Nakimuli A., Chazara O., Byamugisha J., Elliott A.M.,
Kaleebu P., Mirembe F., Moffett A. (2014) Pregnancy,
parturition and preeclampsia in women of African an-
cestry. Am. J. Obstet. Gynecol. 210(6), 510–520. e1. 
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2013.10.879

12. Xiao J., Shen F., Xue Q., Chen G., Zeng K., Stone P.,
Zhao M., Chen Q. (2014) Is ethnicity a risk factor for
developing preeclampsia? An analysis of the prevalence
of preeclampsia in China. J. Hum. Hypertens. 28(11),
694–698. 
https://doi.org/10.1038/jhh.2013.148

13. Brown I.J., Tzoulaki I., Candeias V., Elliott P. (2009)
Salt intakes around the world: implications for public
health. Int. J. Epidemiol. 38(3), 791–813. 
https://doi.org/10.1093/ije/dyp139

14. Brown E.A., Ruvolo M., Sabeti P.C. (2013) Many ways
to die, one way to arrive: how selection acts through
pregnancy. Trends. Genet. 29(10), 585–592. 
https://doi.org/10.1016/j.tig.2013.03.001

15. Ahmed S., Ibrahim M.E., Khalil E. (2017) High alti-
tude and pre-eclampsia: adaptation or protection. Med.
Hypotheses. 104, 128–132. 
https://doi.org/10.1016/j.mehy.2017.05.007

16. Handa V.L., Lockhart M.E., Fielding J.R., Bradley C.S.,
Brubaker L., Cundiff G.W., Ye W., Richter H.E., Pelvic
Floor Disorders Network (2008) Racial differences in
pelvic anatomy by magnetic resonance imaging. Obstet.
Gynecol. 111(4), 914–920. 
https://doi.org/10.1097/AOG.0b013e318169ce03



456

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

СЕРЕБРОВА и др.

17. Сереброва В.Н., Трифонова Е.А., Степанов В.А.
Международный конгресс “VII Съезд Вавиловско-
го общества генетиков и селекционеров, посвя-
щенный 100-летию кафедры генетики СПбГУ, и
ассоциированные симпозиумы”. (2019) Санкт-Пе-
тербург, Россия. Сборник тезисов. С. 673.

18. 1000 Genomes Project Consortium, Auton A.,
Brooks L.D., Durbin R.M., Garrison E.P., Kang H.M.,
Korbel J.O., Marchini J.L., McCarthy S., McVean G.A.,
Abecasis G.R. (2015) A global reference for human ge-
netic variation. Nature. 526(7571), 68–74. 
https://doi.org/10.1038/nature15393

19. Сереброва В.Н., Трифонова Е.А., Габидулина Т.В.,
Бухарина И.Ю., Агаркова Т.А., Евтушенко И.Д.,
Максимова Н.Р., Степанов В.А. (2016) Выявление
новых маркеров предрасположенности к преэк-
лампсии путем анализа регуляторных участков ге-
нов, демонстрирующих дифференциальную экс-
прессию в плацентарной ткани. Молекуляр. биоло-
гия. 50(5), 870–879. 
https://doi.org/10.7868/S0026898416050165

20. Сереброва В.Н., Трифонова Е.А., Степанов В.А.
(2018) Эволюционно-генетический анализ роли
регуляторных участков гена NDRG1 в формирова-
нии структуры наследственной предрасположен-
ности к преэклампсии в популяциях различного
этнического происхождения. Мед. генетика. 17(1),
32–36.

21. Сереброва В.Н., Трифонова Е.А., Степанов В.А.
(2018) Эволюционно-генетический анализ роли
регуляторных участков гена CORO2A в формирова-
нии наследственной предрасположенности к пре-
эклампсии у русских и якутов. Научные результа-
ты биомедицинских исследований. 4(3), 38–48. 
https://doi.org/10.18413/2313-8955-2018-4-3-0-4

22. Сереброва В.Н., Трифонова Е.А., Ворожищева А.Ю.,
Степанов В.А. (2019) Роль регуляторных участков
гена SYDE1 в формировании наследственной
предрасположенности к преэклампсии. Мед. гене-
тика. 18(1), 35–38.

23. Watterson G.A. (1975) On the number of segregating
sites in genetical models without recombination. Theor.
Popul. Biol. 7(2), 256–276. 
https://doi.org/10.1016/0040-5809(75)90020-9

24. Tajima F. (1989) Statistical method for testing the neu-
tral mutation hypothesis by DNA polymorphism. Ge-
netics. 123(3), 585–595.

25. Fu Y.X. (1997) Statistical tests of neutrality of muta-
tions against population growth, hitchhiking and back-
ground selection. Genetics. 147 (2), 915–925.

26. Хедрик Ф. (2003) Генетика популяций. Москва:
Техносфера. 592 с.

27. Raghavan M., Steinrücken M., Harris K., Schiffels S.,
Rasmussen S., DeGiorgio M., Albrechtsen A., Valdio-
sera C., Ávila-Arcos M.C., Malaspinas A.S., Eriksson A.,
Moltke I., Metspalu M., Homburger J.R., Wall J.,
Cornejo O.E., Moreno-Mayar J.V., Korneliussen T.S.,
Pierre T., Rasmussen M., Campos P.F., de Barros
Damgaard P., Allentoft M.E., Lindo J., Metspalu E.,
Rodríguez-Varela R., Mansilla J., Henrickson C., Se-
guin-Orlando A., Malmström H., Stafford T., Jr.,
Shringarpure S.S., Moreno-Estrada A., Karmin M.,
Tambets K., Bergström A., Xue Y., Warmuth V.,

Friend A.D., Singarayer J., Valdes P., Balloux F.,
Leboreiro I., Vera J.L., Rangel-Villalobos H., Pettener D.,
Luiselli D., Davis L.G., Heyer E., Zollikofer C.P.E.,
Ponce de León M.S., Smith C.I., Grimes V., Pike K.A.,
Deal M., Fuller B.T., Arriaza B., Standen V., Luz M.F.,
Ricaut F., Guidon N., Osipova L., Voevoda M.I., Po-
sukh O.L., Balanovsky O., Lavryashina M., Bogunov Y.,
Khusnutdinova E., Gubina M., Balanovska E., Fedor-
ova S., Litvinov S., Malyarchuk B., Derenko M.,
Mosher M.J., Archer D., Cybulski J., Petzelt B.,
Mitchell J., Worl R., Norman P.J., Parham P.,
Kemp B.M., Kivisild T., Tyler-Smith C., Sandhu M.S.,
Crawford M., Villems R., Smith D.G., Waters M.R.,
Goebel T., Johnson J.R., Malhi R.S., Jakobsson M.,
Meltzer D.J., Manica A., Durbin R., Bustamante C.D.,
Song Y.S., Nielsen R., Willerslev E. (2015) Population
genetics. Genomic evidence for the Pleistocene and re-
cent population history of Native Americans. Science.
349(6250), aab3884. 
https://doi.org/10.1126/science.aab3884

28. Lapaire O., Grill S., Lalevee S., Kolla V., Hösli I.,
Hahn S. (2012) Microarray screening for novel pre-
eclampsia biomarker candidates. Fetal. Diagn. Ther.
31(3), 147–153. 
https://doi.org/10.1159/000337325

29. Meng T., Chen H., Sun M., Wang H., Zhao G., Wang X.
(2012) Identification of differential gene expression pro-
files in placentas from preeclamptic pregnancies versus
normal pregnancies by DNA microarrays. OMICS.
16(6), 301–311. 
https://doi.org/10.1089/omi.2011.0066

30. Трифонова Е.А., Габидулина Т.В., Ершов Н.И.,
Сереброва В.Н., Ворожищева А.Ю., Степанов В.А.
(2014) Характеристика транскриптома плацентар-
ной ткани у женщин с физиологической беремен-
ностью и преэклампсией. Acta Naturae. 6(2), 77–90.

31. Nishizawa H., Ota S., Suzuki M., Kato T., Sekiya T.,
Kurahashi H., Udagawa Y. (2011) Comparative gene
expression profiling of placentas from patients with se-
vere pre-eclampsia and unexplained fetal growth re-
striction. Reprod. Biol. Endocrinol. 9, 107. 
https://doi.org/10.1186/1477-7827-9-107

32. Sitras V., Paulssen R.H., Grønaas H., Leirvik J., Hans-
sen, T.A., Vårtun A., Acharya G. (2009) Differential
placental gene expression in severe preeclampsia. Pla-
centa. 30(5), 424–433. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2009.01.012

33. Enquobahrie D.A., Meller M., Rice K., Psaty B.M.,
Siscovick, D.S., Williams M.A. (2008) Differential pla-
cental gene expression in preeclampsia. Am. J. Obstet.
Gynecol. 199 (5), 566.e1–566.11. 
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2008.04.020

34. Reimer T., Koczan D., Gerber B., Richter D., Thie-
sen H.J., Friese K. (2002) Microarray analysis of dif-
ferentially expressed genes in placental tissue of pre-ec-
lampsia: up-regulation of obesity-related genes. Mol.
Hum. Reprod. 8 (7), 674–680. 
https://doi.org/10.1093/molehr/8.7.674

35. Várkonyi T., Nagy B., Füle T., Tarca A.L., Karászi K.,
Schönléber J., Hupuczi P., Mihalik N., Kovalszky I.,
Rigó J., Jr Meiri H., Papp Z., Romero R., Than N.G.
(2011) Microarray profiling reveals that placental tran-
scriptomes of early-onset HELLP syndrome and pre-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

РОЛЬ ЕСТЕСТВЕННОГО ОТБОРА 457

eclampsia are similar. Placenta. 32. Suppl., S21–S29. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2010.04.014

36. Paiwattananupant K., Phupong V. (2008) Serum inhib-
in A level in preeclampsia and normotensive pregnan-
cy. Hypertens. Pregnancy. 27(4), 337–343. 
https://doi.org/10.1080/10641950802020545

37. Louwen F., Muschol-Steinmetz C., Reinhard J., Reit-
ter A., Yuan J. (2012) A lesson for cancer research: pla-
cental microarray gene analysis in preeclampsia. Onco-
target. 3(8), 759–773. 
https://doi.org/10.18632/oncotarget.595

38. Matarese G., Moschos S., Mantzoros C.S. (2005)
Leptin in immunology. J. Immunol. 174(6), 3137–3142. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.174.6.3137

39. Haram K., Mortensen J.H., Nagy B. (2014) Genetic as-
pects of preeclampsia and the HELLP syndrome.
J. Pregnancy. 2014, 910751. 
https://doi.org/10.1155/2014/910751

40. Taylor B.D., Ness R.B., Olsen J., Hougaard D.M., Sk-
ogstrand K., Roberts J.M., Haggerty C.L. (2015) Se-
rum leptin measured in early pregnancy is higher in
women with preeclampsia compared with normoten-
sive pregnant women. Hypertension. 65(3), 594–599. 
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.114.03979

41. Kalinderis M., Papanikolaou A., Kalinderi K., Vyzan-
tiadis T.A., Ioakimidou A., Tarlatzis B.C. (2015) Serum
levels of leptin and IP-10 in preeclampsia compared to
controls. Arch. Gynecol. Obstet. 292(2), 343–347. 
https://doi.org/10.1007/s00404-015-3659-4

42. Ellen T.P., Ke Q., Zhang P., Costa M. (2008) NDRG1,
a growth and cancer related gene: regulation of gene ex-
pression and function in normal and disease states.
Carcinogenesis. 29(1), 2–8. 
https://doi.org/10.1093/carcin/bgm200

43. Chen B., Nelson D.M., Sadovsky Y. (2006) N-myc
down-regulated gene 1 modulates the response of term
human trophoblasts to hypoxic injury. J. Biol. Chem.
281(5), 2764–2772. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M507330200

44. Lo H.F., Tsai C.Y., Chen C.P., Wang L.J., Lee Y.S.,
Chen C.Y., Liang C.T., Cheong M.L., Chen H. (2017)
Association of dysfunctional synapse defective 1
(SYDE1) with restricted fetal growth – SYDE1 regu-
lates placental cell migration and invasion. J. Pathol.
241(3), 324–336. 
https://doi.org/10.1002/path.4835

45. Szklarczyk D., Morris J.H., Cook H., Kuhn M, Wyder S.,
Simonovic M., SantosA., Doncheva N.T., Roth A.,
Bork P., Jensen L.J., von Mering C. (2017) The
STRING database in 2017: quality-controlled protein-
protein association networks, made broadly accessible.
Nucl. Acids. Res. 45, D362–D368. 
https://doi.org/10.1093/nar/gkw937

46. Boyle A.P., Hong E.L., Hariharan M., Cheng Y.,
Schaub M.A., Kasowski M., Karczewski K.J., Park J.,
Hitz B.C., Weng S., Cherry J.M., Snyder M. (2012)
Annotation of functional variation in personal genomes
using RegulomeDB. Genome Res. 22(9), 1790–1797. 
https://doi.org/10.1101/gr.137323.112

47. Kim E.S., Cha Y., Ham M., Jung J., Kim S.G., Hwang S.,
Kleemann R., Moon A. (2014) Inflammatory lipid
sphingosine-1-phosphate upregulates C-reactive pro-

tein via C/EBPβ and potentiates breast cancer progres-
sion. Oncogene. 33(27), 3583–3593. 
https://doi.org/10.1038/onc.2013.319

48. Wang W., Taylor R.N., Bagchi I.C., Bagchi M.K.
(2012) Regulation of human endometrial stromal pro-
liferation and differentiation by C/EBPβ involves cyclin
E-cdk2 and STAT3. Mol. Endocrinol. 26(12), 2016–
2030. 
https://doi.org/10.1210/me.2012-1169

49. Ramathal C., Wang W., Hunt E., Bagchi I.C., Bagchi M.K.
(2011) Transcription factor CCAAT enhancer-binding
protein beta (C/EBPbeta) regulates the formation of a
unique extracellular matrix that controls uterine stro-
mal differentiation and embryo implantation. J. Biol.
Chem. 286(22), 19860–19871. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.191759

50. Radde J., Löning T., Bamberger A.M. (2004) Expres-
sion pattern of the CCAAT/enhancer-binding protein
C/EBP-beta in gestational trophoblastic disease. Int.
J. Gynecol. Pathol. 23(4), 373–377. 
https://doi.org/10.1097/01.pgp.0000139645.32997.e1

51. Zhuang B., Luo X., Rao H., Li Q., Shan N., Liu X., Qi H.
(2015) Oxidative stress-induced C/EBPβ inhibits
β-catenin signaling molecule involving in the patholo-
gy of preeclampsia. Placenta. 36(8), 839–846. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2015.06.016

52. Cassano S., Pucino V., La Rocca C., Procaccini C., De
Rosa V., Marone G., Matarese G. (2014) Leptin mod-
ulates autophagy in human CD4+CD25- conventional
T cells. Metabolism. 63(10), 1272–1279. 
https://doi.org/10.1016/j.metabol.2014.06.010

53. Weedon-Fekjær M.S., Sheng Y., Sugulle M., John-
sen G.M., Herse F., Redman C.W., Lyle R., Dechend R.,
Staff A.C. (2014) Placental miR-1301 is dysregulated in
early-onset preeclampsia and inversely correlated with
maternal circulating leptin. Placenta. 35(9), 709–717. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2014.07.002

54. Tinel M., Berson A., Elkahwaji J., Cresteil T., Beaune P.,
Pessayre D. (2003) Downregulation of cytochromes
P450 in growth-stimulated rat hepatocytes: role of c-
Myc induction and impaired C/EBP binding to DNA.
J. Hepatol. 39(2), 171–178. 
https://doi.org/10.1016/s0168-8278(03)00238-1

55. Wu K.J., Polack A., Dalla-Favera R. (1999) Coordinat-
ed regulation of iron-controlling genes, H-ferritin and
IRP2, by c-MYC. Science. 283(5402), 676–679. 
https://doi.org/10.1126/science.283.5402.676

56. Shimono A., Okuda T., Kondoh H. (1999) N-myc-de-
pendent repression of ndr1, a gene identified by direct sub-
traction of whole mouse embryo cDNAs between wild
type and N-myc mutant. Mech. Dev. 83(1–2), 39–52. 
https://doi.org/10.1016/s0925-4773(99)00025-8

57. Zhang M., Muralimanoharan S., Wortman A.C., Men-
delson C.R. (2016) Primate-specific miR-515 family
members inhibit key genes in human trophoblast differ-
entiation and are upregulated in preeclampsia. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 113(45), E7069–E7076. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1607849113

58. Kumar P., Luo Y., Tudela C., Alexander J.M., Mendel-
son C.R. (2013) The c-Myc-regulated microRNA-
17~92 (miR-17~92) and miR-106a~363 clusters target
hCYP19A1 and hGCM1 to inhibit human trophoblast



458

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

СЕРЕБРОВА и др.

differentiation. Mol. Cell. Biol. 33(9), 1782–1796. 
https://doi.org/10.1128/MCB.01228-12

59. Huggins C.J., Malik R., Lee S., Salotti J., Thomas S.,
Martin N., Quiñones O.A., Alvord W.G., Olanich M.E.,
Keller J.R., Johnsona P.F. (2013) C/EBPγ suppresses
senescence and inflammatory gene expression by het-
erodimerizing with C/EBPβ. Mol. Cell. Biol. 33(16),
3242–3258. 
https://doi.org/10.1128/MCB.01674-12

60. Vaiman D., Miralles F. (2016) An integrative analysis of
preeclampsia based on the construction of an extended
composite network featuring protein-protein physical
interactions and transcriptional relationships. PLoS
One. 11(11), e0165849. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0165849

61. Wu Y., Fu X., Wang L. (2016) Identification of novel
biomarkers for preeclampsia on the basis of differential
expression network analysis. Exp. Ther. Med. 12(1),
201–207. 
https://doi.org/10.3892/etm.2016.3261

62. Liu N., Ding D., Hao W., Yang F., Wu X., Wang M., Xu X.,
Ju Z., Liu J.P., Song Z., Shay J.W., Guo Y., Cong Y.S.
(2016) hTERT promotes tumor angiogenesis by activat-
ing VEGF via interactions with the Sp1 transcription
factor. Nucl. Acids Res. 44(18), 8693–8703. 
https://doi.org/10.1093/nar/gkw549

63. Zhang Y, Yang J, Lv S, Zhao D.Q., Chen Z.J., Li W.P.,
Zhang C. (2018) Downregulation of decidual SP1 and
P300 is associated with severe preeclampsia. J. Mol. En-
docrinol. 60(2), 133–143. 
https://doi.org/10.1530/JME-17-0180

64. Vaiman D., Calicchio R., Miralles F. (2013) Landscape
of transcriptional deregulations in the preeclamptic
placenta. PLoS One. 8(6), e65498. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0065498

65. He P., Chen Z., Sun Q., Li Y., Gu H., Ni X. (2014) Re-
duced expression of 11β-hydroxysteroid dehydrogenase
type 2 in preeclamptic placentas is associated with de-
creased PPARγ but increased PPARα expression. En-
docrinology. 155(1), 299–309. 
https://doi.org/10.1210/en.2013-1350

66. Lu W., Ma Y.Y., Shao Q.Q., Liang J., Qi T.T., Huang Y.,
Wang Q.J. (2020) ROS/p53/miR-335-5p/Sp1 axis
modulates the migration and epithelial to mesenchymal
transition of JEG-3 cells. Mol. Med. Rep. 21(3), 1208–
1216. 
https://doi.org/10.3892/mmr.2019.10901

67. Gormley M., Ona K., Kapidzic M., Garrido-Gomez T.,
Zdravkovic T., Fisher S.J. (2017) Preeclampsia: novel
insights from global RNA profiling of trophoblast sub-
populations. Am. J. Obstet. Gynecol. 217(2), 200.e1–
200.e17. 
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2017.03.017

68. Elliot M.G. (2016) Oxidative stress and the evolution-
ary origins of preeclampsia. J. Reprod. Immunol. 114,
75–80. 
https://doi.org/10.1016/j.jri.2016.02.003

69. Haig D. (1993) Genetic conflicts in human pregnancy.
Q. Rev. Biol. 68(4), 495–532. 
https://doi.org/10.1086/418300

70. Pijnenborg R., Vercruysse L., Hanssens M. (2008) Fe-
tal-maternal conflict, trophoblast invasion, preeclamp-

sia, and the red queen. Hypertens. Pregnancy. 27(2),
183–196. 
https://doi.org/10.1080/10641950701826711

71. Abrams E.T., Rutherford J.N. (2011) Framing postpar-
tum hemorrhage as a consequence of human placental
biology: an evolutionary and comparative perspective.
Am. Anthropol. 113(3), 417–430. 
https://doi.org/10.1111/j.1548-1433.2011.01351.x

72. Cole L.A., Khanlian S.A., Kohorn E.I. (2008) Evolu-
tion of the human brain, chorionic gonadotropin and
hemochorial implantation of the placenta: insights into
origins of pregnancy failures, preeclampsia and chorio-
carcinoma. J. Reprod. Med. 53(8), 549–557.

73. Chaline J. (2003) Increased cranial capacity in hominid
evolution and preeclampsia. J. Reprod. Immunol. 59(2),
137–152. 
https://doi.org/10.1016/s0165-0378(03)00043-3

74. Robillard P.Y., Dekker G.A., Hulsey T.C. (2002) Evo-
lutionary adaptations to pre-eclampsia/eclampsia in
humans: low fecundability rate, loss of oestrus, prohi-
bitions of incest and systematic polyandry. Am. J. Re-
prod. Immunol. 47(2), 104–111. 
https://doi.org/10.1034/j.1600-0897.2002.1o043.x

75. Crosley E.J., Elliot M.G., Christians J.K., Crespi B.J.
(2013) Placental invasion, preeclampsia risk and adap-
tive molecular evolution at the origin of the great apes:
evidence from genome-wide analyses. Placenta. 34(2),
127–132. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2012.12.001

76. Elliot M.G., Crespi B.J. (2015) Genetic recapitulation
of human pre-eclampsia risk during convergent evolu-
tion of reduced placental invasiveness in eutherian
mammals. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci.
370(1663), 20140069. 
https://doi.org/10.1098/rstb.2014.0069

77. Than N.G., Romero R., Xu Y., Erez O., Xu Z., Bhatti G.,
Leavitt R., Chung T.H., El-Azzamy H., LaJeunesse C.,
Wang B., Balogh A., Szalai G., Land S., Dong Z., Has-
san S.S., Chaiworapongsa T., Krispin M., Kim C.J.,
Tarca A.L., Bohn H. (2014) Evolutionary origins of the
placental expression of chromosome 19 cluster galec-
tins and their complex dysregulation in preeclampsia.
Placenta. 35(11), 855–865. 
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2014.07.015

78. Zadora J., Singh M., Herse F., Przybyl L., Haase N.,
Golic M., Yung H.W., Huppertz B., Cartwright J.E.,
Whitley G., Johnsen G.M., Levi G., Isbruch A.,
Schulz H., Luft F.C., Müller D.N., Staff A.C., Hurst L.D.,
Dechend R., Izsvák Z. (2017) Disturbed placental im-
printing in preeclampsia leads to altered expression of
DLX5, a human-specific early trophoblast marker. Cir-
culation. 136(19), 1824–1839. 
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.117.028110

79. Kaartokallio T., Wang J., Heinonen S., Kajantie E.,
Kivinen K., Pouta A., Gerdhem P., Jiao H., Kere J.,
Laivuori H. (2016) Exome sequencing in pooled DNA
samples to identify maternal pre-eclampsia risk vari-
ants. Sci. Rep. 6, 29085. 
https://doi.org/10.1038/srep29085

80. Di Rienzo A., Hudson R.R. (2005) An evolutionary
framework for common diseases: the ancestral-suscep-
tibility model. Trends Genet. 21(11), 596–601. 
https://doi.org/10.1016/j.tig.2005.08.007



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

РОЛЬ ЕСТЕСТВЕННОГО ОТБОРА 459

NATURAL SELECTION AS A DRIVER FOR THE GENETIC COMPONENT
OF PREECLAMPSIA

V. N. Serebrova1, *, E. A. Trifonova1, and V. A. Stepanov1

1Institute of Medical Genetics, Tomsk National Medical Research Center, Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: vika.serebrova@medgenetics.ru

Preeclampsia is a severe hypertensive pathology that affects 2–8% of pregnancies worldwide. Poorly studied
etiopathogenesis, absence of prognostic biomarkers and effective treatments for this pregnancy complication
determine the high incidence of maternal and perinatal morbidity and mortality. Racial and ethnic differenc-
es in the incidence of preeclampsia are of interest, since such variability may be considered as a side effect of
adaptive changes in the genetic structure of modern populations that have occurred since the dispersal of
Homo sapiens from Africa. In this work we studied the genetic diversity of North Eurasia populations and the
world populations of the 1000 Genomes Project for 10 regulatory single-nucleotide polymorphisms (rSNPs)
associated with preeclampsia. We also have conducted assessment of the role of natural selection at the mi-
croevolutionary level in formation of this genetic diversity. Interpopulation genetic diversity for these variants
is high, with the greatest contribution made by allele frequencies of rs3802252 in NDRG1 gene (FST = 0.157).
We detected signatures of natural selection for rs10423795 in LHB gene, rs2167270 in LEP gene, rs2227262
and rs3802252 in NDRG1 gene, rs56153523 and rs8109071 in SYDE1 gene, rs72959687 in INHA gene. More-
over, obtained results correspond to evolutionary hypotheses explaining the occurrence of PE, namely, the
hypothesis of ancestral susceptibility and the hypothesis of genetic conflicts.

Keywords: preeclampsia, differentially expressed genes (DEGs), regulatory single-nucleotide polymorphisms
(rSNPs), human populations, genetic diversity, natural selection
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Белок цитоскелета β-актин в большом количестве присутствует в цитоплазме и ядре, поэтому его
часто считают внутренним контролем при анализе экспрессии генов. Недавно замечено, что содер-
жание β-актина в различных клетках изменяется после гипоксической стимуляции, но механизм
этого явления не выяснен. Мы проанализировали, приводит ли индуцированное гипоксией изме-
нение экспрессии ядерного респираторного фактора-1 (NRF-1) к изменению экспрессии β-актина,
а также исследовали механизм NRF-1-опосредованной транскрипционной регуляции экспрессии
β-актина. У трети пациентов с раком желудка обнаружено значительное повышение уровней NRF-1 и
β-актина в опухолях и прилегающей ткани. При обработке 1%-ным O2 линий клеток рака желудка
и линии клеток желудка уровни NRF-1 и β-актина изменялись однонаправленно. Регулируя экс-
прессию NRF-1 посредством сверхэкспресссии или сайленсинга, мы обнаружили, что уровень
β-актина изменялся синхронно. В результате анализа потенциальных сайтов связывания NRF-1 на
гене β-актина (ACTB) идентифицировано три сайта, которые консервативны в геномах человека,
мыши и крысы. Эксперименты с ChIP доказали, что NRF-1 напрямую связывается с кодирующими
областями ACTB человека и Actb мыши и регулирует транскрипцию этих генов.

Ключевые слова: NRF-1, β-актин, гипоксия, регуляция транскрипции
DOI: 10.31857/S0026898421030186

ВВЕДЕНИЕ

β-Актин ‒ важный, широко представленный в
цитоплазме и ядре белок цитоскелета, который
участвует в поддержании морфологии клеток, их
миграции и пролиферации, ремоделировании
хроматина и модификации гистонов [1, 2]. Благо-
даря высокому уровню экспрессии в клетках ген
β-актина (ACTB) часто используют в качестве
внутреннего референс-гена при исследовании
генной экспрессии [3]. Однако в последние годы
сообщается, что после гипоксической стимуля-
ции уровень β-актина в различных клетках значи-
тельно изменяется [4]. Zhong и др. [5] сообщали,
что в условиях гипоксии уровни экспрессии 28S
рРНК были постоянными, независимо от содер-
жания O2, но уровни GAPDH, β-актина и цикло-
филина широко варьировали при гипоксии.
Bruge и др. [6] продемонстрировали, что экспрес-
сия ACTB изменяется гораздо сильнее, чем рефе-
ренс-генов GAPDH и SDHA/TBP в фибробластах

кожи человека после лечения гипоксией. По-ви-
димому, β-актин нестабилен при гипоксии, и это
изменение более очевидно в опухолевых клетках
[7]. Экспрессия β-актина всегда значительно вы-
ше в опухолевых тканях, чем в нормальных [8].
Динамические изменения β-актина инициируют
миграцию опухолевых клеток и метастазирова-
ние опухолей [9, 10]. Всего несколько исследова-
ний было посвящено анализу причин увеличения
уровня β-актина в опухолевой ткани. Учитывая,
что гипоксия стимулирует функции опухолевых
клеток, такие как пролиферация и миграция [11],
мы предположили, что гипоксия инициирует
экспрессию β-актина и стимулирует миграцию
опухолевых клеток. Хотя в ряде исследований со-
общалось об очевидном влиянии гипоксии на
экспрессию β-актина, механизм этого процесса
до сих пор не выяснен.

Гипоксия вызывает сильные изменения в
функционировании митохондрий, которые важ-
ны для ответа клеток на гипоксию и адаптации
[12]. Показано, что при гипоксии в клетках ядер-
ный дыхательный фактор-1 (NRF-1) ‒ важный
транскрипционный фактор ‒ индуцирует усиле-
ние митохондриального метаболизма и повыше-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: NRF-1 (Nuclear Respiratory Factor 1) ‒ ядер-
ный фактор дыхания-1; ChIP (chromatin immunoprecipita-
tion) ‒ хроматоиммунопреципитация.

УДК 577.218:57.081.23
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ние уровня митохондриального дыхательного
белка [13, 14]. Сначала было показано, что NRF-1
связывается с промоторной областью цитохрома с
[15]. Впоследствии сообщалось, что NRF-1 может
связываться с рядом генов, вовлеченных в про-
цессы клеточного цикла и пролиферации, вклю-
чая сплайсинг РНК, метаболизм, репарацию по-
вреждений ДНК и деградацию белков убиквити-
нированием [16]. В дальнейшем показано, что
NRF-1 широко экспрессируется в организме, ре-
гулирует ядерную транскрипцию многих генов и
играет важную роль в метаболизме и дыхательной
функции митохондрий [8]. Satoh и др. [17] обна-
ружили, что в нейрональных клетках можно най-
ти тысячи генов-мишеней NRF-1, которые участ-
вуют во множестве сигнальных путей, таких как
функционирование митохондрий, регуляция
клеточного цикла, клеточный метаболизм, нерв-
ные импульсы и т.д. Эти же авторы обнаружили,
что ген β-актина может быть мишенью для NRF-
1. Ранее Jayanta и др. [18] сообщали и о том, что
экспрессия NRF-1 значительно повышена в не-
которых опухолевых тканях, и высказывали пред-
положение, что изменение уровня β-актина в
клетках при гипоксии и в опухолевой ткани инду-
цировано регуляцией транскрипции гена ACTB
фактором NRF-1.

Учитывая изложенные выше данные, мы зада-
лись целью определить, коррелирует ли экспрес-
сия NRF-1 и β-актина в опухолевой и нормаль-
ной тканях и влияет ли изменение уровня NRF-1,
вызванное гипоксией, на содержвание β-актина в
клетках рака желудка. Кроме того, исследован
механизм NRF-1-регуляции транскрипции гена
ACTB.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культура клеток и гипоксия. Клетки эпителия

желудка человека GES-1 были любезно предо-
ставлены клинической больницей Наньтунского
университета (Affiliated Hospital of Nantong Uni-
versity, Китай). Клетки культивировали в среде
DMEM с 10% эмбриональной сыворотки крупно-
го рогатого скота (FBS) при 5% CO2 и 37°C. Эпи-
телиальные клетки карциномы желудка человека:
AGS, MKN28, MKN1, SNV-719 и MKN45 ‒ куль-
тивировали в среде RPMI-1640 с 10% FBS при 5%
CO2 и 37°C.

Для создания условий гипоксии клетки инку-
бировали при 1% O2 и 5% CO2 при 37°C в течение
48 ч. Для регуляции NRF-1 клетки GES-1 транс-
фицировали плазмидами с избыточной экспрес-
сией NRF-1 или короткой интерферирующей (si)
РНК к мРНК NRF-1 и инкубировали в течение 24 ч.

