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При перемещении гена в результате хромосомных перестроек или при встраивании идентичных ге-
нетических конструкций в разные районы генома наблюдается так называемый эффект положения
гена – явление, при котором уровень экспрессии одного и того же гена существенно зависит от его
положения в геноме. Геном эукариот имеет доменную организацию, а активность генов в пределах
таких доменов определяется не столько нуклеотидной последовательностью гена, сколько структу-
рой окружающего хроматина, т.е. эпигенетически. Хроматин представляет собой сложный комплекс
ДНК, РНК и ассоциированных с ними структурных и регуляторных белков. Эпигенетический ста-
тус хроматина определяется целым рядом факторов: временем репликации данного участка генома,
регуляторными мотивами ДНК, контактами с внутренней ядерной оболочкой (ламиной) и другими
районами хромосом (топологически ассоциированные домены). Эффект положения гена заключа-
ется в изменении его эпигенетического состояния и является уникальным инструментом для иссле-
дования молекулярных и биохимических процессов. Понимание молекулярных механизмов эф-
фекта положения гена у человека имеет важное значение в клинической сфере, в частности, для вы-
явления и лечения ретровирусных инфекций, поскольку локальный состав хроматина может
определять, например, переход в латентное/активное состояние такой инфекции, как ВИЧ. Кроме
того, большое число нейродегенеративных заболеваний человека обусловлено эпигенетической
инактивацией генов в результате экспансии коротких повторов. Наконец, для полноценного при-
менения методов генной терапии важно владеть знаниями и подходами, которые с достаточной точ-
ностью могут обеспечивать необходимый уровень экспрессии внедряемых трансгенов.

Ключевые слова: эффект положения гена, модификаторы эффекта положения, эпигенетический
статус хроматина, гистоновый код, регуляторные элементы генома, дрозофила, млекопитающие,
заболевания человека
DOI: 10.31857/S0026898422030041

ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ ЭФФЕКТА 
ПОЛОЖЕНИЯ, ЕГО ТИПЫ

Феномен эффекта положения (ЭП) гена был
описан у дрозофилы уже вскоре после того, как
генетики пришли к определению понятия гена как
дискретной единицы наследственной информа-
ции, расположенной и функционирующей в опре-
деленном участке хромосомы. Наблюдения фено-
мена ЭП свидетельствовали об обратимом измене-

нии проявления признака в результате изменения
только лишь положения гена, определяющего этот
признак, в геноме. Сегодня термин ЭП охватывает
все случаи изменения экспрессии гена за счет ка-
ких-либо отклонений от его нормального хромо-
сомного окружения (контекста), но не связанного с
мутациями или делециями самого гена.

Еще в 1925 году А. Стертевант показал, что фе-
нотипическое проявление двух (и более) копий

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0026898422030041 для авторизованных пользова-
телей.
Сокращения: ЭП – эффект положения; ГХ – гетерохроматин; ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; ЛАД – ламина-ас-
социированные домены; ТАД – топологически ассоциированные домены; АРТ – антиретровирусная терапия; 3D-FISH –
объемная флуоресцентная in situ гибридизация; ASD – расстройства аутистического спектра; BCA – сбалансированные
хромосомные аномалии; CpG – CG-динуклеотиды, формирующие CpG-островки; E(var) – ген-энхансер эффекта поло-
жения; GFP – зеленый флуоресцентный белок; LTR – длинный концевой повтор; HUSH – комплекс модификаторов ЭП
у человека; MommeD – комплекс модификаторов ЭП у мыши; ORC – комплекс инициации репликации; SNP – однонук-
леотидная замена (полиморфизм); Su(var) – ген-супрессор эффекта положения.
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БОЛДЫРЕВА и др.

гена Bar у дрозофилы существенно различается,
когда они находятся в одной хромосоме или в раз-
ных гомологичных хромосомах [1] (рис. 1а). Явле-
ние, обнаруженное A. Стертевантом, отличается от
других типов эффекта положения: мутантный фе-
нотип устанавливается стабильно, поэтому позже
Э. Льюис назвал этот феномен стабильным эффек-
том положения [2]. В 1930 году Г. Дж. Меллер обна-
ружил еще одно удивительное явление – мозаич-
ное проявление фенотипа гена white у дрозофилы,
обусловленное хромосомными перестройками,
переносящими этот ген в непосредственную бли-
зость к прицентромерному гетерохроматину (ГХ)
[3], представляющему собой неактивную часть
генома (подробнее см. раздел “Состояния хрома-
тина, эпигенетические метки и гистоновый код”).
При этом ген инактивируется лишь в части клеток
(рис. 1б). Такой вариант ЭП, названный эффектом
положения мозаичного типа, дополнительно свиде-
тельствовал о том, что сам ген остается неизме-
ненным, а инактивация происходит в результате
некоего изменения его состояния [2, 4–6]. Экспе-
рименты по реверсии хромосомных перестроек
показали восстановление нормального уровня
активности гена, кроме тех случаев, когда рядом с
ним оставался обширный блок ГХ [7–9]. Из этих
наблюдений родилось понятие спрединга, или ге-
терохроматинизации – распространения свойств
ГХ на прилежащие гены [10]. Показано, что сте-
пень инактивации гена, подверженного ЭП, на-
прямую зависит от расстояния до границы с ГХ
[2, 11]. Более поздние исследования, выполнен-
ные также на дрозофиле, показали, что для ин-
дукции ЭП важна внутренняя организация блока
ГХ. В частности, внутренняя перестройка ГХ без
изменения его количества может приводить к ре-
лаксации ЭП [12, 13]. Изучение ЭП, возникаю-
щего в результате гетерохроматинизации тандем-
ных вставок трансгенов, созданных на основе P-
элемента (ДНК-транспозона дрозофилы) также
подтвердило важность внутренней организации
ГХ блока для ЭП [14]. Однако до сих пор не впол-
не ясно, что играет главную роль в процессе гете-
рохроматинизации при ЭП – количество ГХ или
именно присутствие, количество и расположение
неких инактивирующих элементов. Например, в
случае вставки Р-элемента вблизи прицентро-
мерного ГХ хромосомы 2 не обнаружено корреля-
ции между степенью инактивации гена white в
транспозоне и размером и организацией приле-
жащего ГХ блока [15]. С другой стороны, при ин-
версии In(1LR)pn2a в хромосоме X дрозофилы
степень инактивации генов постепенно снижает-
ся при уменьшении количества прилежащего ГХ
[13]. Вместе эти факты могут объясняться слож-
ностью общей организации ГХ доменов, и значе-
нием для ЭП как комбинации каких-то инакти-
вирующих мотивов ДНК, так и общего размера
ГХ блока. Явление гетерохроматинизации на-

глядно показано и изучено также в политенных
хромосомах слюнных желез личинок дрозофилы,
в которых с помощью световой микроскопии
можно видеть домены репрессированного и ак-
тивного хроматина, выявляемые как диски и
междиски соответственно [16–18]. Цитогенети-
ческие исследования политенных хромосом в
разных случаях ЭП дали возможность детально
изучить морфологию хроматина, в частности
выявить как непрерывную, так и прерывистую
гетерохроматинизацию в результате ЭП [19, 20].

Помимо инактивации генов в результате гете-
рохроматинизации, у дрозофилы описан и реци-
прокный эффект: ген cubitus interruptus, в норме
расположенный в окружении ГХ хромосомы 4,
инактивировался при его перемещении в актив-
ную часть генома – эухроматин. Это явление, на-
званное эффектом Дубинина, впоследствии на-
блюдали и у других генов ГХ [21–25]. Был сделан
вывод, что, по всей вероятности, любой ген мо-
жет быть подвержен ЭП – изменению уровня экс-
прессии вследствие влияния локального окружения
хроматина. При этом далеко не любой локальный
контекст способен приводить к ЭП гена [26].

В 1980-е годы благодаря разработке метода
встраивания ДНК-конструкций в геном (P-эле-
мент опосредованная трансформация) [27, 28] ста-
ли находить многочисленные примеры существен-
ных различий в активности генов rosy и white, мар-
кирующих трансген по окраске глаз дрозофилы, в
зависимости от района встройки в геном в составе
искусственных P-элементов, в том числе и случаи
ЭП [29, 30] (рис. 1в). Несколько масштабных
скрининговых исследований активности вставок
P-элемента в случайные локусы генома, показа-
ли, что вызывать ЭП способны районы прицен-
тромерного ГХ всех хромосом дрозофилы. При
этом был обнаружен ЭП трансгенов, встроенных
в теломерные районы хромосом, так называемый
теломерный ЭП. Самыми удивительными стали
примеры инактивации трансгенов, картированных
в некоторых участках эухроматиновой части хро-
мосом, до этого момента считавшейся полностью
активной частью генома [31–33]. В этот период
сформировалось понятие интеркалярного ГХ – ло-
кальных участков генома, имеющих репрессиро-
ванный статус (по множеству черт сходный с при-
центромерным ГХ), диффузно разбросанных во
всей эухроматиновой части генома [31, 34–36].
Для ЭП вставок Р-элемента, как и для реверсий
хромосомных перестроек, показано восстановле-
ние экспрессии репортерного гена при перемеще-
нии трансгена из инактивирующего хромосомного
контекста [31, 32, 37]. При помощи просвечиваю-
щей электронной микроскопии ультратонких сре-
зов политенных хромосом дрозофилы обнаружили,
что P-элементные вставки активного или неактив-
ного генетического материала создают соответству-
ющие морфологические ультраструктуры [38, 39]
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(рис. 1г). По данным световой микроскопии неод-
нократно показано, что в политенных хромосо-
мах дрозофилы район, подверженный ЭП, пре-
терпевает морфологические изменения, подвер-

гаясь видимой гетерохроматинизации, визуально
компактизуясь и приобретая ряд свойств ГХ, в том
числе позднюю репликацию, приводящую к недо-
репликации ДНК [19, 40–43] (рис. 1д). Методом

Рис. 1. Типы и характерные свойства эффекта положения (ЭП) гена у D. melanogaster. а – Стабильный ЭП гена Bar. б –
Мозаичный ЭП генов white и yellow, вызванных инверсией In(1)wm и свободной дупликацией Dp(1;f)1187 хромосомы
Х соответственно. в – Схема участков генома, способных вызывать ЭП встроек P-элементов. г – Электронно-микро-
скопические снимки ультратонких срезов района 65AB политенных хромосом слюнных желез личинок (междиск в
норме, а также при 1 и 13 копиях P-элемента, формирующих новый тонкий (отмечен стрелкой) и крупный (отмечен
стрелкой и скобкой) диск соответственно) (Любезно предоставлены В.Ф. Семешиным и В.В. Шломой и частично
опубликованы в свободном доступе [39]). д – Саузерн-блот-анализ недорепликации ДНК гена white в политенных
хромосомах слюнных желез (СЖ) относительно диплоидных тканей (Д) личинок дрозофилы в результате сдвига ре-
пликации в более позднюю временную стадию, как следствие гетерохроматинизации в результате ЭП, вызванного ин-
версией In(1)wm, и восстановление политенизации при мутации гена-модификатора ЭП SuUR. е – Непрямое флуорес-
центное иммуноокрашивание политенных хромосом слюнных желез личинок, показывающее связывание белка гете-
рохроматина SUUR c районами 2B и 2E, которые подвергаются гетерохроматинизации в результате ЭП при
дупликации части хромосомы Х (Dp(1;1)pn2B).
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иммуноокрашивания установлено, что в районах,
подверженных гетерохроматинизации в результа-
те ЭП, локализуются белки хроматина, в норме
отсутствующие в этих районах [44, 45] (рис. 1е).

Еще один вариант ЭП – феномен, названный
транс-инактивацией. В отличие от описанной вы-
ше гетерохроматинизации, распространяющейся
вдоль хромосомы от расположенных на ней в цис-
положении блоков ГХ, при транс-инактивации
сайленсинг генов происходит в другой хромосоме.
Так, у дрозофилы при ЭП гена brown аллель bwD,
подверженный ЭП, доминирует над нормальной
копией гена, находящейся в гомологичной хромо-
соме. Инактивация в этом случае вызвана боль-
шим фрагментом (1.6 млн.п.н.) прицентромерно-
го ГХ хромосомы 2, помещенного в локус bwD по-
средством сложной транспозиции. Оказалось, что
такая инактивация нормального аллеля bw проис-
ходит вследствие его гомологичной конъюгации с
подверженным ЭП аллелем bwD, приводящей к по-
паданию нормального аллеля под влияние при-
центромерного ГХ в интерфазном ядре [46–49].
Затем обнаружили еще несколько случаев ЭП, воз-
никающих аналогичным путем [50–55]. Это свиде-
тельствует о транс-инактивации при ЭП как об од-
ном из механизмов эпигенетической инактивации
[56–61].

В 1990-е годы начались активные поиски и
изучение ЭП и у других организмов, помимо дро-
зофилы. У дрожжей обнаружен как прицентро-
мерный, так и теломерный ЭП [31, 62]. При этом
у двух видов дрожжей ГХ-районы генома форми-
руются разными молекулярными механизмами
[63, 64]. Получены убедительные доказательства
того, что у дрожжей Schizosaccharomyces pombe ЭП
возникает при перемещении генов в район цен-
тромер [65], а у Saccharomyces cerevisiae – при гете-
рохроматинизации в теломерных районах [66].
Благодаря такой межвидовой дифференциации,
дрожжи стали уникальной моделью, которая за-
ложила основы понимания различных механиз-
мов формирования ГХ, вызывающего ЭП гена в
прицентромерных и теломерных районах. Тело-
мерный ЭП, обнаруженный как у дрожжей, так и
у дрозофилы, имеет лишь часть свойств, харак-
терных для ЭП, вызванного другими типами ре-
прессированного хроматина (прицентромерным
и интеркалярным) [67].

Изучение ЭП у млекопитающих (по большей
части у мыши и человека) стало возможным лишь в
начале 21 века, когда появились технические усло-
вия и необходимый инструментарий молекуляр-
ной генетики. Однако то, что существенная часть
генов-модификаторов ЭП, обнаруженных у дрозо-
филы, высоко консервативна и имеет ряд гомоло-
гов и ортологов как у млекопитающих, так и у чело-
века, дает основание предполагать, что и молеку-
лярные механизмы репрессии, приводящие к ЭП,

эволюционно консервативны [68–71]. Феномен
ЭП у млекопитающих показан путем анализа тысяч
параллельных репортерных встроек TRIP (Thou-
sands of Reporters Integrated in Parallel) в геноме куль-
тивируемых стволовых клеток мыши [72, 73]. Про-
анализировав экспрессию тысяч встроек в различ-
ные локации, обнаружили, что уровень экспрессии
одного и того же репортерного гена может разли-
чаться в ~1000 раз в зависимости от конкретного
сайта встройки в геном. Другой крупномасштаб-
ный генетический скрининг проведен у мыши при
помощи тандемной встройки GFP-экспрессиру-
ющего трансгена, имеющего мозаичный фено-
тип, чтобы выявить генетические факторы, спо-
собные модифицировать ЭП у млекопитающих
[74, 75]. В результате были охарактеризованы око-
ло 40 генов-модификаторов ЭП мыши, большин-
ство из которых оказались гомологами соответ-
ствующих генов дрозофилы [76] (см. раздел “Ге-
ны-модификаторы ЭП”).

Подверженность генов человека ЭП показана
в ряде экспериментов, в которых репортерные
конструкции встраивали в различные участки ге-
нома культивируемых клеток [77–80]. Методом
3D-FISH выявлены активные и репрессированные
домены генома человека, обеспечивающие значи-
тельное повышение или снижение уровня экспрес-
сии интегрированной в них репортерной кон-
струкции [77]. Сформулировано также представле-
ние о транскрипционных территориях в геноме
млекопитающих, впервые обнаруженных для сов-
местно регулируемых кластеров генов, таких как
Hox. Нарушения таких кластеров приводят к раз-
витию заболеваний, в частности, лейкоза [81]. С
помощью серийного анализа экспрессии генов
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) построе-
на карта транскриптома человека [82]. По уровню
транскрипционной активности были выделены
домены двух классов. Высоко экспрессирующие-
ся домены обогащены основаниями C и G, имеют
более высокую плотность генов и повышенный
индекс коротких диспергированных повторов
(Short Interspersed Nuclear Elements, SINE), а сами
гены содержат преимущественно короткие ин-
троны. Cлабо экспрессирующиеся домены имеют
противоположные свойства [83, 84]. Домены этих
типов описаны и в геноме мыши [85], более того,
их границы оказались достаточно консерватив-
ными и воспроизводимыми в сравнении с гено-
мом человека [86]. Большинство генов, принад-
лежащих высоко экспрессирующимся доменам,
относятся к генам домашнего хозяйства или экс-
прессируются в большинстве тканей, хотя в этих
доменах встречается и небольшой процент узко-
специфичных генов [84, 87]. Вставки трансгенов
в высоко и слабо экспрессирующиеся домены ча-
сто характеризуются соответствующими измене-
ниями уровня экспрессии [77–80].
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Один из самых распространенных молекуляр-
ных механизмов эпигенетической репрессии, об-
наруженных у млекопитающих, – метилирование
ДНК, у дрозофилы практически полностью от-
сутствует [88]. Метилирование ДНК играет важ-
ную роль в репрессии инородных встроек в геном
млекопитающих, в том числе ретровирусных
[89, 90]. Нарушение метилирования ДНК в гено-
ме человека обнаружено при разных видах рака
[91, 92]. И, безусловно, метилирование CpG-ост-
ровков играет решающую роль в репрессии генов
при ЭП, возникающем в результате экспансии
тандемных повторов, что приводит к развитию
различных нарушений и синдромов у человека
[93, 94] (подробнее см. раздел “Клинические ас-
пекты ЭП”). С одной стороны, отсутствие этого
эпигенетического механизма у дрозофилы на де-
сятилетия задержало понимание его роли при
ЭП. С другой же, подобное различие позволяет
изолированно изучать молекулярные механизмы
эпигенетической репрессии как с участием мети-
лирования ДНК, так и без него [95].

Представления о молекулярных механизмах,
лежащих в основе ЭП гена, значительно расши-
лись за последние десятилетия и начинают ис-
пользоваться как в фундаментальных исследова-
ниях, так и в клинической практике. Во-первых,
это относится к выявлению и лечению ретровирус-
ных инфекций. Локальный состав хроматина мо-
жет определять переход ВИЧ в латентное (вплоть
до недетектируемого) или активное состояние.
При заражении ВИЧ не только активно реплици-
руется в Т-лимфоцитах, но также может перехо-
дить в латентную фазу. Таким образом вирус сохра-
няется в клетках человека и может активироваться
уже после окончания антиретровирусной терапии
[96, 97]. Во-вторых, с ЭП генов связано большое
количество генетически обусловленных заболева-
ний и отклонений в развития человека. Такие забо-
левания часто связаны с ЭП, возникающим в ре-
зультате экспансии (увеличения числа копий) тан-
демных повторов вблизи генов [98, 99] (см. раздел
“Клинические аспекты эффекта положения”).

Все приведенные примеры ЭП гена иллюстри-
руют существенную зависимость уровня экспрес-
сии гена от его локального окружения. Нужно от-
метить, что до сих пор еще нет точного понима-
ния молекулярных механизмов активации и
инактивации гена при ЭП, особенно в случае мо-
заичных вариантов ЭП (когда стохастически в ча-
сти клеток одной ткани (органа) ген инактивиро-
ван, а в других активен). И до сих пор открытыми
остаются вопросы о сходстве или принципиаль-
ных различиях молекулярных механизмов инакти-
вации/реактивации генов при разных типах ЭП.
Ниже мы последовательно рассмотрим функцио-
нирование уровней эпигенетической инактива-
ции, которые могут обеспечивать репрессию генов
при ЭП. Исчерпывающее описание разнообраз-

ных случаев ЭП и их обсуждение представлено в
обзорах [2, 13, 17, 18, 26, 37, 69–71, 100–104].

СОСТОЯНИЯ ХРОМАТИНА, 
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТКИ

И ГИСТОНОВЫЙ КОД
На протяжении большей части клеточного цик-

ла ДНК в ядре эукариотических клеток связана с
разнообразными белками, формируя сложную
многоуровневую структуру – хроматин. Имен-
но хроматин обеспечивает строгую иерархию уров-
ней упаковки и неслучайную пространственную
конфигурацию геномной ДНК, имеющей боль-
шую линейную протяженность (около 2 м в клет-
ках человека), в пределах клеточного ядра, разме-
ры которого измеряются микронами. При этом
координируется своевременный доступ к генети-
ческой информации множества факторов, регули-
рующих каждую функцию генома: точную про-
странственно-временную экспрессию генов, пра-
вильный порядок репликации ДНК и верную
передачу эпигенетических меток через клеточные
деления, выявление и репарацию повреждений и
ошибок в ДНК. В ходе развития организма и диф-
ференцировки клеток различные районы хромо-
сом подвергаются эпигенетической репрессии, ме-
ханизмы которой имеют много общего с репресси-
ей при ЭП: внесение модификаций в гистоны,
связывание белков-репрессоров [105–109].

Уже в первых цитологических исследованиях
хромосом были выделены два типа хроматина –
эухроматин и ГХ. В целом эти понятия остаются
актуальными и на сегодняшний день. К эухрома-
тину относится часть генома, насыщенная бе-
локкодирующими генами и регуляторными эле-
ментами. Эухроматин имеет низкую степень
компактизации и характерный набор гистоно-
вых модификаций. В состав ГХ входит значи-
тельная доля геномной ДНК (у многих эукарио-
тических организмов это около трети общей
протяженности генома [110]), однако эти обла-
сти бедны генами, обогащены средне- и высо-
коповторяющимися последовательностями, со-
храняют компактное состояние в течение прак-
тически всего клеточного цикла. Кроме того, эти
области реплицируются в поздней S-фазе, отли-
чаются от эухроматина набором модификаций
гистонов и негистоновых белков, а также облада-
ют выраженной способностью к пространствен-
ным контактам между собой и низким уровнем
мейотической рекомбинации [17, 111, 112]. Изна-
чально к ГХ относили лишь прицентромерные
районы хромосом, которые содержат протяжен-
ные участки с регулярным расположением нукле-
осом, а также эпигенетически наследуемые моди-
фикации гистонов и специфические наборы не-
гистоновых белков-репрессоров [113–116]. С
развитием представлений о молекулярной орга-
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низации хроматина под ГХ стали подразумевать
все районы хромосом, находящиеся в состоянии
эпигенетической репрессии, поскольку многие
районы так называемого интеркалярного ГХ име-
ют практически такие же свойства, как и прицен-
тромерный ГХ [35, 117, 118]. Эпигенетическое на-
следование состояния ГХ тесно связано с реплика-
цией ДНК в S-фазе клеточного цикла. Ферменты,
вносящие модификации гистонов, характерные
для “молчащих” районов, обнаруживаются только
в вилках репликации, работающих в поздней S-фа-
зе [35, 119]. Воспроизведение модификаций гисто-
нов определяет дальнейшую сборку всех соответ-
ствующих компонентов хроматина после реплика-
ции (подробнее далее по тексту). При ЭП ген
попадает в другой хромосомный контекст и, как
следствие, происходит изменение временного
паттерна репликации, что приводит к перепро-
граммированию его эпигенетического состояния
[119–121]. Домены прицентромерного ГХ формиру-
ются уже на ранних этапах эмбриогенеза [122, 123].
Считается, что их сборка начинается на опреде-
ленных цис-элементах, сайленсерах, от которых
линейно распространяются модификации гисто-
нов, а следом негистоновые белки ГХ до тех пор,
пока не дойдут до “барьера” (подробнее см. раздел
“Регуляторные элементы генома”) или до конкури-
рующего состояния хроматина [71, 124, 125]. Та-
ким образом, ГХ состояние может захватить лю-
бой район, если он окажется физически близко к
ГХ домену, что часто и происходит при ЭП [18]
(последовательные этапы установления эпигене-
тического состояния хроматина подробно рас-
смотрены далее).