Иммуноблотинг. Клетки рака желудка и приле-
гающих тканей, полученные от пациентов, и
клетки, подвергшиеся действию гипоксии, соби-

рали и обрабатывали реагентами для экстракции
белка, помещали на лед на 30 мин и центрифуги-
ровали при 15000 × g и 4°C в течение 30 мин. Кон-
центрацию белка определяли методом бицинхони-
новой кислоты. Белки разделяли электрофорезом в
SDS-PAG и переносили на PVDF-мембраны полу-
сухим способом. Мембраны инкубировали в тече-
ние 1 ч в 5%-ном обезжиренном сухом молоке, а в
течение ночи при 4°C с кроличьими антителами
против NRF-1 (ab175932; “Abcam”, Великобрита-
ния), β-актина (ab8227; “Abcam”) и гистона H3
(ab1791; “Abcam”). Связывание первичных анти-
тел визуализировали с помощью вторичных анти-
тел, в качестве которых использованы конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (HRP) ослиные
антитела против кроличьих (#711-035-152; “Jack-
son ImmunoReseach Europe Ltd.”, Велиикобрита-
ния), и системы ECL-Plus. Анализ оттенков се-
рого проводили с использованием программы
Image J (https://imagej.nih.gov/ij/).

Иммунопреципитация хроматина (ChIP). ChIP-
анализ выполняли с использованием набора Sim-
pleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic
Beads) (#9003; “Cell Signaling Technology”, Нидер-
ланды) в соответствии с инструкциями производи-
теля. Для сшивания белков с ДНК клетки GES-1
фиксировали в культуральной среде, содержащей
1% формальдегида, при комнатной температуре в
течение 10 мин. Клетки лизировали и собирали с
последующим добавлением 0.5 мкл микрококко-
вой нуклеазы на IP-препарат и инкубировали в
течение 20 мин при 37°C для расщепления ДНК
до длины приблизительно 200‒500 п.о. Затем об-
работанный ультразвуком лизат подвергали им-
мунопреципитации с 2.5 мкг кроличьих антител к
NRF-1 (ab34682, “Abcam”) или кроличьего IgG в
качестве отрицательного контроля при 4°C в те-
чение ночи. “Вытянутый” хроматин промывали,
“расшивали” и очищали. Очищенную ДНК ам-
плифицировали с помощью ПЦР в реальном вре-
мени с соответствующими праймерами. Режим
реакции: 98°C в течение 5 мин, затем 40 трехсту-
пенчатых циклов: 30 с при 98°C, 30 с при 60°C и 30 с
при 72°C. Праймеры были сконструированы сле-
дующим образом:
human ACTB S1: 5'-GCTCTTGCCAATGGG-
GATCG-3' (прямой) и
5'-CAGTTAGCGCCTTGAGTCCC3-3' (обратный);
human ACTB S2: 5'-TGCCTTTTATGGTAATAAC-
GCGG-3' (прямой) и
5'-AAAGGACAAGAAGCCCTGAG-3' (обратный);
human CYTC: 5'-CCGTACACCCTAACATGCTC-3'
(прямой) и
5'-TGGCACAACGAACACTCC-3' (обратный);
mouse Actb S1: 5'-ACAGTATTGGGAACCAGACG-3'
(прямой) и
5'-GCAGCTAACTAGGAAGAGGG-3' (обратный);
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mouse Actb S2: 5'-CTGCGCTTCCTTTGTC-3'
(прямой) и
5'-CCCATTCCCACCATCA-3' (обратный).

Статистическая обработка результатов. Все
данные представлены как среднее ± стандартное
отклонение (SD). Средние значения двух выбо-
рок сравнивали с использованием непарного t-
критерия Стьюдента. Различия считались стати-
стически значимыми при р < 0.05. Для анализа
данных использовано статистическое программ-
ное обеспечение SPSS 17.0 (https://www.ibm.com/
analytics/us/en/technology/spss/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Уровни как NRF-1, так и β-актина в раковых 

клетках выше, чем в прилегающих тканях 
пациентов с раком желудка

В связи с тем, что опухоль всегда находится в
гипоксическом микроокружении, мы сначала
проанализировали уровни белков NRF-1 и β-ак-
тина в клетках рака желудка и прилегающих тка-
нях, взятых у пациентов. Обнаружено, что у 33%
пациентов содержание этих двух белков в опухо-
левых клетках было значительно выше, чем в
прилегающих тканях (рис. 1).

Сходные изменения уровней NRF-1 и β-актина
в эпителиальных клетках карциномы желудка 

после гипоксии
Для выявления изменений в экспрессии NRF-1

и β-актина в условиях гипоксии линию эпители-

альных клеток желудка GES-1 и эпителиальные
клетки карциномы линий AGS, MKN28, SNU-719,
MKN1 и MKN45 выдерживали в среде с 1% O2 в
течение 48 ч. Как видно на рис. 2а и 2в, уровни
как мРНК, так и белка NRF-1 в клетках AGS,
MKN28 и SNU-719 были значительно снижены.
Уровень белка β-актина тоже снижался в соответ-
ствии с NRF-1, в то время как для мРНК сниже-
ние уровня не всегда было статистически значи-
мым, в том числе в клетках AGS и MKN28. На
рис. 2б и 2г видно, что уровень мРНК и белка как
NRF-1, так и β-актина в клетках MKN1, MKN45
и GES-1 повышался, за исключением белка β-ак-
тина в GES-1. На основании приведенных ре-
зультатов можно говорить о том, что уровни
NRF-1 и β-актина изменяются однонаправленно
в эпителиальных клетках карциномы желудка.

По результатам иммуноблотинга и ПЦР в ре-
альном времени гипоксия индуцировала синхрон-
ные изменения в уровнях NRF-1 и β-актина: они
снижались в клетках AGS, MKN28 и SNU-719 и по-
вышались в клетках MKN1, MKN45 и GES-1
(рис. 2).

Транскрипционная активность гена ACTB 
регулируется связыванием NRF-1

с кодирующей областью

С целью идентифицировать взаимосвязь меж-
ду NRF-1 и β-актином мы сконструировали плаз-
миды со сверхэкспрессией NRF-1 или siРНК, на-
целенной на ген NRF1, и трансфицировали ими
клетки GES-1. Как показано на рис. 3а и 3б,

Рис. 1. Уровни NRF-1 и β-актина значительно повышены в клетках рака желудка по сравнению с прилегающими тка-
нями. Иммуноблотинг проведен на клинических образцах, полученных от пациентов с раком желудка (n = 11). ADJ ‒
прилегающие к опухоли ткани; CAN – раковые клетки. **p < 0.01 против ADJ.
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трансфекция NRF-1-экспрессирующих плазмид
индуцировала значительное повышение уровней
как белка, так и мРНК NRF-1 по сравнению с
контрольным пустым вектором, в то время как
siРНК к NRF1 сильно снижала количество NRF-1
по сравнению с контрольной siРНК. В соответ-
ствии с NRF-1 уровни как белка, так и мРНК β-
актина были повышены в клетках со свехэкспрес-
сией NRF-1 и подавлены в клетках с РНК-интер-
ференцией NRF1.

Кроме того, мы обрабатывали клетки актино-
мицином D в течение указанного периода време-
ни для блокирования транскрипции и проверки
стабильности мРНК β-актина с помощью ПЦР
[19]. Как видно на рис. 3в, не зарегистрировано зна-
чимых различий между этими уровнями в клетках с
контрольной siРНК и siРНК NRF1, из чего можно
сделать вывод, что интерференция NRF1 не влияет
на стабильность мРНК β-актина. Все данные ука-
зывали на то, что NRF-1 инициирует транскрип-

Рис. 2. Уровни NRF-1 и β-актина изменяются синхронно в клетках карциномы желудка и в клеточных линиях желудка
после гипоксии. Клетки AGS, MKN28, SNU-719, MKN1, MKN45 и GES-1 выдерживали в течение 48 ч при 1% O2.
Уровни экспрессии NRF-1 и β-актина анализировали методом иммуноблотинга (а и б) и ПЦР в реальном времени(в
и г) (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 по сравнению с 0 ч.
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цию ACTB, тем самым активируя экспрессию
β-актина.

Вполне логичным было проверить, активирует
ли NRF-1 транскрипцию ACTB. С помощью про-
граммного обеспечения JASPAR (http://jaspar.ge-

nereg.net/) мы обнаружили, что в кодирующих об-
ластях ACTB человека есть три потенциальных
сайта связывания NRF-1, которые высококон-
сервативны в гомологах мыши и крысы (рис. 3г).
С целью проверить, взаимодействуют ли напря-

Рис. 3. NRF-1 связывается с геном ACTB и регулирует его экспрессию. а – Клетки GES-1 трансфицировали плазмидой
со сверхэкспрессией NRF-1 (NRF-1 OE) или с siРНК к NRF1 (siРНК NRF-1) или контрольной (siРНК Con), помеща-
ли в условия гипоксии (1% O2) на 24 ч. Изменения в экспрессии NRF-1 и β-актина анализировали методом имму-
ноблотинга (а) и ПЦР в реальном времени (б). в ‒ Клетки GES-1 обрабатывали актиномицином D (5 мкг/мл) в тече-
ние указанного времени. Уровни мРНК β-актина анализировали ОТ-ПЦР в реальном времени. Полученные данные
норамлизовали по уровню 18S рРНК (n = 3). г – Потенциальные сайты связывания NRF-1 в составе генов ACTB чело-
века и Actb мыши и крысы. д, е – ChIP-анализ обогащения генов ACTB человека и Actb мыши по NRF-1. Группы IgG
использовали в качестве отрицательного контроля для групп NRF-1. Продукты ChIP анализировали методом ПЦР в
реальном времени. Цифрами указаны позиции от сайта начала транскрипции. Ген CYTC использован в качестве по-
ложительного контроля в ChIP-анализе. Эффект обогащения в ChIP-анализе рассчитывали в сравнении с IgG (n = 3).
Nor ‒ условия нормоксии, Hyp ‒ условия гипоксии. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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мую NRF-1 с кодирующей областью ACTB чело-
века, мы провели ChIP-анализ. Показано, что ко-
дирующая область +354/+520 ACTB человека и
область промотора ‒190/+50 CYTC человека обо-
гащены NRF-1, особенно при гипоксии, в то вре-
мя как только при нормоксии кодирующая об-
ласть +786/+1192 ACTB обогащена NRF-1 (рис. 3д).
С целью выснить, происходит ли связывание
NRF-1 с такой же областью в гомологах ACTB, то
есть консервативно среди видов, мы провели
ChIP-анализ с соответствующим регионом Actb
мыши. Как показано на рис. 3е, в условиях нор-
моксии NRF-1 связывался с кодирующими обла-
стями +424/+658 и +923/+1298 Actb мыши. Таким
образом, транскрипционная активация ACTB фак-
тором NRF-1 не была видоспецифичной.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В этой работе впервые обнаружены различия в

уровнях NRF-1 и β-актина в клетках рака желудка
и прилегающих тканях. Уровни экспрессии NRF-1
и β-актина были значительно повышены в неко-
торых тканях рака желудка, что согласуется с дан-
ными Shafqat и др., показавшим что содержание
β-актина в опухолевой ткани возрастет [20]. Ги-
поксия микроокружения ‒ важная особенность
сóлидных опухолей, а также одно из важных раз-
личий между опухолевыми тканями и прилегаю-
щими тканями. Мы предположили, что гипоксия
микроокружения вызывает изменения в экспрес-
сии NRF-1 и β-актина. Для этого линии клеток
рака желудка и линию клеток нормальной ткани
желудка выдерживали в условиях 1% O2 и оцени-
вали экспрессию NRF-1 и β-актина. Выявлены
аналогичные тенденции изменений уровней
NRF-1 и β-актина. Однако количество этих белков
снижалось в клетках AGS, MKN28 и SNU-719, что
было противоположно их изменениям в опухоле-
вых тканях и в других клетках рака желудка. По-
видимому, эти различия не связаны со степенью
дифференцировки клеток, так как и ASG, и
MKN45 были низкодифференцированными клет-
ками, тогда как MKN28 умеренно дифференциро-
ванной, а SNU-719 высокодифференцированной
линией. В этой работе мы не исследовали причин
этих различий, хотя и раньше замечали разные
направления в изменениях уровней NRF-1 в раз-
личных клеточных линиях из других опухолевых
источников в условиях гипоксии. Между тем сооб-
щалось, что гипоксия индуцирует различные из-
менения даже в нормальных тканях [21], из чего
следует, что опосредованное гипоксией измене-
ние экспрессии NRF-1 имеет сложный характер.

С целью понять, вызвано ли изменение экс-
прессии β-актина изменением NRF-1, мы моди-
фицировали экспрессию NRF-1 в клетках GES-1.
Для дифференциации эндогенного и экзогенного
NRF-1 на С-конце NRF-1, встроенного в плазми-

ду и сверхэкспрессируемого ею, был добавлен тег
FLAG. Выявлено, что уровень β-актина изменял-
ся синхронно с NRF-1. Учитывая, что NRF-1 ‒
важный транскрипционный фактор, мы предполо-
жили, что NRF-1 регулирует экспрессию β-актина
на транскрипционном уровне. Проанализировав
область промотора и интронов гена ACTB, мы не
обнаружили сайтов связывания NRF-1, тогда как
в кодирующей области ACTB идентифицировали
3 потенциальных сайта связывания; причем они
оказались высококонсервативными у млекопита-
ющих. В результате проведенного ChIP-анализа
также показано, что NRF-1 связывается с коди-
рующей областью ACTB. Это отличается от наше-
го привычного понимания регуляции транскрип-
ции, хотя ранее Stergachis и соавт. [22], используя
технологию высокопроизводительного секвени-
рования, обнаружили, что связывание транскрип-
ционных факторов с кодирующей областью гена –
достаточно общее явление и может играть роль в
регуляции эпигенетических изменений. Нами по-
казано, что изменение экспрессии NRF-1 во вре-
мя гипоксии приводит к значительному измене-
нию уровня β-актина, подтверждая нестабиль-
ность экспрессии β-актина в условиях гипоксии.
Эти результаты согласуются с данными Turkoglu
и Kockar [23], которые еще в 2012 году указывали
на то, что ген β-актина не подходит в качестве ге-
на внутреннего стандарта для ПЦР, что обуслов-
дено нестабильностью его экспрессии в условиях
гипоксии. Сообщалось также, что и другие из-
вестные гены, экспрессия которых считается ста-
бильной, включая GAPDH и тубулин, не подходят
в качестве внутренних референс-генов [24].

В результате проведенного исследования еще
раз подтверждено, что NRF-1 играет важную роль
для клетки в целом. Sant и соат. [25] сообщали,
что нокаутирование по NRF1 было летальным со-
бытием для животных. Нами также обнаружено,
что клетки с нокаутом по NRF1 были нежизне-
способными (неопубликованные данные). На осно-
вании этого мы предполагаем, что аномалии в
экспрессии NRF-1 вызывают не только митохон-
дриальную дисфункцию, но и нарушения цитос-
келета. Цитоскелет играет очень важную роль в
поддержании клеточной структуры, транспорта и
метаболизма. Нарушенния в структуре цитоске-
лета приводят к дисфункции клеток, а затем к их
апоптозу или аномальной пролиферации [26]. В
опухолевых тканях изменение уровня β-актина
служит триггером миграции клеток, что связано с
гипоксией в микроокружении [27]. Нами показа-
но, что изменение уровня NRF-1, индуцирован-
ное гипоксией в микроокружении, может быть
основной причиной миграции клеток опухоли.
Из-за множества эффектов NRF-1 в клетке встает
много вопросов, на которые предстоит ответить в
будущем. Например, могут ли индуцированные
гипоксией изменения в уровне NRF-1 вызывать
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ответы различных клеточных систем, каков меха-
низм этих изменений при адаптации к условиям
гипоксии и как это влияет на судьбу клетки. Кро-
ме того, взаимосвязь между изменениями дыха-
тельной функции клеток, β-актином и другими
компонентами цитоскелета также заслуживает
внимания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами показано, что NRF-1 активирует тран-

скрипцию гена ACTB, связываясь со следующими
участками в кодирующей области: +427…+437,
+836…+846 и +1000…+1010. В условиях гипо-
ксии в раковых клетках изменения в уровнях
NRF-1 приводят к изменениям в экспрессии β-ак-
тина. Из этого следует, что в экспериментах, вы-
полняемых в условиях меняющихся концентра-
ций кислорода, ген ACTB не пригоден для ис-
пользования в качестве внутреннего контроля.
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HYPOXIA ACCELERATE β-ACTIN EXPRESSION THROUGH 
TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION OF ACTB

BY NUCLEAR RESPIRATORY FACTOR-1
X. T. Wang1, K. Cheng1, and L. Zhu1, *

1Institute of Special Environmental Medicine, Nantong University, Nantong, 226019 China
*e-mail: zhuli85051796@163.com

Cytoskeletal protein β-actin is abundant both in the cytoplasm and the nucleus, its mRNA is commonly uti-
lized an internal control for gene expression analysis. Recent reports demostrated that hypoxia influences the
levels of β-actin in a variety of cells. The mechanism underlying this change are not yet elucidated. In this
work, we show that the changes in the levels of hypoxia-induced Nuclear respiratory factor-1 (NRF-1) lead
to the change in expression of β-actin. We compared the protein levels of NRF-1 and β-actin in gastric cancer
and adjacent tissues and found their significantly upregulation in cancer (33% patitents). When gastric cancer
cells and normal gastric cells were treated with 1% O2 for 48 h, the trends in expression levels of NRF-1 and
β-actin were similar. When NRF-1 expression was modified by its overexpressing or silencing, the levels of
β-actin changed accordingly. In β-actin gene (ACTB), three binding sites for NRF-1 were found. These sites
are conserved in human, mouse and rat genomes. In ChIP experiments, we showed that NRF-1 directly
binds to human ACTB and mouse Actb coding regions. Its seems that the transcription of β-actin encoding
gene is NRF-1 dependent.

Keywords: nuclear respiratory factor 1, β-actin, hypoxia, transcription regulation
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Macrovipera lebetina obtusa (MLO) ‒ ядовитая змея, эндемичная для Ближнего Востока. В исследова-
нии описан терапевтический потенциал яда змеи MLO. На модели мышей с саркомой S-180 пока-
зано, что яд MLO ингибирует рост опухоли на 50%. Обработка эндотелиальных клеток микрососу-
дов кожи человека (HMVEC-D) ядом MLO приводила к повышению экспрессии фактора роста эн-
дотелия сосудов (VEGF), в то время как уровень каспазы-8 не изменялся. В клетках HMVEC-D яд
MLO индуцировал некроптоз, а не апоптоз. Обработка хориоаллантоисной мембраны куриного эм-
бриона (CAM) ядом MLO вызывала ингибирование FGF2-индуцируемого ангиогенеза на 22%. В
целом, на основании полученных результатов можно сделать вывод, что яд MLO обладает сильной
цитотоксической активностью. Регулируемый путь некроптической гибели клеток, в который во-
влечен яд змеи MLO, может стать новой мишенью в противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: яд змеи, саркома, ангиогенез, некроптоз
DOI: 10.31857/S0026898421030071

ВВЕДЕНИЕ

Саркома мягких тканей ‒ это редкий тип опу-
холи, развивающейся в тканях, соединяющих,
поддерживающих и окружающих другие органы
тела [1–3]. К этим тканям относятся мышцы, жир,
кровеносные сосуды, нервы, сухожилия и выстил-
ка суставов. Описано более 50 подтипов саркомы
мягких тканей. Некоторые типы чаще поражают
детей, а другие ‒ в основном взрослых. Эти опухо-
ли часто трудно диагностировать, так как их мож-
но принять за другие типы новообразований [2].

Опухоль может распространяться на соседние
или отдаленные органы, создавая опасное для
жизни состояние. Опухолевые клетки метастази-
руют: проникая в кровеносные или лимфатиче-
ские сосуды, они циркулируют по внутренним
сосудам, а затем делятся в другом месте [4‒12].
Рост сосудистой сети важен для метастатического

распространения раковой ткани. Процесс фор-
мирования новых кровеносных сосудов ‒ ангио-
генез ‒ играет важную роль в формировании но-
вой сосудистой сети для доставки питательных
веществ, кислорода и иммунных клеток, а также
для удаления продуктов жизнедеятельности [4].
Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) ‒ мощ-
ный ангиогенный агент, присутствующий не
только в неопластических, но и в нормальных
тканях. Под влиянием определенных цитокинов
и других факторов роста семейство белков VEGF
появляется в раковой ткани и прилегающей стро-
ме и играет важную роль в неоваскуляризации
[13, 14].

На сегодняшний день разработано множество
антиангиогенных препаратов, но их терапевтиче-
ская эффективность ограничена и часто связана с
токсичным побочным действием. Обтустатин,
известный как KTS (Lys-Thr-Ser), представляет

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Принятые сокращения: CAM (chick embryo chorioallantoic membrane) – хориоаллантоисная мембрана куриного эмбриона;
HMVEC-D (human dermal microvascular endothelial cells) ‒ эндотелиальные клетки микрососудов кожи человека; MLO ‒
Macrovipera lebetina obtusa.

УДК 616-006.3.04:57.084.1;57.042.2
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собой мономерный дезинтегрин, обнаруженный в
яде змеи Macrovipera lebetina obtusa (MLO) [15‒19].
Этот небольшой пептид оказывает сильное тера-
певтическое действие на прогрессирующую мела-
ному и, как показано нами недавно, ингибирует
рост саркомы S-180 в мышиной модели [20‒22].
Онкостатический эффект KTS связан с подавле-
нием процесса ангиогенеза, что, возможно, обу-
словлено ингибированием интегрина-α1β1 в эн-
дотелиальных клетках [20]. Однако, учитывая ре-
зультаты наших предыдущих исследований [22] и
всей истории использования змеиного яда в ме-
дицинских целях, следует сказать, что во многих
случаях терапевтический эффект сырого змеино-
го яда оказывается сильнее, чем его отдельных
компонентов.

Яд змеи MLO содержит 38 белков, которые
принадлежат к нескольким основным семействам,
включая ферменты и белки без ферментативной
активности. Насколько нам известно, с биохими-
ческой точки зрения змеиный яд представляет со-
бой сложную смесь фармакологически активных
белков и полипептидов. Все эти компоненты дей-
ствуют согласованно. Синергетическое действие
белков змеиного яда может усиливать их актив-
ность или способствовать распространению ток-
синов. Синергизм особенно важен для яда змей
рода Vipera, потому что в нем нет настоящих ток-
синов (таких как трехпальцевые токсины Elapidae
или цитотоксины гадюк). Почти все ферменты
Vipera представляют собой паралоги ферментов
млекопитающих. В большинстве случаев фер-
менты змеиного яда действуют как мономеры; в
таком виде они проявляют оптимальные фарма-
кологические свойства и вносят свой вклад в ток-
сичность. Но в случае яда змей рода Vipera они об-
разуют комплексы с другими неферментными
белками для достижения более высокой эффек-
тивности за счет синергии. Так, известно, что
очищенные компоненты яда змеи MLO проявля-
ют менее 1% токсичности “полного многокомпо-
нентного яда” [19].

Нами проанализировано влияние сырого яда
змеи MLO на экспрессию белка VEGF и несколь-
ких каспаз в мышиной модели саркомы S-180.
Кроме того, исследован антиангиогенный эф-
фект зметного яда в хориоаллантоисной мембра-
не куриного эмбриона (CAM) in vivo, а также в эн-
дотелиальных клетках микрососудов кожи чело-
века (HMVEC-D) in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. В работе использован яд змеи MLO

(“Tocris Bioscince”, Великобритания). Первич-
ные эндотелиальные клетки микрососудов кожи
взрослого человека (HMVEC-D) получены из
Американской коллекции клеточных культур
(ATCC, США), их культивирование проводили в

полной базовой среде-131 для эндотелиальных
клеток с добавкой стимуляторов роста микросо-
судов, содержащей 15% эмбриональной сыворот-
ки крупного рогатого скота (FBS) (все препараты
компании “Invitrogen”, США). Во всех экспери-
ментах использовали клетки HMVEC-D ранних
пассажей (3‒6).

Рекомбинантный белок VEGF человека
(hrVEGF), использованный для индукции про-
лиферации клеток HMVEC-D in vitro, и коллаген
IV были приобретены у компании “Sigma” (США);
фактор роста фибробластов (bFGF), использо-
ванный для стимуляции ангиогенеза в CAM-ана-
лизе in vivo, ‒ у “Immuno Tools” (Германия).

Лизис тканей. Ткани опухолей (50 мкг) лизирова-
ли в 2 мл буфера, содержащего 0.5% Triton X-100,
25 мM Трис-HCl (pH 7.5), 75 мM NaCl, 2.5 мM
EDTA, 0.5 мM PMSF, 0.5 мM DTT, 5 мM NaF,
смесь ингибиторов протеаз (“Roche”, Швейца-
рия). Для эффективной гомогенизации ткани и
высокого выхода белка в буфер для лизиса добав-
ляли стеклянные шарики. Образцы энергично
встряхивали с частотой 30 ударов в секунду в тече-
ние 3 мин при комнатной температуре. В случае
неполной гомогенизации (кусочки ткани все
еще были видны в образцах) этап гомогенизации
повторяли. Гомогенизированные образцы цен-
трифугировали при 13545 × g в течение 30 мин
при комнатной температуре. При необходимо-
сти этап центрифугирования повторяли и соби-
рали супернатант.

Определение концентрации и молекулярной мас-
сы белка. Процедуры разделения и анализа бел-
ков подробно описаны нами ранее [21], далее да-
но их краткое описание.

Электрофорез в SDS-ПААГ и иммуноблотинг.
Концентрацию белков в лизатах тканей опреде-
ляли с помощью набора Pierce ™ BCA Protein As-
say kit (“Thermo Fisher Scientific”, США). Белки
разделяли электрофорезом в ПААГ в денатуриру-
ющих условиях (SDS-ПААГ). После разделения
белки переносили на нитроцеллюлозную мем-
брану Novex, 0.2 мкм, с использованием прибора
Pierce Power Blot Station и кассеты для блотинга
(“Thermo Fisher Scientific”) при напряжении 25 В
и силе тока 3 А в течение 13 мин. После электро-
переноса мембрану промывали деионизирован-
ной водой и инкубировали в течение 1.5 ч в бло-
кирующем буфере, содержащем 0.1% казеина
(“Roche”) в TBST (0.02 М Трис-HCl, pH 7.5, 0.15 M
NaCl, 0.1% Tween 20).

Белки VEGF и каспазы детектировали, ис-
пользуя в качестве первичных моноклональные
мышиные антитела против VEGF (sc-7269; “Santa
Cruz Biotechnology, Inc.”, США) и каспазы-8
(sc-16696, “Santa Cruz Biotechnology, Inc.”) в раз-
ведении 1 : 1000, прокаспазы-9 и (sc-133109; “Santa
Cruz Biotechnology, Inc.”) в разведении 1 : 500,
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расщепленной каспазы-3 (# 9661S; “Cell Signaling
Technology”, США) в разведении 1 : 1000, каспа-
зы-5 (sc-393346; “Santa Cruz Biotechnology, Inc.”)
в разведении 1 : 500 в блокирующем буфере. Ин-
кубацию проводили при осторожном перемеши-
вании в течение ночи при 4°C. После пятикрат-
ной промывки деионизованной водой и 5-минут-
ной отмывки в TBST мембраны в течение 1 ч
инкубировали с конъюгированными с перокси-
дазой хрена (HRP) бараньими антителами против
IgG мыши (NA931, “GE Healthcare”, США), разве-
денными в соотношении 1 : 8000 в блокирующем
буфере. После промывки на мембрану наносили
хемилюминесцентный субстрат HRP (“Thermo
Fisher Scientific”) и через 5 мин детектировали сиг-
нал с помощью системы ChemiDoc XRS (“Bio-Rad
Laboratories, Inc.”, США). Изображения получали
с использованием программного обеспечения
Quantity One 1-D Analysis v4.6.9 (“Bio-Rad Labora-
tories, Inc.”). Обработку и анализ изображений
проводили в программе ImageLab 4.0 (“Bio-Rad
Laboratories, Inc.”).

Денситометрический анализ. Изменения со-
держания целевого белка оценивали по результа-
там денситометрического анализа сигнала хеми-
люминесценции, проведенного с помощью про-
граммного обеспечения Image Lab 4.0. Измеряли
общую интенсивность каждого сигнала имму-
ноблотинга после выбора соответствующей поло-
сы с помощью функции “Lane and Bands” (“дорож-
ка и полосы”) и корректировки выбранной области
с помощью функции “Lane profile” (“профиль до-
рожки”). Фоновый сигнал вычитали из значения
сигнала в образце по методу “катящегося диска”
(размер диска 8 мм). Молекулярную массу белка
определяли с помощью функции “MW”. Норма-
лизованную общую интенсивность каждого сиг-
нала рассчитывали путем деления измеренной
общей интенсивности сигнала целевого белка на
соответствующее значение сигнала для актина.

Мышиная модель саркомы S-180 и введение
препаратов. Клетки саркомы S-180 транспланти-
ровали подкожно в правую подмышечную впади-
ну каждой мыши. Когда опухоль вырастала до
объема 100‒300 мм3, мышей случайным образом
делили на 2 группы (по 5 мышей в каждой): кон-
трольную и опытную (обработанную ядом змеи
MLO). В контрольной группе мышам вводили
PBS, в опытной группе каждое животное получа-
ло небольшие дозы яда MLO (10 мкг/мышь). Рас-
творы яда готовили в PBS и ежедневно вводили
внутрь опухолей (50 мкл) в течение 5 суток; через
24 ч после последнего введения всех животных
взвешивали и умерщвляли.

Все процедуры выполнены в соответствии с
“Правилами по уходу за животными” Института
физиологии (Institute of Physiology, Армения) и
этическими принципами IACUC по обезглавли-

ванию неанестезированных мышей и крыс
(http://www.utsouthwestern.edu/utsw/cda/dept238828/
files/469088.html).

Определение противоопухолевой активности
яда MLO in vivo. Противоопухолевую активность
яда MLO выражали как степень ингибирования
(%) роста опухоли и рассчитывали по формуле:

(1)

где A и B ‒ средняя масса опухоли в контрольной
и опытной группах мышей соответственно.

Анализ хориоаллантоисной мембраны куриного
эмбриона (CAM-анализ). CAM-анализ проводили
для оценки антиангиогенной активности обту-
статина. Оплодотворенные куриные яйца (Gallus
gallus) инкубировали в горизонтальном положе-
нии при 37.8°C в увлажненной атмосфере и обо-
значали как эмбриональные (E). На третьи сутки
инкубации (E3) в оболочке делали квадратное ок-
но и удаляли 2–2.5 мл белка, чтобы дать развиваю-
щейся САМ отслоиться. Окно заклеивали прозрач-
ной липкой лентой, и яйца возвращали в инкуба-
тор. На 10 сутки инкубации (E10) в стерильных
условиях на поверхность САМ помещали силико-
новое кольцо диаметром 3 мм, вводили в него рас-
твор, содержащий в качестве индуктора ангиогене-
за bFGF в концентрации 400 нг/яйцо (контрольная
группа; N = 13), или тот же раствор с 3.5 мкг/яйцо
яда MLO (опытная группа; N = 18). Яйца герме-
тично закрывали и возвращали в инкубатор еще
на 72 ч. Проводили три независимых экспери-
мента. После удаления кольца САМ вырезали из
эмбрионов и фотографировали ex ovo под стерео-
скопом Olympus, SZX16 в сочетании с камерой
DP71 (“Olympus”, Япония) при 20-кратном увели-
чении. Число новых сосудов (диаметр < 15 мкм),
растущих в радиальном направлении к области
кольца, определяли вслепую.

Детекция мертвых клеток с помощью зеленого
флуоресцентного красителя IncuCyte Cytotox. Реа-
гент IncuCyte Cytotox green (“Sartorius”, США) ис-
пользовали в соответствии с инструкциями произ-
водителя для количественного определения мерт-
вых клеток после 24-часовой обработки ядом змеи
MLO (3.5 мкг/мкл). Эксперименты проводили в
трех повторах. Яд змеи MLO разводили в PBS. Про-
лиферацию клеток HMVEC-D индуцировали об-
работкой hrVEGF в концентрации 50 нг/мл.

Анализ жизнеспособности клеток и апоптоза.
Жизнеспособность клеток и апоптоз определяли
количественно с использованием мультиплекс-
ного анализа ApoLive-Glo (“Promega”, США) в
соответствии с инструкциями производителя после
24-часовой обработки ядом змеи MLO (1 мкг/мкл).
Мультиплексный анализ ApoLive-Glo™ исполь-
зуют для выяснения механизма гибели клеток, так
как с его помощью можно в одной лунке измерить
как количество жизнеспособных клеток (маркер

− ×[( ) ]A B 100%,A
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цитотоксичности), так и активацию каспаз (мар-
керы апоптоза).

В первой части анализа измеряют активность
протеазного маркера жизнеспособности клеток.
Активность протеазы живых клеток ограничена
интактными жизнеспособными клетками и изме-
ряется с использованием флуорогенного, прони-
цаемого для клеток пептидного субстрата глицил-
фенилаланил-аминофторкумарина (GF-AFC).
Субстрат проникает в интактные клетки, где он
расщепляется под действием протеазы, генери-
руя флуоресцентный сигнал, пропорциональный
количеству живых клеток. Эта протеаза живых
клеток теряет активность при нарушении целост-
ности клеточной мембраны и попадании в окру-
жающую культуральную среду.

Вторая часть анализа построена на технологии
Caspase-Glo® Assay и предназначена на измере-
ние активности каспаз ‒ ключевого биомаркера
апоптоза. В анализе Caspase-Glo® использован
люминогенный субстрат каспазы-3/7 ‒ DEVD-
аминолюциферин ‒ в реагенте, оптимизирован-
ном для активности каспазы и лизиса клеток. До-
бавление реагента Caspase-Glo® 3/7 приводит к
лизису клеток с последующим расщеплением суб-
страта каспазой и генерацией люминесцентного
сигнала, величина которого пропорциональна
каспазной активности.

Эксперименты выполняли в трех повторах, и
данные представляли в виде графика как среднее
значение ± стандартная ошибка среднего. Яд

MLO разводили в PBS. Пролиферацию клеток
HMVEC-D индуцировали обработкой hrVEGF в
концентрации 50 нг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Яд змеи MLO подавляет рост саркомы S-180 у 

мышей, усиливает экспрессию VEGF,
но не каспаз-8 и -9

По результатам экспериментов in vivo яд MLO
подавлял рост саркомы S-180 у мышей на 50%
(рис. 1); при этом не наблюдали значительной по-
тери веса у животных этой группы, то есть лече-
ние не вызывало заметного побочного эффекта
(данные не представлены).

Известно, что VEGF играет важную роль в ан-
гиогенезе, поэтому мы исследовали влияние яда
на экспрессию VEGF у мышей с саркомой S-180.
Согласно полученным результатам (рис. 2), обра-
ботка опухоли ядом змеи MLO приводила к повы-
шению экспрессия белка VEGF (рис. 2).

Ранее мы сообщали, что яд змеи MLO вызыва-
ет некроз клеток саркомы S-180 in vivo, но не ис-
следовали детально механизм их гибели [22]. Те-
перь мы проанализировали влияние яда на экс-
прессию некоторых каспаз. После обработки
опухолей ядом не зарегистрировано никаких из-
менений в уровнях каспазы-8 и прокаспазы-9, то-
гда как для каспазы-3 и каспазы-5 выявлена тен-
денция к усилению экспрессии. Отсутствие изме-
нений в содержания каспаз-8 и -9 свидетельствует
о том, что яд MLO не вызывает апоптоза раковых
клеток, в то же время его действие не приводит и к
некрозу, так как изменяются уровни каспаз-3 и -5
(рис. 2). В течение последнего десятилетия широ-
ко обсуждается путь программируемой гибели
клеток, называемый некроптозом, особенно при
онкологических и воспалительных заболеваниях
[23]. Уже известно, что при этих патологиях не-
кроптический способ разрушения клеток может
сопровождаться повышением активности эффек-
торных каспаз. Этот механизм заключается в том,
что каспаза-3 запускает неспецифический ответ,
так называемый ответ “наблюдателя” (bystander re-
sponse), модулируя передачу сигнала внутри клеток
и/или стимулируя пролиферацию соседних клеток
[24‒26].

Антиангиогенный эффект яда змеи MLO

Антиангиогенный эффект яда MLO оценива-
ли в CAM-анализе in vivo. С целью имитировать
патологическое состояние, при котором усилива-
ется ангиогенез, 10-дневные куриные эмбрионы
обрабатывали только bFGF или в сочетании с
ядом MLO (3.5 мкг/яйцо). Через 72 ч после обра-
ботки CAM вырезали из эмбрионов, фотографи-
ровали ex ovo под стереоскопом и определяли чис-

Рис. 1. Яд MLO ингибирует рост саркомы S-180 у мы-
шей. Животным опытной группы каждый день в те-
чение 5 суток вводили внутрь опухоли по 10 мкг яда
MLO, растворенного в 50 мкл PBS. Мышам кон-
трольной группы вводили PBS в том же режиме. Че-
рез 24 ч после последнего введения животных взве-
шивали и умерщвляли путем смещения шейных по-
звонков. Противоопухолевую активность выражали
как степень ингибирования (%) и рассчитывали по
формуле (1). Результаты представлены как среднее ±
± стандартная ошибка (SEM) на основании двух незави-
симых экспериментов (непарный t-критерий, p < 0.05).
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ло вновь образовавшихся сосудов (диаметр менее
15 мкм) (рис. 3). По сравнению с куриными эм-
брионами, обработанными только bFGF, в CAM
эмбрионов, содержащих яд MLO, появилось зна-
чительно меньшее сосудов (рис. 3а).

Влияние яда MLO на жизнеспособность
и апоптоз клеток HMVEC-D in vitro

При изучении влияния яда MLO на жизнеспо-
собность клеток HMVEC-D in vitro использован
реагент IncuCyte® Cytotox green. Краситель спе-

цифично связывается с ДНК мертвых клеток
из-за потери целостности их мембран. Клетки
HMVEC-D выращивали в присутствии hrVEGF
на планшетах, покрытых коллагеном IV. Клетки
обрабатывали ядом MLO в течение 24 ч и анали-
зировали поля изображения с помощью IncuCyte.
Согласно полученным результатам (рис. 4), обра-
ботка ядом змеи MLO приводит к гибели практи-
чески всей популяции клеток.

С целью дополнительной проверки получен-
ных результатов мы использовали мультиплекс-
ный анализ ApoLive-Glo. Этот эксперимент поз-

Рис. 2. Влияние яда MLO на экспрессию белков VEGF, каспазы-8, прокаспазы-9, каспазы-3 и каспазы-5 в опухолях
саркомы S-180 у мышей. Белки экстрагировали из опухолей, изолированных от мышей, и использовали для вестерн-
блот-анализа. Представлены результаты двух независимых экспериментов (обозначены цифрами 1 и 2), проведенных с ан-
тителами против VEGF, каспазы-8, прокаспазы-9, каспазы-3 и каспазы-5. β-actin использовали в качестве контроля загруз-
ки. Денситометрический анализ выполнен с помощью программного обеспечения ImageLab 4.0 (“Bio-Rad”). Результаты
представлены как среднее ± SEM на основании двух независимых экспериментов, проведенных в трех повторах (не-
парный t-критерий, p < 0.05).
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воляет, в первую очередь, определить активность
протеазного маркера жизнеспособности клеток,
которая характерна только для интактных жизне-
способных клеток. Небольшой пептид GF-AFC
используется в качестве субстрата для определе-
ния протеазной активности живых клеток, гене-
рируя флуоресцентный сигнал, пропорциональ-
ный количеству живых клеток. Обнаружено, что
низкие концентрации сырого яда MLO сильно
снижают жизнеспособность клеток (рис. 5а). Ак-
тивность биомаркера апоптоза каспазы-3/7 не
увеличивалась в клетках HMVEC-D, обработан-
ных ядом MLO (рис. 5б), что подтверждает дан-
ные о неапоптотическом пути их гибели. Следует
сказать, что уровень апоптоза был даже несколь-
ко выше (хотя и незначительно) в контрольных
клетках, чем в обработанных ядом, что, вероятно,
связано с их более высокой скоростью пролифе-
рации и конкуренцией за питательные вещества.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В течение последних пяти лет в проведенных
нами экспериментах установлено, что один из
компонентов змеиного яда MLO ‒ обтустатин ‒
ингибирует рост саркомы S-180 у мышей, не вызы-

вая при этом потери веса животных, что, по-види-
мому, можно расценивать как отсутствие побочно-
го действия препарата [21, 22]. Теперь мы исследо-
вали потенциальное терапевтическое действие
неочищенного змеиного яда MLO на модели сар-
комы S-180 у мышей.

Впервые исследованы функции и механизмы
действия яда MLO при ангиогенезе саркомы. В
экспериментах in vivo показано, что яд змеи MLO
подавляет рост опухоли на 50%. Используя ту же
модель саркомы S-180 у мышей, мы проанализи-
ровали экспрессию белка VEGF ‒ одного из наи-
более специфичных и важных регуляторов сиг-
нального каскада ангиогенеза [8‒12] ‒ до и после
обработки ядом MLO. Показано, что экспрессия
VEGF усиливается в клетках опухоли, обработан-
ных змеиным ядом. Этот феномен можно объяс-
нить способностью яда MLO ингибировать ан-
гиогенез, что может вызывать гипоксию в опухо-
левой ткани. В условиях гипоксии активируется
индуцируемый гипоксией фактор-1α (HIF-1α),
усиливая HIF-1α-зависимую транскрипционную
активацию гена VEGFA [27‒30]. Эту гипотезу еще
предстоит проверить, проанализировав экспрес-
сию HIF-1α в контрольной и обработанной ядом
MLO группах мышей.

Рис. 3. CAM-анализ in vivo антиангиогенного действия яда змеи MLO. На 10 сутки инкубации на поверхность САМ
помещали силиконовое кольцо диаметром 3 мм и добавляли в него растворы: а ‒ bFGF (400 нг/яйцо; N = 13); б ‒ bFGF
(400 нг/яйцо) и яд змеи MLO (3.5 мкг/мкл; N = 18). Представлены характерные изображения состояния мембраны в
каждом эксперименте после 72 ч обработки. в ‒ Число новых сосудов (диаметр < 15 мкм), растущих в радиальном на-
правлении к области кольца, подсчитано вслепую в трех независимых экспериментах. Результаты представлены как
среднее ± SEM (непарный t-критерий, p < 0.05).
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На основании накопленных к настоящему
времени данных можно сделать вывод, что не-
сколько выделенных или рекомбинантных ток-
синов змеиного яда оказывают противораковое
действие на доклинических моделях злокачествен-
ных опухолей in vitro и in vivo, вызывая гибель кле-
ток по пути апоптоза, внутриклеточно активируе-
мого митохондриями, или по пути некроза [31–33].
В ранее проведенных нами экспериментах на мы-
шиной модели саркомы S-180 in vivo показано, что
при лечении животных обтустатином не происхо-
дит апоптотической гибели раковых клеток [21].
Такой вывод был сделан на основании анализа
экспрессии каспазы-8 как индикатора внекле-
точной активации пути апоптоза (ранее описана
как маркер опосредованной интегринами смерти
[34]), а также прокаспазы-9, каспазы-3 и каспазы-5.

Теперь нами исследовано влияние змеиного
яда MLO на клетки саркомы S-180. Никаких при-
знаков апоптоза раковых клеток мы не зареги-
стрировали, но получили некоторые “намеки” на
некроптоз, а не на некроз. Хорошо известно, что
для некоторых типов злокачественных опухолей

характерны многочисленные мутации в каспазах,
что нарушает функциональную активность этих
ферментов и приводит к подавлению апоптоза в
опухолевых тканях; причем эти данные в основ-
ном касаются каспазы-8 [35]. Что касается каспа-
зы-3, то она известна как очень мощный эффек-
тор апоптоза, причем как по внутриклеточному,
так и внеклеточному пути. У каспазы-3 обнару-
жены и другие, неапоптотические, функции в
физиологических процессах, не вызывающих ги-
бели клеток, ‒ это развитие центральной нервной
системы и дифференцировка [36]. Более того, не-
давно показано, что каспаза-3 стимулирует репо-
пуляцию опухолей при онкотерапии [37] и ини-
циирует дестабилизвцию генома и онкогенез.

В этом исследовании мы оценили антиангио-
генный потенциал сырого змеиного яда MLO с
помощью CAM-анализа in vivo. bFGF использо-
вали для стимуляции роста сосудов, имитируя па-
тологический сценарий, наблюдаемый в сóлид-
ных опухолях. Мы рассмотрели 3 параметра для
количественной оценки сосудов: диаметр сосуда,
организацию сосудов и направление относитель-

Рис. 4. Анализ гибели клеток HMVEC-D, вызванной ядом змеи MLO, с помощью IncuCyte ZOOM®. Клетки HMVEC-D
выращивали на планшетах, покрытых коллагеном IV (50 мкг/мл), в присутствии hrVEGF (50 нг/мл). IncuCyte® Cytotox
green (0.25 мкМ) добавляли после 24-часовой обработки ядом MLO (3.5 мкг/мкл). Характерные изображения полей по-
лучали с помощью IncuCyte ZOOM®. Масштаб 300 мкм.
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но сайта инокуляции. Ранее нами обнаружено
[21], что 90 мкМ обтустатин ингибирует ангиоге-
нез, индуцированный bFGF, на 17%. Несмотря
на то, что неочищенный яд MLO содержит в
300000 раз меньшую концентрацию обтустатина
(концентрация обтустатина в неочищенном яде
MLO составляла 0.3 нМ), он подавляет ангиоге-
нез более эффективно (~22%).

Результаты экспериментов in vivo подтвердили
данные in vitro. Обнаружено, что яд змеи MLO
убивает клетки HMVEC-D и ингибирует ангиоге-
нез гораздо эффективнее чистого обтустатина (в
пересчете на его концентрацию), причем гибель
эндотелиальных клеток не связана с апоптозом.

На основании полученных данных можно сде-
лать вывод, что неочищенный яд змеи MLO или его
компоненты следует рассматривать как новые по-
тенциально эффективные средства для лечения
сарком.

Работа выполнена при финансовой поддержке
базирующегося в Нью-Йорке Армянского нацио-
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сударственного комитета по науке Министерства
образования, науки, культуры и спорта Респуб-
лики Армения (State Committee of Science from
Ministry of Education, Science, Culture and Sport of
the Republic of Armenia; грант # 19YR-1F012).
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Macrovipera lebetina obtusa SNAKE VENOM AS A MODULATOR
OF ANTITUMOR EFFECT IN S-180 SARCOMA MOUSE MODEL
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Macrovipera lebetina obtusa (MLO) is a venomous snake endemic to Middle East. Here we describe the
therapeutic potential of the MLO snake venom. In S-180 sarcoma-bearing mouse model, we showed that the
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MLO snake venom inhibits tumour growth by 50%. In human dermal microvascular endothelial cells
(HMVEC-D), treatment with the MLO snake venom lead to an increase of expression levels of the vascular
endothelial growth factor (VEGF), while the level of the expression of caspase 8 did not change. In
HMVEC-D cells MLO snake venom induces necroptosis, rather than apoptosis. In the chick embryo cho-
rioallantoic membrane (CAM) assay, exposure to MLO snake venom inhibited FGF2-induced angiogenesis
by 22%. Taken together, these results indicate that the MLO snake venom has a potent cytotoxic activity. Reg-
ulated necroptic cell death pathway, which is engaged by MLO snake venom, may become a promising novel
target for antitumor therapies.

Keywords: snake venom, sarcoma, angiogenesis, necroptosis
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Вирусы простого герпеса 1 и 2 типов (ВПГ-1 и ВПГ-2) поражают практически все органы и ткани,
вызывают генитальный герпес – самое распространенное заболевание, передающиеся половым пу-
тем, ‒ нарушения ЦНС, приводят к тяжелым осложнениям у детей. Несмотря на имеющиеся лекар-
ственные препараты, заболеваемость, вызванная ВПГ-1/2, продолжает расти. Ни одна из профи-
лактических кандидатных вакцин не проявила защитное действие при испытаниях и не получила
разрешения на использование в клинической практике. Нами исследованы защитные свойства
мезенхимальных стволовых клеток (МСК), выделенных из костного мозга мышей. Проведен
сравнительный анализ протективного ответа на введение первичных и модифицированных
МСК (мМСК); плазмиды, содержащей ген ВПГ, и инактивированного вируса на модели леталь-
ной ВПГ-1-инфекции у мышей. мМСК получали путем трансфекции гена Us6, кодирующего
гликопротеин D (gD) ВПГ; плазмида содержала тот же ген. После двукратной иммунизации пер-
вичными МСК в периферической крови мышей наблюдали образование антител, взаимодей-
ствующих с вирусным антигеном (по данным иммуноферментного анализа) и нейтрализующих
инфекционную активность ВПГ-1 в реакции биологической нейтрализации. Кроме того, введение
первичных МСК индуцировало продукцию интерферона гамма (ИНФ-γ), детектируемого в пери-
ферической крови мышей. После заражения ВПГ-1 у иммунизированных мышей значительно по-
вышались титры вирусспецифических антител, уровень ИФН-γ и они были полностью защищены
от летальной ВПГ-1-инфекции. Защитный эффект трех других иммуногенов был ниже и не превы-
шал 50‒65%. Учитывая широкую доступность МСК, доказанную безопасность при внутривенном
введении и впервые полученные в работе результаты о способности индуцировать врожденный, адап-
тивный и протективный иммунитет к ВПГ-1, можно считать МСК перспективной основой для созда-
ния новых клеточных вакцин для профилактики герпесвирусных и других вирусных инфекций.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, трансфекция, генетически модифицирован-
ные мезенхимальные стволовые клетки, рекомбинантная ДНК, ДНК-иммунизация, вирус просто-
го герпеса 1 типа, протективная активность
DOI: 10.31857/S0026898421030101

Вирусы простого герпеса 1 и 2 типов (ВПГ-1 и
ВПГ-2) – повсеместно распространенные пато-
гены человека: 3.7 млрд инфицировано ВПГ-1 и
417 млн – ВПГ-2 [1‒3]. Согласно данным ВОЗ [4],
генитальный герпес признан самой распростра-
ненной инфекцией, передающейся половым пу-
тем; доказано, что ВПГ-инфекция повышает
риск заражения ВИЧ [5]. Оба вируса вызывают
неонатальный герпес [6]. ВПГ-1 ‒ ведущий этио-

логический агент инфекционной слепоты, в мире
ежегодно регистрируют 1 млн новых случаев и
9 млн повторяющихся эпизодов ВПГ-инфекции
глаз [7]. В настоящее время множество лекар-
ственных препаратов доступно для лечения гер-
петической инфекции, однако заболеваемость,
вызванная ВПГ, продолжает расти [8]. В связи с
этим разработка эффективной профилактиче-
ской вакцины против ВПГ-1/2 признана ВОЗ

Сокращения: ВПГ-1 – вирус простого герпеса 1 типа; иВПГ – инактивированный цельный ВПГ-1; ДНКgD – рекомби-
нантная ДНК, содержащая ген белка gD ВПГ; ИСП – индекс стимуляции пролиферации; ЛД50 – 50%-ная летальная доза;
МСК – мезенхимальные стволовые клетки, мМСК – генетически модифицированные МСК; МСКgD – мМСК, стабиль-
но продуцирующие белок gD ВПГ; РБТ – реакция бласттрансформации.
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приоритетным направлением здравоохранения
(http://www.who.int/immunization/global_vaccine_
action_plan/GVAP_doc_2011_2020/en/) [9, 10].

В настоящее время разработан целый ряд вак-
цин против герпесвирусных инфекций, основан-
ных на рекомбинантных ДНК и белках ВПГ, пеп-
тидах, живых аттенуированных вирусах и инакти-
вированных цельновирионных препаратах [11‒13].
Однако для большинства кандидатных вакцин не
выявлено протективного действия при клиниче-
ских испытаниях [14], и пока ни одна из профи-
лактических вакцин не получила разрешения на
использование в медицине.

Очевидно, что необходимы новые подходы к
созданию герпетических вакцин, один из кото-
рых изучен в представленной работе. Он основан
на использовании мезенхимальных стволовых
клеток (МСК), успешно применяемых в разных
областях регенеративной медицины. Разрабатыва-
ются подходы для получения генетически модифи-
цированных МСК (мМСК), которые экспрессиру-
ют целевые гены и могут быть использованы для
клеточной терапии раковых, аутоиммунных, ней-
родегенеративных и инфекционных заболеваний
[15‒20]. На основании этих данных можно сделать
вывод о пластичности иммуномодуляции МСК,
которые могут оказывать как супрессивное, так и
иммуностимулирующее действие. Появились пер-
вые работы, в которых показана принципиальная
возможность использования МСК и мМСК в каче-
стве не традиционных, а инновационных вакцин,
усиливающих иммунные реакции против ВИЧ
[21] и вируса гепатита С [22].

Цель работы состояла в сравнительном анали-
зе протективного иммунного ответа на введение
профилактических кандидатных вакцин на осно-
ве МСК, ДНК-плазмиды и инактивированного
вируса в отношении летальной ВПГ-1-инфекции
мышей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. Мышей линии DBA/2J (H-2d)
(самки, 6‒8 недель) получали из Центрального
питомника лабораторных животных “Столбовая”
(Московская область).

Культуры клеток. Первичную культуру МСК
получали из красного костного мозга мышей, как
описано ранее [23]. Нами было показано [22, 23],
что по адгезивной способности, поверхностным
маркерам и дифференцировочному потенциалу
эти клетки соответствуют критериям определе-
ния МСК Международного общества клеточной
терапии (The International Society for Cellular
Therapy) [24].

Культивирование МСК проводили в среде
DMEM, содержащей 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (ЭТС; “Gibco”, США), 10 мкг/мл

инсулина, 5.5 мкг/мл трансферрина, 6.7 нг/мл се-
ленита, 10 нг/мл фактора роста фибробластов,
2 мМ L-глутамина, 50 мкг/мл гентамицина, в ат-
мосфере 5% СО2 при 37°С.

Культуру клеток почечного эпителия зеленой
мартышки (Vero) получили из коллекции клеточ-
ных культур ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи”
Минздрава России и культивировали в аналогич-
ных условиях, используя среду Игла MEM с до-
бавлением 10% ЭТС (“Biosera”, Франция), 2 мМ
L-глутамина, 50 мкг/мл гентамицина. Культу-
ральные среды, сыворотки и компоненты для
культивирования клеточных культур, если не
указано другое, были приобретены в НПП
“ПанЭко” (Россия).

Вирус. ВПГ-1, штамм УС, полученный из Го-
сударственной коллекции вирусов ФГБУ “НИЦЭМ
им. Н.Ф. Гамалеи” Минздрава России, размно-
жали в клетках Vero, используя стандартные ме-
тоды культивирования. Множественность ин-
фекции вируса определяли модифицированным
методом бляшек in vitro. Готовили серии разведе-
ний образцов вируса и вносили в 96-луночные
планшеты с монослоем клеток, инкубировали
при 37°C в течение 7 сут в присутствии 5% СО2.
Очаги инфицированных клеток (бляшки) выяв-
ляли и подсчитывали с использованием инверти-
рованного микроскопа Primovert (“Zeiss”, Герма-
ния). Титр вируса определяли по формуле: А =
= ab/V, где А – число бляшкообразующих единиц
на 1 клетку (БОЕ/кл); a – среднее число бляшек
на одну лунку; b – разведение вируса; V – объем
внесенного вируссодержащего материала.

Определение 50%-ной летальной дозы (ЛД50)
ВПГ-1 in vivo проводили путем заражения живот-
ных последовательными 10-кратными разведени-
ями вируса внутрибрюшинно. Гибель животных
регистрировали в течение 14 сут после заражения.
Расчет летальной дозы ВПГ-1 проводили по фор-
муле: ЛД50 = 1 × 10Х+[(C1 – 50) /(C1 – C2)], где Х – обрат-
ная величина разведения вируса, при которой на-
блюдали 50%-ную гибель мышей; С1 ‒ доля мы-
шей (%), павших при максимальном разведении,
давшем летальность выше 50%; С2 ‒ доля мышей
(%), павших при минимальном разведении, дав-
шем летальность ниже 50%.

Получение инактивированного препарата ВПГ-1.
Клетки Vero высаживали в культуральные флако-
ны 175 см2 и по достижении монослоя заражали
ВПГ-1. После проявления максимального вирус-
специфического цитопатического действия (ЦПД)
проводили 1 цикл замораживания‒оттаивания.
Вируссодержащую культуральную жидкость
центрифугировали (“Jouane”, Франция) при
10000 об/мин в течение 10 мин для удаления кле-
точного дебриса и из полученного супернатанта
осаждали вирус ультрацентрифугированием при
30000 об/мин в течение 1 ч при 4°С (ротор SW32;
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“Beckman”, США). Осадок ресуспендировали в
1 мл 10 мМ Трис-HCl, pH 7.4, и оставляли на ночь
при комнатной температуре. В центрифужный
флакон наслаивали 2 мл 60%-ной сахарозы, затем
10 мл 15%-ной сахарозы и вируссодержащую сус-
пензию. Ультрацентрифугирование проводили в
условиях, описанных выше. Очищенный ВПГ-1
инактивировали при 56°C в течение 30 мин.
Инактивированный вирус (иВПГ) использовали
для иммунизации животных и в качестве антиге-
на для иммуноферментного анализа (ИФА).

Плазмида. Использовали ДНК-конструкцию
pcDNAgD (ДНКgD), полученную на основе ком-
мерческой плазмиды pcDNA-3.1(+) (“Invitrogen”,
США), в которую был встроен ген Us6, кодирую-
щий белок gD ВПГ, и маркерный ген neo (неоми-
цин-фосфотрансферазы). Для наработки кон-
струкции использовали клетки Escherichia coli
штамм JM109, которые выращивали в питатель-
ной среде (LB-бульон, LB-агар и SOB-бульон),
состоящей из бактотриптона, дрожжевого экс-
тракта и бактоагара (“Difco”, США). Плазмиду
выделяли с использованием коммерческого на-
бора QIAGEN Plasmid Purification Maxi Kit
(“QIAGEN”, США) согласно методике фирмы-
производителя.

Трансфекция культуры МСК. Для получения
генетически модифицированных МСК (мМСК),
экспрессирующих ген Us6 ВПГ, использовали
первичную культуру МСК на четвертом пассаже.
Клетки трансфицировали с помощью Lipofec-
tamine 3000 (“Thermo Fisher Scientific”, США) в
соответствии с рекомендациями производителя.
МСК высаживали в 24-луночный планшет в кон-
центрации 2 × 104 клеток/мл в ростовой среде
DMEM без антибиотиков. Через 24 ч в клетки
вносили комплекс ДНКgD и Lipofectamine 3000 в
соотношении 1 : 2. Селекцию трансформантов
проводили в культуральной среде, содержащей
генетицин G-418 (“Invitrogene”). Через 5 и 14 су-
ток в клетках, полученных в результате селекции,
анализировали экспрессию гена Us6. Клетки
фиксировали охлажденным метанолом, обраба-
тывали моноклональными антителами против
белка gD ВПГ (ab6507; “Abсam”, Великобрита-
ния) в течение 1 ч при 37°C. Несвязавшиеся анти-
тела отмывали фосфатно-солевым буфером
(PBS), наслаивали анти-мышинные антитела, ко-
ньюгированные с пероксидазой хрена (anti-
mouse PX, PO260; “Dako”, Дания), и инкубирова-
ли 30 мин при 37°C. Клетки промывали PBS и на-
носили раствор 3,3'-диаминобензидина в кон-
центрации 0.05 мг/мл в буфере 0.05 М Трис-HCl
(pH 7.4) с добавлением 3% пероксида водорода.
Реакцию останавливали через 10 мин внесением в
лунки дистиллированной воды. Результаты оце-
нивали с использованием микроскопа AxioSco-
peA1 (“Zeiss”, Германия). Подсчитывали число
окрашенных клеток, содержавших белок gD

ВПГ, и представляли в процентах от общего чис-
ла клеток в популяции.

Для изучения продукции цитокинов, секрети-
руемых мМСК, в течение 14 сут селекции МСК от-
бирали культуральную жидкость и определяли в
ней концентрацию цитокинов, как описано ниже.

Иммунизация. Животным, разделенным на
5 групп, вводили первичные МСК в концентра-
ции 5 × 105 клеток/мышь внутривенно (МСК;
группа 1, n = 15); мМСК (модифицированные
МСК, экспрессирующие ген Us6 ВПГ) в концен-
трации 5 × × 105 клеток/мышь внутривенно
(МСКgD; группа 2, n = 10); рекомбинантную
ДНК, содержащую ген Us6 ВПГ, в концентрации
100 мкг/мышь внутримышечно (ДНКgD; группа 3,
n = 20); инактивированный вирус в концентрации
100 мкг/мышь внутривенно (иВПГ; группа 4, n = 10).
В качестве контроля использовали группу 5 (n = 20),
где мышам вводили внутривенно физиологиче-
ский раствор. Иммунизацию проводили дважды с
интервалом 14 сут.

Заражение. Мышей групп 1‒5 заражали ВПГ-1
(15 ЛД50 внутрибрюшинно) через 14 суток после
последней иммунизации. Наблюдение за живот-
ными вели ежедневно в течение 14 сут. Выживае-
мость животных рассчитывали в процентах (%).

Анализ иммунного ответа. Изучение активно-
сти противовирусных и вируснейтрализующих
антител, количественное определение уровней
провоспалительных цитокинов в культуральной
жидкости от мМСК и в сыворотках животных, а
также забор спленоцитов проводили до и после
заражения ВПГ-1: через 14 сут после последней
иммунизации и через 10 сут после заражения.

Определение антител к ВПГ-1. Титры вирус-
специфических антител к ВПГ-1 определяли в
сыворотках крови мышей методом ИФА, как
описано ранее [23]. Для определения ВПГ-специ-
фических иммуноглобулинов субклассов IgG1 и
IgG2а 96-луночные планшеты сенсибилизирова-
ли иВПГ в объеме 100 мкл/лунка с концентраци-
ей 50 мкг/мл в течение ночи при комнатной тем-
пературе. Затем вносили сыворотки животных в
разведении 1 : 100 и инкубировали в течение 1 ч
при 37°С. Изотип иммуноглобулинов, связав-
шихся с ВПГ-1, определяли с использованием
овечьих анти-мышиных антител, конъюгирован-
ных с пероксидазой хрена (115-035-205 и 115-035-
206 соответственно; “Jackson Immuno Research
Lab”, США).

Реакция биологической нейтрализации. Ней-
трализующую активность – способность антител
подавлять репликацию ВПГ-1 – определяли на
культуре клеток Vero. Сыворотки крови мышей в
различных разведениях инкубировали с ВПГ-1
(множественность инфекции = 0.01 БОЕ/клетка)
в течение 2 ч при 37°С. Затем реакционную смесь
наносили на монослой клеток Vero. Результаты
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регистрировали через 48 ч, когда в инфицирован-
ной культуре, не обработанной сыворотками, де-
тектировали максимальную величину ЦПД. За ак-
тивность вируснейтрализующих антител принима-
ли обратные величины максимальных разведений
сывороток, при которых наблюдали 50%-ное по-
давление вирусспецифического ЦПД.

Реакция бласттрансформации (РБТ). О стиму-
ляции пролиферации Т-лимфоцитов судили по
изменению морфологии клеток в РБТ in vitro – по
образованию бластов. Спленоциты мышей каж-
дой группы пулировали и помещали в 24-луноч-
ные планшеты по 105 клеток в лунку. Культивиро-
вали в ростовой среде (Рс) RPMI-1640, содержа-
щей 20% ЭТС (“Invitrogene”), 4.5 мг/мл глюкозы,
2 мМ глутамин, 0.2 ед./мл инсулина, 50 мкг/мл
гентамицина. В лунки вносили иВПГ, который
использовали в качестве специфического стиму-
лятора, в конечной концентрации 50 мкг/мл, а
для оценки спонтанной пролиферации вносили
Рс без стимуляторов. Митоген конкавалин А
(ConA, 5 мкг/мл; “Sigma”, США) использовали
как положительный контроль. Клетки инкубиро-
вали 5 сут при 37°С в атмосфере 5% СО2, после че-
го подсчитывали число бластов в каждой лунке
(по 3 лунки на вариант) и рассчитывали средние
значения. Результаты представляли как индекс
стимуляции пролиферации (ИСП), который рас-
считывали по формуле ИСП = a/b, где a – число ан-
тигенспецифичных бластов, b – число неспеци-
фичных (спонтанных) бластов.