Первый уровень упаковки хроматина – нукле-
осомная укладка. Нуклеосомы представляют со-
бой регулярно расположенные белковые глобулы,
вокруг которых ДНК делает 1¾ оборота [126–128]. В
состав одной глобулы входят гистоны H2A, H2B,
H3 и H4. Молекулы H2A, H2B, H3 и H4 формиру-
ют кóровый октамер, имеющий клиновидную
форму, узкую часть которого образует тетрамер
(H3–H4)2, а широкая часть состоит из двух диме-
ров H2A–H2B [129, 130]. C-концевые глобуляр-
ные участки гистонов заключены в кóровой части
октамера, а их подвижные N-хвосты свободно
расходятся в стороны [131, 132]. Одна молекула
линкерного гистона Н1 связывается с внешней
стороной нуклеосомы в районе тетрамера (H3–
H4)2, фиксируя на ней нить ДНК [133, 134]. Длина
фрагмента ДНК, приходящегося на одну нукле-
осому, варьирует и составляет до 200 п.н., из ко-
торых непосредственно с гистоновым октамером
связаны 145–147 п.н. [132, 135, 136]. В клетках од-
ного организма гистоны каждого типа (кроме H4)
представлены набором вариантов. Известно до
четырех вариантов гистона H3, восьми – H2A,
11 – H1 и не менее трех вариантов H2B [134, 137, 138].
Молекулы гистонов могут содержать различные

ковалентные модификации определенных амино-
кислотных остатков их свободных N-хвостов и, в
меньшей степени, глобулярной С-концевой части.
Эти модификации вносятся в молекулы гистонов
уже по завершении их синтеза, т.е. это посттранс-
ляционные модификации, которые могут изме-
няться в течение клеточного цикла.

Многочисленные исследования показали, что
конкретные комбинации гистоновых модифика-
ций однозначно соответствуют определенному
статусу хроматиновых доменов и даже отдельных
частей генов [121, 139, 140] (рис. 2). Это явление по-
лучило название гистонового кода. Согласно со-
временным представлениям, гистоновый код реа-
лизуется двумя путями. Во-первых, за счет измене-
ния заряда и/или конформации молекулы разные
варианты гистонов по-разному взаимодействуют с
другими белками хроматина и с ДНК, изменяя ар-
хитектуру нуклеосом и доменов хроматина в це-
лом [134, 141, 142]. Во-вторых, N-хвосты гисто-
нов, в зависимости от комбинации их ковалент-
ных модификаций служат сайтами для посадки
разных семейств негистоновых структурных бел-
ков хроматина и ремоделирующих факторов [140,
143, 144]. Таким образом, реализуется эпигенети-
ческий метаболизм генома – установление, насле-
дование и своевременное переключение состояний
хроматина, что позволяет точно координировать во
времени и пространстве молекулярные машины
клеточных процессов [145–149] (рис. 2).

Гистоновый код – начальный уровень создания
эпигенетического контекста, служит динамической
платформой, интегрирующей различные эпигене-
тические сигнальные пути, он определяет уровни
упаковки хроматина более высокого порядка
[150–152]. Гиперацетилирование гистонов H3 и H4
и метилирование лизина в положении 4 гистона
Н3 коррелирует с установлением активного ста-
туса хроматина у большинства видов, от дрожжей
до дрозофилы и человека [153–155]. Ацетильные
группы уменьшают общий заряд остатков лизина;
считается, что это ослабляет взаимодействие моле-
кул гистонов с фосфатными группами в ДНК и об-
легчает доступ машины транскрипции [156]. По-
мимо изменения биофизических свойств хромати-
на, ацетилированный лизин служит мишенью
для бромодомен-содержащих белков, в число
которых входят различные активаторы тран-
скрипции и хроматин-ремоделирующие факто-
ры [157, 158]. При этом связывание конкретных
белков с N-хвостами гистонов зависит от комби-
нации их модификаций; и таким образом реали-
зуется комбинаторная пластичность гистонового
кода [143, 144, 159]. Хотя гиперацетилирование ги-
стонов обычно связано с активным состоянием
хроматина, существуют и исключения – например,
ацетилирование H4K12 (H4K12ac) характерно
именно для районов ГХ [160].
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Рис. 2. Условная схема организации репрессированного состояния хроматина – гетерохроматина, и активного состо-
яния хроматина – эухроматина (а), схема нуклеосомы и относительного расположения ковалентных модификаций в
N-хвостах гистонов (б). В рамках (а) перечислены известные модификации гистонов, свойственные каждому из этих
состояний хроматина. bio – биотинилирование; ac – ацетилирование; me/me2/me3 – моно, ди- и триметилирование
аминокислот в составе указанного гистона. В рамках (б) приведены известные гены-модификаторы ЭП дрожжей, дро-
зофилы и человека, связанные с моно- ди- и триметилированием N-хвостов гистоновых белков. Красными овалами
условно обозначен линкерный гистон Н1 (на панелях а и б).
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Различные варианты метилирования N-кон-
цов гистонов играют ключевую роль в разделении
активных и репрессированных доменов хромо-
сом (рис. 2а). Обобщая, можно сказать, что к ак-
тивирующим модификациям гистонов относится
метилирование H3K4, H3K36 и H3K79, в то время
как для репрессированных районов хроматина ха-
рактерно метилирование H3K9, H3K27 и H4K20
[161–164] (рис. 2а). По существующим представ-
лениям, формирование ГХ и, в результате, репрес-
сию генов при ЭП обеспечивает определенный на-
бор модификаций гистонов, что влечет связывание
соответствующих комбинаций негистоновых бел-
ков-репрессоров. Поэтому для понимания прин-
ципов формирования репрессированных доменов
хроматина, в частности при ЭП, необходима по-
следовательная идентификация клеточных фер-
ментов, осуществляющих модификации гисто-
нов и выяснение молекулярных механизмов, ле-
жащих в основе функционирования гистонового
кода.

ГЕНЫ-МОДИФИКАТОРЫ ЭФФЕКТА 
ПОЛОЖЕНИЯ КОДИРУЮТ СТРУКТУРНЫЕ 

И РЕГУЛЯТОРНЫЕ БЕЛКИ ХРОМАТИНА
ЭП гена представляет собой изменение его

эпигенетического состояния за счет изменений
его нормального хромосомного окружения, не
связанного с мутациями или делециями самого
гена. Именно поэтому ЭП исторически стал стар-
товой площадкой, с которой начали изучать мо-
лекулярные факторы разных эпигенетических
состояний хроматина – активного и репресси-
рованного. Первые исследования механизмов
формирования хроматина были основаны на тех
наблюдениях, согласно которым фенотипы ЭП
изменяются супрессорными (ослабляющими) и
энхансерными (усиливающими) мутациями раз-
личных генов – модификаторов ЭП [110, 165, 166].
Продукты генов-супрессоров ЭП являются струк-
турными компонентами ГХ, ферментами, которые
модифицируют гистоновые белки, или же компо-
нентами ядерной оболочки (ламины) [125, 167–
171]. Гены-энхансеры ЭП, наоборот, кодируют
продукты, участвующие в установлении активно-
го статуса эухроматина, который противостоит ге-
терохроматинизации [71, 89, 125, 172] (рис. 2б,  3а).

Значительную часть генов-модификаторов ЭП
выявили еще в ранних скрининговых исследо-
ваниях, выполненных на дрозофиле [32, 173, 174]
(рис. 3а). На сегодняшний день известно около
150 генов-супрессоров (Su(var)), и более 200 ге-
нов-энхансеров (E(var)) ЭП, однако молекуляр-
ная функция установлена лишь примерно у каж-
дого десятого из них [70, 71, 166] (Табл. S1, см.
Приложение на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2022/3/supp_Boldyreva_rus).
Одним из первых был охарактеризован ген

Su(var)2-5 дрозофилы, открытие которого стало
фундаментом для формирования представлений
о процессах генетической репрессии. Этот ген
кодирует обнаруженный в ГХ белок HP1a, содер-
жащий N-концевой хромодомен и C-концевой
хромотеневой домен, обеспечивающие его спо-
собность взаимодействовать с ди- и триметили-
рованным H3K9 (H3K9me2/3) и с другими белка-
ми хроматина [175–177]. Этот белок обнаружен в
районах хромосом, подверженных гетерохрома-
тинизации при ЭП [44, 178], как и белок
SU(VAR)3-9, продукт одноименного гена-супрес-
сора ЭП [166], который содержит N-концевой хро-
модомен и C-концевой домен SET [179]. Белок
SU(VAR)3-9 высоко консервативен, он обладает
активностью гистон-метилтрансферазы, кото-
рая специфически метилирует H3K9 [180, 181].
Молекулярный анализ функций белков HP1a и
SU(VAR)3-9 предполагает механизм “чтения–за-
писи”, который лежит в основе распространения
гетерохроматинизации при ЭП. SU(VAR)3-9, уста-
навливает модификацию H3K9me2/3, образую-
щую сайт, специфически распознаваемый хромо-
доменом HP1a, а N-концевой участок SU(VAR)3-9
связывает хромотеневой домен HP1a, стабилизи-
руя тем самым взаимодействие между HP1a и
H3K9me2/3 и обеспечивая дальнейшее распро-
странение H3K9me2/3. Этот процесс считается
основным механизмом репрессии в прицентро-
мерном ГХ, он эволюционно консервативен, но
при этом вовлекает еще множество других факто-
ров, уже менее консервативных [176, 182]. Кроме
того, роль HP1a и SU(VAR) 3–9 не существенна
для других типов ЭП (теломерного) и для репрес-
сии вставок P-элементов в ГХ хромосоме 4 дрозо-
филы, в которой существенно большее значение
имеют другие гистон-метилтрансферазы [183–186].
Гомологи значительной части модификаторов
ЭП, обнаруженных у дрозофилы, найдены и у
других эукариот – S. cerevisiae [187], Sh. pombe [188],
растений [189] и млекопитающих [75, 76] (рис. 2б),
хотя иногда функции этих белков у различных орга-
низмов в процессе эволюции изменяются [69–71].
Современные исследования ЭП сосредоточены
на определении и анализе довольно сложных пат-
тернов активности генов-модификаторов ЭП и
последовательности событий, которые поддер-
живают в равновесии динамический баланс меж-
ду ГХ и эухроматином в эукариотическом ядре.
Помимо генов-модификаторов ЭП, влияние на
степень инактивации генов, подверженных ЭП,
оказывают и другие факторы – общее количество
ГХ в клетке, скорость развития и температура
(у дрозофилы она важна на ранних стадиях разви-
тия, когда происходит установление эпигенети-
чески наследуемого репрессированного состоя-
ния ГХ). Так, отсутствие хромосомы Y (почти
полностью гетерохроматиновой) у самцов Х0
дрозофилы приводит к значительному усилению
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Рис. 3. Схемы скрининговых экспериментов по поиску генов-модификаторов ЭП у дрозофилы (а), мыши (б) и в куль-
тивируемых клетках человека (в). GFPdim – клетки с ЭП репортерного гена GFP; GFPbright – клетки с супрессией ЭП
(усиление экспрессии) репортерного гена GFP. Наиболее эффективный способ выявления генов-модификаторов в
указанных подходах – инсерционный мутагенез при помощи специальных трансгенных конструкций, позволяющих
легко идентифицировать поврежденные гены. Модифицировано по [70] с разрешения издателя.

а

б

Скрининг модификаторов ЭП у дрозофилы

Эухроматин Гетерохроматин

Эухроматин Гетерохроматин

Перестройка

Дикий тип

или

Мутагенез случайных районов генома

Мутагенез случайных районов генома

Скрининг модификаторов ЭП у мыши

в
Скрининг модификаторов ЭП

в культивируемых клетках человека

Клетки крови

GFP1GFP GFP GFP

GFP GFP GFP

GFP GFP GFP

white

white

white

white

wm; Su(var)

wm; E(var)

GFP1; Su(var)

GFP1; E(var)

GFPdim

GFPbright

wm

TASOR
SETDB1

MPP8
Periphilin

Все мутации
FACS

“Генная
ловушка”

Ге
ны

-
м

од
иф

ик
ат

ор
ы

 Э
П

Секвенирование
и определение

генов-модификаторов ЭП



364

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

БОЛДЫРЕВА и др.

ЭП генов [190]. Этот факт дополнительно свиде-
тельствует о значении баланса между компонен-
тами активного и репрессированного хроматина
в клетке и факторов, обеспечивающих их разгра-
ничение во времени и пространстве.

С целью выявления генов мыши, способных
быть модификаторами ЭП, проведен крупномас-
штабный генетический скрининг на основе тан-
демной вставки GFP-экспрессирующего трансге-
на, показывающей фенотип мозаичного ЭП [74, 75]
(рис. 3б). Выявлены и охарактеризованы примерно
40 генов-модификаторов ЭП мыши, значитель-
ная часть которых оказалась ортологичной моди-
фикаторам ЭП у дрозофилы [76]. Выявленный с
помощью этого скрининга белковый комплекс
модификаторов ЭП мыши назван MommeD [74].
В его состав входят гистон-метилтрансферазы
SUVAR39H1 и SETDB1 [191–193], гистон-деаце-
тилаза HDAC1 [194], хроматин-ремоделирующие
факторы SMARCA5, SMARCC1, PBRM1 и
BAZ1B [195], регулятор транскрипции TRIM28
[196], фактор транскрипции KLF1 [197], ДНК-
метилтрансферазы DNMT1 и DNMT3B [198, 199].
Выявлено также несколько новых генов-модифи-
каторов ЭП мыши: Smchd1, Rlf и D14Abb1e (по-
следний ортологичен гену TASOR человека (см.
ниже)) [200]. Только три белка из этого списка не
имеют ортологов у дрозофилы, это ДНК-метил-
трансферазы DNMT1, DNMT3B и SMCHD1, ко-
торые участвуют в поддержании инактивации
хромосомы Х самок, опосредованной метилиро-
ванием CpG-островков [201].

Подобный скрининг по выявлению генов-мо-
дификаторов ЭП человека проведен в 2015 году с
использованием культивируемых клеток, содер-
жащих условно гаплоидный набор хромосом, и
метода генной ловушки (gene trap) [202, 203]. С
целью выявления новых доминантных модифи-
каторов ЭП в клетках человека получен набор
встроек GFP-трансгенов, демонстрирующих ЭП
[200] (рис. 3б). В результате этого скрининга вы-
явлены четыре гена-модификатора ЭП, один из
которых, SETDB1, кодирует гистон-метилтранс-
феразу и является гомологом такого же гена мы-
ши, функция которого – установление репресси-
рующей гистоновой метки H3K9me3 [204]. Функ-
ция модификаторов ЭП у остальных трех генов
выявлена впервые. Подтверждено, что белковые
продукты этих генов человека входят в один ре-
прессорный комплекс, названный HUSH (HUman
Silencing Hub). В состав этого комплекса входят
белки TASOR (Transgene Activation SuppressOR),
хромодомен-содержащий фосфопротеин MPP8 и
Periphilin. Фосфопротеин MPP8 связывается с ги-
стон-метилтрансферазой SETDB1 [205], а его
хромодомен распознает и связывает гистоновую
метку H3K9me3 [206]. Это позволяет предполо-
жить, что комплекс HUSH человека может осу-
ществлять гетерохроматинизацию с использова-

нием механизма чтения–записи, работающего у
дрозофилы, одновременно обеспечивая функци-
ональную связь этого процесса с механизмами ре-
прессии, опосредованной метилированием ДНК
[204].

Таким образом, говоря о формировании ре-
прессированных доменов хроматина, следует рас-
суждать категориями взаимосвязанных молекуляр-
ных механизмов установления, распознавания и
поддержания эпигенетического состояния, коор-
динации этих процессов с другими жизненно важ-
ными процессами клетки. К настоящему времени
известно более 10 основных эволюционно ста-
бильных сигнальных путей, через которые осу-
ществляются оперативные и долговременные от-
веты эукариотической клетки на внешние и внут-
ренние сигналы (Pathway Interaction Database
http://pid.nci.nih.gov, http://www.ndexbio.org/). Их
анализ показал, что многие белки-модификаторы
ЭП вовлечены в эти сигнальные пути, а наруше-
ния в соответствующих генах связаны с различ-
ными заболеваниями [70] (табл. S1 Приложения).

В целом, результаты изучения молекулярной
функции генов-модификаторов ЭП и механизмов
репрессии предполагают, что в клетках эукариот
существует ряд альтернативных механизмов, спо-
собных устанавливать эпигенетически репресси-
рованное состояние хроматина. В различных типах
ГХ репрессия обусловлена разными наборами бел-
ков, однако некоторые из них могут быть взаимо-
заменяемыми. Сам феномен ЭП до сих пор оста-
ется уникальной моделью, позволяющей изучать
как отдельные функциональные звенья, так и
процессы установления эпигенетического стату-
са хроматина.

РЕГУЛЯТОРНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ ГЕНОМА
Считается, что последовательности ДНК, ре-

гулирующие работу генома, занимают значимую
часть генома эукариот [207–210]. К основным ре-
гуляторным элементам относятся: промоторы,
инсуляторы, энхансеры и сайленсеры. Эти эле-
менты способны существенно влиять на уровень
экспрессии гена: нуклеотидный состав и архитек-
тура промоторной области определяют уровень,
время и тканевую специфичность активности ге-
на. Энхансерные элементы генома способны уси-
ливать экспрессию гена (при сохранении той же
промоторной области) и обладают тканеспеци-
фичностью. Инсуляторы, расположенные между
энхансером и промотором, блокируют взаимодей-
ствие этих элементов. Сайленсерами называют те
участки ДНК, с которых начинается сборка и рас-
пространение репрессированного состояния хро-
матина. Одно из главных свойств регуляторных
элементов – способность изолированно осуществ-
лять свою функцию. Эти элементы узнаются
ДНК-связывающими и хроматин-модифицирую-
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щими белками, они участвуют также в поддержа-
нии доменной организации генома [208, 209, 211].
С разработкой методики фиксации простран-
ственной конформации хромосом (Hi-C) [212]
стало ясно, что даже линейно удаленные цис-ре-
гуляторные элементы генома пространственно
сближены с контролируемыми ими мишенями
[213–216]. Так, взаимодействие линейно удален-
ных друг от друга промоторов и энхансеров обу-
словлено, по всей видимости, формированием
крупномасштабных петель ДНК [217, 218].

Инсуляторы были открыты в геноме дрозофи-
лы как последовательности ДНК, способные
устанавливать границы между разными состоя-
ниями хроматина [219–222]. В настоящий момент
инсуляторные мотивы и специфически связываю-
щиеся с ними инсуляторные белки найдены у раз-
ных организмов [223, 224], но наибольшее их раз-
нообразие обнаружено у дрозофилы [225]. Инсу-
ляторные белки дрозофилы различаются по своим
физическим и биохимическим свойствам. Белки
Su(Hw), CTCF, BEAF-32, Ibf1, Ibf2, Pita, ZIPIC,
Zw5/Dwg, GAF, Opbp и Clamp связываются со
специфическими последовательностями ДНК
[226, 227]. Так, удаленно расположенные инсуля-
торы gypsy образуют кластеры, локализованные на
периферии ядра, а связывающийся с ними
Su(Hw)-зависимый комплекс осуществляет взаи-
модействие с ядерной ламиной [211, 228]. Часть из
этих белков (CTCF, Zw5/Dwg, Pita, ZIPIC, Opbp)
способна образовывать гомодимеры [226, 229–
231]. Белок CP190 и продукты гена mod(mdg4) не
способны связываться со специфическими
ДНК, но могут гомодимеризоваться при помощи
доменов BTB/POZ [232, 233]. Кроме того, много-
численные изоформы MOD(MDG4) образуют ге-
теромультимерные комплексы, в том числе, с
другими BTB/POZ-белками [225, 234]. Инсуля-
торные белки входят в состав мультисубъединич-
ных комплексов [210, 225]. Полногеномный ана-
лиз сайтов связывания отдельных инсуляторных
белков выявил их комбинации, характерные для
конкретных локусов генома [211, 235, 236]. Опи-
санные инсуляторы и инсуляторные белки изуче-
ны только у дрозофилы, в клетках же млекопита-
ющих пока обнаружен только СTCF и его парало-
ги – BORIS (Brother Of Regulator of Imprinted
Sites)/CTCFL и СTCF2 [237, 238]. Молекулы бел-
ка СTCF, встречающегося у многих эукариот, мо-
гут взаимодействовать друг с другом, формируя
кластеры и способствуя образованию закрытых
хроматиновых доменов [239, 240]. Показано, что
направление дальних взаимодействий внутри то-
пологически ассоциированных доменов (ТАДов)
человека и млекопитающих определяется ориен-
тацией мотивов ДНК, связывающих белок CTCF
[217, 241].

Формирование и динамика архитектуры ядра в
большой степени зависит от процесса экструзии

петель хроматина [242, 243]. Один из основных
факторов, участвующих в этом процессе в клет-
ках млекопитающих – белковый комплекс коге-
зин, способный физически выталкивать петли
ДНК вплоть до сайтов локализации СTCF [244–
246]. Показано, что когезин необходим для пра-
вильного формирования ТАДов и поддержания
границ между активными и репрессированными
компартментами генома [247]. Однако и в отсут-
ствие когезина в клетках млекопитающих сохра-
няются отдельные крупные ТАДы [247]. В то же
время, у дрозофилы до сих пор не найдено меха-
низма экструзии петель хроматина, подобного
когезинзависимому механизму у млекопитающих
[248]. Существуют данные, свидетельствующие о
том, что инсуляторы не только участвуют в фор-
мировании границ крупных консервативных ТА-
Дов (см. раздел “Геномная компартментализа-
ция”), но и вовлечены в организацию динамиче-
ских и тканеспецифичных суб-ТАДов [249, 250].
Сравнительно недавно показана также связь инсу-
ляторов и инсуляторных белков с процессом ре-
пликации. Например, инсуляторный белок дрозо-
филы Su(Hw) взаимодействует in vivo с субъеди-
ницами комплекса ORC и необходим для его
рекрутирования на Su(Hw)-связующие элемен-
ты [251, 252]. За последние годы установлено,
что помимо канонических функций (архитекту-
ра ядра и регуляция транскрипции), инсуляторные
комплексы выполняют дополнительные функции,
они участвуют в паузировании РНК-полимеразы
II, сплайсинге, экспорте мРНК и репарации ДНК
[209, 210, 253, 254].

Сайленсерами названы отдельные элементы ге-
нома, способные, в отличие от энхансеров, подав-
лять транскрипцию. Впервые такие элементы были
найдены у дрожжей [255, 256]. Функция сайленсе-
ров, по-видимому, реализуется с участием гораздо
более сложных, чем у энхансеров, многоступенча-
тых механизмов, детали которых во многом еще
остаются неизученными [257, 258]. Классический и
наиболее исследованный пример сайленсеров –
PRE (Polycomb Response Elements), инициирую-
щие сборку репрессирующих белковых комплек-
сов Polycomb, обеспечивая эпигенетическое на-
следование репрессированного состояния [259].
Ключевой ролью комплексов Polycomb считается
поддержание наследуемого эпигенетического ста-
туса районов генома, экспрессия генов в которых
определяет специализацию клеток при диффе-
ренцировке, либо их плюрипотентное состояние
[260–262]. У млекопитающих обнаружено разру-
шение доменов, образованных комплексом Poly-
comb, при когезинзависимой экструзии петель,
однако этот процесс не зависел от СTCF. При
этом контакты, обусловленные взаимодействием
суперэнхансеров, устойчивы к когезинзависимой
экструзии хроматина [247]. Известны мотивы ДНК,
которые способны опосредованно привлекать ко-
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репрессоры, не приводя при этом к долговремен-
ной репрессии и эпигенетической памяти, как это
происходит в случае PRE. Например, транскрипци-
онный фактор KRAB, специфично связывающийся
посредством своих доменов цинковых пальцев с
определенными мотивами ДНК в промоторных об-
ластях генов, способен привлекать корепрессор
KAP1 и индуцировать формирование неактивного
хроматина при помощи HP1/SU(VAR)3-9-зависи-
мого механизма [263]. Известен особый класс ли-
гандзависимых корепрессоров ядерных рецепто-
ров. Эти корепрессоры способны выступать в ро-
ли как репрессоров, так и активаторов, в
зависимости от конформации ядерного рецепто-
ра и локального контекста хроматина [264, 265].
Ключевую роль в этих процессах играют гистон-
деацетилазы, которые рекрутируются корепрес-
сорами [265, 266]. Таким образом, через соответ-
ствующие транскрипционные факторы коре-
прессоры специфично привлекаются к местам
активной транскрипции, где, по-видимому, осу-
ществляют тонкую регуляцию уровня транскрип-
ции, обеспечивая механизмы обратной либо сиг-
налзависимой регуляции [267].