Количественный анализ цитокинов. Интерлей-
кины 2 и 6 (ИЛ-2 и ИЛ-6 соответственно), интер-
ферон-γ (ИНФ-γ) и фактор некроза опухолей-α
(ФНО-α) определяли в культуральных жидкостях
от первичных МСК и мМСК в динамике, исполь-
зуя метод ИФА. Секрецию ИЛ-6, ИНФ-γ и ФНО-α
в сыворотках крови мышей оценивали через 14 сут
после последней иммунизации и через 14 сут по-

сле заражения ВПГ-1. Использовали тест-систе-
мы Mouse IL-2 ELISA development kit (HRP),
Mouse IL-6 ELISA development kit (HRP), Mouse
IFN-γ ELISA development kit (HRP) и Mouse TNF-α
ELISA development kit (HRP) (“Mabtech”, Швеция).
Чувствительность анализа составила 20 пг/мл для
ИЛ-6, 6 пг/мл для ФНО-α и 4 пг/мл для ИФН-γ и
ИЛ-2. Концентрации цитокинов рассчитывали
по соответствующим калибровочным кривым со-
гласно инструкциям производителя.

Статистическая обработка результатов. Для
статистической обработки результатов использо-
вали программу GraphPadPrism 5.1 и Statistica 6.0.
Для сравнения параметрических количественных
данных использовали t-тест (критерий Стьюден-
та), непараметрических – U-тест (критерий Ман-
на‒Уитни). Межгрупповые различия относи-
тельных показателей анализировали с помощью
критерия χ2 (хи-квадрат). Различия показателей
считали статистически значимыми при р < 0.05.
Для оценки гипотезы о связи двух переменных
проводили корреляционный анализ и рассчиты-
вали коэффициент корреляции Спирмена (r).
Значение r > 0.7 рассматривали как свидетельство
высокой связи.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессию гена Us6 ВПГ определяли имму-
ноцитохимически с использованием монокло-
нальных антител к белку gD через 5 и 14 сут после
трансфекции первичных МСК плазмидой ДНКgD
и селекции в присутствии генетицина G-418. В
результате подсчета окрашенных клеток показа-
но, что через 5 сут 75 ± 5% клеток содержали ви-
русный белок (рис. 1а, 1б), а через 14 сут все
клетки продуцировали белок gD ВПГ. Получен-
ные мМСК, стабильно продуцирующие белок gD

Рис. 1. Иммунноцитохимическая детекция белка gD ВПГ в генетически модифицированной культуре МСК, трансфи-
цированной плазмидой ДНКgD. а – Первичная культура МСК; б – модифицированные МСК. Стрелками указано на-
копление белка gD в цитоплазме трансфицированных клеток (коричневое окрашивание). Ядра окрашены гематокси-
лином (синее окрашивание). Увеличение 400×.

a б10 мкм 10 мкм
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ВПГ (МСКgD), использовали для иммунизации
животных.

Концентрацию цитокинов ИЛ-2, ИЛ-6,
ИНФ-γ и ФНО-α, секретируемых МСК в дина-
мике после трансфекции и селекции in vitro,
определяли в культуральных жидкостях, начиная
с 3 сут после трансфекции и заканчивая 14 сут ‒
перед введением мМСК мышам. Уровень ИЛ-2
на третьи сутки после трансфекции снижался, за-
тем на 6‒9 сут повышался, но к 14 суткам снова
сильно снижался – приблизительно в 10 раз по
сравнению с уровнем первичных МСК (р < 0.05)
(рис. 2а). Секреция ИЛ-6, напротив, увеличива-
лась уже на 3 сутки после трансфекции и остава-
лась на высоком уровне, превышая к 14 суткам уро-
вень в первичных МСК в 9 раз (р < 0.05) (рис. 2б).
Концентрация ИФН-γ значительно увеличива-
лась на 6 и 12 сутки после трансфекции, затем к
14 сут снижалась и была ниже значения для первич-
ных МСК (р = 0.02) (рис. 2в). ФНО-α не выявлен
в культуральной жидкости от первичных МСК и
мМСК.

Гуморальный ответ на иммунизацию различ-
ными иммуногенами изучали через 14 сут после
второй иммунизации, а также через 10 сут после

заражения ВПГ-1. В результате двукратной имму-
низации (рис. 3а) титр антител к ВПГ-1 в группе 1
(МСК) был относительно невысоким (1 : 200),
их максимальная продукция выявлена у мышей
группы 4, которых иммунизировали иВПГ (титр
1 : 14080). У мышей группы 2 (МСКgD) содержа-
ние антител было статистически значимо выше,
чем в группе 3 (ДНКgD): титры 1 : 6400 против
1 : 1600 (р < 0.001). После иммунизации в группах 1
(МСК) и 4 (иВПГ) преобладали антитела суб-
класса IgG1 (рис. 3б), тогда как в группах 2 и 3,
иммунизированных ДНК или мМСК, соотноше-
ние антител субклассов IgG2a к IgG1 было значи-
тельно выше. После заражения у животных, им-
мунизированных иВПГ, титры антител снизи-
лись, а в остальных группах, особенно в группе 1,
значительно возросли.

Что касается нейтрализующей активности про-
тивовирусных антител, вырабатываемых двукрат-
но иммунизированными животными, их титры в
группах 1 и 2 (МСК и мМСК соответственно) были
невысокими, но статистически значимо выше, чем
в других группах (р < 0.05). Такую же тенденцию,
но при гораздо более высоких титрах антител, вы-
явили в сыворотках крови зараженных животных.

Рис. 2. Уровни цитокинов, секретируемых первичными и генетически модифицированными МСК in vitro: ИЛ-2 (а),
ИЛ-6 (б) и ИФН-γ (в). Результаты представлены как среднее ± SD, рассчитанные по трем повторам. *p < 0.05 по срав-
нению с МСК (t-тест).
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Клеточный ответ изучали в реакции бласт-
трансформации лимфоцитов in vitro. Для этого
спленоциты, выделенные из селезенок мышей,
обрабатывали иВПГ для стимуляции специфи-
ческого ответа, ConA использовали как положи-
тельный контроль; ростовую среду, в которой
культивировали спленоциты без стимуляторов, –
для оценки спонтанной (неспецифической)
пролиферации. Установлено (табл. 1), что число
ВПГ-1-специфических бластов было статисти-
чески значимо выше во всех иммунизированных
группах по сравнению с контролем (группа 5, р <
< 0.05), при этом максимальное количество бла-
стов стимулировала ДНК-иммунизация (группа 3).
Значения ИСП (рис. 4) для этой группы: 6.6 до за-
ражения и 4.9 после заражения ‒ значимо отли-
чались от ИСП в других группах (p < 0.05). Следует
отметить, что уровень спонтанной пролиферации
спленоцитов у животных, иммунизированных пер-
вичными МСК (группа 1), как до заражения, так и
после, был статистически значимо выше по срав-

нению с остальными изученными группами (р <
< 0.05) (табл. 1).

Цитокины ИЛ-6, ИФН-γ и ФНО-α определя-
ли в сыворотках иммунизированных мышей в
группах 1, 2, 3 и 5 до и после заражения ВПГ-1.
Как видно из данных, представленных в табл. 2,
после иммунизации уровень ИФН-γ был значи-
тельно выше в группе 1 (МСК) по сравнению с
остальными группами (р < 0.05), а в группе 2
(мМСК) превышал таковые для групп 3 (ДНКgD)
и 5 (контроль) (р < 0.05). После заражения уро-
вень ИФН-γ в группе 1 оставался максимальным,
хотя в группе 3 его концентрация возросла в 23 раза,
а в контроле (группа 5) в 12 раз. Мы не исследова-
ли уровни цитокинов у животных группы 4, так
как согласно литературным данным иммуниза-
ция иВПГ без адъювантов не стимулирует значи-
мого повышения уровня ИФН-γ или количества
Т-клеток, продуцирующих этот цитокин [24, 25].

Уровень ФНО-α до заражения был статисти-
чески значимо меньше в группе 5 (контроль) по

Рис. 3. Гуморальный иммунный ответ на иммунизацию до и после заражения мышей летальными дозами ВПГ-1. a –
Титры противовирусных антител (ИФА); б – относительные уровни ВПГ-1-специфичных антител субклассов IgG у
иммунизированных животных: группа 1 (МСК), группа 2 (МСКgD), группа 3 (ДНКgD), группа 4 (иВПГ) и группа 5
(контроль). Результаты ИФА представлены как значения оптической плотности при 450 нм (OD450). §Соотношение
IgG2a/IgG1. в – Титры вируснейтрализующих антител (метод биологической нейтрализации); *p < 0.05 между груп-
пами (t-test); #p < 0.05 по сравнению со всеми группами (t-тест).
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сравнению с опытными группами (р < 0.05), у им-
мунизированных животных концентрации этого
цитокина статистически значимо не различались
(р > 0.05). После заражение у мышей группы 3 на-
блюдали снижение уровня ФНО-α почти в 2 раза,
однако различия не были статистически значи-
мыми (р > 0.05). Следует отменить, что концен-
трация цитокина в этой группе исходно была зна-
чительно ниже, чем в других группах (р < 0.05).

До заражения уровни ИЛ-6 были низкими в
группах 1 и 2 и недетектируемыми в группах 3 и 5.
У мышей группы 3 ИЛ-6 в сыворотках крови

практически отсутствовал как до, так и после за-
ражения.

Протективный эффект, индуцируемый различ-
ными иммуногенами, изучали в течение 14 суток
после заражения ВПГ-1 иммунизированных мы-
шей на модели генерализованной инфекции. В
контрольной группе характерные признаки герпе-
тической инфекции с поражением центральной
нервной системы: вялость, взъерошенность шер-
сти, парезы задних конечностей, судороги ‒ на-
блюдали с пятых суток после заражения, а к 10 сут-
кам все животные погибли (рис. 5). Выживаемость
всех иммунизированных групп была статистически
значимо выше по сравнению с этим показателем в
контроле (р < 0.05). В группе 1 (МСК) у двух мышей
на 6 сут после заражения появились неврологиче-
ские симптомы, однако к 14 суткам все животные
выжили (100%-ная выживаемость). При введе-
нии мМСК (группа 2) выжило 60% мышей, при
ДНК-иммунизации (группа 3) ‒ 65% (13/20),
при иммунизации иВПГ (группа 4) – 50%. В ре-
зультате проведенного статистического анализа
показано, что выживаемость животных в группе 1
была значимо выше, чем в других группах (р <
< 0.05), и напрямую коррелировала с высокой
концентрацией ИФН-γ (табл. 2) и титром вирус-
нейтрализующих антител (рис. 3) (r = 0.93/0.79
соответственно). Таким образом, можно заклю-
чить, что двукратная внутривенная инъекция пер-
вичных МСК защищает 100% животных от зараже-
ния 15 летальными дозами ВПГ-1.

Таблица 1. Пролиферативная активность спленоцитов в ответ на введенные иммуногены до и после заражения
животных летальными дозами ВПГ-1

a Число бластов, выявленных в РБТ in vitro. Результаты представлены как среднее ± SD (данные трех повторов); b ростовая
среда без стимуляторов; c р < 0.05 по сравнению с другими группами в каждом столбце (t-test); d не исследовали.

Группа

Число бластовa

до заражения после заражения

стимуляторы

ConA иВПГ Рсb ConA иВПГ Рс

1
(МСК) 135 ± 6 32 ± 12 50 ± 17c 271 ± 76 92 ± 18 138 ± 28c

2
(МСКgD) 132 ± 6 54 ± 5 14 ± 2 н/иd

3
(ДНКgD) 122 ± 12 58 ± 4 9 ± 2 252 ± 41 130 ± 24 27 ± 8

4
(иВПГ) 118 ± 8 31 ± 4 12 ± 3 238 ± 36 67 ± 20 35 ± 19

5
(контроль) 125 ± 19 9 ± 2c 8 ± 3 212 ± 52 22 ± 7c 25 ± 9

Рис. 4. Индекс стимуляции пролиферации спленоци-
тов до и после заражения мышей летальными дозами
ВПГ-1. Результаты представлены как среднее ± SD,
рассчитанные по трем повторам у иммунизирован-
ных животных: группа 1 (МСК), группа 2 (МСКgD),
группа 3 (ДНКgD), группа 4 (иВПГ) и группа 5 (кон-
троль); н/и – не исследовано. *p < 0.05 между группа-
ми (t-test); #p < 0.05 по сравнению со всеми группами
(t-тест).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Широкое распространение герпесвирусных
инфекций на фоне использования вирусспеци-
фической терапии означает, что для контроля этих
заболеваний необходимо применять вакцины. Од-
нако 60-летние исследования в этой области пока
не увенчались успехом. Из этого следует, что необ-
ходимо внедрение новых стратегий для решения
проблем, связанных с заболеваниями герпесвирус-
ной этиологии. Нами исследована возможность
использования МСК в качестве кандидатной
профилактической вакцины против ВПГ-инфек-
ции. МСК – гетерогенная популяция стволовых
стромальных клеток, которая может быть получе-
на в большом количестве из разных доступных

источников: костного мозга, жировой ткани, пу-
почного канальца, зубной пульпы, менструаль-
ной крови и даже из кожи. Мультипотентность,
иммунорегуляторные и регенеративные свойства
МСК, а также отсутствие иммуногенности ‒ эти
характеристики инициировали исследования по
использованию МСК в терапии заболеваний раз-
ной этиологии. Доказана безопасность терапии
МСК при их внутривенном введении [27]. Такие
международные организации, как Европейское
агентство по лекарственным средствам (EMA) и
Управление по контролю за пищевыми продукта-
ми и лекарственными средствами США (FDA),
одобрили использование некоторых продуктов
на основе МСК для лечения болезни Крона и

Таблица 2. Уровни провоспалительных цитокинов в сыворотках иммунизированных мышей до и после зараже-
ния ВПГ-1

aр < 0.05 по сравнению со всеми группами в каждом столбце (U-test); b р < 0.05 по сравнению с группами 3 и 5 (U-test);
cне исследовали.

Группа

Концентрация цитокина, медиана [минимум; максимум], пг/мл

до заражения после заражения ВПГ-1

ИЛ-6 ИФН-γ ФНО-α ИЛ-6 ИФН-γ ФНО-α

1
(МСК)

11
 [4; 68]

209a

[98; 396]
24

 [4; 93]
13

 [4; 55]
236a

[103; 468]
38

[12; 120]

2
(МСКgD)

20
 [4; 83]

63b

[35; 132]
11

 [4, 20] н/иc н/и н/и

4
(иВПГ) н/ис

3
(ДНКgD) <4a 4

 [1, 18]
19

 [10;55] <4a 93
[36;129]

10a

 [8, 25]

5
(контроль) <4a 2

 [1, 6]
5a

 [1, 11]
14

 [4; 67]
48

[1; 98]
28

[1; 102]

Рис. 5. Протективный ответ при экспериментальной генерализованной ВПГ-1-инфекции у мышей, иммунизирован-
ных МСК (группа 1), мМСК (группа 2), ДНКgD (группа 3) или иВПГ (группа 4), и в контрольной группе (группа 5).
*p < 0.05, #p < 0.05 выживаемость в контроле по сравнению с иммунизированными группами (критерий Капла-
на‒Мейера).
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посттрансплантационных осложнений типа
“трансплантат против хозяина” [28, 29].

В работах, направленных на создание вакцин
против герпеса, с использованием моделей ВПГ-
инфекции был сделан вывод, что между “имму-
нитетом и защитой” нет прямой корреляции [30],
имея в виду, что высокий иммунный ответ не мо-
жет быть гарантией протективного действия.
Учитывая эти выводы, мы иммунизировали мы-
шей выбранными иммуногенами и оценивали
профилактический эффект in vivo – после зараже-
ния животных летальными дозами ВПГ-1. Для
сравнения использовали: 1) первичные (натив-
ные) МСК; 2) МСК, трансфицированные плаз-
мидой, содержащей ген Us6, кодирующий белок
gD ВПГ; 3) рекомбинантную ДНК, содержащую
ген Us6 ВПГ, и 4) цельновирионный инактивиро-
ванный ВПГ-1. Следует отметить, что два послед-
них иммуногена входят в состав кандидатных
вакцин, проходящих испытания в настоящее вре-
мя: ДНК-вакцина, стимулирующая клеточный
ответ [31]; инактивированная вирусная вакцина,
предотвращающая инфицирование ВПГ-2 и за-
болевание морских свинок [32]. В результате про-
веденных экспериментов нами показано, что
полную защиту от летальной ВПГ-1-инфекции
обеспечивает двукратное введение первичных
МСК, все другие иммуногены оказались менее
эффективными – защищали от гибели 50‒65%
животных (рис. 5).

Представляло интерес сравнить параметры
иммунного ответа животных. В результате имму-
низации (до заражения) иВПГ (группа 4) стимули-
ровал антительный ответ к ВПГ-1 и слабый клеточ-
ный ответ, тогда как ДНКgD (группа 3) – слабый
гуморальный и сильный Т-клеточный ответ. Эти
данные согласуются с результатами других авторов,
полученными ранее на разных экспериментальных
моделях при сравнении профилактического дей-
ствия субъединичных/вирусных и ДНК-вакцин
(см. обзор [33]). Первичные МСК после двукратно-
го введения индуцировали продукцию ВПГ-1-спе-
цифических антител, правда в невысоких титрах, и
стимулировали врожденный иммунитет, судя по
высокому уровню ИФН-γ. мМСК, экспрессиру-
ющие ген Us6 ВПГ, индуцировали как антитель-
ный ответ на вирусный антиген, так и клеточный
иммунный ответ. В то же время при иммунизации
мМСК титр антител был ниже, чем при иммуни-
зации иВПГ, и уровень пролиферации лимфоци-
тов (ИСП) был ниже, чем при ДНК-иммуниза-
ции (ДНКgD). После заражения антительный от-
вет возрос у всех животных, кроме группы 4,
иммунизированной иВПГ, в которой уровень ан-
тител снизился. Важно, что у животных, иммуни-
зированных МСК и мМСК, титры вируснейтра-
лизующих антител были значительно выше, чем в
других группах. Самые большие различия между
группами обнаружены в концентрации ИФН-γ,

которая оказалась максимальной в крови живот-
ных, иммунизированных первичными МСК.
Следует обратить внимание на тот факт, что по-
сле иммунизации первичными МСК отсутство-
вал статистически значимый пролиферативный
ответ Т-клеток на ВПГ-1 на фоне повышенного
уровня спонтанного (неспецифического) ответа ‒
как до, так и после заражения ВПГ-1. В то же вре-
мя в обоих случаях зарегистрирован высокий уро-
вень продукции ИФН-γ (табл. 1 и 2). Неспецифиче-
ский ответ Т-клеток после двукратного введения
МСК, возможно, связан с функциональными осо-
бенностями этих клеток, генерацию и пролифера-
цию которых индуцируют цитокины окружающей
среды, причем независимо от чужеродного антиге-
на [34]. Эти клетки имеют фенотип Т-клеток па-
мяти или подобных им – “memory-like”. Показа-
но, что ИФНы I типа (ИФН-α/β), продуцируе-
мые при гомеостатических условиях или при
инфекции, способствуют пролиферации и функ-
ционированию “memory-like” T-клеток CD8+

[35]. Т-клетки с более широкой специфичностью ‒
с неспецифическими, но полезными эффектами ‒
могут значительно улучшить иммунный ответ,
что следует учитываться при создании вакцин ‒
как составляющих гетерологичного иммунного от-
вета [34].

Следует отметить, что антитела, обнаружен-
ные после иммунизации первичными МСК
(группа 1), были в основном IgG1-субтипа (мар-
кер Тh2-ответа) и соотношение противовирусных
антител субтипов IgG2a (маркер Th1-ответа)/IgG1
в этой группе было минимальным. Согласно
сложившимся представлениям, это означает,
что иммунный ответ смещен в сторону Тh2-кле-
ток и направлен на синтез противовоспалитель-
ных цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-10 и др.). В результате
проведенных экспериментов нами выявлены вы-
сокие концентрации провоспалительных цито-
кинов, особенно ИФН-γ, продуцируемого глав-
ным образом клетками Th1-фенотипа. Можно
предположить, что это “противоречие” объясня-
ется тем, что МСК секретируют большой набор
как про-, так и противовоспалительных цитоки-
нов [36], которые способны активировать широ-
кий спектр иммунных клеток. Кроме того, инду-
цируемые МСК иммунные клетки могут моди-
фицировать тип ответа: “гуморальный” Th2 на
“клеточный” Th1 и стимулировать продукцию
ИФН-γ [37]. По-видимому, благодаря перечис-
ленным свойствам МСК, после заражения жи-
вотных, ими иммунизированных, активизирует-
ся как Т-клеточный, так и В-клеточный ответ к
ВПГ-1, а также формируется защита от летальной
инфекции. Более мощный защитный эффект
первичных МСК по сравнению с мМСК может
быть обусловлен тем, что в результате трансфек-
ции и последующего отбора клеток, экспрессиру-
ющих введенный ген Us6 ВПГ, в мМСК изменя-
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ется in vitro секреция провоспалительных цитоки-
нов: значительно снижается продукция ИФН-γ и
ИЛ-2 и существенно повышается уровень ИЛ-6
(рис. 2). Введение селектированных мМСК при-
водило к изменению концентрации цитокинов
также и в крови иммунизированы мышей: при-
близительно в 2 раза снижалась концентрация
ИФН-γ и в 2 раза возрастала концентрация ИЛ-6.
Повышение уровня ИЛ-6 регистрируют при раз-
личных воспалительных заболеваниях и рассмат-
ривают как маркер развития утяжеленных форм
заболеваний, в том числе герпесвирусной этиоло-
гии [38] и при COVID-19 [39]. По-видимому, та-
кие изменения в цитокиновом паттерне вносят
вклад в снижение протективной активности
мМСК-иммуногена по сравнению с МСК на экс-
периментальной модели ВПГ-1-инфекции, так
как при вакцинации первичными МСК, инду-
цирующими 100%-ную выживаемость мышей,
концентрация ИЛ-6 не изменялась, а ИФН-γ
возрастала.

В большинстве опубликованных работ описа-
ны иммуносупрессорные свойства МСК (см. об-
зор [37]), благодаря которым они подавляют из-
быточные воспалительные реакции, цитокино-
вый шторм, отторжение трансплантата. В других
исследованиях показано, что МСК обладают ско-
рее иммунорегуляторными, чем иммуносупрес-
сорными свойствами и могут не только подав-
лять, но и стимулировать иммунные реакции [40].
В организме МСК присутствуют практически во
всех тканях, экспрессируют множество типов ре-
цепторов, поэтому различия в направленности вы-
полняемых ими регуляторных функций можно
объяснить различиями в их микроокружении [41]. В
условиях воспаления, при высоких уровнях про-
воспалительных цитокинов ИФН-γ и ФНО-α,
МСК активируются и приобретают иммуносу-
прессорный фенотип – МСК2. При отсутствии в
микроокружении признаков воспаления (низкие
уровни ФНО-α и ИФН-γ) МСК приобретают
провоспалительный, МСК1, фенотип и усилива-
ют Т-клеточный ответ. Активацию МСК изучали
в динамике ‒ после добавления poly(I:C) как ана-
лога двухцепоцечной вирусной РНК [42]. Авторы
установили, что свойства МСК в ходе активации
могут изменяться с провоспалительных на проти-
вовоспалительные, и определили это как зависи-
мость поляризации от времени действия МСК –
“time-dependent MSC polarization”. В проведенных
нами экспериментах МСК вводили здоровым жи-
вотным, и это было одно микроокружение, а после
заражения вирусом микроокружение МСК изме-
нилось, что привело к стимуляции В-клеточного
ответа и, особенно важно, к значительному повы-
шению уровня вируснейтрализующих антител.
Эти результаты хорошо согласуются с данными,
полученными Glenn & Whartenby [43] при изуче-
нии действия МСК на В-клетки in vitro. В услови-

ях, имитирующих вирусную инфекцию, в присут-
ствии МСК повышались выживаемость В-клеток,
их дифференцировка и уровни продуцируемых
ими антител.

Заражение мышей ВПГ-1 после иммунизации
МСК, по-видимому, запускает множество меха-
низмов, включая как антигензависимые, так и
антигеннезависимые. Молекулярные и клеточ-
ные механизмы, которые в этих условиях обеспе-
чивают противовирусное действие, активно изу-
чают [44‒46] и, можно надеется, будут раскрыты
в дальнейших исследованиях.

Согласно последним данным, успешное тера-
певтическое действие МСК может быть длитель-
ным [47], что предполагает индукцию Т-клеток
памяти, необходимых для протективного дей-
ствия вакцины [48]. Можно предположить, что
после двукратной иммунизации МСК в организме
мышей сформировались клетки памяти, функцио-
нирование которых способствовало полной защи-
те животных от последующей летальной вирусной
инфекции.

Таким образом, благодаря уникальной спо-
собности МСК индуцировать врожденный, адап-
тивный и протективный иммунитет, а также их
доступности и безопасности, эти клетки в пер-
спективе можно рассматривать в качестве глав-
ных компонентов вакцин нового поколения (на
основе клеточных технологий) против герпетиче-
ских и других инфекций.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского фонда фундаментальных ис-
следований (№ 19-04-01218).

Все исследования выполняли согласно “Пpави-
лам пpоведения pабот с иcпользованием экспери-
ментальных животных” (приказ № 266 Минздрава
России от 19.06.2003).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Looker K.J., Magaret A.S., May M.T., Turner K.M.,

Vickerman P., Gottlieb S.L. (2015) Global and regional
estimates of prevalent and incident herpes simplex virus
type 1 infections in 2012. PLoS One. 10(10), e0140765.

2. Looker, K. J., Magaret A.S., Turner K.M., Vickerman P.,
Newman L.M. (2015) Global estimates of prevalent
and incident herpes simplex virus type 2 infections in
2012. PLoS One. 10, e114989.

3. Burn Aschner C., Knipe D.M., Herold B.C. (2020)
Model of vaccine efficacy against HSV-2 superinfec-
tion of HSV-1 seropositive mice demonstrates protec-
tion by antibodies mediating cellular cytotoxicity. NPJ.
Vaccines. 5, 35.

4. Gottlieb S.L., Giersing B., Boily M.C., Chesson H.,
Looker K.J., Schiffer J., Spicknall I., Hutubessy R.,
Broutet N.; WHO HSV Vaccine Impact Modelling
Meeting Working Group. (2019) Modelling efforts



488

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

КЛИМОВА и др.

needed to advance herpes simplex virus (HSV) vaccine
development: key findings from the World Health Or-
ganization consultation on HSV vaccine impact model-
ling. Vaccine. 37(50), 7336‒7345.

5. Looker K.J., Welton N.J., Sabin K.M., Dalal S., Vick-
erman. P, Turner K.M.E., Boily M.C., Gottlieb S.L.
(2020) Global and regional estimates of the contribu-
tion of herpes simplex virus type 2 infection to HIV in-
cidence: a population attributable fraction analysis us-
ing published epidemiological data. Lancet Infect. Dis.
20(2), 240‒249.

6. James SH, Kimberlin DW. (2015) Neonatal herpes
simplex virus infection: epidemiology and treatment.
Clin. Perinatol. 42, 47‒59.

7. Tsatsos M., MacGregor C., Athanasiadis I.,
Moschos M.M., Hossain P., Anderson D. (2016) Her-
pes simplex virus keratitis: an update of the pathogene-
sis and current treatment with oral and topical antiviral
agents. Clin. Exp. Ophthalmol. 44, 824–837.

8. Whitley R., Baines J. (2018) Clinical management of
herpes simplex virus infections: past, present, and fu-
ture. F1000Res. 7, F1000 Faculty Rev-1726. 
https://doi.org/10.12688/f1000research.16157.1

9. Gottlieb S.L., Giersing B.K., Hickling J., Jones R.,
Deal C., Kaslow D.C. (2019) Meeting report: initial
World Health Organization consultation on herpes
simplex virus (HSV) vaccine preferred product charac-
teristics, March 2017. Vaccine. 37(50), 7408‒7418.

10. Looker K.J., Johnston C., Welton N.J., James. C,
Vickerman P., Turner K.M.E., Boily M.C., Gottlieb S.L.
(2020) The global and regional burden of genital ulcer
disease due to herpes simplex virus: a natural history
modelling study. BMJ Glob. Health. 5(3), e001875.

11. Johnston C., Gottlieb S.L., Wald A. (2016) Status of
vaccine research and development of vaccines for her-
pes simplex virus. Vaccine. 34(26), 2948‒2952.

12. Ghaffarifar F. (2018) Plasmid DNA vaccines: where are
we now? Drugs Today (Barc.). 54(5), 315‒333.

13. Ike A.C., Onu C.J., Ononugbo C.M., Reward E.E.,
Muo S.O. (2020) Immune response to herpes simplex vi-
rus infection and vaccine development. Vaccines (Basel).
8(2), 302.

14. Egan K., Hook L.M., Latourette P., Desmond A.,
Awasthi S., Friedman H.M. (2020) Vaccines to prevent
genital herpes. Transl. Res. 220, 138‒152.

15. Spees J.L., Lee R.H., Gregory C.A. (2016) Mecha-
nisms of mesenchymal stem/stromal cell function.
Stem Cell Res. Ther. 7(1), 125.

16. Han J., Liu Y., Liu H., Li Y. (2019) Genetically modi-
fied mesenchymal stem cell therapy for acute respirato-
ry distress syndrome. Stem Cell Res. Ther. 10(1), 386.

17. Fu X., Chen Y., Xie F.N., Dong P., Liu W.B., Cao Y.,
Zhang W.J., Xiao R. (2015) Comparison of immuno-
logical characteristics of mesenchymal stem cells de-
rived from human embryonic stem cells and bone mar-
row. Tissue Eng. Part A. 21(3‒4), 616‒626.

18. Cagliani J., Grande D., Molmenti E.P., Miller E.J., Ri-
lo H.L.R. (2017) Immunomodulation by mesenchymal
stromal cells and their clinical applications. J. Stem Cell
Regen. Biol. 3(2), .
https://doi.org/10.15436/2471-0598.17.022

19. Sage E.K., Thakrar R.M., Janes S.M. (2016) Geneti-
cally modified mesenchymal stromal cells in cancer
therapy. Cytotherapy. 18(11), 1435‒1445.

20. Jibin Han, Yuxiang Liu, Hong Liu, Yuanyuan Li.
(2019) Genetically modified mesenchymal stem cell
therapy for acute respiratory distress syndrome. Stem
Cell Res. Ther. 10(1), 386.

21. Tomchuck S.L., Norton E.B., Garry R.F., Bunnell B.A.,
Morris C.A., Freytag L.C., Clements J.D. (2012)
Mesenchymal stem cells as a novel vaccine platform.
Front. Cell. Infect. Microbiol. 2, 140.

22. Masalova O.V., Lesnova E.I., Klimova R.R., Mo-
motyuk E.D., Kozlov V.V., Ivanova A.M., Payushi-
na O.V., Butorina N.N., Zakirova N.F., Narovlyan-
sky A.N., Pronin A.V., Ivanov A.V., Kushch A.A.
(2020) Genetically modified mouse mesenchymal stem
cells expressing non-structural proteins of hepatitis C virus
induce effective immune response. Vaccines (Basel).
8(1), 62.

23. Климова Р.Р., Момотюк Е.Д., Демидова Н.А.,
Ярыгина Е.И., Кущ А.А. (2018) Мезенхимальные
стволовые клетки: усиление иммунного ответа и
защита мышей от летальной герпесвирусной ин-
фекции. Вопросы вирусологии. 63(6), 261‒267.

24. Roizman B., Knipe D.M., Whitley R.J. (2007) Herpes
simplex viruses. In: Fields Virology, 5th edition. Eds
Knipe D.M., Howley P.M. Lippincott Philadelphia:
Williams & Wilkins, 2501–2601.

25. Morello C.S., Kraynyak K.A., Levinson M.S., Chen Z.,
Lee K.-F., Spector D.H. (2012) Inactivated HSV-2 in
MPL/alum adjuvant provides nearly complete protec-
tion against genital infection and shedding following
long term challenge and rechallenge. Vaccine. 30(46),
6541‒6550.

26. Dominici M., Le Blanc K., Mueller I., Slaper-Corten-
bach I., Marini F., Krause D., Deans R., Keating A.,
Prockop Dj., Horwitz E. (2006) Minimal criteria for
defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
International Society for Cellular Therapy position
statement. Cytotherapy. 8(4), 315‒317.

27. Thompson M., Mei S.H.J., Wolfe D., Champagne J.,
Fergusson D., Stewart D.J. (2020) Cell therapy with in-
travascular administration of mesenchymal stromal
cells continues to appear safe: an updated systematic re-
view and meta-analysis. EClinicalMedicine. 19, 100249. 
https://doi.org/10.1016/j.eclinm.2019.100249

28. Romano B., Elangovan S., Erreni M., Sala E., Petti L.,
Kunderfranco P. (2019) TNF-stimulated gene-6 is a
key regulator in switching stemness and biological
properties of mesenchymal stem cells. Stem Cells.
37(7), 973‒987.

29. Saldanha-Araujo F., Garcez E.M., Silva-Carvalho A.E.,
Carvalho J.L. (2020) Mesenchymal stem cells: a new
piece in the puzzle of COVID-19 treatment. Front. Im-
munol. 11, 1563.

30. Khodai T., Chappell D., Christy C., Cockle P., Eyles J.,
Hammond D., Gore K., McCluskie M.J., Evans D.M.,
Lang S., Loudon P.T., Townend T., Wright P., West K.,
Bright H. (2011) Single and combination herpes sim-
plex virus type 2 glycoprotein vaccines adjuvanted with
CpG oligodeoxynucleotides or monophosphoryl lipid
A exhibit differential immunity that is not correlated to



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ПРОФИЛАКТИЧЕСКАЯ ВАКЦИНАЦИЯ 489

protection in animal models. Clin. Vaccine Immunol.
18(10), 1702‒1709.

31. Dutton J.L., Woo W.P., Chandra J., Xu Y., Li B., Fin-
layson N., Griffin P., Frazer I.H. (2016) An escalating
dose study to assess the safety, tolerability and immu-
nogenicity of a herpes simplex virus DNA vaccine
COR-1. Hum. Vaccin. Immunother. 12, 3079–3088.

32. Hensel M.T., Marshall J.D., Dorwart M.R., Heeke D.S.,
Rao E., Tummala P., Yu L., Cohen G.H., Eisenberg R.J.,
Sloan D.D. (2017) Prophylactic herpes simplex virus 2
(HSV-2) vaccines adjuvanted with stable emulsion and
Toll-like receptor 9 agonist induce a robust HSV-2-spe-
cific cell-mediated immune response, protect against
symptomatic disease, and reduce the latent viral reser-
voir. J. Virol. 91(9), e02257-16.

33. Ike A.I., Onu C.J., Ononugbo C.M., Reward E.E.,
Muo S.O. (2020) Immune response to herpess virus in-
fection and vaccine development. Vaccines (Basel).
8(2), 302.

34. Lauvau G., Goriely S. (2016) Memory CD8+ T cells:
orchestrators and key players of innate immunity?
PLoS Pathog. 12(9), e1005722.

35. Martinet V., Tonon S., Torres D., Azouz A., Nguyen M.,
Kohler A. (2015) Type I interferons regulate eomeso-
dermin expression and the development of unconven-
tional memory CD8(+) T cells. Nat. Commun. 6, 7089.

36. Tomchuck S.L., Zwezdaryk K.J., Coffelt S.B., Water-
man R.S., Danka E.S., Scandurro A.B. (2008) Toll-like
receptors on human mesenchymal stem cells drive their
migration and immunomodulating responses. Stem
Cells. 26(1), 99‒107.

37. Shammaa R., El-Kadiry A.E., Abusarah J., Rafei M.
(2020) Mesenchymal stem cells beyond regenerative
medicine. Front. Cell Dev. Biol. 8, 72.

38. Khazan M., Nasiri S., Riahi S.M., Robati R.M., He-
dayati M. (2020) Measurement of melatonin, indole-
dioxygenase, IL-6, IL-18, ferritin, CRP, and total ho-
mocysteine levels during herpes zoster. J. Med. Virol.
92(8), 1253‒1259.

39. Henry B.M., Santos de Oliveira M.C., Benoit S., Ple-
bani M., Lippi G. (2020) Hematologic, biochemical
and immune biomarker abnormalities associated with
severe illness and mortality in coronavirus disease 2019

(COVID-19): a meta-analysis. Clin. Chem. Lab. Med.
58(7), 1021‒1028.

40. Najar M., Raicevic G., Fayyad-Kazan H., Bron D.,
Toungouz M., Lagneaux L. (2016) Mesenchymal stro-
mal cells and immunomodulation: a gathering of regu-
latory immune cells. Cytotherapy. 18(2), 160‒171.

41. Waterman R.S, Tomchuck S.L., Henkle S.L., Betan-
court A.M. (2010) A new mesenchymal stem cell
(MSC) paradigm: polarization into a pro-inflammato-
ry MSC1 or an immunosuppressive MSC2 phenotype.
PLoS One. 5, e10088.

42. Petri R.M., Hackel A., Hahnel K., Dumitru C.A., Bru-
derek K., Flohe S.B., Paschen A., Lang S., Brandau S.
(2017) Activated tissue-resident mesenchymal stromal
cells regulate natural killer cell immune and tissue-re-
generative function. Stem Cell Reports. 9(3), 985‒998.

43. Glenn J.D., Whartenby K.A. (2014) Mesenchymal
stem cells: emerging mechanisms of immunomodula-
tion and therapy. World J. Stem Cells. 6(5), 526‒539.

44. Rasmussen S.B., Sørensen L.N., Malmgaard L., Ank N.,
Baines J.D., Chen Z.J., Paludan S.R. (2007) Type I in-
terferon production during herpes simplex virus infec-
tion is controlled by cell-type-specific viral recognition
through Toll-like receptor 9, the mitochondrial antivi-
ral signaling protein pathway, and novel recognition
systems. J. Virol. 81(24), 13315‒13324.

45. Suarez-Ramirez J.E., Tarrio M.L., Kim K., Demers D.A.,
Biron C.A. (2014) CD8 T cells in innate immune re-
sponses: using STAT4-dependent but antigen-indepen-
dent pathways to gamma interferon during viral infec-
tion. mBio. 5(5), e01978-14.

46. Welch W. J., Mizzen L. A. (1988) Characterization of
the thermotolerant cell. II. Effects on the intracellular
distribution of heat-shock protein 70, intermediate
filaments, and small nuclear ribonucleoprotein com-
plexes. J. Cell Biol. 106(4), 1117‒1130.

47. Lopez-Santalla M., Hervas-Salcedo R., Fernandez-
Garcia M., Bueren J.A., Garin M.I. (2020) Cell therapy
with mesenchymal stem cells induces an innate immune
memory response that attenuates experimental colitis in
the long-term. J. Crohns Colitis. 14(10), 1424‒1435.

48. Shin H., Iwasaki A. (2012) A vaccine strategy that pro-
tects against genital herpes by establishing local memo-
ry T cells. Nature. 491(7424), 463‒467.

PREVENTIVE VACCINATION WITH MESENCHYMAL STEM CELLS 
PROTECTS MICE AGAINST LETHAL HERPES SIMPLEX

VIRUS 1 INFECTION
R. R. Klimova1, *, N. A. Demidova1, O. V. Masalova1, and A. A. Kushch1

1Gamaleya National Research Centre for Epidemiology and Microbiology, 
Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 123098 Russia

*e-mail: regi.k@mail.ru

Type 1 and 2 herpes simplex viruses (HSV-1 and HSV-2) may affect many human organs and tissues. They
induce genital herpes, a widespread sexually transmitted disease, cause damage to CNS and provoke severe
complications in newborns. Irrespective of antiviral medications, the incidence of HSV-infections is increas-
ing. Many infection-preventing candidate vaccines failed in trials due to lack of protection. In this study, we
examined protective activity of a cellular vaccine based on mesenchymal stem cells (MSC) isolated from mu-
rine bone marrow. In a mouse model of lethal HSV-1 infection, immune responses to primary and to modi-
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fied MSCs, as well as to the control plasmid and to the inactivated virus were compared. Modified MSCs
were prepared by Us6 HSV-1 gene transfection; the control plasmid had an insert encoding same gene. After
double immunization with primary MSCs, in the peripheral blood of mice, the formation of antibodies in-
teracting in ELISA with the viral antigen and neutralizing the infectious activity of HSV in the biological neu-
tralization test was observed. In addition, the administration of primary MSCs induced the production of
INF-γ found in the peripheral blood of mice. After infection of the immunized mice, a significant increase
in the activity of antibodies against HSV-1, a high level of IFN-γ, and complete protection against lethal
HSV-1 infection were observed. Protective effects of three other immunogens were lower, at 50–65%. Con-
sidering that MSC are readily available, their proved safety upon intravenous injection and our findings that
they contribute to innate, adaptive and protective immunity, we should propose injectable MSC as a basis for
the development of the protective cell vaccines for the prevention of herpesvirus and other viral infections.

Keywords: mesenchymal stem cells, transfection, genetically modified mesenchymal stem cells, recombinant
DNA, herpes simplex virus type 1, protection
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ДНК-мимикрирующие антирестрикционные белки ArdA специфически ингибируют рестрикцион-
ную и модификационную активности систем рестрикции–модификации типа I. В пространствен-
ной структуре мономера ArdA фиксируются три домена: N-домен, центральный домен и С-домен.
Анализ аминокислотных последовательностей большой группы белков ArdA, кодируемых хромо-
сомными генами грамположительных и грамотрицательных бактерий, а также генами, локализо-
ванными в конъюгативных плазмидах и транспозонах, выявил в N-домене консервативный мотив
из 20 аминокислотных остатков. Показано, что N-домены белков ArdA бактерий Arthrobacter sp.,
Bifidobacterium longum и Pseudomonas plecoglossicida ингибируют репрессорную активность глобаль-
ного регулятора – белка H-NS, в клетках Escherichia coli. Наличие в структуре ArdA N-домена как
ингибитора H-NS дает возможность мобильным элементам (конъюгативным плазмидам и транспо-
зонам) не только преодолевать в процессе горизонтального переноса генов межклеточные рестрик-
ционнные барьеры, но и быстрее адаптироваться к условиям нового генома бактерии-реципиента.

Ключевые слова: антирестрикция, ArdA, H-NS-репрессия
DOI: 10.31857/S0026898421030125

Белки семейства ArdA эффективно ингибиру-
ют рестрикционную и модификационную актив-
ности ферментов рестрикции–модификации ти-
па I, что позволяет мобильным элементам –
конъюгативным плазмидам и транспозонам, пре-
одолевать межклеточные рестрикционные барье-
ры [1–4]. По данным рентгеноструктурного ана-
лиза в пространственной структуре белка-моно-
мера ArdA (ORF18 Tn916) (165 а.к.) выделяются
три домена: 1) N-домен размером (3–61 а.к.),
2) центральный домен (62–103 а.к.) и 3) С-конце-
вой домен (104–165 а.к.) [5]. В настоящей работе
рассмотрены центральный и С-концевой домены,
объединенные в единый домен, далее С-домен,
так как по своей структуре он подобен B-форме
дцДНК (ДНК-мимикрия) и содержит консерва-
тивный участок размером 14 а.к., так называемый
антирестрикционный мотив [6], определяющий
контакт между мономерами [5]. Пространствен-
ная структура N-домена значительно отличается
от структуры С-домена: он содержит β-структуру
из трех расположенных антипараллельно отрез-
ков и одной короткой α-спирали, связанных пет-

лей из 10 и более остатков [5]. Расположение
структурных элементов в N-домене сходно с их
расположением в B-домене биотинкарбоксилазы
[7]. Ранее было показано, что высокий уровень
антирестрикционной активности, примерно рав-
ный активности цельного ArdA, в белке ArdA
ColIb-P9 (166 а.к.) проявляет С-концевой фраг-
мент, состоящий из 76 а.к. (90–166). [2, 8]. О роли
N-домена в функционировании белков ArdA в
настоящее время ничего не известно. Естествен-
но предположить, что N-домен помогает решать
белку ArdA (помимо ингибирования систем ре-
стрикции–модификации типа I) другие, возмож-
но, не менее важные, задачи, возникающие у
трансмиссивных плазмид и транспозонов при пе-
реходе из клетки-донора в клетку-реципиент.
Иначе трудно объяснить сохранение этого домена в
составе ArdA, участвующего в процессе горизон-
тального переноса генов. Например, ДНК-ми-
микрирующий белок Ocr вирулентного бакте-
риофага T7 ингибирует клеточные системы ре-
стрикции–модификации типа I значительно
эффективнее, чем белки ArdA [9]. При этом Ocr не
содержит элемента, подобного N-домену ArdA [10].Сокращения. а.к. – аминокислотный остаток (при числе).
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Нами показано, что белки ArdA ингибируют
не только ферменты рестрикции–модификации
типа I, но и репрессорную активность гистонопо-
добного белка H-NS [11]. Поэтому мы решили
проверить, способны ли N-домены белков ArdA
снижать репрессорную активность H-NS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Бактериальные штаммы и плазмиды. Бактери-

альные штаммы и плазмиды, используемые в на-
стоящей работе, представлены в табл. 1.

Бактериофаг λvir (далее λ) любезно предостав-
лен Р. Деворе (R. Devoret, Франция). Немодифи-
цированные фаги, выращенные на штамме E. coli
TG-1, у которого отсутствует система рестрик-
ции–модификации типа I, обозначены как λ.0.

Для измерения эффективности ингибирова-
ния репрессорной активности белка H-NS мы ис-
пользовали N- и C-домены белков ArdA грампо-
ложительных бактерий Arthrobacter sp. и Bifidobac-
terium longum, а также грамотрицательной бактерии
Pseudomonas plecoglossicida. На рис. 1 представлены
аминокислотные последовательности белков ArdA,
обозначенных далее 655, 553 и 613.

Белок ArdA 613 – ген ardA расположен в транспо-
зоне, встроенном в хромосому грамотрицательных
аэробов P. plecoglossicida (ВКПМ В-13282).

Фрагменты, содержащие гены ardA 655, ardA
553 и ardA 613, амплифицировали с использова-
нием в качестве матриц хромосомных ДНК соот-
ветствующих бактерий и следующих праймеров:

655EcoRI_NdeI_dir 5′–CGCGAATTCCATATGCGGAGGAGACCCGCCATGACCACAC–3′
655PstI_rev 5′–GGCCTGCAGCTCAGCGCTCATGTTCGCTCTCGTCAC-3′
553EcoRI_NdeI_dir 5′–GGCGAATTCCATATGAGGAGCATCATCATGGCCGGATTG–3′
553PstI_rev 5′–GATCTGCAGGCTCACCCATGGTTCACGGCGGTC–3'
613EcoRI_NdeI dir 5′–CGCGAATTCCATATGACGAAGGAGCGAAAGCCATGAGC–3′
613PstI rev 5′–GGGCTGCAGCGGTGCCTTCTGCTGGTTTAGCGAT–3′.

N-домены выделяли с использованием следующих праймеров:
655Nd_rev 5′–GAACTGCAGTCAGATGTTCTCGTGGTCCATGACC–3′
553Nd_rev 5′–GAACTGCAGTCA TTC CCC GCC CTC GTA GTC GT–3′
613Nd_rev 5′–GAACTGCAGTCAACCCTCGAAGTCGTGGATG–3′.

С-домены выделяли с использованием следующих праймеров:
655Cd _dir 5′–CGCCATATGCCCACCGCGGGCGAGATG–3′
553Cd _dir 5′–CGCCATATGGGACTGCTCGCCACCGTG–3′
613Cd _dir 5′–CGCCATATGTTCGGCGGCTACCGTCTC–3′.

Фрагменты ДНК, содержащие гены ardA 655
(617 п.н.), ardA 553 (509 п.н.) и ardA 613 (571 п.н.),
а также кодирующие N- и С-домены, были встро-
ены в вектор p15ara под контроль арабинозного
промотора (araBAD), используя сайты рестрик-
ции NdeI и PstI. В вектор pUC18 данные фрагмен-
ты встроены под lac-промотор по сайтам рестрик-
ции EcoRI и PstI.

Среды и условия культивирования бактерий.
LB-среда: 1% триптона, 0.5% дрожжевого экстрак-
та и 0.5% NaCl; для верхнего и нижнего слоев чашек
Петри использовали 1.8 и 0.7%-ный LB-агар. Бакте-
рии растили в LB-среде, содержащей 100 мкг/мл
ампициллина, 25 мкг/мл хлорамфеникола при 30
или 37°С. Ночные культуры использовали для
инокуляции жидкой среды LB c последующим
ростом с аэрацией при 30°C до ранней экспонен-
циальной фазы. После добавления при необходи-
мости 20 мМ L-арабинозы инкубацию продолжа-
ли при той же температуре. Оптическую плот-
ность клеточной суспензии измеряли при 600 нм
на колориметре КФК-2МР.

Реактивы, ферменты, эндонуклеазное расщеп-
ление, лигирование, трансформация. Эндонуклеаз-
ное расщепление, лигирование фрагментов ДНК,
электрофорез в агарозном геле, выделение фраг-
ментов ДНК из геля проводили согласно [16]. В ре-
акциях расщепления и лигирования использовали
ферменты фирмы “Promega” (США). Трансфор-
мацию клеток проводили кальциевым методом.

Измерение антирестрикции. Антирестрикцион-
ную активность белков ArdA измеряли в штамме
E. coli K-12 AB1157 с активной системой рестрик-
ции–модификации типа I EcoKI. Методика из-
мерения антирестрикционной активности бел-
ков семейства Ard описана в [2].

Измерение ингибирования H-NS-репрессии.
Ингибирование H-NS-репрессии измеряли, ис-
пользуя промотор гена luxC Aliivibrio fischeri, тран-
скрипция которого сильно репрессирована бел-
ком H-NS [11, 13, 14]. Клетки штамма E. coli
MG655 трансформировали плазмидой pDWluxC,
сконструированной на основе беспромоторного
вектора pDEW201 [15]. Эта плазмида содержит
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Таблица 1. Бактериальные штаммы и плазмиды
Штамм/плазмида Характеристика Источник/ ссылка

Штамм
MG1655 F¯ilvG rfb-50 rph-1 Национальный биоресурсный 

центр, Всероссийская коллекция 
промышленных микроорганиз-
мов (ВКПМ)

AB1157 F¯ thr-1 leu-6 proA2 his-4 thi-1 argE3 LacY1 galK2 ara14 xyl-5 mtl-
1tsx-33 rpsL31 supE44 r+m+

ВКПМ

TG-1 thi-1 supE44 hadD5 D(lac-ProAB) [F’traD36 proAB+ lacIq 
lacZDM15]

То же

Ac-1227 Arthrobacter sp. (655) –
Ас-1636 Bifidobacterium longum (553) –
B-13282 Pseudomonas plecoglossicida (613) –

Плазмида
pUC18 Вектор, Apr “Fermentas”, Литва
p15ara В вектор pACYC184 по сайту HindIII встроен арабинозный 

промотор ParaB из плазмиды pBADHisB, Cmr
[12]

pDEW201 ori репликации pBR322, в вектор встроена беспромоторная 
кассета luxCDABE P. luminescens; Apr

[15]

pDWluxC В вектор pDEW201 встроен фрагмент ДНК A. fischeri разме-
ром 124 п.н, который в lux-опероне расположен между 
генами luxI и luxC; фрагмент расположен перед кассетой
luxICDABEG P. luminescens; Apr

[11]

p15ara:ardA655 Cодержит в векторе p15ara ген ardA Arthrobacter sp. под араби-
нозным промотором; Cmr

Настоящая работа

p15ara:ardA553 Cодержит в векторе p15ara ген ardA B. longum под арабиноз-
ным промотором; Cmr

То же

p15ara:ardA613 Cодержит в векторе p15ara ген ardA P. plecoglossicida под ара-
бинозным промотором; Cmr

–

p15ara:N655 Cодержит в векторе p15ara N-домен (66 а.к.) гена ardA 
Arthrobacter sp. под арабинозным промотором; Cmr

–

p15ara:N553 Cодержит в векторе p15ara N-домен (64 а.к.) гена ardA
B. longum под арабинозным промотором; Cmr

–

p15ara:N613 Cодержит в векторе p15ara N-домен (60 а.к.) гена ardA
P. plecoglossicida под арабинозным промотором; Cmr

–

p15ara:C655 Cодержит в векторе p15ara С-домен (118 а.к.) гена ardA 
Arthrobacter sp. под арабинозным промотором; Cmr

–

p15ara:C553 Cодержит в векторе p15ara С-домен (92 а.к.) гена ardA
B. longum под арабинозным промотором; Cmr

–

p15ara:C613 Cодержит в векторе p15ara С-домен (110 а.к.) гена ardA
P. plecoglossicida под арабинозным промотором; Cmr

–

pardA655 Cодержит в векторе pUC18 ген ardA Arthrobacter sp. под
lac-промотором; Apr

–

pardA553 Cодержит в векторе pUC18 ген ardA B. longum 
под lac-промотором; Apr

–

pardA613 Cодержит в векторе pUC18 ген ardA P. plecoglossicida под 
промотором lac; Apr

–
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pN655 Cодержит в векторе pUC18 N-домен (66 а.к.) гена ardA 
Arthrobacter sp. под lac-промотором; Apr

–

pN553 Cодержит в векторе pUC18 N-домен (64 а.к.) гена ardA
B. longum под lac-промотором; Apr

–

pN613 Cодержит в векторе pUC18 N-домен (60 а.к.) гена ardA
P. plecoglossicida под lac-промотором; Apr

–

pC655 Cодержит в векторе pUC18 С-домен (118 а.к.) гена ardA 
Arthrobacter sp. под lac-промотором; Apr

–

pC553 Cодержит в векторе pUC18 С-домен (92 а.к.) гена ardA
B. longum под lac-промотором; Apr

–

pC613 Cодержит в векторе pUC18 С-домен (110 а.к.) гена ardA
P. plecoglossicida под lac-промотором; Apr

–

Штамм/плазмида Характеристика Источник/ ссылка

Таблица 1.  Окончание

Рис. 1. Аминокислотные последовательности ArdA 655, ArdA 553 и ArdA 613. N-домены белков подчеркнуты, курси-
вом отмечена консервативная последовательность (20 а.к.) в N-доменах.

Белок ArdA 655 – ген ardA расположен в хромосоме грамположительных

неспорообразующих палочек Arthrobacter sp. (ВКПМ Ас-1227):

Белок ArdA 553 – ген ardA расположен в хромосоме грамположительных

неспорообразующих палочек B. longum (ВКПМ Ас-1636):

Белок ArdA 613 – ген ardA расположен в транспозоне, встроенном в хромосому

грамотрицательных аэробов P. plecoglossicida (ВКПМ В-13282):
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промотор перед геном luxC A. fischeri, встроенный
перед кассетой luxCDABE P. luminescens (гены-ре-
портеры, кодирующие люциферазу) [11]. Бакте-
рии росли в среде LB при температуре 30°C. Ин-
тенсивность биолюминесценции клеточной сус-
пензии и ее оптическую плотность измеряли
через определенные промежутки времени.

Интенсивность биолюминесценции суспензии
клеток (200 мкл) измеряли с помощью люмино-
метра LM-01А (“Beckman”) при комнатной темпе-
ратуре.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Консервативный участок N-домена ArdA
Сравнительный анализ аминокислотных по-

следовательностей гомологов ArdA выявил в об-
ласти N-домена четко выраженный консерватив-
ный участок размером 20 а.к. Этот участок осо-
бенно консервативен в белках ArdA, кодируемых
хромосомными генами грамположительных бак-
терий.

На рис. 2 представлены аминокислотные после-
довательности консервативного участка из 20 а.к. (в
квадрате) в N-домене белков ArdA.

Ингибирование рестрикционной
активности фермента EcoKI

Антирестрикционную активность белков ArdA
измеряли с использованием фаговой техники [2]:
фаг λ.0 (содержащий немодифицированную
ДНК) титровали на штамме E. coli K12 AB1157 в

качестве хозяина с активной системой рестрик-
ции–модификации EcoKI. В табл. 2 представле-
ны результаты измерения антирестрикционной
активности. Белки ArdA 655 и 613 эффективно
ингибируют фермент EcoKI, снижая его рестрик-
ционную активность примерно на четыре поряд-
ка. Белок ArdA 553 лишь частично ингибирует
фермент EcoKI, понижая его рестрикционную
активность в 10 раз. N-домены 655, 553 и 613 не
обладают антирестрикционной активностью.

Ингибирование репрессорной
активности белка H-NS

На рис. 3–5 представлены результаты экспе-
римента, в котором определяли способность бел-
ков-гомологов ArdA ингибировать H-NS-зависи-
мую репрессию транскрипции бактериальных ге-
нов. С этой целью бактерии E. coli MG1655
трансформировали двумя совместимыми плаз-
мидами: 1) pDWluxC, содержащей репрессируе-
мый H-NS промотор перед геном luxC (выделен
из генома морских бактерий A. fischeri) и кассету
luxCDABE Photorhabdus luminescens (гены-репор-
теры, кодируют люциферазу), и 2) p15ara-613, 655,
553 с генами ardA под арабинозным промотором.
Бактерии росли в среде LB с антибиотиками при
температуре 30°C. Через определенные проме-
жутки времени измеряли интенсивность биолю-
минесценции клеточной суспензии и ее оптиче-
скую плотность. Стрелкой указан момент добав-
ления в среду 20 мM L-арабинозы.

Как видим, ArdA 655 эффективно ингибирует
репрессор H-NS практически независимо от при-

Рис. 2. Аминокислотные последовательности начальной части N-доменов белков ArdA, кодируемых генами грампо-
ложительных и грамотрицательных бактерий. Квадратом выделен консервативный участок размером 20 а.к. Особо
выделены четыре аминокислотных остатка (l, y, g, w), найденные во всех представленных белках.
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сутствия L-арабинозы в клетке (рис. 3). Однако

N- и С-домены ArdA 655 эффективно ингибиру-

ют белок H-NS лишь при добавлении в среду ин-

дуктора арабинозного промотора – L-арабинозы.

ArdA 553 ингибирует H-NS также практически

независимо от присутствия L-арабинозы в среде

(рис. 4). Высокие ингибирующие активности N-

и С-доменов 553, достигающие уровня активности

полного белка ArdA, проявляются также лишь в

присутствии индуктора L-арабинозы, причем при

более высоких внутриклеточных концентрациях

доменов по сравнению с цельным белком ArdA.

В отличие от ArdA 655 и ArdA553 белок ArdA613

ингибирует репрессорную активность H-NS прак-

Таблица 2. Антирестрикционная активность белков ArdA и их N-доменов

* Фрагменты с генами ardA 655, ardA 553 ardA 613 и фрагменты, кодирующие N-домены белков ArdA 655, 553 и 613, встроены
в вектор pUC18 под lac-промотор. Вектор pUC18 и плазмиды c генами ardA (pArdA 655, pArdA 553, pArdA 613) и с фрагмента-
ми, кодирующими N-домены 655, 553 и 613 (pN-домены), трансформировали в бактерии E. coli K12 AB1157 c активной систе-
мой рестрикции–модификации типа I EcoKI.

** Количество негативных колоний фага λ.0, образующихся на газоне с бактериями AB1157, содержащими плазмиды pArdA
655, pArdA 553, pArdA 613 или pN-домены 655, 553 и 613, а также вектор pUC18 в качестве контроля.
*** Ослабление EcoKI-рестрикции определяется как эффективность посева λ.0 на штаммах, содержащих плазмиды, отнесенная
к эффективности на штамме, содержащем вектор pUC18. Представлены усредненные результаты пяти независимых опытов.

Плазмида

Разведение исходного титра фага λ.0

Ослабление рестрикции***

10–3 10–4 10–6

pUC18 (вектор) 140** – 1

pArdA 655* – – 1260 8.100

pArdA 553 – 152 – 10.1

pN655 136 – – 1

pN553 128 – – 1

pArdA613 – – 1148 8.053

pN613 142 – – 1

Рис. 3. Влияние цельного белка ArdA 655, его N- и C-доменов на транскрипцию с промотора перед геном luxC A. fisch-
eri. По оси ординат отложена интенсивность биолюминесценции бактерий E. coli MG1655, содержащих плазмиду
pDWluxC, в зависимости от времени инкубации в среде LB при 30°C. Бактериальные клетки росли в присутствии
20 мM L-арабинозы (светлые символы) или в отсутствие L-арабинозы (темные символы). Стрелкой указан момент
добавления в среду 20 мM L-арабинозы. Эксперименты, результаты которых представлены на рис. 3–5, проведены не
менее 6 раз, причем с использованием в каждом опыте нескольких независимо полученных колоний.
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тически с такой же эффективностью, как и N-, и С-
домены (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

N-домен белков ArdA обладает собственной
активностью – способностью ингибировать бе-
лок H-NS, один из основных регуляторных бел-

ков, который участвует в компактизации бактери-
альной хромосомы. На примере белков ArdA 655 и
ArdA 553 можно видеть, что присутствие N-домена
в составе белка значительно усиливает способность
С-домена ингибировать H-NS. Однако антире-
стрикционной активностью N-домен не обладает.

Ранее было показано, что белок 5.5 бактерио-
фага Т7, ингибирует H-NS-репрессию [17]. Уста-

Рис. 4. Влияние полного белка ArdA 553, его N- и C-доменов на транскрипцию с промотора перед геном luxC A. fischeri.
По оси ординат отложена интенсивность биолюминесценции бактерий E. coli MG1655, содержащих плазмиду
pDWluxC, в зависимости от времени инкубации в среде LB при 30°C. Бактериальные клетки росли в присутствии
20 мM L-арабинозы (светлые символы) или в отсутствие L-арабинозы (темные символы). Стрелкой указан момент
добавления в среду 20 мM L-арабинозы.
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Рис. 5. Влияние цельного белка ArdA 613, его N- и C-доменов на транскрипцию с промотора перед геном luxC A. fischeri. По
оси ординат отложена интенсивность биолюминесценции бактерий E. coli MG1655, содержащих плазмиду pDWluxC,
в зависимости от времени инкубации в LB при 30°C. Бактериальные клетки росли в присутствии 20 мM L-арабинозы
(светлые символы) или в отсутствие L-арабинозы (темные символы). Стрелкой указан момент добавления в среду
20 мM L-арабинозы.
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новлено, что белок 5.5 образует комплекс с цен-
тральным доменом 2, участвующим в образовании
димера H-NS, и ингибирует процесс олигомериза-
ции белков H-NS [18]. Согласно данным, представ-
ленным в GenBank CAA6800530, белок 5.5 бакте-
риофага Т7 (99 а.к.) содержит β-структуру с двумя
расположенными антипараллельно отрезками,
связанную петлями с короткими α-спиралями
[19], что в определенной степени сходно с про-
странственной структурой N-домена ArdA. Одна-
ко, как показано [20], белок 5.5 Т7 на первой ста-
дии формирует комплекс с бактериальной тРНК,
и лишь на второй стадии происходит дополнитель-
ное присоединение H-NS и образование тройного
комплекса “белок 5.5:тРНК:H-NS”. Роль белка
5.5 при инфицировании клетки бактериофагом
T7 состоит в отвлечении клеточного белка H-NS
от фаговой ДНК, так как иначе большое количе-
ство H-NS образует с ней прочный комплекс,
блокирующий репликацию и, соответственно,
размножение фага. В случае с белком ArdA, гены
которого в основном расположены в мобильных
элементах – конъюгативных плазмидах и транс-
позонах, ингибирование H-NS помогает мобиль-
ным элементам открывать транскрипцию соб-
ственных генов, особенно тех, у которых регулятор-
ные области содержат много АТ-пар, и которые
эффективно репрессируются белком H-NS.

Белок H-NS большинства грамотрицательных
бактерий является глобальным репрессором (si-
lencer), например, блокирует транскрипцию око-
ло 15% генов в геномах E. coli и Salmonella enterica,
а также всех богатых AT-парами генов, которые
попадают в бактерии в составе мобильных элемен-
тов при горизонтальном переносе [21, 22]. На осно-
вании данных, представленных в настоящей рабо-
те, можно предположить, что присутствие в струк-
туре антирестрикционных белков ArdA N-домена,
дополнительно к основному ДНК-мимикрирую-
щему С-домену, дает возможность трансмиссив-
ным элементам в процессе конъюгативного гори-
зонтального переноса генов не только преодоле-
вать межклеточный рестрикционнный барьер,
но и быстрее адаптироваться к условиям нового
генома бактерии-реципиента, например, повы-
шая транскрипционную активность переноси-
мых генов.
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N-DOMAIN OF THE ANTIRESTRICTION PROTEINS ArdA INHIBITS
THE REPRESSION ACTIVITY OF THE HISTONE-LIKE H-NS PROTEIN

O. E. Melkina1 and G. B. Zavilgelsky1, *
1State Research Institute of Genetics and Selection of Industrial Microorganisms,

National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 117545 Russia
*e-mail: zavilgel@genetika.ru

DNA mimicking anti-restriction proteins ArdA specifically inhibit restriction (endonuclease) activity of re-
striction-modification (RM) type I system. ArdA monomer is comprised of three α-β domains (N domain,
Central domain, C domain), each with a different fold. Here we describe an alignment of the amino acid (aa)
sequences of the ArdA with conserved 20-aa motif in the N domain. N domains of ArdA proteins of Gram-
positive bacteria Arthrobacter sp. and Bifidobacterium longum, and Gram-negative bacteria Pseudomonas ple-
coglossicida are capable of inhibiting the repressive activity of the H-NS global silencer protein in Escherichia
coli cells. The presence of the H-NS inhibiting N domain in the ArdA structure enables horizontal gene trans-
fer by mobile elements, including conjugative plasmids and transposons. Specifically, it aids in overcoming
intercellular restriction barriers, allowing faster adaption to the genome context of the recipient bacterium.