В недавних масштабных исследованиях в ге-
номах дрозофилы, нематоды, мыши и человека
выявлены десятки тысяч регуляторных элементов
[208, 216, 268–271]. В частности, функциональ-
ный скрининг, выполненный на дрозофиле, по-
казал, что в зависимости от локального окруже-
ния хроматина, ткани и стадии развития значи-
тельная часть регуляторных элементов может
выступать и как сайленсер, и как энхансер. Деле-
ция таких элементов зачастую вызывает наруше-
ние функции соответствующих генов-мишеней
[216]. С нарушением цис-регуляторных элементов
связан широкий ряд заболеваний, при которых, в
частности, наблюдается нарушение функции ге-
нов вследствие ЭП [272, 273].

Все сказанное хорошо укладывается в совре-
менную парадигму, согласно которой метаболизм
генома представляет собой сложную иерархически
организованную саморегулирующуюся машину,
все уровни которой уравновешены и взаимосвяза-
ны [274, 275]. Регуляторные элементы генома, по-
видимому, играют важнейшую роль в этих процес-
сах, однако для детального понимания функций
регуляторных элементов в метаболизме генома не-
обходим еще существенный пласт исследований.

ГЕНОМНАЯ КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЯ
Начало эры высокопроизводительного секве-

нирования ДНК и биоинформатических методов
анализа открыло возможности полногеномного
картирования с высоким разрешением различ-
ных компонентов хроматина (в частности, опи-
санных выше) и их устойчивых комбинаций, ас-
социированных с конкретными участками гено-

ма [249, 276–278]. В результате выполнения
проектов ENCODE и modENCODE получены дан-
ные о профилях связывания различных белков и
распределениях посттрансляционных модифика-
ций гистонов в различных типах клеток дрозофи-
лы, нематоды, мыши и человека (https://www.enco-
deproject.org/) [268, 269]. Подтвердились предполо-
жения о том, что профили связывания многих
белков хроматина с геномной ДНК и ковалент-
ные модификации самих молекул ДНК являются
тканеспецифическими и в значительной мере
определяют активность генов при развитии орга-
низма, формировании тканей и дифференциров-
ке клеток. Кроме того, эти данные позволили вы-
делить в изученных геномах функциональные
хроматиновые домены – как стабильно эпигене-
тически наследующиеся и даже эволюционно
консервативные, так и претерпевающие опера-
тивные модификации при дифференцировке, на-
рушении развития и заболеваниях [270, 279–281].

Доменная организация хроматина – один из
уровней регуляции экспрессии генов, важный ме-
ханизм которого состоит в ограничении перекрест-
ного влияния регуляторных элементов генома, на-
ходящихся в контрастных состояниях хроматина
[282, 283] (см. раздел “Регуляторные элементы ге-
нома”). Неслучайное расположение материала
хромосом внутри интерфазного клеточного ядра
обнаружили еще в 1970-е годы. Методами радио-
активного мечения, а также FISH-гибридизации
в 1980-е годы показано, что каждая хромосома за-
нимает определенный пространственный ком-
партмент в объеме ядра; эти компартменты на-
званы хромосомными территориями [284–286].
Затем обнаружили, что обогащенные генами хро-
мосомы, либо отдельные их участки, как прави-
ло, располагаются ближе к центру ядра, а обед-
ненные – ближе к его периферии, и эта особен-
ность эволюционно консервативна [287–291]. В
дальнейшем выявили связь между удаленностью
того или иного участка хромосомы от центра ядра
и его GC-составом, временем репликации и ак-
тивностью генов в данном участке [292–296]. По-
скольку набор этих свойств характерен для боль-
шинства участков хромосом, располагающихся
на периферии ядра и взаимодействующих с ядер-
ной ламиной, эту зону выделили как отдельный
ядерный компартмент, а связанные с ним участки
хромосом назвали доменами, ассоциированными
с ламиной (ЛАДами) [297, 298]. В составе ЛАДов
обнаруживаются прицентромерные районы ГХ и
часть теломерных районов хромосом [299–301];
показано специфичное обогащение ЛАДов ги-
стоновыми метками репрессированного хрома-
тина – H3K9me2/3 и H3K27me3 [299, 302]. Выяв-
лены также участки ДНК размером 4–6 т.п.н., ко-
торые достаточны для связывания хроматина с
ядерной ламиной и способствуют репрессии ге-
нов. Показано, что с такими последовательностя-
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ми связывается деацетилаза гистонов HDAC3 в
комплексе с репрессором транскрипции cKrox и
белком внутреннего слоя ядерной оболочки
Lap2β, что, вероятно, инициирует установление и
распространение репрессированного статуса в
ЛАДах [303]. Другой белок внутреннего слоя
ядерной оболочки, эмерин, связывает и катали-
тически активирует HDAC3 [304, 305]. Таким об-
разом, в репрессивных механизмах в ЛАДах, по-
видимому, участвует также гистоновый код. Су-
ществует целый ряд работ, подтверждающий по-
давление экспрессии генов, входящих в ЛАДы, в
различных модельных системах. Так, показано
подавление транскрипции в теломерном локусе
дрожжей при его контактах с ядерной мембраной,
а также отдаление от ядерной мембраны Ig-локу-
са B-лимфоцитов человека перед его активацией
[295, 296]. С другой стороны, активация тран-
скрипции неактивных генов, расположенных в
ЛАДах, сопровождается деконденсацией хрома-
тина и перемещением соответствующих локусов
от периферии ядра в его центр [306–308]. При ЭП
транскрипция гена в каждой конкретной клетке
коррелирует с удалением гена от места локализа-
ции сателлитной ДНК в ГХ, расположенной на пе-
риферии ядра [309].

При том, что контакты отдельных участков
хроматина с ядерной ламиной динамичны и вза-
имосвязаны с экспрессией генов, изучение про-
цесса дифференцировки эмбриональных стволо-
вых клеток мыши выявило конститутивные
ЛАДы и интер-ЛАДы – районы генома, которые
стабильно контактируют или не контактируют с
ядерной ламиной, а также факультативные тка-
не- и стадиеспецифичные ЛАДы [306, 310]. Кон-
ститутивные ЛАДы оказались районами ГХ, наи-
более обедненными генами; их характеризует
также AT-богатый состав и насыщенность длин-
ными диспергированными повторами (Long In-
terspersed Nuclear Element, LINE) и консерватив-
ность их протяженности и расположения в гено-
мах мыши и человека [310]. Исходя из этого
предполагается, что конститутивные ЛАДы вы-
полняют роль некоего якорного каркаса для про-
странственной организации ДНК генома внутри
эукариотического ядра [300].

Помимо ЛАДов, весомая доля районов ГХ
найдена еще в одном ядерном компартменте, на-
званном ядрышко-ассоциированными доменами
(Nucleolus-Associated Domains, NAD) [311, 312].
Кроме локусов генов рРНК, которые, как долго
считалось, образуют ядрышко, этот компартмент
также содержит участки ГХ практически всех хро-
мосом [313]. Обнаружено большое перекрытие
между ЛАДами и NAD [311, 313]. NAD также обо-
гащены репрессирующими метками гистонового
кода, большинство генов в них неактивны. Пред-
полагают, что в ЛАДах и NAD хроматин находит-
ся в одном и том же, репрессированном, состоя-

нии, а распределение конкретных неактивных
районов генома между этими компартментами
происходит случайным образом. Так, показано,
что некоторые участки хромосом, ассоциирован-
ные с ядрышком в материнской клетке, могут по-
сле митотического деления оказываться на пери-
ферии ядра в дочерних клетках [311, 313]. Ряд дан-
ных говорит о том, что локализация определенных
участков генома в NAD тесно связана с возрастом
и старением [314, 315].

Разработка методов фиксации конформации
хромосомы – от 3С до Hi-C – открыла возмож-
ность сопоставить данные о составе хроматино-
вых доменов с их взаимным расположением в
ядре на уровне всего генома [218, 316, 317]. Выяв-
ляемые этими методами контактные домены –
ТАДы – часто содержат в своем составе топологи-
ческие структуры более низкого порядка, называе-
мые суб-ТАДами [318]. Так, построена карта топо-
логических взаимодействий хроматина с высоким
разрешением (до 4 т.п.н.) в эмбриональных стволо-
вых клетках и клетках-предшественниках нейро-
нов человека [319]. Установлено, что контакты ча-
ще происходят между областями хроматина внутри
ТАДов, чем между областями генома, входящими
в разные ТАДы [320]. ТАДы устойчиво сохраняют
свои границы в процессе развития организма и
дифференцировки клеток [318]. Более того,
принципы организации генома в контактные до-
мены консервативны у разных видов – от дрозо-
филы до млекопитающих [321]. ТАДы колокали-
зуются с временными доменами репликации
[322], определяют уровень транскрипции генов,
входящих в них, и служат барьером, разграничи-
вающим активность генов, принадлежащих дру-
гим доменам [250]. Оказалось, что каждый ТАД
содержит характерный преобладающий набор
эпигенетических маркеров, соответствующий
определенному состоянию хроматина [211]. С ис-
пользованием метода, совместившего Hi-C и
DamID, недавно показали, что ЛАДы соответ-
ствуют неактивной фракции ТАДов (доменам ти-
па В), а снижение количества ламина приводит к
перемещению части ЛАДов в активную фракцию
ТАДов (домены типа А) [323]. Предполагают, что
миграция районов генома в ЛАДы из активного
домена типа А способствует ограничению досту-
па транскрипционных факторов к промоторам
генов, расположенных в ЛАДах [324]. Нарушения
ядерной компартментализации и границ ТАДов
выявляют при различных заболеваниях человека
и разных видах рака [250, 325–327]. Все эти дан-
ные указывают на важность изучения не только
нарушений функции отдельных генов, но и от-
слеживания эпигенетических эффектов, в част-
ности, пространственной организации генома
внутри ядра.

Недавно обнаружили существенную роль био-
физических свойств хроматина в его простран-
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ственной организации внутри ядра [328]. Выявле-
ны характеристики ГХ доменов, сходные со свой-
ствами капель жидкости, которые обусловлены
высокой склонностью белка HP1 к олигомериза-
ции и физическими свойствами таких конгломе-
ратов [329–331]. На данный момент эти свойства
объясняют динамическую устойчивость районов
ГХ и присущий им эффект “спрединга”. Очи-
щенные белки HP1a дрозофилы и HP1α человека
in vitro способны к разделению жидких фаз (Liquid-
Liquid Phase Separation, LLPS) и самопроизвольно-
му формированию безмембранных обособленных
капель [330]. В ядре, по-видимому, за счет фазового
разделения транскрипционные факторы задержи-
ваются на поверхности таких ГХ капель, в то время
как связанная с нуклеосомами ДНК проникает
внутрь капель беспрепятственно [330, 332, 333].
Предполагают, что ГХ капли могут сливаться, да-
же если они сформировались на отдаленных
участках генома [334, 335]. Домены активного
хроматина также формируют компартменты с
жидкостными свойствами, которые заключают в
себе машину транскрипции и склонны к слия-
нию, сближая, например, промоторы с энхансе-
рами [336, 337]. В этой связи стоит отметить, что у
млекопитающих обнаружены суперэнхансеры –
регуляторные элементы очень большой протя-
женности (с медианным размером в несколько
десятков т.п.н.), которые состоят из наборов от-
дельных энхансерных элементов, способных вза-
имодействовать друг с другом в пространстве и
интегрально усиливать транскрипционную ак-
тивность множественных генов-мишеней [338].
Количество суперэнхансеров в клетке на 1–2 по-
рядка меньше обычных энхансеров, при этом их
мишенями часто становятся гены, определяющие
идентичность клетки [338, 339]. Функционирова-
ние суперэнхансеров определяется способностью
транскрипционных мастер-факторов (master tran-
scription factors) привлекать хроматин-ремоделиру-
ющие факторы, коактиваторы, в том числе способ-
ные ковалентно модифицировать гистоны, а также
другие факторы транскрипции [338, 340]. Высо-
кая локальная концентрация по крайней мере не-
которых из перечисленных факторов обеспечива-
ет разделение жидких фаз и пространственную
компартментализацию суперэнхансеров и сбли-
женных с ними промоторов генов-мишеней
[338–340]. Комбинация методик фазового разде-
ления хроматина и Hi-C открыла возможность
сравнительного анализа всех типов простран-
ственных взаимодействий внутри ядра. Оказалось,
что как домены активного и репрессированного
хроматина, так и ТАДы, ранжируются по стабиль-
ности и длительности существования [341].

Таким образом, процессы, которые регулиру-
ются пространственной структурой генома, взаи-
мосвязаны с процессами установления простран-
ственной структуры хроматина в ядре, по-видимо-

му, в обоих направлениях. Развитие современных
методов исследований сформировало базу для раз-
работки новых методов масштабного изучения и
сравнительного анализа как роли локального со-
стояния хроматина, так и отдельных функциональ-
ных элементов генома в регуляции экспрессии ге-
нов. Эта база может широко использоваться для
изучения эпигенетических эффектов, в частности
генов ЭП, у различных организмов.

КЛИНИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ЭФФЕКТА 
ПОЛОЖЕНИЯ ГЕНА

При заболеваниях человека, связанных с ЭП
генов, наблюдается перемещение (путем пере-
строек) регуляторных элементов либо их удале-
ние (в результате делеции), а также перемещение
гена посредством перестроек и делеций в кон-
трастное состояние хроматина. Кроме того, выяв-
лены различные отклонения в формировании ГХ:
нарушение экспрессии генов, обусловленное их ге-
терохроматинизацией (при перестройках либо в
результате локальной экспансии (увеличения чис-
ла) повторенных последовательностей); сверх-
экспрессия генов, связанная с уменьшением ко-
личества ГХ [342, 343].

В число заболеваний человека, связанных с
ЭП генов, входят некоторые виды рака, патоло-
гии развития, чаще всего вызванные перестрой-
ками хромосом (транслокациями, инверсиями и
делециями), в том числе соматических, и широ-
кий ряд нейродегенеративных заболеваний, обу-
словленных экспансией коротких повторов в про-
моторных областях определенных генов. Злокаче-
ственные гемопатии, как правило, возникают
вследствие приобретенных соматических пере-
строек, чаще всего, транслокаций. При этих забо-
леваниях вовлеченный в перестройку ген зачастую
подпадает под влияние энхансерной либо же про-
моторной области другого гена, что приводит к из-
менению уровня и паттерна экспрессии первого
гена [344]. В качестве типичного примера можно
привести неходжкинскую лимфому Беркитта,
при которой ген c-MYC (Хр. 8) в результате транс-
локации попадает под влияние энхансера гена тя-
желой цепи иммуноглобулина в хромосоме 14,
что приводит к сверхэкспрессии c-MYC в B-лим-
фоцитах [345]. Подобные случаи ЭП, связанные с
влиянием чужеродных регуляторных элементов,
выявлены в случае генов BCL2 при фолликуляр-
ной лимфоме и BCL6 при диффузной В-крупно-
клеточной лимфоме [346, 347]. Еще один пример
заболеваний, обусловленных перемещением гена
в другое состояние хроматина – медуллобласто-
мы 3 и 4 групп, наиболее частая причина детской
смертности от рака. При медуллобластомах выяв-
лена сверхэкспрессия генов GFI1 и GFI1B, кото-
рые переносятся соматическими перестройками
из репрессированных районов генома в области,
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обогащенные ацетилированными H3K9 и H3K27,
ассоциированные с суперэнхансерами [348].

Ряд заболеваний, входящих в класс заболева-
ний со сбалансированными хромосомными абер-
рациями (BCA), связан с перестройками, точки
разрыва которых расположены на расстоянии до
400 т.п.н. как выше, так и ниже гена, подвержен-
ного ЭП в результате этих перестроек [349, 350]. В
отдельных случаях ЭП может, по-видимому, рас-
пространяться на 1 млн.п.н. и даже более от точки
разрыва перестройки (табл. S2, см. Приложение
на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2022/3/supp_Boldyreva_rus). Что интересно, на
расстоянии от 400 до 800 т.п.н. от точек разрыва
хромосомных перестроек не находили. Это может
объясняться присутствием критических регуля-
торных элементов в этих областях (вероятно, су-
перэнхансеров), поскольку их удаление приводит
к летальным нарушениям. Вторым объяснением
может быть роль пространственной структуры хро-
матина, а не цис-элементов, нарушение которой
может существенно влиять на ядерную компарт-
ментализацию. На текущий момент известно око-
ло 40 синдромов и заболеваний человека, которые
развиваются при нарушении экспрессии генов в
результате ЭП, для большинства из этих генов най-
дены мутации со сходными фенотипическими
проявлениями [343].

Еще одна распространенная причина заболе-
ваний, связанных с ЭП генов, – изменение числа
тандемных повторов в промоторных или 5′-не-
транслируемых районах генов, что приводит к на-
рушению их экспрессии [98, 351]. В настоящее вре-
мя известно около 50 таких заболеваний человека
(чаще всего дегенеративных), которые характери-
зуются тяжелым течением, тогда как эффективных
методов их лечения и предотвращения пока не су-
ществует. Повторяющиеся последовательности со-
ставляют по различным оценкам от 50 до 70% гено-
ма человека [352, 353]. К тандемным повторам от-
носят такие участки генома, в которых две и более
копии повторенной последовательности ДНК
ориентированы голова-к-хвосту. По длине по-
вторенного мотива (единицы повтора) эти после-
довательности делят на микросателлиты (повтор
1–6 п.н.), минисателлиты (7–100 п.н.) и макроса-
теллиты (100 п.н. и более) [351, 354, 355]. Самые
короткие тандемные повторы (тринуклеотиды)
составляют 1–3% протяженности генома челове-
ка [352, 355]. Микросателлитами часто обогаще-
ны промоторные районы генов [356, 357], включая
гены, существенные для нейрогенеза, дифферен-
цировки нейронов, развития нервной системы и
адгезии клеток [358]. Наиболее распространенные
в геноме человека микросателлиты (более трети
всех микросателлитов, 36.4%) представлены A/T-
богатыми мотивами, а в промоторных областях
генов человека часто локализуется CCG/CGG
(74% случаев этого сателлита в геноме), хотя его

представленность в геноме в целом очень невели-
ка (менее 1% от всех обнаруженных микросател-
литов) [357]. Похожий мотив CCCG/CGGG об-
наруживается преимущественно (62%) также в
промоторных областях генов человека. Микро-
саттелиты CCG/CGG высоко консервативны у
млекопитающих, тогда как другие G/C-богатые
мотивы не относятся к консервативным [359].
Экспансия именно CCG/CGG часто приводит к
развитию заболеваний, связанных с гетерохрома-
тинизацией генов в результате ЭП (табл. S3). По
числу копий все тандемные повторы в одних и тех
же геномных локусах сильно варьируют у разных
лиц и могут влиять на уровень активности генов
[94, 356–358, 360–364]. Механизм репрессии ге-
нов, подверженных гетерохроматинизации в ре-
зультате экспансии сателлитов, по-видимому,
аналогичен механизмам инактивации тандемных
вставок трансгенов, которая осуществляется эпи-
генетически и приводит к гетерохроматинизации
как самих повторенных последовательностей, так
и прилежащих участков генома (генов) [365, 366].
Ключевую роль в этом процессе у млекопитаю-
щих играет метилирование ДНК GC-богатых по-
второв [94, 367, 368]. Считается, что число копий
тандемных повторов может легко уменьшаться
или увеличиваться за счет ошибок в ходе репли-
кации или репарации ДНК, и неравной рекомби-
нации [98, 342, 369, 370]. Важно отметить, что ча-
стота других мутаций, например, однонуклеотид-
ных замен (SNP) намного ниже, чем частота
изменения числа копий коротких повторов в ге-
номе [371–375]. Вклад различных тандемных по-
второв в развитие заболеваний, связанных с рас-
стройствами аутистического спектра (ASD, Autis-
tic Spectrum Disorders) оценен в недавних работах
[376, 377]. Анализ 17231 геномов индивидов с вновь
диагностированными ASD, членов семей с боль-
ными ASD, а также здоровых людей (популяцион-
ный контроль) с использованием алгоритма Expan-
sionHunter Denovo, детектирующего повторы с
длиной мотива от 2 до 20 п.н., выявил 37865 тан-
демно повторенных мотивов в 31793 разных локу-
сах генома человека. В богатых генами участках
генома тандемные повторы наиболее часто обна-
руживались в областях, прилежащих (на расстоя-
нии около 1 т.п.н.) к точкам инициации тран-
скрипции либо в 5'-нетранслируемых областях.
Интересно отметить, что 2588 участков генома с
экспансией тандемных повторов, выявленных в
этой работе у индивидов с ASD, находятся в ге-
нах, вовлеченных в развитие нервной и сердечно-
сосудистой систем, а также мышечной ткани [99].
С помощью биоинформатического метода Mon-
STR показано возникновение 35 новых полиморф-
ных тандемных повторов, из которых 25 найдены в
геномах больных ASD. Большинство таких повто-
ров локализовано вблизи генов PDCD1, KCNB1,
AGO1, CACNA2D3, FOXP1, RFX3 и MED13L, мута-
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ции в которых, как показано ранее, ассоциирова-
ны с заболеваниями ASD [376]. Результаты еще од-
ного сравнительного анализа 544 геномов подтвер-
дили, что значительная часть уникальных локусов
CCG/CGG-микросателлитов (всего в геноме чело-
века их чуть более 6000) расположена в 5'-нетранс-
лируемых областях генов (1836), экзонах (1529)
или в непосредственной близости от промотор-
ных областей (849). Такие повторы идентифици-
рованы либо внутри генов, либо рядом с ними
(всего 4370 генов), 410 из этих генов, как показано
ранее, связаны с заболеваниями нервной систе-
мы человека [377].

Молекулярные механизмы патогенеза заболе-
ваний, связанных с ЭП, нередко имеют комплекс-
ную природу, в них может участвовать не только
ЭП, но и другие нарушения, что осложняет выяв-
ление роли ЭП. Так, недавно обнаружили допол-
нительные механизмы лице-плече-лопаточной
миодистрофии Ландузи–Дежерина – считающе-
гося классическом примером ЭП. Снижение чис-
ла копий теломерных повторов, наблюдаемое при
этом заболевании, приводит к уменьшению ко-
личества ГХ и сверхэкспрессии генов в норме ре-
прессированных теломерным ГХ. У здоровых лю-
дей в прителомерном районе хромосомы 4 нахо-
дится около 100 копий макросателлита D4Z4
(единица повтора длиной 3.3 т.п.н.), в то время
как у больных таких копий лишь 1–10 [378–381],
и в клетках мышц повышена экспрессия генов
FRG1, FRG2 и ANT1, расположенных рядом с об-
ластью повторов D4Z4 [382]. Исходя из данных,
полученных на мышиных моделях, предположи-
ли, что наиболее вероятной причиной появле-
ния симптомов миодистрофии Ландузи–Деже-
рина можно считать сверхэкспрессию гена FMRG1
[383], которая сопровождается также нарушени-
ем сплайсинга генов, специфичных для мышц
[384].