Keywords: antirestriction, ArdA, H-NS-repression
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ДЕУБИКВИТИНИРУЮЩИЙ (DUB) МОДУЛЬ SAGA УЧАСТВУЕТ
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Мультибелковый комплекс SAGA, отвечающий за ацетилирование N-концевых последовательно-
стей гистонов и участвующий в активации транскрипции широкого спектра генов эукариот, содер-
жит также белковый модуль, отвечающий за деубиквитинирование гистона H2B (DUB-модуль).
Свойства и механизм работы DUB-модуля изучены недостаточно. В настоящей работе нами пока-
зано, что DUB-модуль может существовать в клетке независимо от SAGA. С промоторами генов,
транскрибируемых РНК-полимеразой III (Pol III), в отличие от генов, транскрибируемых РНК-по-
лимеразой II (Pol II), DUB-модуль взаимодействует независимо от SAGA. DUB-модуль необходим
для привлечения транскрипционного фактора Brf1 (субъединицы комплекса TFIIIB), отвечающего
за взаимодействие Pol III с промоторами Pol III-зависимых генов. DUB-модуль взаимодействует с
Pol III in vivo. Он участвует в привлечении в промоторную область Pol III-зависимых генов типа III
не только комплекса TFIIIB, но также комплекса PBP.

Ключевые слова: DUB-модуль, комплекс SAGA, транскрипция, РНК-полимераза III
DOI: 10.31857/S0026898421030137

ВВЕДЕНИЕ
Доступность ДНК-матрицы для транскрипци-

онных факторов контролируется уровнем ком-
пактизации хроматина, который в свою очередь
регулируется АТP-зависимым ремоделировани-
ем нуклеосом и внесением или снятием кова-
лентных модификаций гистонов. Эти изменения
хроматина приводят к формированию структуры
молекулы ДНК, с которой связываются тран-
скрипционные факторы. За эти процессы отвечают
коактиваторные комплексы – эволюционно кон-
сервативные мультибелковые комплексы, участву-
ющие в активации транскрипции.

Коактиваторные комплексы чаще всего имеют
несколько ферментативных активностей, кото-
рые также регулируются другими белками. Фак-
тически, большие коактиваторные комплексы
состоят из нескольких модулей, которые играют
определенную функциональную роль. SAGA –
эволюционно консервативный эукариотический
комплекс, способный ацетилировать N-конце-
вые последовательности гистонов, участвует в ак-

тивации транскрипции широкого спектра генов.
В состав комплекса SAGA входят 18–20 субъеди-
ниц [1]. Генетические и биохимические исследова-
ния показали, что SAGA состоит из нескольких
функциональных модулей: структурного основа-
ния, гистон-ацетилтрансферазного модуля (HAT),
деубиквитинирующего модуля (DUB) и модуля
связывания с активатором [2, 3]. SAGA многокле-
точных организмов содержит также модуль сплай-
синга.

В состав ацетил трансферазного модуля входит
фермент ацетил-трансфераза Gcn5. Этот модуль
активирует транскрипцию за счет ацетилирова-
ния остатков лизина в молекулах гистонов.
Ацетилирование активирует экспрессию генов,
создавая открытую структуру хроматина, что
позволяет связаться с хроматином и ДНК другим
транскрипционным факторам [4–6].

DUB-модуль SAGA деубиквитинирует гистон
H2B [7–11]. В состав DUB-модуля у Drosophila
melanogaster и Saccharomyces cerevisiae входят бел-

Сокращения: Pol II – РНК-полимераза II; Pol III – РНК-полимераза III; DUB-модуль – деубиквитинирующий модуль;
HAT-модуль – ацетилтрансферазный модуль; мяРНК – малая ядерная РНК; PSE – проксимальный элемент (proximal se-
quence element); DSE – дистальный элемент (distal sequence element); PBP-комплекс – комплекс, связывающий прокси-
мальный элемент (PSE-binding protein complex).

УДК 577.216.4

МОЛЕКУЛЯРНАЯ
БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ
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ки: Nonstop (yUbp8), Sgf11, ENY2 (ySus1) и
ATXN7 (ySgf73) (табл. 1) [12, 13].

Изучение структуры DUB-модуля дрожжей по-
казало, что он соединяется с остальным комплек-
сом SAGA с помощью C-концевого участка белка
Sgf73 (dATXN7) [14, 15]. Белок yUbp8 (dNonstop)
является каталитической субъединицей, а Sgf11 не-
обходим для взаимодействия yUbp8 с субстратом
и поддержания его активной конформации [12,
13, 16].

Ранее мы показали, что белок Sgf11 участвует в
формировании и экспорте мРНП-частицы неза-
висимо от DUB-модуля [17].

Недавно обнаружили, что SAGA участвует в
транскрипции генов малых ядерных РНК (мяРНК)
как Pol II-, так и Pol III-зависимых [18]. Pol III
транскрибирует набор некодирующих РНК, вклю-
чая тРНК, 5S РНК и U6 мяРНК [19]. Важную роль в
Pol III-зависимой транскрипции играет транскрип-
ционный фактор IIIB (TFIIIB). Этот фактор со-
стоит из трех субъединиц и отвечает за рекрути-
рование Pol III на промоторы ее генов-мишеней.
Каждая из субъединиц комплекса TFIIIB, (TBP
(TATA-связывающий белок), BDP1 – большой
SANT-доменсодержащий белок и родственные
TFIIB факторы: BRF1 или BRF2), необходима
для его правильного функционирования [20, 21].

Большинство транскрибируемых Pol III генов,
таких как гены тРНК, имеют внутренние промо-
торы, содержащие два блока промоторных после-
довательностей (А и В), расположенных внутри
области транскрипции. С этими блоками связы-
вается транскрипционный фактор IIIC (TFIIIC)
[22], который рекрутирует TFIIIB. Меньшая
часть Pol III-транскрибируемых генов (гены
мяРНК), имеют промотор, расположенный “вы-
ше” сайта старта транскрипции. Эти промоторы
содержат TATA-box, который взаимодействует с
TBP, PSE-элемент, связывающий фактор PBP,
необходимый для привлечения TFIIIB, и DSE –

элемент ДНК, обладающий свойствами энхансе-
ра [19, 23].

В транскрипции генов человека с промоторным
элементом, расположенным внутри области тран-
скрипции, участвует TFIIIB, содержащий белок
BRF1, а в транскрипции с внешних промоторов –
BRF2. У дрозофилы известен только Brf1, поэтому
этот белок участвует в транскрипции и с внешних, и
с внутренних промоторов.

С DSE взаимодействуют такие транскрипци-
онные факторы, как Oct1, Sp1, NF1, Staf [23, 24].
Показано, что в генах U1, U2, 7SK и U6 мяРНК
между элементами DSE и PSE находится нукле-
осома, которая сближает эти две области в про-
странстве и облегчает взаимодействие между Oct1
и PBP [25–28]. Описано вовлечение в регуляцию
Pol III-зависимой транскрипции фактора c-Myc,
который рекрутирует кофакторы TRRAP и GCN5
к генам тРНК и 5S рРНК и стимулирует ацетили-
рование гистона Н3 в этих локусах [29].

Хотя влияние SAGA на транскрипцию генов
изучено достаточно хорошо, нерешенным остается
ряд вопросов, касающихся DUB-модуля SAGA. В
частности, не ясно, существует ли DUB-модуль в
клетке независимо от остального комплекса и как
он взаимодействует с другими транскрипцион-
ными факторами. Мы показываем, что DUB-мо-
дуль может существовать в клетке независимо от
SAGA, исследуем взаимодействие DUB-модуля с
транскрипционным аппаратом Pol III, а также по-
казываем, что механизмы взаимодействия DUB-
модуля c транскрипционным аппаратом Pol II- и
Pol III-зависимых генов различаются между собой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линии D. melanogaster. В работе использованы
следующие линии D. melanogaster (табл. 2).

Антитела. В работе использованы поликло-
нальные антитела к белкам: Sgf11, ENY2, Gcn5,

Таблица 1. Ортологи субъединиц DUB-модуля комплекса SAGA и TFIIIB у различных организмов

Комплекс
Ортологи субъединиц DUB-модуля комплекса SAGA и TFIIIB

D. melanogaster H. sapiens S. cerevisiae

DUB Nonstop, dNonstop USP22, hUSP22 Ubp8, yUbp8

Sgf11, dSgf11 ATXN7L3, hATXN7L3 Sgf11, ySgf11

ENY2, dENY2 ENY2, hENY2 Sus1, ySus1

ATXN7, dATXN7 ATXN7, hATXN7 Sgf73, ySgf73

TFIIIB TBP, dTBP TBP, hTBP TBP, yTBP

Bdp1, dBdp1 BDP1, hBDP1 BDP1, Brf1, yBrf1

Brf1, dBrf1 BRF1, hBRF1 BRF1, Brf1, yBrf1
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Brf1, Pbp45, полученные ранее в нашей лаборато-
рии [17, 18, 30, 31].

Фракционирование Sgf11-содержащего ком-
плекса из экстракта ядер эмбрионов дрозофилы.
Экстракт из ядер эмбрионов получен согласно
процедуре, описанной ранее [30], из 0–12-часо-
вых эмбрионов. Детальная схема фракциониро-
вания показана на рис. 1а. Колонки были уравно-
вешены в HEMG-буфере (25 мМ HEPES-KOH,
pH 7.6, 12.5 мМ MgCl2, 0.1 мМ EDТА, 10% глице-
рина, 1 мМ дитиотреитол), содержащем 150 мМ
NaCl. Иммуноаффинную очистку выполняли на
колонке с иммобилизованными антителами к
Sgf11, сшитыми с протеин-А-сефарозой. Не связав-
шиеся белки отмывали буфером HEMG 500, содер-
жащим 0.1% NP-40. Детали процедуры очистки и
MALDI-TOF MS описаны ранее [32, 33].

Культура клеток S2 дрозофилы и эксперименты
по нокдауну белков в S2-клетках. Клетки S2 куль-
тивировали при 25°C в среде Schneider’s insect me-
dium (“Sigma”, США), содержащей 10% феталь-

ной сыворотки крупного рогатого скота (“Hy-
Clone”, США). Нокдаун белков проводили с
помощью РНК-интерференции согласно прото-
колу [34]. В эксперименте использовали 5–7 мкг
дцРНК на 1 × 106 клеток. дцРНК синтезировали с
помощью TranscriptAid T7 HighYield Transcrip-
tionKit (“ThermoScientific”, США). Уровень экс-
прессии генов-мишеней измеряли с использова-
нием количественной ПЦР и Вестерн-блот-ана-
лиза. дцРНК, соответствующую фрагменту GFP,
использовали в качестве отрицательного контро-
ля. дцРНК синтезировали с использованием сле-
дующих праймеров: ATXN7 – 5′-CGACTCAC-
TATAGGGAGATCCATGCTGGAGCAGAAGGT-3′

и 5′-CGACTCACTATAGGGAGAGCAGTTCAT-
TCAAACGCTTGGC-3′;

GPF – 5′-CGACTCACTATAGGGAGACGTA-
AACGGCCACAAGTTCAGC-3′

и 5′-CGACTCACTATAGGGAGAGATGCCGTT-
CTTCTGCTTGTCG-3′.

Таблица 2. Линии D. melanogaster, использованные для генетического анализа и в экспериментах по иммунопре-
ципитации хроматина

Примечание. BDSC – эти линии получены из коллекции центра Bloomington Stock Center (http://flystocks.bio.indiana.edu/).
Самцы и самки с генотипом TM6B,Tb [1]/+ (в тексте обозначены “TM6B/+”), использованные в качестве контроля в опытах
по иммунопреципитации хроматина, получены путем скрещивания линий w[*]; TM3, Sb [1] Ser [1]/TM6B, Tb [1] и y[1]w [1].
Самцы с генотипом y[2]w [1]e(y)2[u1] (в тексте обозначены “e(y)2;+”), использованные в качестве контроля в анализе гене-
тических взаимодействий, получены путем скрещивания линий y[2]w [1]e(y)2[u1]/FM4 и y[1]w [1].

Мутация в гене, 
кодирующем белок Генотип Источник

ENY2 y[2]w [1]e(y)2[u1]/FM4 Получена ранее, [30]

Sgf11 w[1118]; PBac{RB} [10]Sgf11[e01308]/TM6B,Tb [1] BDSC,
Stock # 7941

Nonstop P{ry[+t7.2] = PZ}not[02069] ry[506]/TM6B, ry[CB] Tb[+] BDSC,
Stock # 11553

Rpc2 y[1] w[*]; Mi{y[+mDint2] = MIC}RpIII128[MI15114]/SM6a BDSC,
Stock # 59742

Rpc31 w[1118]; PBac{w[+mC] = PB}CG33051[c02392] BDSC,
Stock # 10908

Rpc82 w[1118]; PBac{w[+mC] = WH}CG12267[f05999]/TM6B, Tb [1] BDSC,
Stock # 18929

Rpc53 y[1] w[67c23]; P{w[+mC] y[+mDint2] = 
= EPgy2}CG5147[EY22749]/TM3, Sb [1] Ser [1]

BDSC,
Stock # 22580

Rpc37 y[1] w[*]; P{w[+mC] = EP}Sin[G5366]/TM3, Sb [1] Ser [1] BDSC,
Stock # 27952

Brf1 w[1118]; PBac{w[+mC] = PB}Brf[c07161]/TM6B, Tb [1] BDSC,
Stock # 17804

w[*]; TM3, Sb [1] Ser [1]/TM6B, Tb [1] BDSC,
Stock # 2537
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Иммунопреципитация хроматина (ChIP). В од-
ной реакции иммунопреципитации использова-
ли хроматин, выделенный из 3 × 106 клеток S2
или из 50 имаго дрозофилы. “Сшивку” проводи-
ли, добавляя в реакционную среду формальдегид
до концентрации 0.5% и инкубируя в течение
10 мин при комнатной температуре. Реакцию
останавливали добавлением 2.5 М глицина до
концентрации 0.125 М (1/20 от общего объема).
После отмывки тремя объемами холодного рас-
твора 1× PBS, хроматин ресуспендировали в
SDS-содержащем буфере (50 мМ HEPES KOH,
pH 7.9, 140 мМ NaCl, 1 мМ EDТА, 1% тритона
X-100, 0.1% дезоксихолата Na, 0.1% SDS, 1× PIC
(protease inhibitors cocktail (“Roche”, Швейцария)) и
дробили до фрагментов размером ~500 нуклеоти-
дов с помощью ультразвука. Обработанный уль-
тразвуком хроматин центрифугировали дважды
при 16000 g в течение 20 мин, а затем использова-
ли в экспериментах по иммунопреципитации. В
один эксперимент брали около 10 мкг антител и
15 мкл протеин-А-сефарозы (“Sigma”). В реак-
цию добавляли также ДНК спермы лосося и бы-
чий сывороточный альбумин до конечной концен-
трации 1 мг/мл. Осажденный хроматин последова-

тельно отмывали SDS-содержащим буфером, SDS-
содержащим буфером с 0.5 М NaCl, LiCl-содержа-
щим буфером (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 1 мМ
EDТА, 250 мМ LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% дезоксихо-
лат Na) и TE (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 1 мМ
EDТА). Комплексы хроматина инкубировали в
буфере для элюции (50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 1 мМ
EDТА, 1% SDS) в течение 30 мин при комнатной
температуре. В раствор добавляли 5 М NaCl (16 мкл
на 500 мкл раствора) и инкубировали при 65°С в
течение 16 ч в термошейкере для “расшивки”
хроматина. Затем хроматин обрабатывали проте-
азой (3 мкл протеиназы К, 5 мкл 0.5 М EDТА на
500 мкл раствора) в течение 4 ч при 55°С в термо-
шейкере. ДНК экстрагировали смесью фенол–
хлороформ и осаждали изопропанолом. Преципи-
тат растворяли в буфере TE. Выделенную ДНК ана-
лизировали с помощью количественной ПЦР.
Результаты иммунопреципитации оценивали по
соотношению (%) осажденной/исходной фрак-
ции. Каждое измерение выполняли как минимум
в трех повторах и вычисляли среднее значение.

Статистический анализ. Сравнение экспери-
ментальных групп проводили с помощью t-кри-
терия Стьюдента. Все данные представлены в ви-

Рис. 1. Очистка DUB-модуля комплекса SAGA из экстракта ядер эмбрионов. а – Схема очистки комплекса. ИП – им-
мунопреципитация антителами к Sgf11, сшитыми с носителем. б – Белки DUB-модуля комплекса SAGA, выявленные
в ходе MALDI-TOF MS. Указаны ID белков, их названия, молекулярная масса, score –достоверность определения, ко-
личество выявленных пептидов.
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де среднего значения ± стандартное отклонение
(шкала ошибок), по крайней мере, по трем неза-
висимым экспериментам. Звездочки указывают
на статистическую значимость: данных *P < 0.05
или **P < 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Очистка деубиквитинирующего (DUB) модуля 

SAGA из экстракта ядер эмбрионов
Ранее из белкового экстракта ядер эмбрионов

дрозофилы мы выделили и очистили Sgf11-содер-
жащий комплекс массой 100 кДа, включающий
CAP-связывающий белок (Cbp80), необходимый
для формирования и экспорта мРНП-частицы [17].

В данной работе поставлена задача выделить
DUB-модуль комплекса SAGA. Экстракт из ядер
эмбрионов дрозофилы пошагово фракциониро-
вали с помощью ионообменной хроматографии и
гель-фильтрации (рис. 1а). Содержание Sgf11 во
фракциях после фракционирования детектиро-
вали с помощью Вестерн-блот-анализа. Фракции
с максимальным содержанием Sgf11 собирали и
использовали в дальнейшей работе.

При последнем фракционировании на гель-
фильтрационной колонке Superose 6 HR Sgf11
мигрировал несколькими пиками. В дальнейшей
работе использовали Sgf11-содержащие фракции,
в которых по результатам Вестерн-блот-анализа
выявлены и другие компоненты комплекса SAGA
(масса ~1.3 МДа). Эти фракции содержали и дру-
гие компоненты DUB-модуля.

Фракции инкубировали с антителами к Sgf11,
сшитыми с протеин-А-сефарозой, Связавшийся
материал анализировали с помощью MALDI-
TOF MS. В результате выявили белки DUB-моду-
ля: Sgf11, ENY2, Nonstop (рис. 1б). С DUB-мо-
дулем соосаждались также (в гораздо меньшем
количестве) более 100 белков, участвующих в
транскрипции и формировании мРНП-части-
цы. Однако компонентов SAGA-комплекса среди
них, несмотря на мягкие условия очистки, не обна-
ружено. Интересно, что в более жестких условиях
(при включении дополнительных стадий очист-
ки) выделены только три белка: Sgf11, Nonstop и
убиквитин. Таким образом, наши данные пока-
зывают, что DUB-модуль может существовать в
ядре как отдельный структурный компонент, не
связанный с SAGA.

Анализ влияния белков комплекса SAGA
на привлечение DUB-модуля в промоторную 

область SAGA-зависимых генов
Поскольку полученные данные показывают,

что DUB-модуль может существовать в клетке не-
зависимо от SAGA, мы исследовали необходи-
мость комплекса SAGA для привлечения DUB-

модуля на промоторы генов. Присутствие DUB-
модуля на промоторе изучено методом иммуно-
преципитации хроматина. Анализировали влия-
ние нокдауна субъединицы ATXN7 комплекса
SAGA, через которую, как показано ранее, DUB-
модуль взаимодействует с SAGA. Нокдаун ATXN7
должен был показать, влияет ли SAGA на привле-
чение DUB-модуля на промотор.

Хроматин выделяли из клеток S2, в которых
при помощи РНК-интерференции был проведен
нокдаун ATXN7. В качестве контроля использо-
вали клетки S2, инкубированные с дцРНК, соот-
ветствующей фрагменту GFP. В реакциях имму-
нопреципитации хроматина использовали анти-
тела к Sgf11, ENY2 и Gcn5, имеющиеся в нашей
лаборатории. Поскольку ранее было показано,
что SAGA и DUB-модуль присутствуют на про-
моторах как Pol II-, так и Pol III-зависимых генов,
мы оценили присутствие факторов на промоторе
гена hsp70 (Pol II-зависимый ген) при тепловом
шоке и на мишенях Pol III, присутствие SAGA на
которых показано ранее [18, 35].

Нокдаун ATXN7 привел к уменьшению связы-
вания субъединиц DUB-модуля Sgf11 и ENY2 с
промотором hsp70, но не повлиял на их привлече-
ние на гены, транскрибируемые Pol III (рис. 2). В
качестве контроля изучено влияние нокдауна
ATXN7 на уровень основной ацетилтрансфераз-
ной каталитической субъединицы SAGA, Gcn5.
Как и ожидалось, нокдаун ATXN7 не повлиял су-
щественно на связывание с промоторами Gcn5,
так как ATXN7 не участвует во взаимодействии
SAGA с промотором. Эти данные показывают,
что механизм привлечения DUB-модуля на неко-
торые промоторы может быть SAGA-независи-
мым и отличается на промоторах Pol II- и Pol III-
зависимых генов.

Взаимодействие DUB-модуля
с аппаратом транскрипции Pol III in vivo

Далее изучали роль DUB-модуля в регуляции
транскрипции Pol III-зависимых генов. На пер-
вом этапе взаимодействие DUB-модуля и ком-
понентов аппарата транскрипции Pol III изучали
генетическими методами на уровне целого орга-
низма. Из компонентов DUB-модуля для гене-
тического анализа наиболее удобен ENY2, по-
скольку он кодируется геном e(y)2, который распо-
ложен на Х-хромосоме, что позволяет исследовать
его в гемизиготном состоянии у самцов. В нашем
распоряжении была линия D. melanogaster с мута-
цией e(y)2[u1] – слабой гипоморфной мутацией,
очень удобной для анализа, так как она обладает
плейотропным эффектом, а ее фенотип подробно
охарактеризован ранее [30, 36]. Одно из проявле-
ний мутации e(y)2[u1] – фенотип “широко рас-
ставленные крылья”, наблюдается у ~5% гемизи-
готных самцов.
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Линии дрозофилы с мутациями, затрагиваю-
щими компоненты аппарата транскрипции Pol
III, получены из банка мутаций в Блумингтоне.
Все эти мутации локализованы на аутосомах, ле-
тальны в гомозиготном состоянии, а их фенотипи-
ческие проявления в гетерозиготном состоянии не
описаны. Поэтому мы анализировали влияние
этих мутаций на фенотипические проявления му-
тации e(y)2[u1]. С этой целью в результате скрещи-
вания получили самцов, гемизиготных по мутации

e(y)2[u1] и гетерозиготных по мутациям в генах
компонентов аппарата транскрипции Pol III. Ча-
стота проявления (пенетрантность) мутантного
фенотипа e(y)2[u1] у таких самцов значительно
возрастала по сравнению с исходной линией
e(y)2[u1] и с контрольным скрещиванием (рис. 3).
Таким образом мы показали, что DUB-модуль и
аппарат транскрипции Pol III взаимодействуют
in vivo.

Участие DUB-модуля в привлечении аппарата 
транскрипции Pol III на промоторы Pol III-

зависимых генов мяРНК
Влияние DUB-модуля на экспрессию генов,

транскрибируемых Pol III, изучали на линиях
дрозофилы с мутациями по субъединицам DUB-
модуля Sgf11 и Nonstop, полученным из банка мута-
ций. Поскольку эти мутации летальны в гомозигот-
ном состоянии, мы использовали гетерозиготных
особей Sgf11[e01308]/TM6B и not[02069]/TM6B, у
которых уровень экспрессии генов Sgf11 и Nonstop
был значительно ниже, чем у мух дикого типа
[18]. В качестве контроля использовали особей
TM6B/+.

Влияние DUB-модуля на Pol III-зависимые
гены изучали с помощью реакции иммунопреци-
питации хроматина, полученного из дрозофил с
мутацией Sgf11[e01308], антителами к Brf1.

Присутствие компонентов транскрипционно-
го аппарата Pol III определено на трех типах
Pol III-зависимых промоторов, описанных выше
и представленных на рис. 4а. Оказалось, что наи-
большее влияние мутации субъединиц модуля
DUB оказывают на привлечение Brf1 в промотор-
ную область TATA-box-содержащих Pol III-зави-
симых генов (рис. 4а, б). Мы предположили, что
это происходит за счет влияния DUB-модуля на

Рис. 2. Анализ влияния нокдауна ATXN7 на привле-
чение DUB-модуля на промоторы SAGA-зависимых
генов. а, б, в – Анализ влияния нокдауна ATXN7 на
привлечение ENY2, Sgf11 и Gcn5 в промоторную об-
ласть генов. Влияние нокдауна ATXN7 на привлече-
ние обозначенных белков на промоторы: hsp70 при
тепловом шоке, U6 96 Ac, tRNA Val 2-4, 5S rRNA изуче-
но в реакциях иммунопреципитации хроматина
(ChIP). Результаты представлены в процентах от ис-
ходной фракции.
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Рис. 3. Взаимодействие DUB-модуля и аппарата
транскрипции Pol III in vivo. Частота проявления фе-
нотипа “широко расставленные крылья” у самцов с
мутацией в гене, кодирующем ENY2 (обозначена как
e(y)2;+), значительно возрастает на фоне мутаций в
генах Brf1, Rpc2, Rpc31, Rpc37, Rpc53, Rpc82. Проана-
лизировано не менее 200 самцов каждого генотипа.
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привлечение комплекса PBP, который, в свою
очередь, необходим для привлечения TFIIIB. И
на фоне нокдауна субъединиц DUB-модуля PBP-
комплекс хуже взаимодействует с последователь-
ностью PSE.

Для подтверждения этой гипотезы изучено
влияние мутации Nonstop (деубиквитиназы DUB-
модуля) на привлечение в промоторную область
мяРНК белка Pbp45, субъединицы комплекса
PBP. Из дрозофил с мутацией not[0206] был экс-
трагирован хроматин и проведены реакции им-
мунопреципитации хроматина с использованием
антител к белку Pbp45 (рис. 4в). Оказалось, что
мутация Nonstop вызывает более чем двукратное
уменьшение присутствия Pbp45 на промоторе.

Таким образом, нокдаун субъединиц DUB-мо-
дуля приводит к уменьшению связывания PBP-
комплекса с последовательностью PSE и менее эф-
фективному привлечению фактора TFIIIB на
промоторы TATA-box-содержащих Pol III-зави-
симых генов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе мы очистили деубиквити-

нирующий (DUB) модуль SAGA из экстракта
ядер эмбрионов дрозофилы и проанализировали
его возможное участие в транскрипции независи-
мо от остальных компонентов комплекса SAGA.
Модульная структура комплекса SAGA установ-
лена давно, однако способность отдельных моду-
лей SAGA действовать независимо от других не
исследована.

Ранее было показано, что белок ATXN7 в со-
ставе DUB-модуля необходим для его взаимодей-
ствия с остальным комплексом SAGA [14, 15].
Нокдаун ATXN7 должен был привести к отделе-
нию остального SAGA от DUB-модуля и нару-
шить таким образом привлечение DUB-модуля
на SAGA-зависимые гены. Однако при нокдауне
ATXN7 привлечение Sgf11 и ENY2, компонентов
DUB-модуля, уменьшалось только на промоторе
Pol II-зависимого гена hsp70 при тепловом шоке.
Количество Sgf11 и ENY2 на Pol III-зависимых
промоторах не менялось. Таким образом, мы по-
казали, что структура комплекса SAGA на промо-
торах Pol II- и Pol III-зависимых генов может от-
личаться или привлечение модулей происходит
по-разному.

Для привлечения Pol III на гены-мишени не-
обходим фактор TFIIIB. Как показано ранее, му-
тации и компонентов DUB-модуля, и HAT-моду-
ля приводят к уменьшению привлечения Brf1,
одного из основных белков TFIIIB, на промото-
ры генов мяРНК [18]. Поскольку в нашей работе
показано, что DUB-модуль может существовать
независимо, и его привлечение на Pol III-зависи-
мые промоторы происходит независимо от дру-

гих модулей SAGA, далее мы изучили участие
DUB-модуля в транскрипции Pol III-зависимых
генов. Это исследование выполнено in vivo на
уровне целого организма. Анализ взаимного вли-

Рис. 4. Анализ участия DUB-модуля в привлечении
аппарата транскрипции Pol III на промоторы Pol III-
зависимых генов мяРНК. а – Три типа промоторов
Pol III-зависимых генов. На схеме указаны ДНК-эле-
менты и белковые факторы. Стрелка показывает на-
чало транскрипции и направление. ТТТТ – последо-
вательность терминации транскрипции Pol III. Белки
Brf1, Bdp1, TBP образуют комплекс TFIIIB. Позиции
Brf1 и Bdp1 показаны согласно результатам ChIP-seq
в клетках человека. Белок-белковые взаимодействия
между TFIIIC, TFIIIA и TFIIIB также показаны на
схеме [37]. б – Влияние снижения количества Sgf11 в
мутантной линии Sgf11[e01308]/TM6B на привлече-
ние Brf1 в промоторную область Pol III-зависимых ге-
нов. в – Влияние снижения количества Nonstop в му-
тантной линии not[02069]/TM6B на привлечение
Pbp45 в промоторную область Pol III-зависимых генов
мяРНК. Результаты получены методом иммунопреци-
питации хроматина (ChIP) и представлены в процентах
относительно исходной фракции. В качестве контроля
использовали мух с генотипом TM6B/+.

12
10

14

8
6
4
2
0

U6 96 Ac Rnase MRP 7SK 7SL

%
 о

тн
ос

ит
ел

ьн
о

ис
хо

дн
ой

 ф
ра

кц
ии

**
**

**

**

Контроль
Мутация Nonstop Pbp45

в

Тип III Тип III Тип III Тип III

a

Тип III мяРНК

Тип II тРНК

Тип I 5S рРНК

Bdp1

Bdp1

Bdp1

Brf1

Brf1

Brf1

TBP

TBP

PBP
TBP

TFIIIC

TFIIIC

TFIIIA

A box

A box

IE C box

B box

TTTT

TTTT

TTTT

TATAPSEA

20

15

25

10

5

0
U6 96 Ac Rnase MRP 7SK 7SL

%
 о

тн
ос

ит
ел

ьн
о

ис
хо

дн
ой

 ф
ра

кц
ии

**
**

**

**

**

Brf1

б

Тип III Тип III Тип III Тип III Тип II Тип II Тип I
tVal-СAС2-4 tVal-СAС2-3 5S rRNA

Контроль
Мутация Sgf11



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ДЕУБИКВИТИНИРУЮЩИЙ (DUB) МОДУЛЬ SAGA 507

яния мутаций показал, что ENY2, субъединица
DUB-модуля, взаимодействует не только с Brf1,
но также с субъединицами Pol III.

Фактор TFIIIB, необходимый для транскрип-
ции Pol III, состоит из трех белков (BDP1, TBP и
BRF1 или BRF2). Состав этого фактора у челове-
ка и дрозофилы несколько отличается. У челове-
ка в состав TFIIIB, участвующего в транскрипции
генов с внутренними промоторами (типы I и II),
входит BRF2, а BRF1 присутствует на промоторах
типа III [20, 21]. У дрозофилы один и тот же белок
Brf1 входит в TFIIIB на промоторах всех трех ти-
пов. Мы оценили влияние нокдауна Sgf11 на при-
влечение Brf1 на все типы промоторов Pol III-за-
висимых генов дрозофилы. Влияние Sgf11 на при-
влечение Brf1 оказалось значительным только на
промоторах типа III, включающих TATA-box и
последовательность PSE. Мы предположили, что
DUB-модуль необходим для привлечения на по-
следовательность PSE PBP-комплекса, который
отвечает за привлечение TFIIIB на промоторы ге-
нов мяРНК. Для проверки этой гипотезы мы ис-
следовали как привлекается Pbp45, компонент
PBP-комплекса, на PSE при нокдауне деубикви-
тиназы DUB-модуля Nonstop. При нокдауне
Nonstop количество Pbp45 на промоторах типа III
уменьшалось более чем в 2 раза. Мы предполага-
ем, что столь значительное влияние на привлече-
ние PBP связано с убиквитинированием нукле-
осомы, находящейся между PSE и DSE, выполня-
ющим энхансерную функцию. Эта нуклеосома
физически сближает PSE и DSE и дает возмож-
ность стабилизировать привлечение PBP-ком-
плекса, необходимого для привлечения TFIIIB
[25–28]. Ранее мы показали, что DUB-модуль
участвует в активации транскрипции Pol III-за-
висимых генов типа III [18]. В совокупности по-
лученные данные указывают на то, что основным
комплексом, осуществляющим деубиквитиниро-
вание в этом процессе, может быть DUB-модуль
комплекса SAGA.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания ЦКП ИБГ РАН. Авторы благодарны Зи-
ганшину Р.Х. за проведение MALDI-TOF MS-ана-
лиза, выполненного на оборудовании Института
биоорганической химии им. академиков М.М. Ше-
мякина и Ю.А. Овчинникова РАН.