Экспансия микросателлитных повторов при-
водит к развитию ряда моногенных заболеваний
человека (табл. S3 Приложения). Заболевание
проявляется, когда экспансия превышает некий
критический пороговый уровень, который силь-
но варьирует и специфичен для конкретной пато-
логии. Одним из первых таких заболеваний стал
синдром Мартина–Белл (синдром ломкой X хро-
мосомы), при котором умственная отсталость со-
провождается также нарушениями аутистическо-
го спектра [385]. В норме число тринуклеотидов
CGG в 5'-нетранслируемой области гена FMR1
варьирует от 5 до 44, тогда как у больных находят
более 200 копий CGG [386, 387]. Репрессия гена
FMR1 обусловлена гиперметилированием промо-
тора и 5'-нетранслируемой области этого гена
[388]. Ген FMR1 кодирует РНК-связывающий бе-
лок FMRP, участвующий в метаболизме (транс-
ляции, транспорте и стабильности) мРНК [389].
Недавно в модельной системе показали возмож-

ность участия микроРНК в механизме репрессии
гена FMR1 [390], что также свидетельствует о слож-
ных молекулярных механизмах ЭП, связанных с
экспансией микросателлитов.

Понимание молекулярных механизмов ЭП
имеет большое значение и для выявления и лече-
ния ретровирусных инфекций, в первую оче-
редь, ВИЧ. ВИЧ не только активно реплициру-
ется в инфицированных Т-лимфоцитах, он мо-
жет переходить в латентную фазу вплоть до
недетектируемого уровня, в результате чего со-
храняется в клетках человека и способен про-
явить себя по окончании антиретровирусной те-
рапии (АРТ) [96, 391]. ВИЧ может переходить в
латентное состояние на двух этапах: пре- и
постинтегративном. Прединтегративное (эпи-
сомное) латентное состояние возникает, когда
цикл репликации ВИЧ прерывается до события
интеграции вирусной кДНК в геном клеток чело-
века [392]. Эписомная кДНК ВИЧ может быть
линейной или кольцевой, но обычно она обнару-
живается в течение недолгого времени, хотя та-
кие формы провируса способны и дольше сохра-
няться в макрофагах или в клетках головного моз-
га, тем не менее, клинически эти формы менее
значимы, чем интегративная латентность ВИЧ
[393–395]. Интегративная латентность ВИЧ воз-
никает в результате блокировки ядерного экспор-
та вирусной РНК и трансляции белков вирусной
оболочки. В значительной степени ВИЧ подавля-
ется еще на уровне транскрипции, что делает про-
вирус трудно детектируемым [396–398]. Для
элиминации клеток с латентными провирусами
применяют соединения-реактиваторы, которые
запускают процессы репликации и наработки
вирусных частиц в клетке, делая ее уязвимой для
АРТ. Однако оказалось, что вследствие влияния
локального окружения хроматина и регулятор-
ных элементов генома такие препараты активи-
руют только определенные группы провирусов, а
значительная их часть сохраняется в латентном
состоянии [399]. На сегодняшний день это явля-
ется главной причиной, затрудняющей полное
удаление ВИЧ. Поэтому изучение эпигенетиче-
ских механизмов инактивации провируса ВИЧ
служит целям поиска и разработки новых подхо-
дов к диагностике и лечению ВИЧ-инфекции.
Значительный прогресс обеспечило использова-
ние штрихкодированных провирусов ВИЧ, осно-
ванное на методе TRIP (см. раздел “Новые мето-
ды изучения эффекта положения”). Этот метод
позволяет не только определить места встраивания
ретровируса в геном и детектировать уровень его
экспрессии в зависимости от локального окруже-
ния хроматина, но также выявить предрасполо-
женность к выходу из латентного состояния при
применении того или иного реактивирующего
соединения [391].
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Транскрипция ВИЧ представляет собой слож-
ный механизм, в котором участвуют как вирус-
ные, так и клеточные факторы. Провирус ВИЧ
нарабатывает короткие зрелые транскрипты, ко-
дирующие трансактиватор (TAT) и регулятор экс-
прессии вириона (REV). Когда количество тран-
сактиватора TAT достигнет определенного поро-
га, он связывается с вирусной РНК, инициируя
транскрипцию на промоторе провируса путем
рекрутирования комплекса факторов элонгации
(P-TEFb), состоящего из циклинзависимой ки-
назы 9 (CDK9) и циклина T1 [400, 401]. Для акти-
вации РНК-полимеразы II должно произойти
высвобождение CDK9 и связывание NELF (Neg-
ative Elongation Factor) и DSIF (DRB Sensitivity In-
ducing Factor) [402]. ТАТ также связывает белок
PBAF (Polybromo-associated BRG-Associated Fac-
tor), ремоделирующий хроматин, который, по-
видимому, обеспечивает открытую конформа-
цию хроматина в месте встраивания провируса
[403]. Нарушения этого механизма активации
провируса приводят к переходу ВИЧ в латентное
состояние. Так, фосфорилирование TAT киназой
CDK2 приводит к задержке инициации тран-
скрипции провируса [404]. Транскрипция прови-
руса также зависит от наличия и соотношения
транскрипционных факторов и транскрипцион-
ных репрессоров клетки-хозяина. Ядерный фак-
тор NF-κB, участвующий в активации Т-клеток,
может активировать транскрипцию ВИЧ даже в от-
сутствие белка TAT [405]. В таких клетках включа-
ется механизм обратной регуляции, опосредован-
ный NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells), и на-
капливается фосфорилированная форма TAT
[406, 407].

В инактивацию провируса ВИЧ вовлечен ряд
белков, участвующих в процессах эпигенетической
репрессии. В их число входят YY1 и LSF [408], ко-
торые действуют как модификаторы ЭП. Фактор
CBF способен связываться с промотором провиру-
са ВИЧ и эпигенетически подавлять транскрип-
цию, рекрутируя гистон-деацетилазы [409, 410].
Показана существенная зависимость активности
провирусов от эпигенетического состояния хро-
матина в районах встроек и влияние метилирова-
ния CpG в промоторе провируса ВИЧ, которое
препятствует доступу транскрипционных факто-
ров [90, 411]. Показано, что вставки провируса
ВИЧ чаще происходят в районы открытого хро-
матина [412–414]. Недавно обнаружили, что эн-
догенные ретровирусы (остатки копий ретрови-
русов, внедрявшихся в геномную ДНК когда-ли-
бо ранее) человека могут взаимодействовать с
экзогенными вирусами, включая ВИЧ. Возможна
как сборка химерных вирусных частиц из белков
и РНК эндогенных и экзогенных вирусов, так и ре-
активация латентного провируса [415–417]. Кроме
того, эти события могут приводить к интеграции
в геном кДНК невирусного происхождения [418].

Для группы ретровирусов человека hsERV пока-
зано, что остатки ретровирусов в геноме млеко-
питающих могут играть роль энхансеров эндоген-
ных генов [419]. Предполагается, что в эволюции
белоккодирующих генов [419] они играют роль,
сходную с ролью тандемных повторов [363]. В
связи с этим разрабатываются альтернативные
терапевтические стратегии, направленные на
эпигенетическую инактивацию провирусов в ге-
номе инфицированных клеток [397].

НОВЫЕ МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ
ЭФФЕКТА ПОЛОЖЕНИЯ

В последние десятилетия кардинально расши-
рились возможности изучения и анализа влияния
локального окружения хроматина на экспрессию
генов. Методы, основанные на анализе корреля-
ций экспрессии генов и полногеномных профи-
лей распределения белков хроматина, позволяют
выявлять закономерности на уровне всего генома
(см. раздел “Геномная компартментализация”). C
другой стороны, совершенствуются методы созда-
ния и внедрения генно-инженерных конструкций,
а также культивирования клеточных линий раз-
личного происхождения и генотипа. Революцион-
ными стали методы мультиплексного анализа
TRIP и MPRA (Massive Parallel Reporter Assay), ос-
нованные на использовании ДНК-штрихкодов и
позволяющие одновременно анализировать экс-
прессию одного и того же репортерного гена во
множестве разных локальных хроматиновых кон-
текстов и функционирование множества разных
вариантов регуляторных последовательностей
[72, 216, 271] (рис. 4а). С помощью этих подходов
определена способность различных цис-регуля-
торных мотивов ДНК влиять на активность близ-
лежащих и удаленных генов, которая в большой
степени варьирует в зависимости от типа клеток и
значительно зависит от локальной конформации
хроматина [420].

На основе MPRA получил новый виток разви-
тия такой классический метод изучения состоя-
ний хроматина, как определение плотности упа-
ковки нуклеосом [421, 422] (рис. 4б). В частности,
показана зависимость между посадкой различ-
ных факторов транскрипции и формированием
закрытого либо открытого состояния хроматина
на промоторах разного типа [423]. А один из но-
вых методов, MIAA (Multiplexed Integrated Acces-
sibility Assay), позволил массово анализировать
способность различных мотивов ДНК формиро-
вать открытую конформацию хроматина, кото-
рая, как правило, связана с активацией экспрес-
сии генов [424]. В этой методике химеры исследу-
емых белков с ДНК-аденин-метилтрансферазой
Dam Escherichia coli метилируют GATC-мотивы в
геномной ДНК. Усовершенствованный вариант
этого метода – MadID, основан на использова-
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нии неспецифичной ДНК-аденин-метилтранс-
феразы M.EcoGII E. coli, что позволяет иденти-
фицировать контакты исследуемого белка с ге-
номной ДНК практически в любом хромосомном
контексте, в частности, в участках ГХ, обеднен-
ных мотивами GATC [425].

Современный арсенал методов молекулярной
генетики позволяет использовать различные под-
ходы и их комбинации для функциональной дис-
секции механизмов ЭП, и выявлять роль отдель-
ных генов и их продуктов в этих механизмах. Так,
проведенные за последнее десятилетие крупно-
масштабные скрининговые исследования с ис-
пользованием генных ловушек позволили выявить

и охарактеризовать несколько десятков генов-мо-
дификаторов ЭП у млекопитающих, включая чело-
века [74–76, 195, 200] (рис. 3б, 3в). Вставки репор-
терных конструкций различного дизайна в геномы
культивируемых клеточных линий используются
для изучения способности конкретных участков
генома влиять на уровень экспрессии генов и вы-
зывать их ЭП [77–80]. Системы регулируемой ин-
дукции экспрессии репортерного гена позволяют
точно определить ту интенсивность экспрессии
трансгена, которая может противостоять гетеро-
хроматинизации при ЭП. Так, с использованием
системы на основе дрожжевых белков GAL4 и
термочувствительного варианта белка GAL80ts

Рис. 4. Принцип и возможности экспериментальных подходов TRIP и MPRA. а – Штрихкодированные репортерные
конструкции, которые содержат ограниченный набор разных промоторных элементов, интегрируются в случайные
локусы генома клеток при помощи векторов на основе ДНК-транспозонов или лентивирусов. В дальнейшем карти-
руют сайты вставок репортерных конструкций и определяют уровень их транскрипционной активности. б – Штрих-
кодированные конструкции, несущие огромное разнообразие последовательностей промоторных элементов, инте-
грируются в один и тот же локус генома посредством гомологичной или сайт-специфической рекомбинации. После-
дующие измерения степени доступности промоторной ДНК могут быть выполнены на единичных клетках.
Штрихкоды служат универсальными метками как последовательностей ДНК (а и б), так и сайтов их локализации в ге-
номе (а). ПР – промотор, ШК – штрихкод, ИП – исследуемая последовательность ДНК, ОРС – открытая рамка счи-
тывания.
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(ингибитор GAL4) показано, что увеличение экс-
прессии репортерного трансгена в 100 и более раз
от фонового уровня препятствует ГХ репрессии в
случае транс-инактивации, вызываемой инвер-
сией In(2)A4 у дрозофилы [426].

В качестве удобной модели для функциональ-
ной диссекции механизмов генной репрессии у
человека используют культивируемые клетки, со-
держащие условно гаплоидный набор хромосом
[427]. Для поиска генов, вовлеченных в изучае-
мый молекулярный механизм, разработаны не-
сколько вариаций метода генной ловушки. Этот
метод заключается в массовом повреждении ге-
нов лентивирусными вставками с последующим
функциональным скринингом и идентификаци-
ей сайтов вставок провирусов (поврежденных ге-
нов) [202, 203]. Большие возможности для изуче-
ния ЭП у человека открывает молекулярная ха-
рактеристика сбалансированных хромосомных
аномалий (Balanced Chromosomal Abnormalities,
BCA). Анализ геномов пациентов с ВСА позво-
ляет, в частности, обнаружить скомпенсированные
случаи ЭП и определить хромосомные перестрой-
ки, а также возможное образование химерных тран-
скриптов в результате хромосомных перестроек, с
точностью до нуклеотида [326, 428, 429].

Третье поколение технологий секвенирования
ДНК (TGS) открыло возможности непрерывного
прочтения длинных последовательностей, в том
числе, высоко повторенных фрагментов ДНК
(Pacific Biosciences (PacBio) и Oxford Nanopore
Technologies (ONT)), обеспечив, тем самым, про-
рыв в изучении роли тандемных повторов в разви-
тии заболеваний человека. Так, сравнительный
анализ более 500 индивидуальных геномов вы-
явил более 6000 уникальных локусов повторов,
значительная доля которых расположена в непо-
средственной близости к промоторным областям
генов, а также сильно варьирует по длине. Такие
повторы идентифицированы либо внутри, либо
рядом более чем с 4000 генов, лишь десятая часть
которых, как показано ранее, связана с заболева-
ниями нервной системы человека [377]. TGS от-
крывает новые горизонты исследований распро-
странения тандемных повторов в геноме человека
и их роли в развитии различных заболеваний.

Получение и накопление больших массивов
данных секвенирования геномов и необходимость
сравнительного анализа данных, полученных от
большого числа индивидов, влечет за собой актив-
ную разработку новых методов обработки и биоин-
форматического получения мета-данных. Напри-
мер, с помощью метода MonSTR можно сравнивать
данные полногеномного секвенирования выборки
геномов, полученных от пациентов с подтвержден-
ным диагнозом ASD и их родителей. Этот подход
позволил также идентифицировать и охарактери-
зовать полиморфизмы коротких тандемных по-

второв, возникающих de novo, и связанных
прежде всего с изменением числа таких повто-
ров в конкретном локусе. Таким образом выяв-
лено возникновение 35 новых полиморфизмов
тандемных повторов, из которых 25 найдены в
геномах больных ASD. Большинство таких по-
лиморфизмов располагаются вблизи генов, му-
тации которых ассоциированы с заболеваниями
класса ASD [376].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

История исследований ЭП гена насчитывает
без малого 100 лет. Этот феномен демонстрирует
фундаментальные различия между активным и ре-
прессированным хроматином. ЭП генов представ-
ляет собой изменение лишь эпигенетического со-
стояния, не связанного с мутациями или делеция-
ми самого гена. Различные виды ЭП удобно
использовать для исследования и характеристики
молекулярных процессов, лежащих в основе уста-
новления и переключения эпигенетического со-
стояния. Современный арсенал методов полноге-
номных исследований и новые возможности мас-
сового молекулярного моделирования вместе с
инструментами биоинформатического анализа от-
крывают новые перспективы изучения эпигенети-
ческих механизмов генной репрессии и регуляции,
в частности, с использованием ЭП гена как уни-
кальной модельной системы.

Учитывая перспективы широкого внедрения
генной инженерии и геномного редактирования
как методов терапии генетических нарушений,
необходимо иметь максимально точные пред-
ставления о путях взаимного влияния генетиче-
ского и эпигенетического уровня функциониро-
вания генома. Вводя трансгенные конструкции в
ту или иную геномную локацию, нужно быть уве-
ренным, во-первых, в безопасности и нейтраль-
ности такого внедрения для сохранения локаль-
ного состояния хроматина, а во-вторых, обеспе-
чить правильный уровень и паттерн экспрессии
трансгена в условиях эпигенетического влияния
локального геномного контекста. С этой, практи-
ческой, точки зрения безусловно важно доско-
нально понимать законы и механизмы эпигене-
тической регуляции и геномного метаболизма эу-
кариотической клетки.
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Position effect variegation (PEV) is a change in gene expression level resulting from an epigenetic state switch.
This effect can be observed when a gene has been moved by chromosomal rearrangements or in the case of
identical transgenic constructs being inserted into different regions of the genome. Position effect of a gene
results in a significant change of expression level of the same gene depending on its position in the genome.
Eukaryotic genome has domain organization, thus the activity of genes within these domains depends not on-
ly on DNA sequence of a gene, but also on the state of the surrounding chromatin, i.e. is regulated epigeneti-
cally. Chromatin is a complex of DNA, RNA, and associated structural and regulatory proteins. The epigen-
etic status of chromatin depends on: the replication time of a given genomic region, particular regulatory
DNA motifs, contacts with the inner nuclear envelope (lamina) and other chromosome regions (topological-
ly associated domains). Position effect thereby provides a unique tool for study and dissection of molecular
and biochemical processes underlying the establishment and switching of the epigenetic states. Understanding
the molecular mechanisms of the position effect in human is also important for the clinical implication – for
the detection and treatment of retroviral infections, since the local chromatin state may result in the latent
state of an infection such as HIV1. Besides, a large number of human neurodegenerative diseases are caused
by epigenetic gene inactivation due to expansion of short repeats. Finally, in terms of use gene therapy meth-
ods, it is important to develop approaches that can accurately provide the particular required level of the
transgene expression.

Keywords: position effect variegation, PEV, modifiers of position effect, epigenetic state, chromatin, histone
code, regulatory elements of the genome, Drosophila, mammals, human diseases
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Популяция митохондрий в клетках эукариот отличается неоднородностью. Гетерогенность мито-
хондрий может быть определена как вариация тех или иных характеристик митохондрий в пределах
одной или разных клеток. Различия между митохондриями могут быть отнесены к негенетическим
(структурно-морфологические и биоэнергетические особенности) или к генетическим (различия в
числе копий или в последовательности митохондриальной (мт) ДНК). Изменения в последователь-
ности мтДНК могут находить отражение в явлении гетероплазмии, то есть сосуществовании в клет-
ке/организме различных митохондриальных генотипов. В обзоре рассмотрены особенности организа-
ции и динамики хондриома клеток растений в сравнении с другими таксономическими группами
организмов. Особое внимание уделено причинам и механизмам, ведущим к митохондриальной
гетерогенности, феномену гетероплазмии у растений и возможности функциональной специали-
зации у митохондрий, а также роли этих процессов для всего организма. Анализ многочисленных дан-
ных показывает, что причиной неоднородного состояния митохондрий в клетке могут быть разные
факторы, в том числе видоспецифические особенности процессов митохондриальной динамики, отве-
чающие за гомогенность популяции этих органелл клетки.

Ключевые слова: митохондриальная динамика, гетерогенность митохондрий, митохондриальная
популяция, митохондриальная ДНК, гетероплазмия, комплементация, рекомбинация
DOI: 10.31857/S0026898422020185

ВВЕДЕНИЕ
В клетках эукариотических организмов мито-

хондрии выполняют важнейшие функции, такие
как осуществление энергетического метаболизма
клетки, запуск клеточной дифференцировки и
инициирование гибели клеток. Известно, что ми-
тохондрии в клетке могут различаться своей мор-
фологией (форма, размер, плотность) и структу-
рой (сферические, удлиненные, разветвленные
органеллы). Различия в морфологии и структуре
хондриома клетки находятся в прямой зависимо-
сти от видовой принадлежности и стадии разви-
тия эукариотического организма, клеточной и
тканевой специализации или метаболического
состояния клетки [1]. Структура и функции хон-
дриома зависят от стадии биогенеза органелл, ми-
тотической сегрегации, влияющей на локализацию
органелл в клетке, и опосредуются консерватив-
ным среди всех эукариот механизмом митохондри-
альной динамики. Этот механизм включает в се-

бя два взаимосвязанных процесса: деления и
слияния митохондрий [2], ‒ которые во многом
определяют морфологическую пластичность ор-
ганелл [3]. В соматических клетках растений ми-
тохондриальную популяцию чаще всего состав-
ляют дискретные органеллы. Их структура под-
держивается определенным балансом между
процессами деления и слияния, который у рас-
тений, по всей видимости, смещен в сторону де-
ления.

Наряду с ядром, хоть и в несопоставимом по
объему количестве, митохондрии несут наслед-
ственную информацию. Для наследственной ин-
формации характерны два взаимодополняющих
параметра: стабильность и изменчивость. Баланс
стабильности и вариативности цитоплазматиче-
ской наследственности осуществляется при уча-
стии процессов слияния-деления. Благодаря этому,
в клетке поддерживается гомогенность митохон-
дриальной популяции и сохраняется стабильность

Сокращения: мтДНК ‒ митохондриальная ДНК; ЦМС ‒ цитоплазматическая мужская стерильность; ЭР ‒ эндоплазмати-
ческий ретикулум.
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наследования генетической информации, но в то
же время и разнообразие органелл. Митохондри-
альная гетерогенность определяется различиями
в составе и числе копий генома, в активности не-
которых ферментов, в эффективности транспор-
та макромолекул [4‒7]. Так, например, процесс
импорта белков и нуклеиновых кислот в мито-
хондрии, влияющий на генетическую систему
этих органелл и их биогенез, может иметь разную
эффективность в зависимости от вариаций в бел-
ково-липидном составе митохондриальных мем-
бран [5, 8, 9]. В частности, как нами показано ра-
нее [7], субфракции митохондрий из различных
растительных источников обладают неодинако-
вой способностью к импорту ДНК.

Существование подобных взаимосвязей, а так-
же наличие поразительного разнообразия мито-
хондрий растений позволяет сделать предположе-
ние о существовании возможной функциональной
специализации растительных митохондрий. Ми-
тохондриальная гетерогенность может быть ситуа-
тивной, как в случае биогенеза/этапов клеточно-
го цикла, адаптивной – как реакция на стресс,
функциональной – связанной с особенностями
протекания энергетических процессов или при
воспроизводстве генетической информации,
или регуляторной – при взаимодействии с дру-
гими органеллами. Важную роль во взаимодей-
ствии между органеллами в меняющихся усло-
виях окружающей среды или стресса играет пе-
редача сигналов между митохондриями и ядром
[2], митохондриями и хлоропластами [10]. В тка-
нях растений митохондрии часто визуализируют
вблизи хлоропластов [11, 12], что, как предполага-
ется, способствует обмену метаболитами и продук-
тами дыхания. Нарушения в динамике органелл
ведут к драматическим последствиям: у животных
они приводят к метаболической дисфункции и за-
болеваниям [13], у растений ‒ к дефектам роста и
фотосинтеза, возникновению мужской стерильно-
сти [14].

Несмотря на важность понимания того, как
происходит контроль и поддержание гетероген-
ного состояния популяций митохондрий у расте-
ний, многие вопросы по-прежнему остаются от-
крытыми. В обзоре рассмотрены механизмы, ле-
жащие в основе формирования генетической и
негенетической гетерогенности митохондрий
растений в сравнении с млекопитающими и/или
дрожжами, приводятся аргументы в пользу клю-
чевой роли особенностей митохондриальной ди-
намики, ответственной за поддержание стабиль-
ного воспроизводства новых единиц хондриома
и генерацию гетерогенного состояния митохон-
дриальной популяции. Кроме того, мы обсужда-
ем возможность функциональной специализа-
ции митохондрий ‒ выявление механизмов ее
возникновения и поддержания позволит суще-
ственно углубить понимание феномена мито-

хондриальной гетерогенности и ее роли для орга-
низма растения.

ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ПОПУЛЯЦИИ 
ИЗОЛИРОВАННЫХ МИТОХОНДРИЙ

На протяжении нескольких десятилетий изу-
чения митохондрий различных организмов ши-
рокое применение находили методы разделения
грубой фракции изолированных органелл в гра-
диенте плотности сахарозы или перколла, что
позволяло не только проводить их очистку, но и
выделять отдельные митохондриальные субфрак-
ции или субпопуляции. Так, например, из гомо-
гената печени млекопитающих были выделены
две митохондриальные фракции, различающиеся
коэффициентом седиментации в градиенте плот-
ности сахарозы, ‒ так называемые “тяжелая” и
“легкая” фракции [15, 16]. В cпециализиpован-
ныx клеткаx оpганов животныx (печень, мышцы,
cеpдце, почки и дp.) обнаружено тpи популяции
оpганелл: молодые пpотомитоxондpии (диа-
метpом от 0.1 до 0.45 мкм), зpелые митохондрии
(~1 мкм) и cтаpые поcтмитоxондpии (~2 мкм) [17,
18]. Cоотношение этиx тpеx популяций завиcело
от вида клеток, возpаcта и pяда дpугиx паpаметpов
[17]. Для протомитохондрий были показаны бо-
лее выcокие активноcти ряда ферментов, но сни-
женное содержание цитоxpомов. Таким образом,
очевидно, что популяция митохондрий в клетках
животных отличается гетерогенностью, а причины
могут быть связаны как с этапами биогенеза этих
органелл на разных стадиях развития организма,
так и с различием их метаболических функций.

У растений классификация митохондриаль-
ных субпопуляций чаще всего также основывает-
ся на их физиологическом состоянии: митохон-
дрии подразделяют на зрелые и молодые, нераз-
витые митохондрии или протомитохондрии [5,
19‒21]. В одной из первых работ по изучению ми-
тохондриальных субпопуляций [22] было обнару-
жено два типа митохондрий в клетках апикальной
меристемы корня кукурузы. Для одного типа бы-
ла характерна хорошо развитая структура крист,
для другого типа (вероятно, незрелые органеллы) ‒
гомогенность матрикса. С помощью биохимиче-
ских методов установили, что развитие крист
связано с усилением тканевого дыхания и скоро-
сти окисления и фосфорилирования [22]. В
дальнейшем “легкие” и “тяжелые” субпопуля-
ции митохондрий выделяли в градиенте плотно-
сти сахарозы из проростоков фасоли [19] и эм-
брионов кукурузы [20]. Митохондрии пророст-
ков фасоли разделили на четыре популяции ‒ в
соответствии с их седиментационными характе-
ристиками при центрифугировании в градиенте
[19]. Для “тяжелых” митохондрий, выделяемых
из 2‒3-суточных пророщенных эмбрионов куку-
рузы [20], было характерно наличие двойной
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мембраны с большим количеством крист, а также
митохондриальный матрикс с высоким содержа-
нием белков. “Легкие” митохондрии, получен-
ные из эмбрионов сухих семян, представляли со-
бой большие органеллы с двойной мембраной с
неразвитыми межмембранными структурами
[20]. Гомогенность матрикса и нечеткая архитек-
тура крист ‒ эти особенности были обнаружены и
при анализе митохондрий, выделенных из моло-
дых растительных тканей, методом электронной
микроскопии [20, 23]. Три митохондриальные
фракции с различной способностью сопряжения
дыхания и фосфорилирования были получены из
эмбриональных масс двух видов хвойных (Picea
abies и Abies cephalonica) путем разделения в сту-
пенчатом градиенте перколла [24]. Со временем
установили многие другие параметры, характери-
зующие различия между митохондриями, имею-
щими тканевую или клеточную специфичность
(табл. 1).

Следует отметить, что идентификацию и ана-
лиз митохондриальных субпопуляций растений
обычно проводили в контексте изучения стадий и
путей митохондриального биогенеза при набуха-
нии семян [5, 20, 40‒42] и их прорастании [26,
43‒46]. К настоящему моменту очевидно наличие
различных субпопуляций митохондрий в моло-
дых растениях, однако данных о том, что мито-
хондрии различающейся плотности могут при-
сутствовать и в зрелых растительных тканях, не-
достаточно. Кроме того, набор растительных
объектов, на которых была показана неоднород-
ность митохондрий, невелик. Недавно нами об-
наружены [7] отдельные субфракции митохон-
дрий, различающиеся по плотности, дыхатель-
ному контролю, ультраструктуре и активности
импорта ДНК, не только в ткани 3-дневных этио-
лированных колеоптилей кукурузы, но и во
взрослых 4-недельных растениях арабидопсиса и
зрелой ткани запасающей паренхимы корнепло-
да репы. Из этого следует, что митохондриальная
популяция растений неоднородна не только в на-
бухающих семенах и молодых проростках, но и в

зрелых тканях, причем гетерогенность может за-
висеть от видовой принадлежности организма.

ДИНАМИКА
МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ПОПУЛЯЦИИ
Особенности структурно-морфологической 

организации клеточной популяции митохондрий
Анализ данных многолетних эксперименталь-

ных исследований митохондрий различных орга-
низмов ‒ от одноклеточных дрожжей [47, 48] до
высших многоклеточных организмов, включая
растения [23, 49] и млекопитающих [50, 51], ‒
позволил выявить процессы, лежащие в основе
формирования гетерогенности митохондриаль-
ной популяции. Так, показано, что митохондри-
альная популяция единичной клетки, или хон-
дриом, состоит из смеси митохондрий разнород-
ной морфологии, находящейся в постоянном
динамическом движении и развитии. Понятие ми-
тохондриальной динамики обозначает как морфо-
логические изменения органелл, происходящие
под воздействием процессов деления и слияния,
регулирующих их размер, форму и количество в
зависимости от поступающих сигналов внутрен-
ней и внешней среды, так и их движение, измене-
ния локализации в цитоплазме, взаимодействие с
другими клеточными компонентами (рис. 1).

Для митохондрий клеток млекопитающих и
дрожжей характерна сетевая структура [52, 53]:
она охватывает всю клетку [54] и состоит из взаи-
мосвязанных удлиненных митохондрий, форми-
руемых ими трубок или канальцев с постоянным
диаметром. Типичные митохондрии в фибробла-
стах животных длинные и нитчатые; в гепатоцитах
преобладают сферические или яйцевидные орга-
неллы [55]. В дрожжевых клетках от 1 до 10 мито-
хондрий формируют типичную трубчато-сетчатую
структуру хондриома [56]. Поддержание структур-
ного баланса хондриома в клетке, по всей видимо-
сти, зависит от соотношения процессов деления и
слияния митохондрий у организмов различных
таксономических групп. Сетевая структура обеспе-
чивает необходимый запас питательных веществ в

Таблица 1. Параметры, характеризующие митохондриальные субпопуляции

Параметры гетерогенности Ссылки

Структура и морфология [5, 19, 20, 22, 25]
Плотность органелл [5, 16, 19, 20, 22, 25, 26]
Белково-липидный состав [5, 26‒28]
Геном [23, 25, 29‒31]
Сопряжение процессов окисления и фосфорилирования [16, 19, 22, 24, 32]
Мембранный потенциал (ΔΨm) [33, 34]
Субклеточная локализация [6, 16, 25, 33, 35]
Взаимодействия между органеллами [33, 36‒39]
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клетке [57] и поддерживается благодаря процессам
слияния митохондрий, преобладающим в клетках
этих организмов над процессами деления [53].

В отличие от митохондрий дрожжей и млеко-
питающих, растительные органеллы не формиру-
ют непрерывную сеть. Митохондрии растений
чаще всего представляют собой маленькие сфе-
рические яйцевидные органеллы диаметром 0.2–
2.0 мкм [56, 58], у арабидопсиса средний диаметр
органелл ‒ 0.8 мкм [58]. Типичная клетка мезо-
филла может содержать 300–600 таких митохон-
дрий [59, 60]. Однако, поскольку хондриом плео-
морфен и динамичен, в морфологии растительных
митохондрий также происходят значительные из-
менения [61, 62]. При определенных условиях ми-
тохондрии растений сильно увеличиваются в
размерах, вытягиваются или принимают черве-
образную форму, подобно митохондриям других
организмов [56]: слияние может приводить к об-
разованию длинных трубчатых митохондрий
размером 16 мкм [59] или больших тубулорети-
кулярных митохондрий [63].

Динамика митохондриальной популяции на разных 
этапах развития растений и других организмов

Значительные динамические преобразования
хондриом претерпевает в течение клеточного
цикла ‒ когда происходят изменения в структуре
и морфологии митохондрий и меняется их кле-
точная локализация [64]. Во время митоза, наря-
ду с движением, изменяются число и форма ми-
тохондрий. Изменения в митохондриальной по-
пуляции по мере развития этапов клеточного
цикла и митоза были описаны еще в конце 40-х
годов в клетках поджелудочной железы молодых
мышей [65]. В межфазных клетках млекопитаю-
щих митохондрии представлены удлиненными
канальцами; во время митоза сеть фрагментиру-
ется; на выходе из митоза митохондриальные ка-
нальцы снова сливаются и образуют взаимосвя-
занную сеть [66], которая распределяется по всей
клетке [67].

В ряде работ с растительными объектами (про-
топласты табака, апикальные меристемы араби-
допсиса) также наблюдали изменения структуры

Рис. 1. Динамика структурно-морфологических преобразований митохондриальной популяции. Обозначения: ЭР ‒
эндоплазматический ретикулум; ЭТЦ – электронтранспортная цепь митохондрий.
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хондриома во время этапов клеточного цикла.
Вопреки типичному описанию морфологии ми-
тохондрий растений как маленьких округлых ор-
ганелл, в клетках апикальной меристемы побега
(АМП) у арабидопсиса обнаружили уникальные
черты хондриома [63], а именно два типа мито-
хондрий: большая центральная митохондрия с
ответвлениями и переменное число маленьких
митохондрий в клеточной коре, находящихся в
постоянном процессе слияния-деления с цен-
тральной митохондрией. Охватывающая “щу-
пальцами” ядро крупная митохондрия сохраняет-
ся на протяжении всего клеточного цикла и пре-
терпевает отчетливые изменения в морфологии и
размере в зависимости от стадии клеточного цик-
ла. Около 60% мелких митохондрий клетки сли-
ваются с крупными органеллами и образуют сво-
его рода “клеть” (от англ. “cage”) [68]. У араби-
допсиса в апикальной меристеме верхушки корня
(АМК) митохондрии сохраняют свою классиче-
скую округлую форму, а образования одной круп-
ной митохондрии не наблюдается [63]. Такое раз-
личие в поведении митохондрий между двумя ак-
тивно растущими тканями, по-видимому, связано
с существованием нескольких путей распределе-
ния митохондрий внутри растения во время деле-
ния клеток. В отличие от АМК, АМП дает начало
цветочной меристеме и женским гаметам с боль-
шим числом митохондрий [68].

В экспериментальной системе регенерирую-
щих протопластов табака перед делением (фаза
G1-S клеточного цикла) было отмечено так назы-
ваемое массовое слияние митохондрий (МСМ)
[59, 69]. Первоначально митохондрии группиру-
ются вместе, а затем сливаются с образованием
трубчатых структур и уменьшением общего числа
митохондрий. Предполагается, что образование
“клети” (в клетках апикальной меристемы араби-
допсиса) или же МСМ (в регенерирующих прото-
пластах табака) способствует смешиванию содер-
жимого митохондрий, включая ДНК, перед распре-
делением по дочерним клеткам [68] и обеспечению
клетки энергией, необходимой для процесса деле-
ния [63]. Во время G2-фазы происходит деление на
множество мелких округлых митохондрий, их чис-
ло удваивается; с завершением процесса митоза ор-
ганеллы распределяются между двумя клетками
[59, 63].

У животных распределение митохондрий во
время митоза может играть важную роль при асим-
метричном делении стволовых клеток [70]. Делясь
асимметрично, стволовые клетки могут генериро-
вать две дочерние клетки с разными судьбами. В
результате такого деления одна дочерняя клетка
сохраняет способность к самообновлению и обра-
зованию новых клеток (так называемую “стволо-
вость”), а другая генерирует дифференцирующие-
ся взрослые клетки. В клетках-предшественниках
молочной железы дифференцированно распреде-

лены митохондрии, содержащие недавно синтези-
рованные белки (“молодые” митохондрии), и ми-
тохондрии, содержащие белки, которые были син-
тезированы на более ранней стадии (“старые”
митохондрии). “Старые” митохондрии склонны к
сегрегации в дифференцирующуюся дочернюю
клетку, в то время как “молодые” ‒ к сегрегации в
стволовую дочернюю клетку. Эта сортировка кор-
релирует с повышенной аккумуляцией “старых”
митохондрий в околоядерной области и более-ме-
нее равномерным распределением “молодых” в
цитоплазме стволовых клеток-предшественни-
ков ‒ до асимметричного деления. Подавление
факторов деления митохондрий приводит к нару-
шению этой избирательной сортировки на “ста-
рых” и “молодых” и, как следствие, к дефектам в
поддержании стволовости. Это явление подчер-
кивает важность распределения митохондрий в
судьбе клеток. Какие молекулярные механизмы
приводят к распознаванию различного белкового
состава митохондрий и каким образом эта ин-
формация способствует активной сортировке и
распределению митохондрий в дочерние клетки,
пока неизвестно [70, 71].

В процессе мейоза также изменяются размер и
число митохондрий в клетках растений. Мито-
хондриальные изменения во время мейоза на-
блюдали как во время развития пыльцы, так и
женских мегаспор. При исследовании лилии (Lil-
lium) выявлено, что на стадиях профазы I ‒ лепто-
тене и зиготене ‒ митохондрии материнской
клетки пыльцы начинают конденсироваться, до-
стигают диаметра 0.5 мкм и остаются в таком виде
до стадии тетрад [72]. На стадии тетрад происхо-
дит увеличение числа митохондрий. При разделе-
нии тетрад структура хондриома возвращается в
предшествующее делению состояние. В пыльце
ячменя по мере созревания, напротив, как коли-
чество, так и размер митохондрий уменьшается в
два раза [73]. В клетках пыльцы кукурузы и прото-
пластах из пыльцы митохондрии имеют форму
больших сложноветвящихся структур, располага-
ющихся рядом с ядром [74‒76]. Замечено, что в
вегетативной ткани, окружающей пыльцу, нет та-
кой митохондриальной структуры, как в пыльце
[76]. На основании этих данных логично предпо-
ложить, что число и размер митохондрий меня-
ются именно в процессе развития пыльцы. Одна-
ко молекулярный механизм, лежащий в основе
слияния и деления митохондрий в изученных ви-
дах растений, пока не выяснен [64].

Подобно развитию пыльцы, во время развития
мегаспор и производства женских гамет в расте-
ниях также наблюдаются изменения количества и
морфологии митохондрий. Ранние стадии мега-
спорогенеза у высших растений имеют сходство с
развитием гамет у самок животных: одна клетка
развивается в яйцо, а остальные три гаплоидные
клетки деградируют. В ооцитах мышей во время
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мейоза I увеличивается количество мтДНК [77], а
число митохондрий до завершения мейоза II до-
стигает более 100000 на клетку. Dalton & Carroll
[78] обнаружили, что при оогенезе у мышей на-
следование митохондрий в ходе асимметричных
делений мейоза представляет собой уникальный
процесс распределения органелл между дочерни-
ми клетками. Асимметричное распределение ми-
тохондрий преимущественно в ооциты и их ис-
ключение из клеток полярного тельца коррелиру-
ет с дальнейшей судьбой дочерних клеток: из
ооцита развивается функциональная женская га-
мета, полярное тельце деградирует в течение не-
скольких часов. В основе этого паттерна наследо-
вания лежит митохондриальная динамика, свя-
занная с формированием веретена деления, и
реорганизация органелл, происходящая в начале
анафазы в мейозе I [78].

Более поздние стадии развития мегаспор у
высших растений и животных различаются. Ко-
личество, расположение и форма митохондрий
женских мегаспор проанализированы у несколь-
ких видов растений. В протопластах кукурузы,
полученных из яйцеклеток, митохондрии имеют
различную форму, включая взаимосвязанные се-
ти, и расположены вблизи ядра [79]. Подобно ку-
курузе, крупные нитчатые митохондрии присут-
ствуют в эмбрионе капселлы (Capsella) во время
оплодотворения [80]. В зародышевом мешке пе-
ларгонии зональной (Pelargonium zonale) вместо
разветвленной сети наблюдается большое скоп-
ление митохондрий [81]. В яйцеклетке араби-
допсиса митохондрии имеют как сферическую,
так и вытянутую формы [82]. Также значительно
увеличивается количество мтДНК во время раз-
вития зародышевого мешка, что совпадает с дан-
ными, полученными на ооцитах мыши [82]. Во
время прогрессирования от незрелого к зрелому
зародышевому мешку в P. zonale количество
мтДНК увеличивается более чем в 900 раз [81].

Недавно показано [83], что в зиготе араби-
допсиса митохондрии распределяются полярно
вдоль апикально-базальной оси, а при дальней-
шем развитии концентрируются в начальной
апикальной клетке эмбриона. Полярное распре-
деление митохондрий в зрелых зиготах коррели-
рует с неравномерным наследованием митохон-
дрий в дочерних клетках, подобно тому, как это
происходит в стволовых клетках животных. Апи-
кальные клетки получают плотно упакованные ми-
тохондрии, которые помогают этим клеткам сохра-
нять более высокую скорость пролиферации и за-
пускать различные программы развития [84].

В периоде покоя, наступающем после форми-
рования семени, митохондрии находятся в зача-
точном состоянии с точки зрения развития крист
(протомитохондрии). Paszkiewicz с соавт. [85] по-
казали, что после набухания семян арабидопсиса,

на стадии разрыва семенной кожуры, также про-
исходит активация митохондриальной динами-
ки, которая приводит к массовому слиянию ми-
тохондрий с образованием тубулоретикулярной
структуры и сопровождается усилением биогене-
за митохондриальной мембраны [85]. В сухих се-
менах и во время стратификации у более 75% по-
пуляции митохондрий сохраняется сферическая
морфология, а количество и общий объем мито-
хондрий немного уменьшаются, при этом объем
индивидуальных органелл варьирует в пределах 3
порядков: от 0.004 до 3.470 мкм3. Через 60 ч от на-
чала набухания и до стадии разрыва семенной ко-
журы в морфологии митохондрий начинают про-
исходить изменения с формированием в основном
тубулоретикулярной структуры с многочисленны-
ми ответвлениями. Изменение формы митохон-
дрий сопровождается увеличением объема отдель-
ных органелл (более 25% органелл имеют объем от
0.54 до 38.7 мкм3) и общего объема хондриома. К
концу прорастания, на стадии разрыва эндоспер-
ма, количество удлиненных митохондрий умень-
шается, происходит обратный переход от тубуло-
ретикулярного хондриома к популяции дискрет-
ных органелл. На стадии развития корня более
75% митохондрий вновь становятся сферичными,
происходит снижение морфологической неодно-
родности в целом. К тому времени, когда у про-
ростка образуются корневые волоски, большин-
ство митохондрий принимают типичную форму
небольших сферических дискретно расположен-
ных органелл.

Таким образом, увеличение количества или раз-
мера митохондрий, массовое их слияние с образо-
ванием разветвленной сети ‒ все это происходит во
время созревания половых клеток и в клетках ме-
ристематических тканей при переходе клеточного
цикла от G1- к S-фазе. Несмотря на то, что мито-
хондрии входят в состояние гиперслияния, приво-
дящее к тотальному перемешиванию и равномер-
ному распределению содержимого между ними, в
индивидуальной клетке во время клеточного цикла
сохраняется возможность формирования морфо-
логического разнообразия митохондрий. Очевид-
но, что отдельные клетки могут иметь различия в
скорости клеточного цикла и, следовательно, нахо-
диться на разных его стадиях в один момент време-
ни, что служит источником межклеточной мито-
хондриальной гетерогенности в пределах одного
организма. Кроме того, митохондриальная попу-
ляция может приобретать неоднородность вслед-
ствие различий при распределении органелл в
клетке. Характер распределения митохондрий в
цитозоле определяется функционально-метабо-
лическими нуждами конкретной клетки в данный
момент времени [54, 86]. Перинуклеарное скопле-
ние объединенных в сеть митохондрий, наблюдае-
мое в период интерфазы, предшествующий стадии
деления, вероятно, происходит для облегчения
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транспортировки ATP в ядро для обеспечения про-
текающих в нем энергоемких процессов [63] или
для оптимизации доставки компонентов ядерного
кодирования, необходимых для протекания про-
цессов биогенеза, в митохондрии [85]. Известно,
что митохондрии могут различаться по белковому
составу ‒ в зависимости от их клеточной локали-
зации [87]. В ходе дифференцировки клеток ми-
тохондрии также локализуются в той или иной
области цитоплазмы (возле ядра, в клеточной ко-
ре), что влияет на последующую сортировку про-
томитохондрий и зрелых митохондрий. Все эти
процессы находятся в зависимости от механизмов
динамики митохондриальной популяции в клетке,
нарушения которых могут привести в частности,
как это показано на клетках животных, к дефектам
в поддержании стволовости [70] или в развитии га-
мет [78].

Механизмы динамики митохондриальной популяции
Динамичные изменения в структуре и морфо-

логии митохондрий происходят с вовлечением
высококонсервативных клеточных механизмов.
Большинство белков, участвующих в процессах
слияния и деления, содержат домены для связы-
вания и расщепления GTP, то есть обладают
GTPазной активностью [66]. Основным регулято-
ром деления митохондрий животных и дрожжей
считается белок с динаминподобной структурой ‒
DRP1 [88]. В цитоплазме DRP1 взаимодействует с
белками-рецепторами наружной мембраны мито-
хондрий, такими как FIS1 (белок деления) и MFF
(фактор деления митохондрий). Формирующиеся
с участием этих белков олигомерные кольцевые
структуры DRP1 обволакивают митохондрию и с
использованием энергии гидролиза GTP вызывают
ее сокращение и деление [89]. Функция DRP1 регу-
лируется специфическими киназами; в зависимо-
сти от сайта фосфорилирования может происхо-
дить ингибирование или стимулирование процесса
деления [66, 90].

Слияние, в такой же степени, как и деление,
участвует в динамике морфологии митохондри-
альной сети. У животных и дрожжей в этот про-
цесс вовлечены митофузины 1/2 (MFN1/2) [91] и
OPA1 (белок атрофии зрительного нерва) [92].
Три больших белка с активностью GTPазы образу-
ют в митохондриальной мембране различные уль-
траструктуры. OPA1 во внутренней ее части взаи-
модействует с митофузинами (MFN1 и MFN2) с
образованием межмембранных белковых ком-
плексов, которые способствуют слиянию внеш-
них мембран с внутренними мембранами. Подоб-
но белкам деления, количество и активность бел-
ков слияния регулируется посттрансляционными
модификациями.

У растений ряд специфических генов, участву-
ющих в контроле деления митохондрий, обнару-

жен с использованием инсерционных мутантов
арабидопсиса. Мутации в этих генах, кодируемых
в ядре, приводят к увеличению размера, умень-
шению числа, изменению формы митохондрий
или образованию митохондриальной сети. Так,
для мутантов по генам mmt1 и mmt2 характерны
гетерогенные митохондрии, по bmt ‒ крупные
митохондрии, по nmt ‒ сетевая структура [93], по
elm1 ‒ удлиненные [94], а по fmt/friendly ‒ “дру-
жественные” митохондрии [95]. У многих важных
белков деления митохондрий растений есть орто-
логи у дрожжей или человека. Динаминподобные
белки, названные DRP3A и DRP3B [96], ‒ орто-
логи DRP1 [49, 97, 98], которые, как показано,
участвуют и в делении пероксисом [99]. Обна-
руженные у растений другие факторы деления:
BIGYIN1 и BIGYIN2 ‒ ортологи FIS1 и FZOI
дрожжей [100]. DRP3A и DRP3B, а также BIGYIN1
и BIGYIN2 регулируют размер и количество ми-
тохондрий [61, 98, 100]. BIGYIN1, BIGYIN2 и
ELM1 локализуются на внешней мембране ми-
тохондрий [62, 101]. Взаимодействуя с DRP3A/
DRP3B, ELM1 связывает, а BIGYIN1 и BIGYIN2
закрепляют эти белки на внешней мембране ми-
тохондрии [102, 103]. Подобно тому, как это про-
исходит в клетках животных и дрожжей, белки
DRP3A или DRP3B вызывают сокращение и де-
ление органелл. Сообщалось об участии в дина-
мике митохондрий связанных с внешней мембра-
ной факторов PMD1 и PMD2 (peroxisomal and mi-
tochondrial division factor) [104]; однако до сих пор
не появилось доказательств их взаимодействия с
DRP3A/B или BIGYIN1/2 [104, 105] и их конкрет-
ная роль в делении пока неясна. Предполагает-
ся, что эти белки в большей степени связаны с
морфогенезом, чем с пролиферацией митохон-
дрий [105].

Слияние митохондрий происходит лишь на
определенных стадиях развития растительных кле-
ток: как отмечено выше, удлиненные митохондрии
появляются во время прорастания и регенерации, а
также в апикальной меристеме побегов [101]. В от-
личие от процессов деления, явных ортологов бел-
ков дрожжей или млекопитающих, участвующих в
слиянии, у растений не обнаружено [101]. Однако
недавно в клетках эпидермиса табака обнаружена
GTPаза AtMIRO2 [106]. MIRO относится к высо-
коконсервативным белкам у всех эукариот. Гомо-
лог у дрожжей, ScGEM1, влияет на взаимодей-
ствие митохондрий с эндоплазматическим рети-
кулумом (ЭР), а гомолог у млекопитающих,
HsMIRO1, ‒ на подвижность органелл. Показа-
но, что AtMIRO2 регулирует прикрепление мито-
хондрий к ЭР, а также усиливает кластеризацию и
снижает подвижность митохондрий, что способ-
ствует их слиянию [106]. Основываясь на анало-
гии с активностью HsMIRO1, White с соавт. [106]
предположили, что в регуляции слияния мито-
хондрий также играет роль миозин. Факторы,
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участвующие в ассоциации/кластеризации орга-
нелл, по-видимому, играют важную роль и в про-
цессе их слияния [56, 69, 95, 106]. Ранее El Zawily
и др. [95] идентифицировали в арабидопсисе ген
FRIENDLY, экспрессия которого влияла на кла-
стеризацию митохондрий. В мутанте по этому ге-
ну обнаружили большие скопления митохондрий
вследствие увеличения времени ассоциации меж-
ду органеллами [95]. Конкретные факторы, во-
влеченные в механизмы слияния митохондриаль-
ных мембран, еще предстоит выяснить.

Динамические преобразования митохондрий,
их движение и структурные изменения тесно свя-
заны с взаимодействиями с другими клеточными
компонентами и органеллами. Подвижность ми-
тохондрий у дрожжей обеспечивает актиновый
цитоскелет ‒ за их активный транспорт “отвеча-
ет” моторный белок миозин 2 (MYO2) [107]. У выс-
ших эукариот подвижность митохондрий связана с
разнонаправленным движением вдоль микротру-
бочек, регулируемым кинезинами и динеином
[108]. Во время митоза митохондрии интенсивно
транспортируются, при этом у растений этот про-
цесс опосредован волокнами актинового цитос-
келета и происходит со скоростью 10 мкм/с [59].
При переходе от анафазы к раннему цитокинезу
митохондрии перемещаются в плоскость деле-
ния, предположительно для доставки ATP в место
сокращения актомиозинового кольца. При позд-
нем цитокинезе/раннем G1 митохондрии пере-
носятся из плоскости деления и распространяют-
ся по периферии двух дочерних клеток [67]. По-
следнее событие зависит от взаимодействия белка
MIRO со специфичным для клеточного цикла ци-
тоскелетным адаптером ‒ центромерным белком F
(CENP-F) [67]. CENP-F ‒ крупный белок, состоя-
щий из закрученных спиралей [109], который од-
ним концом прикреплен к наружной митохондри-
альной мембране, а другим, экспонированным в
цитозоль, связывает микротрубочки и различные
адаптеры транспортных и моторных белков. Пока-
зано, что участие CENP-F, как и MIRO, необходи-
мо для транспорта митохондрий к периферии
клеток [67]. Зигота растений арабидопсиса, мутант-
ных по гену, кодирующему MIRO, содержит ано-
мально увеличенные митохондрии, а апикальная
клетка наследует относительно меньшее количе-
ство митохондрий, что подтверждает роль MIRO в
распределении митохондрий в оплодотворенной
яйцеклетке и предопределении характера их на-
следования [82].

Как было отмечено выше, на слияние мито-
хондрий влияет их взаимодействие с ЭР [56]. Ка-
ким образом ЭР и цитоскелет связаны с процес-
сом деления, пока не очень понятно. У почкую-
щихся дрожжей взаимодействие митохондрий с
кортикальным ЭР происходит с участием белка
NUM1p [110]. На линии клеток HeLa показано,
что ЭР взаимодействует лишь с определенным

количеством митохондрий из клеточной популя-
ции, что предполагает существование разных ми-
тохондриальных субпопуляций, для которых не
исключены разные функции [51]. Известно, что
тесные контакты с ЭР важны для передачи сигна-
лов, опосредуемых ионами кальция, от ЭР к мито-
хондриям [111] и для биосинтеза фосфолипидов
[112]. Эти контакты могут играть роль и в регуляции
митохондриальной морфологии: канальцы ЭР, по-
видимому, инициируют деление митохондрий, как
у дрожжей, так и у млекопитающих, охватывая ор-
ганеллу и сжимая ее [113]. Протяженные сети ЭР
благоприятствуют слиянию и удлинению мито-
хондрий, в то время как более короткие сети при-
водят к увеличению частоты митохондриального
деления и, как следствие, преимущественно к по-
явлению митохондрий небольшого размера [56].

ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ПОПУЛЯЦИИ 
МИТОХОНДРИЙ in vivo

Неоднородность митохондрий обусловлена тем,
что хондриом в клетках, тканях и органах имеет
различия не только в количестве и морфологии ми-
тохондрий, но и в содержании составляющих их
макромолекул (белков, нуклеоидов, липидов), а
также в функциональности органелл. Только поло-
вина митохондриальных белков идентична в мито-
хондриях разных органов и тканей млекопитаю-
щих [114]. В клетках и тканях растений также об-
наружены различия в количестве и активности
митохондрий и их белковом и липидном составе
[26‒28, 115]. Несмотря на то, что явление мито-
хондриальной гетерогенности характерно для
многих таксономических групп, преобладание
дискретных митохондрий у растительных орга-
низмов, в отличие от имеющих сетевую структуру
хондриома дрожжей и млекопитающих, чаще
приводит к накоплению фенотипических и гене-
тических вариантов этих органелл в пределах од-
ной клетки [14].

Генетическая и негенетическая
митохондриальная гетерогенность

Митохондриальная гетерогенность, проявля-
ющаяся в вариативности фенотипических и/или
функциональных признаков митохондрий, но не
затрагивающая их генетический аппарат, опреде-
ляется как негенетическая [31]. К негенетическим
источникам различий относят структурно-мор-
фологические (форма, размер, плотность, белко-
во-липидный состав) и биоэнергетические (мем-
бранный потенциал, транспорт макромолекул,
стадия биогенеза, колокализация с другими орга-
неллами клетки) особенности митохондрий. Не-
смотря на их кажущееся многообразие, эти ис-
точники не относятся к независимым, так как в
действительности они тесно переплетены и вза-
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имно влияют друг на друга. Такой отличительный
признак митохондрий как плотность – один из
основных параметров гетерогенности митохон-
дрий в растительных тканях – чаще всего ассоци-
ирован со стадией биогенеза этих органелл или со
степенью их зрелости; транспорт макромолекул
напрямую зависит от белково-липидного состава
митохондриальной мембраны.

Генетическая гетерогенность митохондрий про-
является в сосуществовании в клетке различных
митохондриальных генотипов и в разном числе ко-
пий митохондриального генома внутри одной или
разных клеток, что часто становится причиной де-
фицитного состояния мтДНК. У растений низкое
содержание мтДНК в клетке встречается довольно
часто [97], некоторые органеллы вовсе не содержат
мтДНК [60, 101, 116]. Кроме того, в пределах расти-
тельной или животной клетки может встречаться
несколько генетических разновидностей митохон-
дрий – явление, называемое митохондриальной
гетероплазмией [1]. Соотношение различных ти-
пов мтДНК в гетероплазматической популяции
может быть различным, но обычно преобладает
один митотип, тогда как альтернативные присут-
ствуют в очень низкой пропорции. В таких усло-
виях фенотип организма/клетки определяется
преобладающим вариантом мтДНК [117]. Иссле-
дование явления митохондриальной гетероплаз-
мии у растительных организмов важно для фило-
географии видов с обширным ареалом. Рекомбина-
ция, характерная для митохондриальных геномов
растений, происходящая между их альтернативны-
ми вариантами, приводит к появлению раститель-
ных организмов с мозаичными фенотипами. Кроме
того, гетероплазматическое состояние митохон-
дриальных геномов растений играет важную роль в
контроле цитоплазматической мужской стериль-
ности (ЦМС) [118].

Кратковременное слияние
и гетерогенность митохондрий

Важность воспроизводства генетической ин-
формации митохондрий диктует определенную
программу биологического поведения клеточной
митохондриальной популяции для обеспечения
правильного наследования. В эту программу, в
зависимости от метаболического и/или физиоло-
гического статуса клетки, входят такие события,
как слияние митохондрий и последующая реком-
бинация мтДНК, распад митохондриальной ги-
персети на дискретные митохондрии с идентич-
ным содержимым и их равномерное распределе-
ние у периферии клетки перед ее делением.
Другими словами, программа митохондриальной
динамики направлена на сохранение стабильного
гомогенного состояния популяции органелл для
обеспечения функции корректного наследова-
ния и воспроизведения генетической информа-

ции. Несмотря на это, в пределах единичной
клетки, а также внутри одной ткани возникают
фенотипически и генетически разнообразные
митохондрии [14]. Парадоксально, но в основе
этого явления также лежат два взаимосвязанных
высококонсервативных процесса: деление и
слияние органелл [2].

Принципиальная разница между процессами,
обеспечивающими стабильность и гомогенность
митохондриальной популяции, и процессами, спо-
собствующими возникновению митохондриально-
го разнообразия, заключается в скорости самого
акта слияния-деления. В зависимости от скоро-
сти, с которой происходит слияние двух мито-
хондрий, встречающихся друг с другом посред-
ством движения актина, и их последующее раз-
деление, различают полное и неполное слияние
митохондрий. Полное слияние может обеспечить
восстановление функций двух митохондрий с
мутациями в разных генах, а также смягчить их
последствия для клетки в целом за счет обмена
белками и липидами с другими митохондриями
[55]. В свою очередь, неполное кратковременное
слияние митохондрий, составляющих субклеточ-
ную популяцию клетки, дает им возможность об-
мениваться метаболитами без изменения своей
морфологии [95, 97]. Параметр скорости единич-
ного акта деления-слияния лимитируется време-
нем нахождения митохондрий в ассоциирован-
ном состоянии. Для митохондрий арабидопсиса
характерен короткий период ассоциации (сред-
нее значение составляет 15.0 ± 0.7 с), в течение
которого может происходить слияние и последу-
ющее деление, ‒ явление, также наблюдаемое в
некоторых клетках млекопитающих и называе-
мое “поцелуй-и-беги” [95, 119]. Среднее время
ассоциации митохондрий арабидопсиса, необхо-
димое для полного слияния (61.5 ±1.4 c), опреде-
лили с использованием мутантной линии по гену
FRIENDLY, который кодирует белок, контролиру-
ющий митохондриальную кластеризацию. Оказа-
лось, что ограничение времени межмитохондри-
альной ассоциации, обусловленное функциониро-
ванием гена FRIENDLY, позволяет поддерживать
дискретную организацию хондриома растений
[95]. Кратковременное неполное слияние по прин-
ципу “поцелуй-и-беги” играет роль в генерации ге-
тероплазматического состояния мтДНК (рис. 2).
Несмотря на частичное перемешивание белково-
липидных компонентов внешних митохондриаль-
ных мембран во время быстрого слияния органелл,
внутренняя мембрана почти полностью сохраняет
свою индивидуальную структуру, характерную для
периода до начала слияния. Перенос мтДНК во
время слияния также может протекать более мед-
ленно и менее полно, что неудивительно, учитывая
прикрепление мтДНК к поверхности внутренней
мембраны [120]. Действительно, было показано,
что белки внутренней мембраны обладают значи-
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тельно меньшей подвижностью, чем белки, лока-
лизованные во внешней мембране [121]. Таким об-
разом, именно неполное слияние можно считать
одним из инструментов митохондриального разно-
образия, определяющим морфологическую пла-
стичность митохондрий [3] и связанную с ней ге-
нетическую гетерогенность.

Следующее после кратковременного слияния
разделение митохондрий также способствует не-
равному распределению нуклеоидов [97] и ком-
понентов митохондриальных мембран [120]. Пре-
обладание процессов деления в клетках растений
приводит к появлению дискретного типа органи-
зации митохондриальной популяции и, как след-
ствие, к возникновению внутриклеточной гете-
рогенности митохондрий [14]. Когда происходит
деление гетероплазматической клетки, имеющей
два типа мтДНК, эти генетические варианты рас-
пределяются случайным образом по дочерним
клеткам, что впоследствии приводит к генетиче-
скому дрейфу в сторону мутанта или дикого типа
[122]. Таким образом, гетерогенные митохон-
дрии, оказавшиеся в разных клетках после мито-
тического деления, дают начало межклеточной
гетерогенности митохондрий внутри одной тка-
ни. Межклеточная митохондриальная гетеро-
генность может возникнуть независимо от кле-
точного деления, будучи одним из механизмов

адаптации к метаболическому статусу отдельной
клетки [123].

Таким образом, существование морфологиче-
ски и/или генетически тканеспецифичных и
клеточноспецифичных митохондрий обусловле-
но в том числе скоротечностью или незавершен-
ностью динамических процессов, формирую-
щих структуру хондриома растений. Изменения
мтДНК, представляющие потенциальную опас-
ность для клетки, могут компенсироваться в
процессе митохондриальной комплементации
(рис. 2), характерном как для растений [62, 97,
124], так и для животных [55].

Как правило, комплементация активируется
при потере отдельными митохондриями нор-
мального мембранного потенциала с целью
устранения/смягчения эффекта вредоносной
мутации [125]. По мере увеличения доли мутант-
ных мтДНК энергетическая функция митохон-
дрий снижается [126]. Сильно поврежденные мито-
хондрии снижают качество клеточной популяции
[55], поэтому удаляются из клетки посредством ми-
тофагии. В случае, когда недостаток энергии, син-
тезируемой митохондриями, превышает порого-
вое значение, в клетке могут начаться апоптоти-
ческие события [126].

Рис. 2. Взаимосвязь клеточных процессов, регулирующих степень гетерогенности мтДНК растений. Механизм “по-
целуй-и-беги”, предполагающий быстрое слияние и разделение без полной гомогенизации содержимого митохон-
дрий, вносит вклад в сохранение гетерогенного состояния генетически неоднородной митохондриальной популяции.
Комплементация дисфункциональных митохондрий функциональными происходит благодаря их слиянию и после-
дующим событиям перекрестной гомологичной рекомбинации. Гомологичная рекомбинация и мутации вносят вклад
в появление гетероплазматических вариантов мтДНК в митохондриальной популяции. В зависимости от степени вре-
доносности мутаций, в митохондриях запускаются процессы репарации с участием аппарата гомологичной рекомби-
нации либо происходит митофагическое удаление органелл.

Слияние
митохондрий

Деление
митохондрий

“поцелуй-и-беги”

Комплементация Гетерогенность мтДНК Митофагия

Репарация мтДНК
Гомологичная
рекомбинация Мутации
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МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ ГЕТЕРОПЛАЗМИЯ: 
ВОЗНИКНОВЕНИЕ И ПОДДЕРЖАНИЕ 
ГЕТЕРОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ ГЕНОМОВ

Митохондриальные популяции в клетках рас-
тений могут различаться числом копий мтДНК
или нести генетические мутации. Гетерогенность
мтДНК – настолько же частое явление, как и
морфологическая вариабельность митохондрий;
более того, эти явления чаще всего взаимосвяза-
ны. Функционально идентичные клетки, находя-
щиеся в пределах одной ткани, часто имеют раз-
ные уровни экспрессии митохондриальных бел-
ков, что может коррелировать с гетерогенностью
митохондрий на генотипическом и фенотипиче-
ском уровнях [14, 52]. У митохондрий с дефекта-
ми митохондриального деления, индуцирован-
ными стрессом или старением организма, на фо-
не общей дисфункции происходит потеря мтДНК
[127‒129]. Неоднородность компонентов и со-
держимого митохондрий [119] может отражаться
на степени поляризации их мембран: снижение
содержания в мембране некоторых белков [109]
или изменение соотношения липидных составля-
ющих [130]. Снижение содержания мтДНК или ее
мутации [55, 128] часто коррелирует с изменени-
ем мембранного потенциала. У растительных ор-
ганизмов митохондрии нередко несут нейтраль-
ные мутации, не приводящие к видимым послед-
ствиям, что, вероятно, служит резервуаром для
эволюции митохондриального генома растений.

В отличие от большинства других эукариот,
митохондрии растений имеют сложную и своеоб-
разную генетическую систему. В пределах расти-
тельного царства структура и размер митохондри-
ального генома сильно варьирует. Если размер
большинства митохондриальных геномов живот-
ных составляет всего лишь около 16.5 т.п.н. (мтДНК
человека ‒ 16.6 т.п.н.), то размеры митохондриаль-
ного генома современных растений в основном на-
ходятся в интервале от 200 до 2000 т.п.н. [124], а у от-
дельных представителей он еще больше: напри-
мер, 3.9 млн.п.н. у Amborella trichopoda и 11.3 млн.п.н.
у Silene conica [131]. Небольшое число функциональ-
ных генов в огромном митохондриальном геноме
растений чередуется с длинными межгенными об-
ластями, как правило, неизвестного происхожде-
ния [132], благодаря чему в нем происходят множе-
ственные изомерные перестройки, способствую-
щие быстрой структурной реорганизации мтДНК.

Принимая во внимание, что в клетке млекопи-
тающих присутствует до тысячи копий мтДНК,
копийность митохондриальных генов растений
относительно низкая. Preuten с соавт. [60] устано-
вили, что копийность митохондриальных генов
арабидопсиса сильно варьирует в различных ор-
ганах растения, а также зависит от стадии его раз-
вития. Интересно, что число копий генов в клет-
ках листа оказалось существенно меньше общего

числа митохондрий на клетку (приблизительно
450 и 300 митохондрий в протопластах, получен-
ных соответственно из зрелых и молодых ли-
стьев). Наибольшее число копий генов араби-
допсиса (ATP1, RPS4, NAD6 и COX1), примерно
300‒450 на клетку, обнаружено в меристеме кор-
ней, в то время как в листьях и цветах это только
80‒140 копий. Исходя из этого, авторы предполо-
жили, что отдельные митохондрии растений со-
держат лишь часть генома или вовсе не содержат
ДНК [60]. С этим согласуются данные, что во вре-
мя деления митохондрий не все дочерние мито-
хондрии наследуют нуклеоиды, а те, что наследу-
ют, не обязательно содержат полный набор гено-
ма [97]. При анализе содержания мтДНК, размера
митохондриального генома и числа митохондрий
на клетку установлено, что некоторые митохон-
дрии растительной клетки содержат неполный
геном [133]. При делении митохондрий происхо-
дит контролируемое распределение органелл по
двум дочерним клеткам, но 25‒40% этих орга-
нелл, как оказалось, не содержат мтДНК [134]. В
результате фрагментации ретикулярных мито-
хондрий в клетках прорастающих семян араби-
допсиса их число увеличивается в три раза, при
этом копийность мтДНК увеличивается лишь в
два раза [85], что ведет к неравномерному распре-
делению нуклеоидов в пределах митохондриаль-
ной популяции и, как полагают авторы, стано-
вится причиной возникновения генетической не-
однородности хондриома. Подобная ситуация
может способствовать неравному распределению
мтДНК между дочерними клетками, что объясня-
ет некоторые синдромы, связанные с истощени-
ем мтДНК [135].

Случайное или стохастическое распределение
мтДНК по новым митохондриям, приводящее к
появлению органелл с отсутствием полного гено-
ма, происходит благодаря субгеномной природе
митохондриальных геномов растений [124]. Струк-
турно мтДНК растений существует в основном как
совокупность субгеномных кольцевых, линейных
и разветвленных молекул различного размера [124,
136]. Некоторые участки мтДНК обладают более
высокой копийностью. Так, наряду с превалиро-
ванием основного генома, представленного, как
предполагают, преимущественно линейными мо-
лекулами, образующими кольцо перекрывающи-
мися концами [136], в митохондриях присутствуют
субстехиометрические молекулы мтДНК [137].
Появление такого фрагментированного генома у
растений связывают с меж- и внутримолекуляр-
ной гомологичной рекомбинацией [105, 132, 138].
мтДНК высших растений богата повторяющими-
ся последовательностями, которые могут участ-
вовать в гомологичной рекомбинации и, следо-
вательно, иметь большое влияние на структуру
генома [139]. Крупные повторяющиеся после-
довательности размером до нескольких тысяч
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пар нуклеотидов достаточно часто участвуют в
обратимой рекомбинации, тем самым обеспе-
чивая пластичность митохондриального расти-
тельного генома. В то же время рекомбинация
между повторами среднего (от 50 до 500 п.н.) и
малого (<50 п.н.) размера происходит нечасто и,
как правило, асимметрично и необратимо [140],
генерируя перестройки в мтДНК [141]. Результа-
том рекомбинации между повторами может стать
образование химерных генов, которые вызывают
ЦМС у растений [141].

Для митохондриального генома растений бы-
ло введено определение [137], согласно которому
“митотип, или митохондриальный гаплотип, ‒ это
набор генетической информации, находящейся в
совместно наследуемых молекулах мтДНК, способ-
ный играть роль основного генома”. Сложноорга-
низованная структура, свойственная растительно-
му геному митохондрий, способствует появлению
в растительной клетке альтернативных митотипов.
Высокая частота меж- и внутримолекулярной го-
мологичной рекомбинации генерирует альтерна-
тивные варианты мтДНК ‒ важный резервуар ге-
нетического разнообразия митохондриального ге-
нома растений [139]. Рекомбинационные события
при участии повторов среднего и малого размера
вносят вклад в гетероплазматическое состояние
мтДНК и приводят к образованию субстехиомет-
рических популяций мтДНК, или сублимонов [140].
Следуя терминологии, применяемой к мтДНК
растений, сублимоны – полученные в результате
рекомбинации молекулы, присутствующие в ми-
тохондриях в очень низких количествах [117].
Иногда сублимоны селективно реплицируются и
замещают собой основной геном, что приводит к
появлению в растительной клетке альтернативных
вариантов митохондриального генома, или мито-
типов, которые могут рекомбинировать между со-
бой, давая новые варианты мтДНК, или сегрегиро-
вать во время роста растений, в результате чего по-
являются растения с мозаичным фенотипом [137].
Предполагается, что сегрегация двух вариантов
мтДНК с изменением их пропорции во время ро-
ста Silene vulgaris ‒ механизм, который лежит в ос-
нове различий в соотношении полов потомства и,
как следствие, различных половых фенотипов в
разных частях одного и того же растения [142]. Во
время развития гетероплазматических NCS-рас-
тений (NCS-мутанты кукурузы ‒ от англ. non-
chromosomal stripe mutants) происходит сегрега-
ция митохондриальных геномов, мутировавших
из нормальных [137]. У животных некоторые ми-
тохондриальные перестройки, выявленные в здо-
ровых тканях человека на очень низком уровне,
по-видимому, также относятся к продуктам ре-
комбинации [143].