Работа поддержана грантами Российского фон-
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фонда (№ 20-14-00269, Ю.Н., Ю.В.).
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THE SAGA DEUBIQUITINILATION (DUB) MODULE PARTICIPATES
IN POL III-DEPENDENT TRANSCRIPTION

Yu. V. Nikolenko1, Yu. A. Vdovina1, E. I. Fefelova1, A. A. Glukhova1,
E. N. Nabirochkina1, and D. V. Kopytova1, *

1Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: d_dmitrieva@mail.ru

SAGA, the multicomponent complex responsible for acetylation of N-terminal histone lysine residues, is in-
volved in the transcription activation of a wide range of eukaryotic genes. SAGA contains a protein module
DUB, which is responsible for histone deubiquitinilation. In this paper we show that DUB module may be
found within a cell independently of SAGA. In absence of SAGA, DUB module may be recruited to the pro-
moters of Pol III-transcribed genes, but not to the Pol II-dependent promoters. DUB module is required to
recruit transcription factor Brf1, a subunit of Pol III-recruiting TFIIIB complex, to the promoters of Pol III-
dependent genes. DUB-module interacts with Pol III in vivo. DUB-module is essential for bringing to the
promoters of Pol III-dependent genes both TFIIIB complexes and PBP complexes.

Keywords: DUB-module, SAGA complex, transcription, RNA-polymerase III
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Гормон лептин, который продуцируется адипоцитами – клетками белой жировой ткани, проникает
через гематоэнцефалический барьер, а его рецепторы представлены в отделах мозга, участвующих в
реализации высших когнитивных функций. Лептин влияет на рециркуляцию глутаматных рецепто-
ров (на синапсах СА3 → CA1), что сопровождается повышением уровня фосфатидилинозитол-
3,4,5-трифосфатов, контролируемого фосфоинозитид-3-киназой. Считается, что в этом задейство-
ван участок сигнального пути другого гормона, инсулина. Однако эффекты этих гормонов различаются
как на клеточном, так и на поведенческом уровне, а зачастую и противоположны. Нами проведен ана-
лиз доменной организации синаптических белков нейронов поля СА1. Предложен молекулярный меха-
низм реализации эффектов лептина в гиппокампе через пересечение регуляторных путей его рецепто-
ров и глутаматных рецепторов типа NMDA. Нерецепторные тирозиновые протеинкиназы подсемей-
ства Src, в частности Fyn, входят в макрокомплексы глутаматных рецепторов и вовлечены в регуляшию
эффективности синаптической передачи. Киназа Fyn, как мы предполагаем, через свой SH2-домен мо-
жет взаимодействовать прямо или через другие белки с рецепторами лептина и таким образом способ-
ствовать реализации его эффектов через сигнальный путь фосфоинозитид-3-киназы. Наша гипотеза
объясняет наблюдаемые в экспериментах процессы и позволяет, по крайней мере отчасти, пролить свет
на тонкую настройку гормональной модуляции синаптических процессов в гиппокампе.

Ключевые слова: возбуждающие синапсы, гиппокамп, лептин, дендритный шипик, глутаматные ре-
цепторы
DOI: 10.31857/S0026898421030150

ВВЕДЕНИЕ
Ионотропные глутаматные рецепторы (рецеп-

торы N-метил-D-аспартата, NMDA, и α-амино-
3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовой кис-
лоты, AMPA) – ключевые компоненты возбуж-
дающих синапсов в мозге. Они формируют
макрокомплексы, которые обеспечивают регуля-
цию белок-белковых сетей в протеоме постсинап-
тической части синапсов (дендритные шипики)
пирамидных нейронов поля СА1 гиппокампа. В
настоящее время установлено, что синапс СА3 →
→ CA1 (коллатерали шафера поля СА3 → пира-
мидные нейроны поля СА1) способен восприни-

мать широкий спектр сигналов помимо класси-
ческих нейротрансмиттеров. На постсинаптиче-
ской части синапсов гиппокампа располагается
множество рецепторов различной природы, в том
числе и ряда гормонов. Протеом дендритных ши-
пиков гиппокампа представляет собой мульти-
функциональную и многоуровневую систему
контроля глутаматергической нейротрансмиссии
[1]. Это объясняет вовлеченность гиппокампа в
реализацию как высших когнитивных функций,
так и в модуляцию широкого спектра физиологи-
ческих процессов в организме [2].

Сокращения: NMDA – N-метил-D-аспартат; AMPA – α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота;
NMDAR – рецептор NMDA; AMPAR – рецептор AMPA; ДВП – долговременная потенциация; GluR1-, GluR2/3 – субъ-
единицы АМPAR; ДВП – долговременная потенциация; IRS – cубстрат рецептора инсулина (Insulin receptor substrate);
РI3K – фосфоинозитид-3-киназа; PKВ – протеинкиназа В; РКС – протеинкиназа С; PI5К – фосфоинозитид-5-киназа;
PI3К – фосфоинозитид-3-киназа; р85 и р110 – регуляторная и каталитическая субъединицы PI3К соответственно; Fyn –
нерецепторная тирозиновая протеинкиназа Fyn подсемейства Src; SH3 и SH2 – домены Src-like homology 3 и 2 соответ-
ственно; PI4P – фосфатидилинозитол-4-фосфат; PI(3,4,5)P3 – фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат; PI(4,5)P2 – фосфа-
тидилинозитол-4,5-дифосфат; Jak2 – Янус-киназа 2; CK2 – казеинкиназа 2; SHP2 –тирозинфосфатаза с доменом SH2;
STAT3 и STAT5 – преобразователи сигнала и активаторы транскрипции 3 и 5 соответственно.
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Гормон лептин (OB, или LEP, кодируется ге-
ном LEP у человека и Lep у мыши) – белок 16 кДа,
который продуцируется адипоцитами белой жи-
ровой ткани и вызывает различные биологиче-
ские эффекты. Лептин проникает через гемато-
энцефалический барьер и, действуя через свои
рецепторы в гипоталамусе, участвует в регуляции
энергетического обмена организма и массы тела.
Очевидно, что центральная активность лептина
распространяется и на другие области мозга. Счи-
тается, что этот гормон оказывает прокогнитив-
ное и антидепрессивное действие на централь-
ную нервную систему. Лептин влияет на регуля-
цию синаптической пластичности, синаптогенез
и взрослый нейрогенез, а резистентность к нему
сопровождается нарушением зависимого от гип-
покампа поведения и депрессивно-подобным со-
стоянием. Прямая инъекция лептина в головной
мозг мышей усиливает долговременную потен-
циацию (ДВП) и способствует формированию у
них пространственной памяти [3–6].

Считается, что лептин может действовать че-
рез некоторые компоненты сигнального каскада
инсулина, в частности, через сигнальный каскад
белка IRS (субстрат рецептора инсулина (Insulin
receptor substrate)): IRS/фосфоинозитид-3-кина-
за/протеинкиназа В (IRS/РI3K/PKВ) [7–9]. Од-
нако это предположение не представляется доста-
точно экспериментально обоснованным, по край-
ней мере для возбуждающих синапсов гиппокампа,
и требует дополнительных исследований.

Цель нашей работы состояла в том, чтобы вы-
яснить возможный молекулярный механизм реа-
лизации модулирующих эффектов лептина на из-
менение и поддержание эффективности синап-
тической передачи в поле СА1 гиппокампа после
индукции ДВП, зависимой от NMDAR. Чтобы
уточнить механизмы, с помощью которых лептин
может способствовать накоплению фосфатиди-
линозитол-3,4,5-трифосфатов (PIP3), нами про-
веден поиск вероятного белка, обеспечивающего
ассоциацию между рецептором лептина и сиг-
нальным путем PI3K в интерактоме синаптиче-
ских белков, представленных в базе GeneNet.
Анализ опубликованных данных позволил прове-
сти реконструкцию перекрестных белок-белко-
вых взаимодействий между сигнальными путями
рецепторов глутамата и лептина.

ВТОРИЧНЫЕ ПОСРЕДНИКИ
В РЕГУЛЯТОРНЫХ СЕТЯХ

СИНАПСОВ ГИППОКАМПА
ДВП – общепринятая клеточная модель си-

наптической пластичности in vitro, проявляется
усилением синаптической эффективности на
протяжении длительного времени. Считается,
что ДВП отражает процессы, протекающие в моз-
ге при обучении и запоминании [10]. В базе дан-

ных GeneNet (РОСПАТЕНТ № 990006 от
15/02/1999) [11, 12] представлена информация об
основных белках, участвующих в процессах изме-
нения и поддержания эффективности синапти-
ческой передачи при ДВП в поле СА1 гиппокампа,
на основании которой реконструированы диаграм-
мы синаптических процессов во взрослом гиппо-
кампе (http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/gnw/genen-
et/viewer) [13–15].

Вторичные посредники появляются в ответ на
внеклеточные сигнальные агенты, например гор-
моны. Фосфоинозитиды (РI) выполняют в клетке
не структурную, а регуляторную функцию. При-
мерно 5% PI фосфорилируется только в положе-
нии 4 (фосфатидилинозитол-4-фосфат (PI(4)P))
и в положениях 4 и 5 (фосфатидилинозитол-4,5-
дифосфат (PI(4,5)P2, или PIP2)) и менее 0.25% –
в положении 3 (фосфатидилинозитол-3-фосфат
(PI(3)P); фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат
(PI(3,4,5)P3, или PIP3)) [16].

Генерация пула вторичных посредников на
плазматической мембране – это ключевое со-
бытие после индукции ДВП на возбуждающих
синапсах гиппокампа, которое контролируется
PI-специфичными киназами и фосфатазами:
переход PI(4)P → PI(4,5)P2 контролирует фосфо-
инозитид-5-киназа (PI5К), которая активируется
после индукции ДВП [17–19]; PI(4,5)P2 →
→ PI(3,4,5)P3 – PI3К. PIP2 запускает процесс кла-
тринзависимого эндоцитоза, перемещение вези-
кул, а PIP3 инициирует локальный синтез белка, а
также перестройку цитоскелета [13, 14, 19–23].

Показано, что лептин способствует накопле-
нию PIP3, что сопряжено с активацией NMDAR.
При этом блокаторы PIP3К класса I, в отличие от
блокаторов МАРК-киназ, приводили к ингиби-
рованию этих эффектов лептина [5, 8]. Предын-
кубация с лептином способствует увеличению
плотности АМPАR, в состав которых входит
субъединица GluR1 [24]. После индукции ДВП
эти рецепторы замещают конститутивно присут-
ствующие на синапсах АМPAR, содержащие
субъединицы GluR2/GluR3 (GluR2/3-АМPAR),
которые определяют базовую нейротрансмис-
сию, а также индукцию ДВП [20]. При этом про-
исходит дезактивация конститутивно активного
антагониста PI3К – фосфатазы PTEN (the phos-
phatase and tensin homolog deleted on chromosome
10) [24], которая обеспечивает низкий уровень
PIP3 [25]. Дезактивация PTEN обусловлена ко-
оперативным фосфорилированием ее цитоплаз-
матического домена по Ser370, Ser385 казеинки-
назой 2 (CK2) и Thr366 киназой гликогенсинтазы
3β (GSK3β, Glycogen synthase kinase 3β) [26].



512

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

ПРОСКУРА и др.

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ
РЕЦЕПТОРА ЛЕПТИНА

Рецептор лептина (продукт гена LEPR челове-
ка и Lepr мыши) относится к рецепторам цитоки-
нов класса I. Рецептор лептина не обладает соб-
ственной тирозинкиназной активностью в отличие
от рецептора инсулина. После взаимодействия с
лептином его рецептор связывается с Янус-киназой
(Jak2, Janus kinases) и димеризуется. Далее Jak2
фосфорилирует остатки тирозина, расположен-
ные на цитоплазматических участках рецептора
лептина – Tyr985, Tyr1077 и Tyr1138, которые да-
лее служат площадками для закрепления опреде-
ленных белков – SHP2 (SH2 (Src-like homology 2)
domain-containing protein tyrosine phosphatase),
STAT5 и STAT3 – преобразователей сигнала и ак-
тиваторов транскрипции 5 и 3 (signal transducer
and activator of transcription 5 and 3) соответствен-
но. Взаимодействие с белками обеспечивают
SH2-домены, которые закрепляются на фосфо-
рилированных остатках тирозина. Белки STAT
фосфорилируются Jak2, после чего отсоединяют-
ся от рецептора лептина, димеризуются и транс-
лоцируются в ядро, где обеспечивают активацию
транскрипции, в частности, ранних генов. Jak2
фосфорилирует также определенный остаток ти-
розина в SHP2, что обеспечивает закрепление
адаптерного белка Grb2 (growth factor receptor
binding-2), который инициирует передачу сигна-
ла от рецептора лептина в ядро через сигнальный
каскад: рецептор лептина → SHP2 → Grb2 →
→ Ras/Raf/MAPK [9] (рис. 1).

Белок IRS хорошо представлен на постсинап-
тических мембранах гиппокампа, где он фосфо-
рилируется активным рецептором инсулина и
участвует в реализации его эффектов [27]. Пред-
полагается, что IRS вовлечен в активацию РI3K в
сигнальном пути рецептора лептина [9]. Взаимо-
действие регуляторной субъединицы p85 с ката-
литической субъединицей p110 приводит к акти-
вации PI3K [28]. Это может происходить после
закрепления р85 через собственный SH2-домен на
определенных цитоплазматических участках мем-
бранных рецепторов с фосфорилированным остат-
ком тирозина на коротких мотивах – рYXXM [29].

Действительно, большинство эффектов инсу-
лина связано с активацией PI3K, что позволяет
считать это точкой пересечения сигнальных пу-
тей инсулина и лептина. Так, например, показа-
но, что в гипоталамусе, а также в жировой ткани,
поджелудочной железе и печени лептин индуци-
рует сигнальный путь, включающий PI3K. Кроме
того, косвенные доказательства участия каскада
IRS / PI3K в реализации эффектов лептина полу-
чены на мышах с нуль-мутацией IRS2 с гиперфа-
гией и гипометаболическим состоянием, что так-
же сопровождается ожирением и гиперлептине-
мией, но не столь выраженными, как у животных

db/db (см. обзор [9]). Однако мы задали вопрос:
могут ли существовать другие точки пересечения
сигнальных путей лептина и сети контроля глута-
матергической нейротрансмиссии в протеоме
дендритных шипиков? С этой целью проанализи-
рована доменная организация представленных в
базе данных GeneNet синаптических белков, ги-
потетически способных обеспечивать запускае-
мое лептином накопление PIP3 и увеличение
плотности синаптических GluR1-АМPАR.

ТОЧКИ ПЕРЕСЕЧЕНИЯ СИГНАЛЬНЫХ 
ПУТЕЙ ГЛУТАМАТНЫХ

И ЛЕПТИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ

Нами предложена гипотеза, согласно которой
в синаптическом интерактоме после зависимой
от NMDAR индукции ДВП и в присутствии леп-
тина (в эксперименте – предынкубация с лепти-
ном до индукции ДВП) фосфорилированный
остаток тирозина, локализованный в цитоплаз-
матическом участке рецептора лептина, взаимо-
действует с SH2-доменом/ми белка, который че-
рез свой SH3-домен способен закрепить на ре-
цепторе лептина регуляторную субъединицу р85
PI3K.

Домен белка представляет собой достаточно
стабильную и независимую субструктуру, свора-
чивание которой происходит независимо от других
частей молекулы и опосредует специфические
функции, определяя место белка в сигнальных кас-
кадах. Структурно сходные домены обнаружены не
только в родственных белках, но и в белках, выпол-
няющих совершенно разные функции [29].

Домены SH2 и SH3 (Src homology) опосредуют
белок-белковые взаимодействия в путях сигналь-
ной трансдукции. Домены SH2 закрепляются на
коротких мотивах – YXXM, в которых первый
остаток тирозина (Tyr = Y) должен быть фосфори-
лирован (pYXXM). Взаимодействие pYXXM-SH2
запускает передачу сигнала от рецептора внутрь
клетки. Домены SH3 взаимодействуют с участка-
ми, обогащенными остатками пролина (Prolin
rich domain, PRD), и опосредуют пространствен-
ную стыковку в макрокомплексах белков [29].

Согласно данным базы Swiss-Prot (https://
www.uniprot.org/) (P26450 (P85A_MOUSE)) содер-
жит два SH2- и один SH3-домен, а также участок,
богатый пролином (84-PPTPKPRPP-92). SH2-
домены регуляторной субъединицы р85 закреп-
ляются на каноническом YXXM мотиве, который
представлен в молекуле рецептора инсулина:
1351-YTHM-1354 (P15208 (INSR_MOUSE)). IRS
обладает множеством таких участков: 9 мотивов у
IRS1 (P35569 (IRS1_MOUSE)): 460-YICM-463;
546-YTEM-549; 608-YMPM-611; 628-YMPM-631;
658-YMMM-661; 727-YMNM-730; 935-YMNM-938;
983-YMTM-986; 1006-YADM-1009; в молекуле IRS2
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(P81122 (IRS2_MOUSE)) семь классических моти-
вов связывания с доменами SH2: 536-YGYM-539;
594-YTLM-597; 649-YMPM-652; 671-YMPM-674;
734-YMRM-737; 814-YVLM-817; 1061-YTEM-1064.

Рецептор лептина не содержит классических
мотивов YXXM, на которых может закрепиться
регуляторная субъединица р85. Однако показано
его взаимодействие с SH2-доменами некоторых
белков через остатки тирозина, фосфорилируе-
мые Jak2 (рис. 1).

Ряд синаптических белков, депонированных в
базу данных GeneNet, имеют домены обоих типов –
SH2 и SH3. Особый интерес представляют нере-
цепторные тирозиновые протеинкиназы подсе-
мейства Src – Abl, Src, Fyn, Lyn, Yes. Протеинки-
назы этого класса вовлечены в различные пути
регуляции синаптической пластичности [30]. Fyn
экспрессируется в зрелых синапсах и отсутствует
в раннем развитии. Показано, что мутации Fyn
ослабляют синаптическую передачу у взрослых
мышей и нарушают пространственное зависимое
от гиппокампа обучение, хотя мутации других не-
рецепторных тирозинкиназ (Src, Yes и Abl) не
приводят ни к нарушению индукции ДВП, ни к
проблемам в ее поддержании [31]. Более того, Fyn
совместно с рецептором лептина включена в мак-
рокомплексы NMDAR, в состав которых входит
субъединица NR2B [32, 33]. Fyn закрепляется на
белках постсинаптического уплотнения и прямо

участвует в процессах пальмитоилирования и ре-
гуляции закрепления АМPАR на синапсах [34].

Все это позволяет нам сосредоточиться на
изучении вероятности взаимодействия SH2-до-
мена Fyn с неклассическими мотивами в цито-
плазматическом участке рецептора лептина, не-
сущими остатки тирозина, которые фосфори-
лируются Jak2. С этой целью мы решили
оценить уровень сходства аминокислотных по-
следовательностей SH2-доменов Fyn и белков,
взаимодействие которых с фосфорилированны-
ми остатками тирозина (pY) в цитоплазматиче-
ском участке рецептора лептина показано до-
стоверно. К таким белкам относятся SHP2,
STAT3, STAT5, а также белок Grb2. Grb2 служит
посредником между SHP2 и сигнальным каска-
дом МАРК. Имеются данные, что индуцируе-
мое лептином накопление PIP3 блокируется
ингибиторами PI3К и не чувствительно к инги-
биторам МАРК-киназного пути [6, 7]. Кроме
того, в выборку включили Jak2, цитоплазмати-
ческий домен которой содержит неканониче-
ский SH2-мотив.

В работе использовали алгоритм Смита–Уотер-
мана (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/).
Аминокислотные последовательности белков по-
лучены из базы данных Swiss-Prot.

Согласно данным Swiss-Prot сформирована вы-
борка доменов SH2:

Mouse FYN (P39688 (FYN_MOUSE)) 149–246 SH2
WYFGKLGRKDAERQLLSFGNPRGTFLIRESETTKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGGYYITTRA-
QFETLQQLVQHYSERAAGLCCRLVVPC

Рис. 1. Схема сигнальных путей рецептора лептина. ЛР – рецептор лептина; Jak2 – Янус-киназа 2; STAT3 и STAT5 –
преобразователи сигнала и активаторы транскрипции 3 и 5 соответственно; SHP2 –тирозинфосфатаза с доменом SH2;
Grb2 – белок 2, связывающий рецептор фактора роста (growth factor receptor binding-2); Ras – малая GТPаза Ras; Raf – се-
рин-треониновая протеинкиназа Raf; MAPK – митоген-активируемые протеинкиназы. Ⓟ остаток фосфорной кисло-
ты, присоединяемый протеинкиназой Jak2 к определенным остаткам тирозина в молекуле рецептора лептина.
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STAT5
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ЛР

Ras/Raf/MAPK
сигнальный каскад

Активирование
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Для количественного определения сходства
двух биологических последовательностей ис-
пользуется парное выравнивание. Показателем
сходства служит параметр score, или счет вырав-
нивания. Чем больше позиций, содержащих оди-
наковые или похожие остатки, и чем меньше по-
зиций, содержащих разные остатки или разрывы,
тем выше будет значение этого параметра. Таким
образом, его можно считать мерой сходства по-
следовательностей.

Проведенное нами парное выравнивание вы-
явило высокую меру сходства, а также значитель-
ный процент идентичных и сходных по амино-
кислотному составу участков в последовательно-
стях Fyn и Grb2. Домены SHP2 также показали
высокий уровень сходства (табл. 1).

Таким образом, мы можем предположить, что
Fyn с определенной долей вероятности может кон-
курировать за взаимодействие с pY-985 либо непо-
средственно, либо пристыковываясь к pY-SHP2.
Как уже упоминалось ранее, зависимое от лепти-

на накопление PIP3 не чувствительно к блокато-
рам МАРК-киназ [6, 7].

Сравнили также меры сходства SH2-доменов у
некоторых представителей подсемейства нере-
цепторных тирозинкиназ Src (Src, Yes и Abl) (со-
гласно [31]) (табл. 2).

Высокая мера сходства с SH2-доменами Grb2
и SHP2 выявлена и у других представителей под-
семейства Src. Однако с учетом данных [31] мы
предполагаем, что именно Fyn может рассматри-
ваться как точка пересечения сигнальных путей
лептина и NMDAR в зрелых синапсах. Данные,
представленные в табл. 2, косвенно подтвержда-
ют, что лептин может вовлекаться в регуляцию
синаптической пластичности через сигнальный
путь PI3К на ранних стадиях развития или в тече-
ние нейрогенеза.

На основании анализа данных PubMed мы ре-
конструировали белок-белковые взаимодействия
между сигнальными путями рецепторов лептина
и NMDAR после индукции ДВП для синапсов
поля СА1 гиппокампа.

mouse STAT3 (P42227 (STAT3_MOUSE)) 580–670 SH2
WNEGYIMGFISKERERAILSTKPPGTFLLRFSESSKEGGVTFTWVEKDISGKTQIQSVEPYTKQQLNNMSFAEI-
IMGYKIMDATNILVSPL
Mouse STA5 (P42230 (STA5A_MOUSE)) 589–686 SH2
WNDGAILGFVNKQQAHDLLINKPDGTFLLRFSDSEIGGITIAWKFDSPDRNLWNLKPFTTRDFSIRSLADRL-
GDLNYLIYVFPDRPKDEVFAKYYTPV
Mouse Jak2 (Q62120 (JAK2_MOUSE)) 401–482 SH2; atypical
HGPISMDFAISKLKKAGNQTGLYVLRCSPKDFNKYFLTFAVERENVIEYKHCLITKNENGEYNLSGTKRNFSN-
LKDLLNCYQ
Mouse SHP2 (P35235 (PTN11_MOUSE)) 6–102 SH2 (6–102)
WFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIQNTGDYYDLYGGEKFATLAELV-
QYYMEHHGQLKEKNGDVIELKYPL
Mouse SHP2 (P35235 (PTN11_MOUSE)) 112–216 SH2 (112–216)
WFHGHLSGKEAEKLLTEKGKHGSFLVRESQSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYDVG-
GGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVLQLKQPL
Mouse GRB2 (Q60631 (GRB2_MOUSE)) 60–152 SH2
WFFGKIPRAKAEEMLSKQRHDGAFLIRESESAPGDFSLSVKFGNDVQHFKVLRDGAGKYFLWVVKFNSLNEL-
VDYHRSTSVSRNQQIFLRDIE

Таблица 1. Результаты парного выравнивания SH2-доменов

Белок, связывающийся с рецептором 
лептина посредством SH2-домена

Fyn,
идентичность/сходство, % Мера сходства

Stat3 36.1/55.7 64.0
Stat5 24.2/ 47.0 48.5
Jak2 27.4/ 46.4 65.5
SH2 (6–102) SHP2 34.9/54.7 106.5
SH2 (112–216) SHP2 37.9/53.7 135.0
Grb2 38.6/60.2 141.0
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Moult и соавт. показали (на срезах взрослого
гиппокампа), что лептин повышает экспрессию си-
наптических GluR1-АМРAR, что сопровождалось
накоплением PIP3, а также инактивацией фосфата-
зы PTEN за счет ее кооперативного фосфорилиро-
вания протеинкиназами СК2 и GSK3b [24].

Негативная регуляция конститутивно активной
GSK3β осуществляется преимущественно посред-
ством фосфорилирования Ser9 (pS9), главным об-
разом РКВ: рецептор → p85 → p85/p110 → PIP3 →
→ присоединение и активация РКB → рS9-GSK3β.
При этом наблюдается не полное, а скорее конку-
рентное ингибирование GSK3β. Полная актива-
ция GSK3β достигается за счет фосфорилирова-
ния Y216 в ее активационной петле, возможно,
протеинкиназой Fyn [35]. Стоит также отметить,
что GSK3β ингибирует Rab5, которая иницииру-
ет процесс сортировки AMPAR в покрытые кла-
трином везикулы при эндоцитозе [36].

После индукции NMDAR-опосредованной
ДВП запускается целый каскад процессов, обес-
печивающих повышение эффективности синап-
тической передачи вследствие увеличения плот-
ности синаптических AMPAR и ее дальнейшее
поддержание. Ключевым событием является вы-
ведение из синапсов GluR2-AMPAR и введение
GluR1-AMPAR, что, в итоге, и формирует новую
плотность AMPAR, поддерживаемую далее кон-
ститутивным кругооборотом (балансирование
процессов эндоцитоза рецепторов ↔ возврата ре-
цепторов на плазматическую мембрану) GluR2-
AMPAR [20].

Эти процессы контролируются протеинкина-
зами и фосфатазами, которые активируются по-
сле индукции ДВП. Одна из ключевых протеин-
киназ – РКС, фосфорилирует остатки серина в
AMPAR – S880 в GluR2-АМPAR, что необходимо
для их отсоединения от белков синапса и выведе-
ния во внесинаптическую зону, где они будут
подвергаться сортировке и поступать в эндосомы
для эндоцитоза. GluR1, для их корректной фик-
сации и активации, также фосфорилируются
РКС по остатку S818 [13], а для активации РКС
необходима активность NMDAR и диацилглице-
рина – продукта распада PI(4,5)P2.

На основании анализа опубликованных дан-
ных мы предлагаем вероятный молекулярный ме-
ханизм пересечения сигнальных путей глутамат-
ных и лептиновых рецепторов после индукции
NMDAR-опосредованной ДВП:

Лептин/рецептор лептина → Jak2 → pY-SHP2 →
→ Fyn → Fyn/p85A → p85/p100-PI3K → [PIP2 →
→ PIP3].

Лептин/рецептор лептина → Jak2 → pY-SHP2 →
→ Fyn → pY216-GSK3b → pThr366-PTEN.

Таким образом, лептин может запускать сиг-
нальный путь PI3К через протеинкиназу Fyn. Fyn,
с одной стороны, может напрямую взаимодейство-
вать с обогащенным остатками пролина участком
р85 и запускать сигнальный путь PI3К, с другой,
непосредственно активировать GSК3β. GSК3β в
кооперации с СК2 ингибирует активность PTEN.
Это будет способствовать накоплению PIP3. PIP3
через РКВ также может способствовать индукции
локального синтеза белка в дендритах – форми-
рованию пула белков, готовых к отправке к ак-
тивным синапсам, в том числе AMPAR.

GSK3β, ингибируя Rab5, способствует также за-
медлению процесса эндоцитоза, обеспечивая до-
полнительно повышение плотности рецепторов.
GluR1-AMPAR в зоне синаптического контакта
фиксируются в том числе с помощью нитей акти-
на [13]. PIP3 способствует активации белка PREX
(Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent
Rac exchanger 2 protein), который запускает их по-
лимеризацию [37].

Таким образом, эффекты лептина, который
вводили до индукции ДВП (предынкубация), бу-
дут сводиться к формированию пула новых ре-
цепторов на уровне дендритов. Синапс приходит в
состояние, предподготовленное для перехода на
новый уровень нейротранcмиссии. Однако PI3К
запускает также процесс обратной негативной регу-
ляции через GSK3β (РКВ ингибирует GSK3β). Это
обеспечивает сбалансированное состояние систе-
мы и защищает от излишнего повышения плотно-
сти синаптических AMPAR (рис. 2).

Таким образом, в протеоме дендритного шипи-
ка гормон лептин будет способствовать перегруп-
пировке синаптических белков с формированием

Таблица 2. Результаты парного выравнивания SH2-доменов Src-киназ и белков сигнального пути лептина

Мера сходства SH2-доменов

Белок подсемейства 
тирозинкиназ Src Grb2 Stat3 Stat5 Jak2 SHP2

(6–102)
SHP2

(112–216)

Src 151.5 59.0 65.5 52.0 104.5 121.5
Yes 387.0 47 45 77.5 116.5 137
c-Abl 159.0 53.5 51 42.5 146.5 128
Fyn 141.0 64.0 48.5 65.5 106.5 135.0
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временных комплексов белков, что может лежать в
основе пропотенцирующего эффекта этого гормо-
на на ДВП в гиппокампе. Появление комплексов с
новыми свойствами может быть общим механиз-
мом гормонального контроля синаптической пла-
стичности.

Предложенная нами гипотеза о вкладе нере-
цепторной протеинкиназы Fyn в пересечение
сигнальных путей глутаматных и лептиновых ре-
цепторов на синапсах СА3 → СА1 гиппокампа
объясняет наблюдаемые в экспериментах эффек-
ты лептина после индукции ДВП без привлече-
ния сигнального пути другого гормона, а именно
инсулина, – рецептор инсулина/IRS. Непродол-
жительное воздействие инсулина в эксперименте
способствовало развитию депрессии в поле СА1
гиппокампа вследствие эндоцитоза GluR2-АМPAR,
что не было связано с активностью ионотропных
глутаматных рецепторов, в частности NMDAR
[38]. Лептин способствует увеличению плотности
AMPAR при ДВП, запускаемой NMDAR, что со-
провождалось накоплением PIP3 [24]. Таким об-
разом, полученные нами данные способствуют
лучшему пониманию тонкой настройки модуля-
ции синаптических процессов в гиппокампе дву-
мя гормонами с привлечением схожих компонен-
тов их сигнальных каскадов.