Гомологичная рекомбинация в митохондриях
растений ‒ эффективный механизм репарации,
способствующий как устранению нежелательных

изменений в мтДНК, так и поддержанию ее каче-
ства [144‒146] (см. рис. 2). мтДНК высших расте-
ний богата повторяющимися последовательно-
стями, которые наряду с другими копиями мито-
хондриального генома в ходе рекомбинации
используются для репарации поврежденных го-
мологичных участков ДНК [139]. Репарация по
пути негомологичной рекомбинации, использу-
ющая для восстановления поврежденной ДНК-
последовательности с низкой гомологией, в ми-
тохондриях растений наблюдается редко [147].
Наличие в митохондриях растений эффектив-
ной системы репарации с вовлечением механиз-
ма гомологичной рекомбинации ‒ причина низкой
скорости мутаций мтДНК большинства видов выс-
ших растений по сравнению с животными. Ее коди-
рующие последовательности высококонсерватив-
ны и эволюционируют очень медленно при сильно
изменчивой организации митохондриального ге-
нома растений в целом [139].

Ядерные гены контролируют организацию
митохондриальных геномов и экспрессию коди-
руемых ими генов. Использование мутантов ара-
бидопсиса позволило охарактеризовать три ядер-
ных гена, участвующих в контроле стехиометрии
альтернативных форм мтДНК, генерируемых ре-
комбинацией. Это гены, кодирующие специфич-
ный для растений белок OSB1, связывающий од-
ноцепочечную ДНК [148], MSH1 ‒ белок из се-
мейства репарации ошибочного спаривания mutS ‒
и RECA-подобную рекомбиназу RECA3 [149].
Показано, что MSH1 необходим для поддержа-
ния низкого уровня мутаций в митохондриаль-
ных и пластидных геномах растений, а отсутствие
этого гена у животных, по-видимому, способ-
ствует повышенной частоте мутаций генов орга-
нелл [150]. Ядерный контроль над мтДНК можно
рассматривать как механизм, позволяющий от-
цовскому геному влиять на митохондриальный
геном, наследуемый по материнской линии [137].
Двуродительское наследование митохондрий по
причине передачи мтДНК по отцовской линии
(так называемой “отцовской утечки”) может при-
водить к перестройкам в результате рекомбина-
ции отцовских и материнских мтДНК, что также
ведет к гетероплазмии [151, 152] с последующим
присутствием как материнских, так и отцовских
митотипов в потомстве. Передача и репликация
отцовской мтДНК пшеницы в гибридах ячменя и
пшеницы была продемонстрирована при повтор-
ных обратных скрещиваниях с родительской пше-
ницей [153].

Помимо рекомбинации новые митохондри-
альные генотипы могут возникать на основе та-
ких изменений мтДНК (см. рис. 2), как точечные
мутации, делеции и дупликации, которые проис-
ходят вследствие повреждений мтДНК активны-
ми формами кислорода, ошибок репликации, а
также дефектной или неэффективной репарации
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[117]. Респираторная дисфункция и низкий потен-
циал митохондриальной мембраны часто бывают
следствием мутаций в мтДНК [55], возникающих,
прежде всего, из-за генерации в митохондриаль-
ном матриксе больших количеств активных форм
кислорода, повреждающих ДНК митохондрий.

Подобные мутации часто наблюдаются при ге-
тероплазмии у человека [154], но редко вносят
вклад в генерацию гетероплазмии у растений.
Показано, что полиморфизм в митохондриаль-
ных гаплотипах растений обычно является резуль-
татом рекомбинации [137]. Тем не менее высокий
уровень гетероплазмии, связанный с точечными
мутациями в некодирующих последовательностях,
обнаружен у сортов оливкового дерева (Olea euro-
paea L.) [155]. NCS-мутанты кукурузы, образующи-
еся в результате межклеточной изменчивости сте-
хиометрии мтДНК, несут делеции в ряде белок-
кодирующих генов, включая NAD4, COX2 и
RPS3/RPL16 [141]. Делеции гена NAD7 обнаруже-
ны также у Nicotiana sylvestris [156, 157]. Кроме того,
делеция в ЦМС-специфических участках мтДНК
может приводить к цитоплазматической реверсии к
фертильности у ЦМС-растений [141].

Ситуация, когда молекулы мтДНК в одной и
той же клетке содержат множество различных ге-
нетических вариантов в низких пропорциях, на-
зывается микрогетероплазмией [158]. Благодаря
многокопийности митохондриального генома
присутствие конкретной мутации может наблю-
даться в некоторых, но не во всех молекулах, что
обеспечивает нейтральность этой мутации для
организма. Эволюционная адаптация, вызываю-
щая межклеточную изменчивость пропорции му-
таций в зародышевых линиях, получила название
“генетического бутылочного горлышка” [159, 160].
В результате действия этого адаптационного ме-
ханизма одни клетки получают больше мутаций,
другие меньше, что препятствует накоплению
мутаций из поколения в поколение. Таким обра-
зом, ооциты с более низкой пропорцией мутаций
могут стать жизнеспособным потомством. У жи-
вотных межклеточная изменчивость в содержании
мутаций наблюдается, как правило, в половых
клетках, но встречается и в соматических тканях
[161, 162]. У млекопитающих пропорции гетеро-
плазмии могут изменяться на более поздних стади-
ях развития ‒ как следствие неслучайного клеточ-
ного или тканеспецифического отбора [161, 163],
предположительно не зависящего от клеточной
пролиферации [35, 164]. Не следует путать “генети-
ческое бутылочное горлышко”, обозначающее рас-
пространение мутации, с понятием “физического
бутылочного горлышка” [160, 165] – состоянием,
достигаемым физическим уменьшением числа
копий молекул мтДНК на клетку во время разви-
тия. “Физическое бутылочное горлышко”, в от-
личие от “генетического бутылочного горлыш-
ка”, напрямую соответствует наблюдаемому ко-

личеству молекул мтДНК в эксперименте [166]. В
отношении существования механизма “генетиче-
ского бутылочного горлышка” у растений есть раз-
ные мнения. Ранее сообщалось о сниженном уров-
не гетероплазмии у оливковых деревьев, размно-
жавшихся половым путем, в сравнении с
деревьями, долгое время размножавшимися веге-
тативно, что происходит, как предполагается, из-
за генетического дрейфа во время формирования
женской гаметы [155]. Также есть мнение, что ме-
ханизм “генетического бутылочного горлышка” в
растениях отсутствует, а наблюдаемая гомогениза-
ция последовательностей мтДНК в клетках заро-
дышей растений, ограничивающая распростра-
нение мутантных митохондриальных вариантов,
обусловлена генной конверсией и эффективной
репарацией ошибочного спаривания [167].

В настоящее время недостаточно данных о
том, как митохондриальный геном растений с его
сложной популяцией молекул ДНК поддержива-
ется и передается от поколения к поколению.
Упомянутое ранее массовое слияние митохон-
дрий, наблюдаемое в клетках апикальной мери-
стемы побегов арабидопсиса [68] и в яйцеклетках
P. zonale [168], способствует успешному наследо-
ванию гетероплазматических геномов благодаря
сохранению стабильности митохондриальной
популяции в ряду поколений [14, 137]. Тем не ме-
нее представленность отдельных последователь-
ностей мтДНК в растительных митохондриях мо-
жет варьировать в зависимости от ткани/органа
растения. Нередко в меристемах и недифферен-
цированных тканях наблюдаются более высокие
уровни сублимонов [169‒171]. Показано, что по-
следовательность pvs намного многочисленнее в
корневой меристеме, чем в ткани листа фасоли,
где она присутствует в виде сублимона [170]. Пе-
рестройки хондриома, происходящие во время
прорастания семян арабидопсиса, способствуют
неравномерному распределению митохондриаль-
ных нуклеоидов [85].

Организация митохондриального генома в кор-
невой меристеме риса также существенно отлича-
ется от таковой в дифференцированных клетках,
что связывают с изменениями стехиометрии моле-
кул мтДНК при ее репликации и распределении во
время клеточной дифференцировки [172]. Предпо-
лагается, что в меристематической ткани растений
находится единая репликационная единица, га-
рантирующая передачу дочерним клеткам полной
генетической информации митохондрий, вклю-
чая сублимоны [170]. По мере дифференцировки
клетки выходят из фазы G1, приобретая обрати-
мое или необратимое состояние покоя (G0) [173].
С течением времени в состоянии необратимого
клеточного покоя в зрелых клетках могут накап-
ливаться генетически отличающиеся митохон-
дрии с неравномерным распределением пропор-
ций исходного и мутантного варианта мтДНК.
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ТАРАСЕНКО, КУЛИНЧЕНКО

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРНО-
МОРФОЛОГИЧЕСКИХ

И ГЕНЕТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ
НА ФУНКЦИИ МИТОХОНДРИЙ
Влияние гетероплазмии на фенотипы

живых организмов
Митохондриальные мутации широко распро-

странены в царстве растений и животных. На жи-
вотных системах (особенно на людях) митохон-
дриальная гетероплазмия активно изучалась из-
за тесной связи между ее возникновением и мито-
хондриальными заболеваниями [174]. Широко
известно, что мутации мтДНК у млекопитающих
приводят к развитию заболеваний различной сте-
пени тяжести. В том случае, когда доля митохон-
дрий с мутантной мтДНК превышает патогенное
пороговое значение для ткани, появляется симп-
томатика заболевания [1]. Одни мутации вызыва-
ют нарушения, поражающие нервную систему,
мышцы, сердце и эндокринные органы на ранних
стадиях развития организма, в то время как дру-
гие (чаще всего приобретенные), с более мягкими
проявлениями в общих фенотипических чертах,
приводят к более позднему началу заболевания
[159]. Изменения в мтДНК (вставки, делеции, то-
чечные мутации) могут приводить к респиратор-
ным проблемам, эпилепсии, сердечной недоста-
точности, болезни Паркинсона, диабету, рассе-
янному склерозу и развитию процесса старения
[175‒177]. Однако митохондриальная гетероплаз-
мия клеток животных, включая человека, не все-
гда приводит к нарушению митохондриальных
функций [178‒180]. Многие здоровые люди име-
ют низкие уровни (<1%) точечных мутаций
мтДНК, включая как наследственные, так и при-
обретенные [159].

У растений особенности структуры и динами-
ки митохондриального генома позволяют под-
держивать геномное разнообразие митохондрий
без критических воздействий на организм. Пер-
воначально гетероплазмия митохондрий расте-
ний также рассматривалась как источник патоло-
гических мутаций. Ее обнаруживали в мутантных
[181, 182] или гибридных линиях растений [183], а
также в растениях, регенерированных из тканевой
культуры [184, 185]. Однако позже гетероплазмия
была выявлена и в растениях дикого типа [170, 186]
и в настоящее время считается нормальным физио-
логическим состоянием для митохондриальной по-
пуляции в растительной клетке [137].

Фенотипические особенности мутантных или
гибридных линий растений, обладающих гетеро-
плазмией митохондриального генома, достаточно
хорошо изучены. Когда мутации приводят к появ-
лению растений с дефектом, наследуемым по ма-
теринской линии, или с мужской стерильностью,
их легко обнаружить. Линии, несущие мутации
жизненно важных митохондриальных генов в ге-

тероплазматичном состоянии, часто характеризу-
ются замедленным ростом, укорочением стебля,
редуцированной и складчатой формой листовой
пластины, тогда как гибридные растения, предна-
значенные исключительно для удовлетворения
сельскохозяйственных нужд человека, имеют цен-
ные агрономические характеристики.

Несмотря на вероятную распространенность
гетероплазмии в природе [137], пока очень мало
известно о ее влиянии на растительные феноти-
пы в природных популяциях [118]. Альтернатив-
ные типы митохондриального генома растений
природного происхождения часто отличаются
только порядком расположения последовательно-
стей и не содержат мутаций, вредных или суще-
ственно влияющих на фенотип [171, 187]. Учитывая
множественный механизм возникновения гетеро-
плазмии в клетке, включающий гомологичную ре-
комбинацию, точечные мутации и двуродительское
наследование митохондрий, это явление можно
рассматривать как состояние, усложняющее и без
того многоуровневую организацию митохондри-
ального генома растений.

Вопрос “нерациональности” организации рас-
тительного митохондриального генома подробно
обсужден в обзоре M. Woloszynska [137]. Действи-
тельно, сложно понять, для чего растениям при-
родных популяций поддерживать гетероплазмати-
ческое состояние митохондрий, не дающее им
важных фенотипических преимуществ, повыша-
ющих их устойчивость и жизнеспособность. Ос-
новываясь на универсальности механизмов воз-
никновения гетероплазмии для эукариот, а также
на факте существования пластидной гетероплаз-
мии, J. Frey и соавт. [188] высказали предположе-
ние, что гетероплазматическое состояние геномов
возникло неслучайно и существует в качестве меха-
низма, генерирующего собственное генетическое
разнообразие, компенсируя тем самым отсутствие
половой рекомбинации. Однако, поскольку к на-
стоящему времени гетероплазмия обнаружена в по-
пуляциях лишь нескольких видов растений [189,
190], спешить с выводами относительно ее роли
для растительного организма, особенно в отно-
шении фенотипических проявлений, не следует.
Необходимы дополнительные исследования рас-
пространенности явления митохондриальной гете-
роплазмии в природных популяциях, что позволит
понять роль гетерогенного состояния мтДНК для
растительной клетки.

Динамичные изменения структуры хондриома
и его биоэнергетические функции

В здоровых, молодых и непролиферирующих
(G0) клетках функционально активные мито-
хондрии под воздействием таких факторов, как
стресс, изменение потенциала митохондриаль-
ных мембран, совместная работа с другими кле-
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точными компартментами, вовлекаются в дина-
мические процессы, влияющие на качество и
структурно-морфологические вариации мито-
хондриальной популяции.

Изменения биоэнергетического состояния клет-
ки оказывают влияние на баланс между процессами
слияния и деления митохондрий, что, как след-
ствие, приводит к появлению морфологических ва-
риаций [191]. Показано, что высокая активность
дыхательной цепи часто коррелирует с удлинени-
ем митохондрий. У дрожжей увеличение актив-
ности окислительного фосфорилирования со-
провождается элонгацией митохондриальной се-
ти [192]. Индукция гиперслияния митохондрий в
клетках животных, происходящая при стрессе,
также приводит к повышенной выработке мито-
хондриального ATP и определяет стрессоустой-
чивость клеток [193].

В противоположность этому, высокий энерге-
тический статус в клетках фотосинтезирующих
растений обеспечивается преимущественно мел-
кими дискретными митохондриями. Высоко-

энергетическое состояние растительных клеток в
дневное время связано с формированием и под-
держанием популяции митохондрий небольшого
размера, а сниженный энергетический статус в
ночное время – с более удлиненными митохон-
дриями [56]. В то же время механизмы энергиза-
ции клеток в состоянии клеточной пролифера-
ции универсальны для всех эукариот (рис. 3): не-
прерывная гиперсеть, формирующаяся на стадии
G1-S клеточного цикла, имеет наибольший вы-
ход ATP [63, 64, 194, 195], необходимого клетке во
время деления, и позволяет распределять энер-
гию на значительные расстояния по всей клетке.

Морфологические изменения митохондрий
играют решающую роль в биоэнергетической ре-
активации при прорастании семян [85]. Покоя-
щиеся сухие семена содержат дискретные не-
большие протомитохондрии, после набухания се-
мян митохондрии сливаются, образуя сетчатую
структуру, что приводит к биоэнергетической и
метаболической реактивации. Временное слия-
ние митохондрий также наблюдается в протопла-

Рис. 3. Митохондриальная динамика и клеточный цикл. В период клеточной пролиферации происходит последова-
тельная смена этапов преобразования структуры митохондриальной популяции (G1, G1-S, S), заканчивающаяся ми-
тозом (M). В фазе клеточного покоя G0 этап кратковременного слияния вызывает деление. После деления дочерняя
митохондрия либо поддерживает нормальный мембранный потенциал, либо деполяризуется. Деполяризованные ми-
тохондрии могут восстанавливать свой мембранный потенциал и входить в стадию поддержания клеткой состояния
дискретных органелл, при этом митохондрии, не восстановившие потенциал по истечении нескольких часов, как пра-
вило, удаляются из клетки путем митофагии. При условиях, благоприятствующих вхождению клетки в новый клеточ-
ный цикл, дискретные митохондрии снова подвергаются слиянию в фазе G1.
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стах непосредственно перед началом деления
клеток и в клетках при низких уровнях света, кис-
лорода или сахарозы [56, 69, 196]. Следовательно,
образование длинных слитых митохондрий в зи-
готе, семенах, меристематических клетках спо-
собствует активации биоэнергетических процес-
сов для инициации онтогенеза.

В случае повреждений митохондрии, как прави-
ло, происходит деполяризация органелл, что ведет
к потере потенциала митохондриальной мембра-
ны, необходимого для генерации АТР [197]. Пато-
логические условия также вызывают снижение
потенциала митохондриальной мембраны в клет-
ках млекопитающих, при этом часть митохон-
дрий сохраняет свой мембранный потенциал не-
изменным, что приводит к увеличению гетеро-
генности митохондриальной популяции [198].
Деполяризованные органеллы различной фор-
мы, не подлежащие восстановлению, остаются за
пределами пула активных митохондрий, вновь сли-
вающихся в протяженные кластеры [120]. Фрагмен-
тированные или неслившиеся митохондрии, не
способные поддерживать необходимый уровень
синтеза АТР [1, 199], инициируют процессы мито-
фагии, то есть аутофагической деградации мито-
хондрий, и удаляются из клетки (рис. 4). При изу-
чении динамики митохондрий фибробластов по-
казано, что каждая пятая дочерняя митохондрия
деполяризуется и элиминируется митофагией
[119]. Мелкие фрагментированные митохондрии
с выявленной дисфункцией легко захватываются
аутофагическими мембранами и затем сливаются
с лизосомой [119]. У растений деградация повре-
жденных или продуцирующих избыток активных
форм кислорода митохондрий происходит в ваку-
оли [200]. Таким образом, динамика митохондрий
служит фильтром для отделения и деградации био-
энергетически дисфункциональных митохондрий
от здоровых, а митохондриальное деление ‒ первый
шаг в поддержании качества митохондриальной
популяции.

Способность сети образовывать в результате
деления отдельные деполяризованные дочерние
митохондрии, составляющие преаутофагический
пул клетки, считается одной из важных причин
возникновения субклеточной гетерогенности в
клетках животных [198, 201, 202]. Причина этого,
по-видимому, заключается в том, что определен-
ная часть деполяризованных митохондрий не
подвергается деградации. Известно, что некото-
рые митохондрии с дисфункцией производства
энергии могут восстанавливать свою поляриза-
цию, стимулируя процессы слияния с пулом ак-
тивных, высокоэнергетических органелл с после-
дующим разделением [55] (рис. 4).

Ранее была высказана гипотеза, что в пределах
единичной клетки одни митохондрии могут спе-
циализироваться на хранении наследственной

информации, а другие выполнять биоэнергетиче-
скую функцию [23]. Но действительно ли некото-
рая часть деполяризованных митохондрий пред-
ставляет отдельную субпопуляцию клетки с опре-
деленной функцией или они составляют некую
популяцию “пула ожидания” для восстановления
своей энергетической функциональности, пред-
стоит установить в дальнейших исследованиях.

Биогенез мембран митохондрий
и их гетерогенность

На поздних стадиях прорастания образовавшая-
ся вблизи ядра перинуклеарная тубулоретикуляр-
ная митохондриальная структура может способ-
ствовать обмену молекулами во всем хондриоме,
при этом протомитохондрии становятся своего ро-
да каркасами для встраивания новых полипепти-
дов и липидов [85]. Такие динамичные преобра-
зования хондриома на ранних стадиях развития
растения способствуют перекрестному взаимо-
действию между митохондриальным и ядерным
геномами и синхронизации митохондриального
биогенеза за счет эффективной доставки и им-
порта тРНК и полипептидов, кодируемых ядер-
ными транскриптами. Эти изменения сопровож-
даются усилением транскрипции генов, кодирую-
щих компоненты аппарата импорта внутренней
мембраны, фолдинга белков и метаболизма мтДНК
[203]. Как показано на культивируемых клетках
млекопитающих [87], митохондрии с перинукле-
арной локализацией обогащены компонентами
аппарата импорта белков внешней мембраны по
сравнению с митохондриями на периферии. По-
сле окончания прорастания перинуклеарные ту-
булоретикулярные структуры фрагментируются,
что вновь приводит к возникновению популяции
физически дискретных митохондрий. Мы пред-
полагаем, что популяция митохондрий уже на
стадии молодых проростков имеет различия в
белково-липидном составе мембран митохон-
дрий. Это предположение подтверждено резуль-
татами наших исследований в области митохон-
дриального импорта ДНК растений in organello
[7]. Так, показано, что митохондриальная попу-
ляция, выделенная как из молодых проростков
кукурузы, так и из запасающей паренхимы репы и
4-недельных листьев арабидопсиса, представляет
собой смесь неоднородных органелл и разделяет-
ся как минимум на две субфракции [7]. Эти мито-
хондрии отличались по ультраструктуре, дыха-
тельной активности и эффективности импорта
ДНК [204] и имели, по-видимому, разный белко-
во-липидный состав мембран. Нами обнаружена
высокая эффективность импорта нуклеиновых
кислот в одну из митохондриальных субфракций,
что может быть обусловлено повышенным уров-
нем биогенеза мембран в протомитохондриях по
сравнению с более зрелыми органеллами. Пока



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ПОПУЛЯЦИИ МИТОХОНДРИЙ 407

неясно, с чем связана такая гетерогенность: отра-
жает она внутриклеточные процессы или разли-
чия в метаболическом статусе отдельных клеток
одного типа ткани, а значит и их митохондрий.
Ранее в листьях арабидопсиса выявлена гетеро-
генность митохондриальной структуры при ак-
климатизации растения к холоду [205]. Также по-
казано [26], что митохондрии, выделенные из мо-
лодых листьев гороха, имеют меньшую плотность
за счет сниженного содержания некоторых мат-
риксных белков в сравнении с органеллами, изоли-
рованными из более старых листьев. На основании
этих результатов можно предположить, что листья
разного возраста служат источником гетерогенных
по молекулярному составу митохондрий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
ДАЛЬНЕЙШИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Таким образом, создание и поддержание разно-
образия популяции митохондрий растений проис-

ходит благодаря особенностям динамики расти-
тельных митохондрий. Эта динамика приводит к
формированию дискретной организации хондрио-
ма с морфологически и генетически разнообразны-
ми органеллами, которые могут нести альтернатив-
ные варианты митохондриального генома, иметь
неравное распределение мтДНК, индивидуальный
состав мембран и разную степень митохондриаль-
ной энергизации. Согласно некоторым исследова-
ниям, митохондрии, по крайней мере в некоторых
типах клеток, могут быть разделены на функцио-
нально разнообразные субпопуляции, выполняю-
щие различные задачи в клетке [120]. К важнейшим
функциям митохондрий относится биосинтез АТР
и поддержание стабильности собственного генома.
Однако синтез АТР сопровождается образованием
в дыхательной цепи активных форм кислорода,
которые, как известно, могут вызывать повре-
ждения в ДНК. Так, Logan [23, 62] считает, что
возникает своего рода конфликт в осуществлении
митохондриями двух вышеназванных функций.