В работе использованы материалы, получен-
ные при выполнении базового проекта фунда-
ментальных исследований РАН (VI.35.2.6).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований, выполненных с использованием био-
логических материалов.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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CROSS-TALK OF GLUTAMATE AND LEPTIN RECEPTORS PATHWAYS
A. L. Proskura1, *, M. Yu. Islamova1, and S. O. Vechkapova1

1Federal Research Center for Information and Computational Technologies, Siberian Branch,
Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: annleop@mail.ru

After its release by adipocytes, the hormone leptin crosses the blood-brain barrier. Leptin receptors are pres-
ent in many parts of the brain, and are involved in the higher cognitive functions. In particular, leptin directly
influences the glutamate receptors trafficking on CA3 → CA1 synapses. This traffic is controlled by phos-
phoinositide 3-kinases and is associated with elevation of phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphates levels.
It is well recognized that glutamate receptors trafficking involves at least some components of another hor-
mone signaling cascade, one of insulin. However, the effects of the leptin and the insulin hormones differ at
cellular and organismal levels, and often oppose each other. Here we analyze the CA1 field neurons synaptic
protein domain organization and propose a molecular mechanism underpinning the leptin effects in the hip-
pocampus, which involve the cross-talk of the molecular pathways of leptin receptors and NMDA type glu-
tamate receptors. Non-receptor protein kinases of the Src subfamily, in particular, kinase Fyn, are part of the
glutamate receptor macro-complexes and are involved in the regulation of synaptic transmission efficiency.
It seems that Fyn may associate with leptin receptors and contribute to its signaling through the phosphoinos-
itide 3-kinases signaling pathway. Our hypothesis explains fine tuning of hippocampal synaptic processes by
hormonal modulation.

Keywords: excitatory synapses, hippocampus, leptin, dendrite spine, glutamate receptors
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Дисульфидные связи играют важную роль в поддержании структуры и функции белков. Однако для
изучения дисульфидных связей требуется дорогое оборудование и высокоочищенные образцы бел-
ка, поэтому необходимы более простые методы. Представлена новая методика детекции дисульфид-
ных связей в белках, основанная на мечении восстановленных дисульфидных мостиков высокомоле-
кулярными производными малеимида. После необратимого блокирования свободных тиольных
групп в белках новые тиолы, высвобождаемые из дисульфидных мостиков метят высокомолекуляр-
ными производными малеимида. Локализацию остатков цистеина, участвующих в образовании ди-
сульфидных связей, определяют с помощью мутагенеза. С целью валидации метода к N-концам аква-
порина 5 (AQP5) и белка 4 подсемейства V транзиторных каналов ((TRPV4) присоединяли метку
FLAG (DYKDDDDK). На присутствие дисульфидных связей указывало увеличение молекулярной
массы белков-мишеней, выявляемое с помощью иммуноблотинга. Не выявлено увеличения молеку-
лярной массы AQP5, тогда как в TPRV4 обнаружены остатки цистеина в положениях 639, 645, 652,
660, 770, образующих дисульфидные мостики, что подтверждено путем мутагенеза. Эти данные сви-
детельствуют об эффективности предложенного метода детекции дисульфидных связей в молеку-
лах белков.

Ключевые слова: дисульфидные связи, цистеин, AQP5, TRPV4
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ВВЕДЕНИЕ

Дисульфидная связь, соединяющая два остат-
ка цистеина, – посттранскрипционная модифи-
кация, помогающая поддерживать стабильность
структуры белков и их функции [1, 2]. Гибкость
дисульфидных связей привлекает повышенное
внимание с момента их обнаружения в 1960-х в
панкреатической рибонуклеазе крупного рогато-
го скота [3, 4]. Дисульфидные связи повышают
термодинамическую стабильность белков и спо-
собствуют их правильному фолдингу. Кроме того,
дисульфидные связи сильнее повышают устойчи-
вость белков к тепловой денатурации, чем другие
виды взаимодействий [5, 6]. Экспонирование вы-
сокореакционных свободных остатков цистеина
после расщепления дисульфидных мостиков зна-
чительно влияет на функции белка [7, 8]. Непра-
вильно замкнутые дисульфидные связи ведут к

нарушению фолдинга и, как следствие, функции
белка [9].

Для полного понимания механизмов, лежа-
щих в основе роли дисульфидных связей в струк-
туре и функциях белков, необходимы новые усо-
вершенствованные методы. После определения
аминокислотной последовательности с исполь-
зованием метода деградации по Эрдману или
масс-спектрометрии дисульфидные связей мож-
но анализировать с помощью таких традицион-
ных методов, как ядерный магнитный резонанс
(ЯМР), кристаллографические методы, различ-
ные алгоритмы [10, 11]. Однако необходимость
использования специализированного и дорогого
оборудования в комбинации с недостаточной чи-
стотой образцов часто не позволяет применять
такие подходы в рутинных и фундаментальных
клинических исследованиях [12].

Для изучения нестабильных тиольных групп,
которые образуются в результате расщепления
дисульфидных связей, требуются более эффек-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.

УДК 577.112.012
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тивные методы. Малеимид способен реагировать
с тиольными группами с образованием стабиль-
ных тиоэфирных связей приблизительно в 1000 раз
быстрее, чем амины при нейтральных значениях
рН [13]. Эта высокоэффективная реакция широ-
ко применяется для конъюгации нагруженных
цистеином пептидов и белков [14–16]. Дисуль-
фидная ковалентная связь расщепляется специ-
фически в ходе восстановительного метаболиз-
ма путем реакции тиол-дисульфидного обмена,
ведущего к регенерации новых тиольных групп
[17]. В представленной работе мы сначала бло-
кировали тиольные группы низкомолекулярны-
ми производными малеимида с образованием
тиоэфирных связей. Затем для восстановления
дисульфидных мостиков и регенерации новых
тиольных групп использовали Трис(2-карбокси-
этил)фосфин (ТСЕР) – высокоспецифичный и
эффективный восстановитель при более низких
значениях рН (<6.0). Регенерированные тиоль-
ные группы модифицировали затем метоксипо-
лиэтиленгликольмалеимидом (МеО-РЕG-Mal;
м.м. 5000). Суммарная молекулярная масса бел-
ка при этом увеличивается в результате мечения
остатков цистеина, вовлеченных в образование
дисульфидных связей, что можно измерить, срав-
нивая миграцию меченого белка и белка дикого
типа. На следующей стадии для подтверждения
локализации цистеинов использовали мутагенез
остатков Cys, участвующих в формировании ди-
сульфидных связей в белках-мишенях. В качестве
модельных белков в настоящем исследовании ис-
пользовали аквапорин 5 (AQP5) и член 4 подсе-
мейства V транзиторных катионных каналов с ре-
цепторным потенциалом (TRPV4) c N-концевым
тагом FLAG. Не обнаружили изменений в мигра-
ции белка AQP5, тогда как в случае TRPV4 выяви-
ли несколько полос с более высокой молекуляр-
ной массой, чем у немеченого белка дикого типа.
Появление более высокомолекулярных полос
белков TRPV4, по-видимому, обусловлено мече-
нием остатков цистеина в положении 639, 645,
652, 660, 770.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы и антитела. ДНК-полимераза Prime-

STAR HS получена от фирмы”TaKaRa Biotechno-
logy” (КНР). Использовали эндонуклеазы ре-
стрикции DpnI, HindIII и BamHI (“Promega”,
КНР), липофектамин 2000/3000 и стрептавидин
Alexa Fluor® 680 (“Invitrogen”, КНР). Колонки
для спинового обессоливания (Zeba™ Spin De-
salting Columns, 7K MWCO, 0.5 мл, “ThermoFisher
Scientific Inc.”, США). Антитела к AQP5 и TRPV4
получены от “Santa Cruz Biotechnology” (США), а
антитела к FLAG – от “OriGene Technologies”
(США). Meтоксиполиэтиленгликольмалеимид
(MeO-PEG-Mal, м.м. 750, 2000, 5000) и другие ре-
агенты были фирмы “Sigma” (США).

Клеточные культуры и трансфекция клеток.
Клетки линии 293 (НЕК293) эмбриональной поч-
ки человека культивировали в модифицирован-
ной Дульбекко среде Игла (DMEM) c 10% (v/v)
фетальной сыворотки крупного рогатого скота,
100 ед./мл пенициллина и стрептомицина при
37°С во влажной атмосфере с 5% CO2. Для транс-
фекции клеток HEK293 использовали липофек-
тамин согласно рекомендациям изготовителя.

Конструирование плазмид и мутагенез. Плазми-
ды с геном AQP5 человека конструировали
согласно [18] (табл. 1). Плазмида с геном TRPV4
человека (дикий тип) подарена Miguel A. Valverde
(табл. 1). Фрагмент FLAG-AQP5 встраивали по
сайтам HindIII (верхний) и BamHI (нижний) в
pcDNA 4.0 (“Invitrogen”) (табл. 1).

Мутагенез остатков цистеина проводили сле-
дующим образом: 10 нг плазмидной матрицы
амплифицировали с 2 ед. ДНК-полимеразы
РrimeSTAR HS в присутствии 250 нM праймеров
(табл. 2). Aмплификацию проводили в следую-
щем режиме: 1 цикл при 94°C в течение 5 мин, за-
тем 25 циклов – 94°C, 20 с; 55°C, 20 с, и 72°C,
4 мин (AQP5) или 8 мин (TRPV4). Далее амплико-
ны инкубировали с 10 ед. DpnI (1 ч, 37°C) для уда-
ления исходной метилированной ДНК, после че-
го 10 мкл реакционной смеси трансфицировали

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для клонирования

Праймер Нуклеотидная последовательность

FLAG-AQP5
5′-CCAAGCTTGGGATGGACTACAAGGACGATGATGACAAGAAGAAGGAGGT-3′

5′-CGCGGATCCGCGTCAGCGGGTGGT-3′

AQP5-FLAG
5′-CCCAAGCTTGGGATGAAGAAG-3′

5′-CGCGGATCCGCGTCACTTGTCATCATCGTCCTTGTAGTCGCGGGTGGT-3′

FLAG-TRPV4
5′-CCCAAGCTTGGGATGGACTACAAGGACGATGATGACAAGGCGGATTCCAG-3′

5′-CGCGGATCCGCGCTAGAGCGGG-3′

TRPV4-FLAG
5′-CCCAAGCTTGGGATGGCGGATT-3′

5′-CGCGGATCCGCGTCACTTGTCATCATCGTCCTTGTAGTCGAGCGGGGCG-3′
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клетки DH5α и высевали на чашки со средой LB
с ампициллином. Клоны дикого типа и мутант-
ные клоны проверяли секвенированием.

Иммуноблотинг. Контрольные и обработанные
клетки ресуспендировали в лизирующем буфере,
содержащем 50 мM Tрис-HCl (pH 7.0), 150 мM
NaCl, 0.1% SDS, 0.5% дезоксихолата натрия, 5 мM
EDTA, 5 мM EGTA, коктейль ингибиторов протеаз
и 20 мг/мл MeO-PEG-Mal (м.м. 750). Суммарные
белки лизата денатурировали (70°C, 10 мин) и об-
рабатывали согласно методике, затем реконстру-
ировали в буфере для нанесения в отсутствие вос-
станавливающего агента. Концентрацию белка
определяли, используя метод Брэдфорда. Белки
разделяли с помощью электрофореза в денатури-
рующем полиакриламидном геле (SDS-ПААГ) и
переносили на поливинилидендифторидные
мембраны (PVDF, “Millipore”, США). Мембра-
ны блокировали 5%-ным обезжиренным моло-
ком, обрабатывали первичными антителами,
затем инкубировали со вторыми антителами

IRDye680RD/800CW согласно инструкции про-
изводителя (LI-COR “Biosciences”, CША). Имму-
нореактивные полосы визуализировали, исполь-
зуя Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR
“Biosciences”).

Cтатистический анализ. В настоящем исследова-
нии применили рандомизированный полноблоч-
ный дизайн (RCBD). Результаты анализировали,
используя программу SPSS 22.0, и представляли как
среднее значение ± стандартная ошибка. Сравне-
ние внутри и между группами проводили, исполь-
зуя однофакторный метод ANOVA или тест Стъ-
юдента. Значения P < 0.05 считали статистически
значимымиt.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определение дисульфидных связей в белках-мишенях

Нами предложен подход к определению ди-
сульфидных связей в белках (рис. 1). Свободные
тиольные группы сначала блокировали малеими-

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров для мутагенеза остатков цистеина

Праймер Нуклеотидная последовательность

Cys194Gly-F 5′-GCCATCTACGGGGAAGACCGGCCTGCCCAA-3′
Cys194Gly-R 5′-CGGTCTTCCCCGTAGATGGCTCTCGAAACT-3′
Cys250Gly-F 5′-ACATCGCCATTGAGCGTCGCGGCAAACACTA-3′
Cys250Gly-R 5′-CGCGACGCTCAATGGCGATGTGCAGGGCTG-3′
Cys294Gly-F 5′-GCCCCTGTCGCTGGCTGCCGGCACCAACCA-3′
Cys294Gly-R 5′-CGGCAGCCAGCGACAGGGGCAGCTCCCCAA-3′
Cys353Gly-F 5′-CGACCTGCTGCTGCTCAAGGGTGCCCGCCT-3′
Cys353Gly-R 5′-CCTTGAGCAGCAGCAGGTCGTACATCTTGG-3′
Cys427Gly-F 5′-ACCTCTCCTCCCTGGACACGGGTGGGGAAGA-3′
Cys427Gly-R 5′-CCGTGTCCAGGGAGGAGAGGTCATAAAGCG-3′
Cys480Gly-F 5′-CAACGTGGTCTCCTACCTGGGTGCCATGGT-3′
Cys480Gly-R 5′-CCAGGTAGGAGACCACGTTGATGTAGAAGG-3′
Cys537Gly-F 5′-AGACTTGTTCATGAAGAAAGGCCCTGGAGTG-3′
Cys537Gly-R 5′-CTTTCTTCATGAACAAGTCTTTGATGTTGG-3′
Cys639Gly-F 5′-GGTCTCCCTCCTGAACCCGGGTGCCAACATG-3′
Cys639Gly-R 5′-CCGGGTTCAGGAGGGAGACCAGGGCTGAAG-3′
Cys645Gly-F 5′-CGTGTGCCAACATGAAGGTGGGCAATGAGGA-3′
Cys645Gly-R 5′-CCACCTTCATGTTGGCACACGGGTTCAGGA-3′
Cys652Gly-F 5′-AATGAGGACCAGACCAACGGCACAGTGCC-3′
Cys652Gly-R 5′-CGTTGGTCTGGTCCTCATTGCACACCTTC-3′
Cys660Gly-F 5′-CAGTGCCCACTTACCCCTCGGGCCGTGACAG-3′
Cys660Gly-R 5′-CCGAGGGGTAAGTGGGCACTGTGCAGTTGG-3′
Cys777Gly-F 5′-GCACTCCTGACCGCAGGTGGGGCTTCAGGG-3′
Cys777Gly-R 5′-CCCACCTGCGGTCAGGAGTGCCGTCCGAGC-3′
Cys853Gly-F 5′-AGCATGGGGAACCCCCGCGGCGATGGCCA-3′
Cys853Gly-R 5′-CGCGGGGGTTCCCCATGCTGTCCAGAGGC-3′



522

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

DING, LIN

дом или MeO-PEG-Mal (м.м. 750) с образованием
стабильных тиоэфирных связей при pH 6.5–7.5.
Затем реакционную смесь наносили на колонку
Zeba™ Spin Desalting Column, coдержащую сор-
бент для эксклюзионной хроматографии, кото-
рая обеспечивает эффективное обессоливание
белка и его высокий выход, центрифугировали
при 1500 g в течение 2 мин. Затем для расщепле-
ния дисульфидных связей и регенерации новых

тиольных групп использовали TCEP (50 мM,
pH 6.0) с последующей очисткой на колонке для
обессоливания. Затем к регенерированным
тиольным группам присоединяли. MeO-PEG-Mal
(м.м. 5000) в 1 M Tрис-HCl-буфере pH 7.0. Более
высокая молекулярная масса указывает на боль-
шее число дисульфидных связей в исследуемом
белке, и это значение вычисляется по разнице в
миграции полос белка, обработанного по описан-
ной схеме, и исходного при иммуноблотинге. Ре-
зультаты иммуноблотинга подтверждали с помо-
щью мутагенеза остатков цистеина.

Оценка метода с использованием авидина

Aвидин (“Sigma”, A9275) – природный тетра-
мер с двумя остатками цистеина (4, 83), которые
образуют внутримономерный дисульфидный мо-
стик [19], использовали для оценки специфично-
сти и эффективности метода. Aвидин денатури-
ровали при 70°C в течение разного времени (0, 1,
5, 10, 20 мин) для определения точки, в которой
происходит максимальное превращение мономе-
ра в тетрамер. Стабильно максимальное содержа-
ние мономера авидина детектировали через 10 мин
(рис. 2а). Обработка TCEP, малеимидом и MeO-
PEG-Mal не приводила к изменению молекуляр-
ной массы мономера авидина (рис. 2б). Однако
обработка TCEP (20 мM, pH 7.0), а затем MeO-
PEG-Mal (м.м. 5000, 10 мг) привела к появлению
полосы 28 кДа. После обработки MeO-PEG-Mal
(м.м. 5000) молекулярная масса мономера авиди-
на увеличивалась на 12 кДа. Это указывает на уча-
стие двух остатков цистеина в образовании ди-
сульфидного мостика. Maксимальное мечение
авидина наблюдали при его инкубации с MeO-
PEG-Mal (50 мг/мл) и TCEP в течение 30–60 мин
при 4°C (рис. 2г). MeO-PEG-Mal в дозе
50−200 мг/мл в комбинации с TCEP вызывал из-
менение молекулярной массы у большей части
мономеров авидина (10 мг/мл) (рис. 2в). Удале-
ние TCEP после восстановления привело к дли-
тельному повышению эффективности мечения
MeO-PEG-Mal (10 мг/мл) по сравнению с эффек-
тивностью мечения в присутствии TCEP (рис. 2д).

Блокирование свободных тиольных групп
в суммарном белке

Чтобы точно оценить число дисульфидных мо-
стиков, все свободные тиольные группы в белке-
мишени должны быть блокированы. Эффектив-
ность блокирования свободных тиольных групп ма-
леимидом оценивали с использованием системы
биотин-стрептавидин-680AF. Биотин-малеимид
(10 мкг/мл) использовали для прямого мечения
свободных тиольных групп в белках в лизирующем
буфере в отсутствие MeO-PEG-Mal (4°C, 1 ч,
pH 7.0). Меченые белки разделяли с помощью

Рис. 1. Методология. Модификация дисульфидных
связей в белках. X – малеимил или низкомолекуляр-
ное производное малеимида. Восстановитель: TCEP.
X-R′: высокомолекулярное производное малеимида
(м.м. 2000, 5000 и 10000).
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SDS-ПААГ и переносили на PVDF-мембрану.
Мембрану инкубировали со стрептавидином-
680AF (0.1 мкг/л, при комнатной температуре, 1 ч)
для получения ярко-красного сигнала в трех не-
зависимых образцах. Блокирование денатуриро-
ванных образцов (70°C, 10 мин) в лизирующем
буфере с MeO-PEG-Mal (м.м. 750) в концентра-
ции 1 и 10 мг/мл до мечения биотин-малеимидом
значительно снижает интенсивность ярко-красно-
го сигнала. Соответствующий сигнал от образцов с
концентрацией МеО-PEG-Mal (м.м. 750) 10 мг/мл
групп едва виден или отсутствует. Однако сигнал
появляется снова, когда образцы метят биотин-

малеимидом с последующей обработкой TCEP
образцов, блокированных MeO-PEG-Mal (рис. 3).
Эти результаты показывают, что обработка MeO-
PEG-Mal (м.м. 750) в концентрации 10 мг/мл до-
статочна для блокирования свободных тиольных
групп и выполнения необходимого предваритель-
ного условия этого метода.

Оценка метода с использованием белков-мишеней

В клетках HEK293, трансфицированных AQP5
(wt), FLAG-AQP5 или AQP5-FLAG, антитела к
AQP5 детектируют полосу 27 кДа (зеленая), кото-

Рис. 2. Конъюгация MeO-PEG-Mal с авидином. а − Tепловая денатурация авидина. Слева: электрофореграмма ави-
дина после тепловой денатурации в течение 0, 1, 5, 10, 20 мин (дорожки 1−5). Справа: диаграмма интенсивности полос
нативного (64 кДа) и денатурированного (16 кДа) авидина в дорожках 1−5. б − Электрофореграмма денатурированно-
го авидиана, обработанного малеимидом, TCEP или MeO-PEG-Mal (м.м. 5000). в − Обработка авидина MeO-PEG-Mal
в разной концентрации. Вверху: электрофореграмма продуктов обработки авидина MeO-PEG-Mal. Внизу: диаграмма
интенсивности соответствующих полос. г − Обработка авидина MeO-PEG-Mal и ТСЕР в течение разных промежут-
ков времени. Вверху: электрофореграмма продуктов обработки. Внизу: диаграмма интенсивности соответствующих
полос. д − Электрофореграмма продуктов обработки денатурированного авидина TCEP, MeO-PEG-Mal (м.м. 2000,
5000) с/без обессоливания. *, ,: P < 0.05; **, ,,: P < 0.01.
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рая соответствует химерному белку 1 кДа FLAG-
таг + 27 кДа AQP5 (рис. 4а). Антитела к FLAG де-
тектируют химерный белок (красная полоса), но
не AQP5 (wt), что подтверждает их специфич-
ность. Антитела к FLAG имеют также более высо-
кое сродство к FLAG-AQP5, чем к AQP5-FLAG.
Полоса, соответствующая мол. массе более 100 кДа
(зеленая), детектируется в клетках HEK293,
трансфицированных TRPV4 (wt), но не контроль-
ным вектором (рис. 4б). В клетках HEK293,
трансфицированных TRPV4(wt), FLAG-TRPV4
или TRPV4-FLAG, полосы, соответствуюшие мо-
лекулярной массе примерно 100 кДа (зеленые),
белков TRPV4 дикого типа и химерных белков де-
тектируются антителами к TRPV4 (рис. 4б, до-
рожки TRPV4 wt/FLAG-TRPV4/TRPV4-FLAG), а
антитела к FLAG детектируют химерный белок
(красный). На основе этих результатов для даль-
нейших опытов отобрали два слитых белка
(FLAG-AQP5/FLAG-TRPV4).

Образцы выдерживали в течение 30−40 мин
при 4°C, подвергали тепловой денатурации (70°C,
10 мин), а затем для удаления всех следов MeO-
PEG-Mal дважды пропускали через колонки для
обессоливания (рис. 5а, дорожки 1, 4, 7, рис. 5б,
дорожка блокированный образец). Одну порцию
обессоленных образцов инкубировали с MeO-
PEG-Mal (м.м. 5000, 10−50 мг, pH 7.2) при 4°C в
течение 60 мин (рис. 5а, дорожки 2, 5, 8, рис. 5б,
дорожка негативный контроль). Другие образцы
обрабатывали TCEP (50 мM, pH 6.0) при 4°C в те-
чение 30−40 мин с последующей инкубацией с
MeO-PEG-Mal м.м. 5000, 10−50 мг) в 50 мM бу-
фере Tрис-HCl pH 7.0 при 4°C в течение 60 мин

(рис. 5а, 3, 6, 9, рис. 5б (все дорожки, кроме бло-
кированного образца и негативного контроля),
рис. 5в).

В TRPV4 (wt) мы детектировали три более вы-
сокомолекулярные полосы (рис. 5б, дикий тип),
но ни одной такой полосы не найдено в AQP5
(рис. 5а, дорожка 3). Более высокомолекулярны-
ми были полосы мутантов TRPV4 по единичным
остаткам цистеина в положениях 639, 645, 652,
660, 777, но не в 194, 250, 294, 353, 427, 480, 537,
853 (рис. 5б). Более того, паттерны миграции слу-
чайных мутантов по двум остаткам цистеина (639,
645, 652, 660) сходны с паттернами мутантов по
этим единичным остаткам (рис. 5в). Число более
высокомолекулярных полос снижалось с трех до
одной при мутациях более чем в трех остатках ци-
стеина одновременно. При одновременном мути-
ровании остатков в положениях 645, 652, 660, 777
отсутствовали полосы с более высокой молеку-
лярной массой (рис. 5в). Эти результаты показы-
вают, что остатки цистеинов в положениях 639,
645, 652, 660, 777 образуют дисульфидные связи в
TRPV4.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Миграция белков в SDS-ПААГ определяется

размером белка. Полимеризация белков приво-
дит к изменению скорости миграции. Таким об-
разом, мономер и полимер можно легко диффе-
ренцировать по различию в их молекулярных
массах. Однако в случае белков с внутримолеку-
лярными дисульфидными мостиками, образо-
ванными двумя близко расположенными остат-

Рис. 3. Блокирование свободных тиольных групп MeO-PEG-Mal (м.м. 750). Три независимых денатурированных об-
разца обрабатывали биотин-малеимидом, MeO-PEG-Mal + биотин-малеимид и MeO-PEG-Mal + TCEP + биотин-
малеимидом. Результаты блокирования визуализировали с использованием системы биотин-стрептавидин-680AF.
M – маркер. Зеленые полосы − GAPDH.
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ками цистеина, это отличие может быть неоче-
видным или сложно идентифицируемым [20].
Небольшие различия в миграции белков с пра-
вильными внутрицепочечными дисульфидными
мостиками и несформированными мостиками
отмечены у относительно крупных белков. Чтобы
лучше понять, как дисульфидные мостики влия-
ют на фолдинг белков, нами разработан удобный
метод амплификации этих небольших различий с
целью их более легкой визуальной идентифика-
ции. Разработан простой подход, состоящий из
блокирования свободных тиольных групп белка,
восстановления дисульфидных связей с последу-
ющей модификацией вновь образованных тиоль-
ных групп и идентификацией с помощью SDS-
ПААГ. Сравнивая различия в скорости миграции
и числе полос в модифицированных и немодифи-
цированных образцах с помощью иммуноблотин-
га, можно установить число и статус дисульфид-
ных мостиков. В отличие от таких сложных мето-
дов, как рентгеноструктурный анализ и ЯМР, этот
метод позволяет прямо визуализировать и пред-
сказывать дисульфидные мостики в белках. В на-
шей работе с помощью этого подхода протести-
рованы AQP5, бета-актин, тубулин и TRPV4,
успешно и точно идентифицированы дисульфид-
ные связи в этих белках.

Учитывая, что DTT и β-меркаптоэтанол со-
держат активные тиольные группы, потенциаль-
но способные взаимодействовать с малеимидны-
ми группами, в настоящей работе мы использова-
ли TCEP, чтобы обеспечить чувствительность и
специфичность нового подхода. Кроме того,
TCEP сохраняет достаточно высокую активность
в широком диапазоне значений pH. После обессо-
ливания образца дисульфидные мостики можно
успешно расщепить при pH 6.0, что минимизирует
потенциальные взаимодействия между вновь реге-
нерированными тиольными группами и остав-
шимся блокирующим агентом.

Сначала мы пытались прямо метить свобод-
ные тиольные группы MeO-PEG-Mal для опреде-
ления дисульфидных мостиков в белке-мишени.
Однако мечение свободных тиольных групп вы-
сокомолекулярным MeO-PEG-Mal влияет на вза-
имодействие между антителами и белком-мише-
нью. Это, вероятно, обусловлено блокированием
сайтов связывания антител длинными цепями
MeO-PEG-Mal, конъюгированными с тиольными
группами. Таким образом, идеальные антитела
должны иметь сайты связывания, удаленные от
образуемых дисульфидных мостиков.

В качестве отрицательного контроля мы ис-
пользовали образцы, образованные высокомоле-
кулярными MeO-PEG-Mal в отсутствие TCEP.
После восстановления TCEP образцы обрабаты-
вали MeO-PEG-Mal в разных концентрациях (10,
20 и 50 мг) для стабильного максимального мече-

ния дисульфидных мостиков в белке-мишени. По-
сле введения метки проводили обессоливание, на-
правленное на снижение количества остаточного
непрореагировавшего MeO-PEG-Mal (м.м. 5000),
чтобы предотвратить его влияние на миграцию
полос в SDS-ПААГ и результаты последующего
анализа.

Каналы TRP выполняют разные функции в
качестве сенсоров многих стимулов [21]. Все
TRP-каналы представляют собой симметричные
тетрамеры с центральной порой для проникнове-
ния ионов, в которых С-концевые области опо-
средуют прямое взаимодействие между субъеди-
ницами [22]. Нами установлено, что С-концевые
остатки цистеина (639, 645, 652, 660, 777) образу-
ют дисульфидные связи в TRPV4. Рандомные му-
танты с двойными заменами остатков цистеина в
положении 639, 645, 652, 660 имеют сходные про-
фили миграции с мутантами по единичным остат-
кам цистеинов, что указывает на участие этих четы-
рех цистеинов в произвольном формировании двух
дисульфидных связей. Замены трех или четырех
остатков цистеина (639, 645, 652, 660) нарушали
внутрицепочечные дисульфидные связи и значи-
тельно изменяли паттерны миграции белковых
полос (с трех до одной). Полосы высокомолеку-

Рис. 4. Экспрессия слитых белков AQP5 TRPV4 в клетках
HEK293. а − Антитела к AQP5 (зеленые) и FLAG (крас-
ные) использовали для подтверждения успешной транс-
фекции и экспрессии AQP5(wt)/FLAG-AQP5/AQP5-
FLAG в клетках HEK293. б − Антитела к TRPV4 (зеле-
ные) и к FLAG (красные) использовали для подтвержде-
ния успешной трансфекции и экспрессии TRPV4
(wt)/FLAG-TRPV4- /TRPV4-FLAG в клетках HEK293.
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лярных производных отсутствовали в случае му-
тантов по цистеинам в положении 645, 652, 660,
777, что свидетельствует об участии цистеина-777
в образовании дисульфидной связи. Криоэлек-
тронная микроскопия и рентгеноструктурный
анализ TRPV4 Xenopus tropicalis показали, что
остатки I674, G675, M676, D678, E680 образуют ион-
проницаемую пору [23]. Отметим, что остатки ци-

стеина 639, 645, 652, 660, которые образуют ди-
сульфидные мостики в TRPV4 человека, выявлен-
ные в нашей работе, прилежат к функциональным
аминокислотным остаткам, образующим ион-
проницаемую пору. Учитывая участие дисуль-
фидных мостиков, локализованных вблизи поры,
в потенциальной модуляции чувствительности к
экзогенным стимулам, показанное при изучении

Рис. 5. Идентификация дисульфидных мостиков в AQP5 и TRPV4. а − Иммуноблот FLAG-AQP5. Блокированные образцы
(дорожки 1, 4, 7); негативный контроль: блокированные образцы, инкубированные с MeO-PEG-Mal (дорожки 2, 5, 8); бло-
кированные образцы, инкубированные с MeO-PEG-Mal после восстановления TCEP (дорожки 3, 6, 9). б − Иммуноблот
FLAG-TRPV4 дикого типа и 13 вариантов с единичными мутациями остатков цистеина. в − Иммуноблот мутантов
FLAG-TRPV4 (мутанты с заменами одного, двух, трех и четырех остатков цистеина в положениях 639, 645, 652, 660, 777.
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TRPV4 мыши [24], роль новых идентифициро-
ванных дисульфидных связей и их вклад в функ-
ционирование TRPV4 можно рассматривать как
область дальнейших исследований.

ВЫВОДЫ
Нами разработан простой и чувствительный

подход, позволяющий специфически детектиро-
вать дисульфидные связи в белке-мишени. Основ-
ное преимущество этого метода – возможность
идентифицировать и охарактеризовать важные ди-
сульфидные мостики в белках более простым и
экономически выгодным способом.
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Disulfide bridges are essential for maintaining the structure and function of proteins. Traditionally, studies of
the disulfide bonds require expensive equipment and high purity of the protein sample, therefore, the devel-
opment of simpler techniques is warranted. Here, were present a novel protocol for the detection of disulfide
bonds in proteins, which is based on the labeling reduced disulfide bridges with a high molecular weight
(HMW) maleimide derivative. After irreversible blocking of free thiol groups of proteins, the labeling of new
thiols released from disulfide bridges with a high-molecular-weight (HMW) maleimide derivative is per-
formed. To confirm localization of cysteines involved in the formation of disulfide bonds, cysteine mutagen-
esis was conducted. For validation, aquaporin 5 (AQP5) and transient receptor potential cation channel sub-
family V member 4 (TRPV4) proteins were tagged with FLAG (DYKDDDDK) on N-termini. Increase in
MW of the target proteins from immunoblot indicated the presence of disulfide bonds. No bands with in-
creased MW were detected in AQP5, while TPRV4 cysteines at disulfide bridges-constituting positions 639,
645, 652, 660, 770 were detected and confirmed by cysteine mutagenesis. These data indicate that the pro-
posed technique is feasible and effective for the detection of protein disulfide bonds.

Keywords: disulfide bonds, cysteines, AQP5, TRPV4