Рис. 4. Комплементация митохондриальной функции с помощью слияния. Слияние позволяет функциональным ми-
тохондриям восстанавливать поврежденные органеллы; при этом происходит распределение компонентов между ор-
ганеллами и предотвращение неблагоприятных эффектов, вызванных воздействием стрессовых факторов. При аль-
тернативном сценарии поврежденные митохондрии отделяются от здоровой популяции и удаляются из цитоплазмы с
помощью аутофагической деградации.
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Разрешение этого конфликта он видит в существо-
вании в клетке двух субпопуляций митохондрий,
одна из которых выполняет преимущественно
энергетическую функцию, а другая служит своего
рода генетическим хранилищем. Митохондрии
этих субпопуляций могут различаться по содержа-
нию мтДНК и мембранных компонентов, обеспе-
чивающих окислительное фосфорилирование.

Стресс также может вызывать возникновение
в клетке специализированных субпопуляций ми-
тохондрий. Показано, что при воздействии на
лист арабидопсиса патогенными грибами появ-
ляется вторая субпопуляция органелл, наряду с
типичными митохондриями. В мембране этих ор-
ганелл происходит накопление белка PEN2, спо-
собного формировать гомоолигомерные ком-
плексы [6].

Специализация митохондрий может быть свя-
зана с межорганельными взаимодействиями [62]
либо характеристиками самой митохондрии, та-
кими как белково-липидный состав мембраны и
ее проводимость, а также содержание и состав
мтДНК. Различия в белково-липидном составе
двойной мембраны митохондрий и, как след-
ствие, в эффективности митохондриального им-
порта [206] могут служить непрямым доказатель-
ством наличия у митохондрий функциональной
специализации [7].

Неравномерное распределение нуклеоидов
мтДНК среди митохондрий [60, 85] также указы-
вает на потенциальное разделение функций меж-
ду физически дискретными членами хондриома.
Возникновение гетерогенности наблюдается уже
в прорастающих семенах, предшествуя усилению
митохондриальной динамики и дыхательной ак-
тивности. Одновременно с этой гипотетической
фазой специализации митохондриальных функ-
ций происходит рассинхронизация репликации
мтДНК и ядерного генома и ослабление ядерного
контроля над рекомбинацией мтДНК [85]. Таким
образом, есть данные в пользу возможного разде-
ления функций даже внутри протомитохондри-
альной популяции.

Для дальнейшего понимания природы гетеро-
генности митохондрий необходимо найти ответы
на ряд важных нерешенных вопросов.

1. Анализ корреляции гетероплазмии растительных 
видов с их фенотипом

На данном этапе мало что известно о роли не-
однородного содержания и состояния мтДНК в
природных популяциях растений. Для решения
этой задачи необходим широкомасштабный мо-
ниторинг митогеномов, представляющий особый
интерес для исследования филогеографии видов
с обширным ареалом. Митохондриальная гетеро-
плазмия имеет важные последствия для эволюции

ЦМС растений [207‒209]. Стехиометрия, прису-
щая митохондриальному геному растений, кон-
тролируется ядерными генами, поэтому гетеро-
плазмия может быть полезна для установления
функционального взаимодействия между двумя
геномами.

2. Механизм “поцелуй-и-беги”
и функциональная специализация

Дискретный тип организации митохондриаль-
ной популяции растений представляет больше воз-
можностей для возникновения специализации у
митохондрий. Распространенный механизм “поце-
луй-и-беги” ограничивает гомогенизацию содер-
жимого митохондрий, будучи источником феноти-
пической и генотипической митохондриальной
гетерогенности. Однако вопрос, каким образом
реализуется последующая специализация мито-
хондрий, остается открытым. Возможно, митохон-
дрии в короткий срок до следующего временного
слияния становятся в некоторой степени специа-
лизированными или по мере прохождения не-
скольких циклов слияния-деления постепенно
приобретают специализацию. Сохранение таких
параметров, как индивидуальная морфология,
состав внутренней митохондриальной мембраны
и ассоциированной с ней мтДНК, которые были
свойственны данной митохондрии до временного
слияния [94, 96], свидетельствует о возможном
сохранении и ее специализации.

3. Деполяризованные митохондрии:
функция или дисфункция

В настоящий момент не до конца выяснено,
действительно ли некоторая часть деполяризо-
ванных митохондрий составляет отдельную суб-
популяцию клетки с определенной функцией или
же это “пул ожидания” для восстановления своей
энергетической функциональности либо дегра-
дации.

4. Различия в способности к импорту
у субклеточных популяций митохондрий

Ранее нами выявлена гетерогенность мито-
хондрий в клетках различных растительных тка-
ней [7]. Оказалось, что отдельные субфракции
митохондрий, выделенные из листьев арабидопси-
са, паренхимы корнеплодов репы и меристемати-
ческой ткани колеоптилей кукурузы обладают раз-
личающимися структурными и функциональными
характеристиками. Особо интригующим результа-
том оказалась различная способность выделенных
митохондриальных субфракций к импорту ДНК.
Является ли источником этих различий внутри-
клеточная гетерогенность митохондриальной по-
пуляции, или же мы имеем дело с не менее инте-
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ресным феноменом межклеточной гетерогенно-
сти в пределах одного типа ткани? Ответ на этот
вопрос предстоит получить в дальнейших иссле-
дованиях.
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MITOCHONDRIA POPULATION HETEROGENEITY
IN PLANT CELLS AND OTHER ORGANISMS
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1 Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, Siberian Branch,
Russian Academy of Sciences, Irkutsk, 664033 Russia
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Mitochondria population of eukaryotic cells is heterogeneous. Heterogeneity of mitochondria can be defined
as the variation of certain characteristics of mitochondria within the same or different cells. Differences be-
tween mitochondria can be attributed as non-genetic (structural-morphological and bioenergetic features) or
genetic (differences in a copy number or sequence of mtDNA). Changes in the mtDNA sequence can be re-
flected in the phenomenon of heteroplasmy, i.e. coexistence in the cell/organism of various mitochondrial
genotypes. The review considers the features of the organization and dynamics of the chondriome of plant
cells in comparison with other taxonomic groups of organisms. Particular attention is paid to the reasons and
mechanisms leading to mitochondrial heterogeneity, the phenomenon of heteroplasmy in plants and the pos-
sibility of functional specialization in mitochondria, as well as the role of these processes for the whole organism.
Analysis of numerous data shows that the heterogeneous state of mitochondria in the cell appears, among
other things, due to the species-specific features of the processes of mitochondrial dynamics, which are re-
sponsible for the homogeneity of the mitochondrial population.

Keywords: mitochondrial dynamics, mitochondrial heterogeneity, mitochondrial population, mitochondrial
DNA, heteroplasmy, complementation, recombination
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МикроРНК miR-375 действует как многофункциональный регулятор активности многих физиоло-
гических и патологических клеточных процессов путем взаимодействия с большим числом генов-
мишеней. Эта микроРНК вовлечена в регуляцию дифференцировки и функционирования клеток
нервной и иммунной систем, костной и жировой ткани и даже жизненного цикла ряда вирусов. Из-
менения экспрессии miR-375 обнаружены при канцерогенезе, воспалении, аутоиммунных и сер-
дечно-сосудистых заболеваниях. С каждым годом появляются новые исследования, расширяющие
наше представление о круге процессов, регулируемых этой микроРНК. Согласно последним дан-
ным, miR-375 может быть использована в качестве биомаркера и терапевтической мишени при не-
которых заболеваниях. В этом обзоре обсуждается роль miR-375 в функционировании сердечно-со-
судистой системы в норме и при патологических состояниях.

Ключевые слова: микроРНК, miR-375, сердечно-сосудистая система, сердечно-сосудистые заболе-
вания, экспрессия генов
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ВВЕДЕНИЕ
МикроРНК – класс одноцепочечных некодиру-

ющих РНК длиной 21–23 н. Эти РНК регулируют
экспрессию генов на транскрипционном и/или по-
сттранскрипционном уровне за счет специфиче-
ского связывания с 3′-нетранслируемой областью
своих мРНК-мишеней, что приводит к последу-
ющей деградации этих мРНК и/или блокирова-
нию процесса их трансляции [1]. Опосредован-
ная микроРНК регуляция экспрессии генов опи-
сана у животных, растений, зеленых водорослей и
некоторых вирусов [2]. По данным последней
версии miRBase (выпуск 22) всего у 271 вида най-
дено 48860 зрелых микроРНК, из них 2654 иден-
тифицированы в организме человека [3]. Гены
микроРНК обычно располагаются в межгенных
областях или в интронах кодирующих и некоди-
рующих генов; они транскрибируются в виде пер-
вичных транскриптов (при-микроРНК) и далее

подвергаются многоступенчатому биогенезу, при
котором сначала процессируются в пре-микроРНК
и, наконец, в зрелые микроРНК. Гены микроРНК
могут транскрибироваться как поодиночке, так и в
составе кластера в виде полицистронного тран-
скрипта. Зрелые микроРНК содержат на 5'-конце
затравочную область (область узнавания мишени
длиной 6–8 н.), которая в первую очередь отвеча-
ет за связывание микроРНК с мРНК-мишенью
[4]. МикроРНК на основании сходства последо-
вательности их затравочных областей группиру-
ются в семейства [5].

Экспрессия отдельных микроРНК в зависи-
мости от типа клеток и стадии эмбрионального и
постэмбрионального развития варьирует от вы-
сокоспецифичной до повсеместной, причем раз-
личия в профилях микроРНК между клеточными
линиями и тканями в основном обусловлены из-

1 Эти авторы внесли равный вклад в подготовку статьи.
Сокращения: ВПС – врожденный порок сердца; ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания; ИМ – инфаркт миокарда; AUC –
Area Under The ROC Curve (площадь под ROC-кривой); ХСН – хроническая сердечная недостаточность; LDHB – лактат-
дегидрогеназа B.

УДК 577.21

ОБЗОРЫ

EDN: DWACQF
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менениями в экспрессии относительно неболь-
шого числа микроРНК [6].

Для микроРНК характерна плейотропность
(одна микроРНК может связываться со многими
мРНК-мишенями) и вырожденность или избыточ-
ность (уровень одной мРНК может регулироваться
многими микроРНК) [7]. Формируя сложную регу-
ляторную сеть, молекулы микроРНК обеспечивают
дополнительный контроль различных биологиче-
ских процессов, таких как развитие и старение ор-
ганизма [8, 9], пролиферация и дифференцировка
отдельных клеточных популяций [10, 11], апоптоз
[12], иммунный ответ [13], проведение сигнала
[14], метаболизм [15] и др. Показано участие от-
дельных микроРНК в развитии различных забо-
леваний [7, 16, 17], в том числе сердечно-сосуди-
стых [18, 19].

Настоящий обзор посвящен роли одной из
микроРНК – miR-375 – в развитии и функциони-
ровании сердечно-сосудистой системы в норме и
при патологии. Согласно современным представ-
лениям, miR-375, первоначально описанная как
наиболее экспрессируемая в бета-клетках подже-
лудочной железы [20], действует как многофунк-
циональный регулятор различных клеточных пу-
тей [21].

ГЕН MIR375 И РЕГУЛЯЦИЯ ЕГО 
ЭКСПРЕССИИ

Ген MIR375 человека, кодирующий микроРНК
miR-375, расположен в межгенной области на
хромосоме 2 [22]. Он локализован в области 2q35
между генами CRYBA2 (Crystallin Beta A2) и CFAP65
(Cilia- and flagella-associated protein 65, coiled-coil
domain-containing protein 108) и транскрибирует-
ся с собственного промотора с помощью РНК-
полимеразы II с образованием при-микроРНК
(primary miRNA) pri-miR-375 (рис. 1). В результате
гидролиза pri-miR-375 с помощью микропроцес-
сорного комплекса, включающего РНКазу III
Drosha и белок DGCR8 (DiGeorge syndrome criti-
cal region gene), образуется предшественник мик-
роРНК (precursor miRNA) pre-miR-375, который
представляет собой шпильку длиной ~70 н., со-
стоящую из двухцепочечного стебля и одноцепо-
чечного участка со свободным 3'-концом. После
транспорта pre-miR-375 в цитоплазму мультибелко-
вый комплекс, включающий РНКазу III Dicer, вы-
резает петлевой участок pre-miR-375 с образовани-
ем дцРНК длиной 21–23 п.н., состоящей из зре-
лых miR-375-3p и miR-375-5p [23]. Далее в обзоре
мы будем уточнять, какую из зрелых miR-375 изу-
чали исследователи, если эта информация была
предоставлена.

Перед геном MIR375 расположена высоко кон-
сервативная область, содержащая TATA-бокс и три
E-бокса [24]. С ТАТА-боксом связывается РНК-

полимераза II, которая транскрибирует MIR375. С
E-боксами могут связываться факторы транскрип-
ции, имеющие мотив спираль-петля-спираль, ко-
торые опосредуют инициацию транскрипции и ре-
гулируют экспрессию miR-375 (рис. 1).

Помимо транскрипционных факторов, на экс-
прессию miR-375 могут оказывать влияние эпиге-
нетические факторы, в частности, метилирование
ДНК. Найдены два CpG-островка (рис. 1), метили-
рование цитозинов в которых может регулировать
экспрессию miR-375 у людей: первый (CpG-1) на-
ходится на 2000 п.н. выше гена и имеет размер
примерно 700 п.н., а второй (CpG-2) охватывает
примерно 850 п.н. и перекрывается с сайтом на-
чала транскрипции. Оказалось, что активная
транскрипция MIR375 происходит при гиперме-
тилировании первого сайта и гипометилирова-
нии второго [25].

В регуляторной области гена MIR375 обнару-
жены консенсусные последовательности для свя-
зывания фактора транскрипции CTCF. Белок
CTCF – многофункциональный транскрипцион-
ный фактор, содержащий 11 мотивов цинковых
пальцев, может действовать и как активатор, и как
репрессор транскрипции. Предполагают, что свя-
зывание CTCF с неметилированной ДНК в CpG-1
блокирует транскрипцию miR-375, в то время как
метилирование этой области препятствует взаи-
модействию ДНК с CTCF и тем самым активиру-
ет транскрипцию [25].

При патологических состояниях наблюдаются
изменения уровня экспрессии гена MIR375 (в том
числе активируется его эктопическая экспрессия),
обусловленные, в основном, изменением мети-
лирования его промотора или активностью коль-
цевых и других некодирующих РНК, выступаю-
щих в роли “микроРНК-губок” [21, 26].

Наиболее полно нарушение регуляции экс-
прессии miR-375 изучено при онкологических за-
болеваниях и при сахарном диабете. Исследование
метилирования промотора гена miR-375, которое
проводилось на различных клеточных линиях че-
ловека, включая гепатокарциному и меланому, по-
казало, что статус метилирования отрицательно
коррелирует с уровнем экспрессии miR-375. На-
рушение метилирования промотора рассматри-
вается как одна из причин снижения уровня miR-
375, которое часто наблюдается при разных видах
злокачественных опухолей [23]. В целом, опухо-
левые клетки человека имеют высокий уровень
метилирования промотора гена miR-375 и, как
следствие, низкий уровень miR-375 по сравнению
с нормальными тканями.
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Опубликованные данные об участии miR-375 в
физиологических процессах, происходящих в сер-
дечно-сосудистой системе человека, весьма не-

многочисленны. В основном изучают возможность
использования этой микроРНК в качестве биомар-
кера различных сердечно-сосудистых заболева-
ний (ССЗ) или проводят эксперименты на живот-
ных или клеточных линиях.

Рис. 1. Хромосомная локализация гена MIR375 и биогенез зрелой микроРНК. а – Структура области гена MIR375. Ген
MIR375 располагается в локусе 2q35 (поблизости от генов FEV, CRYBA2, LOC120977024, LOC100129175 и CFAP65) и
транскрибируется с собственного промотора. На расстоянии 24 н. от точки начала транскрипции (transcription start
site, TSS) располагаются ТAТА-бокс и три E-бокса (Е1, Е2 и Е3). Показаны два CpG-островка; для поддержания ак-
тивной экспрессии MIR375 CpG-1 должен быть гиперметилирован, а CpG-2 – гипометилирован. б – Процессинг
miR-375. После синтеза первичного транскрипта гена MIR375 (pri-miR-375) происходит его ядерный процессинг с об-
разованием микроРНК-предшественника (pre-miRNA-375) и транспорт последнего в цитоплазму, где образуются
зрелые микроРНК (miR-375-3p и miR-375-5p).
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Cao и соавт. показали, что miR-375 экспресси-
руется на высоком уровне в сердце мыши в эм-
бриогенезе [27], а нарушение экспрессии miR-
375 ассоциировано с врожденным пороком серд-
ца (ВПС). Так, значительное повышение уровня
miR-375 по сравнению с контролем наблюдали в
миокарде межжелудочковой перегородки у 22-не-
дельных плодов с дефектом межжелудочковой пе-
регородки [28]. Избыточная экспрессия miR-375
нарушала эмбриональное развитие сердца у рыб
Danio rerio: выявлено снижение частоты сердеч-
ных сокращений, отек перикарда и аномальное
образование сердечной петли [29].

Связанные с ВПС изменения в экспрессии
miR-375 обнаружены у беременных: у женщин,
носящих плод с ВПС, в сыворотке крови значи-
тельно повышен уровень miR-375-3р, наряду с
miR-19b, miR-22 и miR-29c, что может быть ис-
пользовано для пренатальной диагностики поро-
ков сердца на 18–22 неделе беременности [30]. В
работе [31] подтверждено повышение уровня
miR-375 в сыворотке крови женщин, вынашива-
ющих плод с ВПС, а также описан возможный
механизм влияния miR-375 на кардиомиоциты
при ВПС. Поскольку ВПС часто приводит к ги-
поксии миокарда, для изучения функциональной
роли miR-375 использовали миобласты крысы
H9c2, находящиеся в состоянии хронической ги-
поксии, которая индуцирует снижение жизнеспо-
собности клеток H9c2, повышение скорости апо-
птоза и возрастание активности каспазы-3, что со-
провождалось повышением уровня miR-375-3p.
Сверхэкспрессия miR-375-3p способствовала ин-
дуцированному гипоксией апоптозу в клетках
H9c2, тогда как нокдаун miR-375-3p препятство-
вал его развитию [31]. Обсуждается возможность
оценки уровня miR-375-3p в материнской сыво-
ротке в качестве потенциального биомаркера для
пренатального выявления пороков сердца плода.

Существуют некоторые противоречия между ре-
зультатами [31] и данными работы [32], опублико-
ванной приблизительно в то же время и выполнен-
ной также на клетках H9c2. В ней утверждается,
что повреждение клеток H9c2, вызванное гипо-
ксией с последующей реоксигенацией, которое
приводит к значительному увеличению скоро-
сти апоптоза и активности каспазы-3, напротив,
сопровождается понижением уровня miR-375, а
сверхэкспрессия miR-375 заметно снижает апо-
птоз и уровни каспазы-3 по сравнению с нор-
мальными клетками. Авторы даже предлагают
использовать при инфаркте миокарда (ИМ)
miR-375-мимики (mimic-miR-375) – синтетиче-
ские короткие двухцепочечные олигонуклеоти-
ды, имитирующие предшественники микроРНК
[32]. Возможным объяснением различий, получен-
ных в цитированных работах, могут быть особен-
ности гипоксического воздействия, применявше-
гося в этих исследованиях. В [31] анализировали

клетки в состоянии хронической гипоксии и на-
блюдали постепенное нарастание уровня miR-375
через 24, 48 и 72 ч после начала воздействия, а в
[32] снижение уровня miR-375 детектировали по-
сле гипоксии в течение 24 ч с последующей реок-
сигенацией в течение 6 ч.

Показана также вовлеченность miR-375 в раз-
витие заболеваний сердца, обусловленных атеро-
склерозом, к которым в первую очередь относят
ишемическую болезнь сердца и ее наиболее тяже-
лую клиническую форму – острый ИМ. Как из-
вестно, ведущую роль в развитии атеросклероза
играет воспаление, в котором принимают актив-
ное участие различные клетки иммунной систе-
мы [33]. Недавно на распространенной модели
атеросклероза у мышей с дефицитом ApoE де-
тально описали роль miR-375 в функционирова-
нии клеток иммунной системы [34]. Наблюдали
повышенную экспрессию miR-375 в атеросклеро-
тических бляшках в аорте, в макрофагах костного
мозга и перитонеальных макрофагах, получен-
ных от таких мышей. Ингибирование miR-375
значительно снижало образование пенистых кле-
ток, что сопровождалось усиленной экспрессией
генов, участвующих в оттоке холестерина, и сни-
жением экспрессии генов, участвующих в прито-
ке холестерина. Кроме того, подавление экспрес-
сии miR-375 способствовало увеличению экспрес-
сии маркеров противовоспалительных макрофагов
M2 и снижению – провоспалительных макрофагов
M1; сверхэкспрессия miR-375 приводила к проти-
воположным результатам. В итоге снижение обра-
зования пенистых клеток и ослабление провоспа-
лительного ответа макрофагов приводили к за-
медлению развития атеросклероза у мышей с
дефицитом ApoE [34].

Значительный интерес представляют данные о
том, что уровень циркулирующей miR-375 в плаз-
ме крови больных значимо понижается после ИМ,
вследствие чего эта микроРНК может рассмат-
риваться, наряду с рядом других микроРНК, в
качестве маркера ИМ. Анализ уровней различ-
ных микроРНК в плазме периферической крови
с использованием ДНК-микрочипа [35] или вы-
сокопроизводительного секвенирования [36] пока-
зал, что у больных ИМ с подъемом сегмента ST
уровень miR-375 существенно снижается в тече-
ние суток после появления первых симптомов
заболевания в сравнении со здоровыми индиви-
дами. Эти результаты валидированы в обеих ра-
ботах методом полимеразной цепной реакции с
обратной транскрипцией. Спустя 5 дней после
ИМ различия между уровнями циркулирующей
miR-375 у больных и в контроле становились не-
значимыми [35]. Поскольку известны механизмы
избирательного транспорта микроРНК из сосу-
дистого русла в окружающие ткани путем эндо-
цитоза экзосом и микровезикул [37, 38], предпо-
ложили, что причиной снижения уровня miR-375
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в плазме может быть ее активный импорт в клет-
ки, участвующие в патогенезе ИМ [36]. Мы оце-
нили диагностический потенциал снижения
уровня miR-375 в плазме больных ИМ, используя
величину площади под ROC-кривой (Area Under
The ROC Curve, AUC), и показали высокую эф-
фективность классификатора (AUC = 0.94) [32].
Уменьшение уровня miR-375 в плазме крови на-
блюдали также у больных системной красной
волчанкой при развитии у них атеросклероза [39].
Не выявлено различий в уровне циркулирующей
miR-375 у больных ИМ разного типа [40].

Данные об изменении уровня miR-375 в плаз-
ме крови при ишемии, полученные в экспери-
ментах с модельными животными, не столь одно-
значны. Согласно [35], ни острая ишемия мио-
карда, ни острая ишемия задних конечностей у
мышей не приводили к существенному измене-
нию уровня miR-375 в плазме. Однако в работе
[32] снижение уровня этой микроРНК наблюда-
ли в плазме крови мышей с острым ИМ.

В отличие от плазмы крови, где уровень miR-375
при ИМ снижается, в тканях сердца он, напротив,
повышается [41, 42]. Так, подавление экспрессии
miR-375 с помощью анти-miR-375 при экспери-
ментальном ИМ у мышей снижает воспалитель-
ную реакцию, уменьшает апоптоз кардиомиоци-
тов в ишемизированном миокарде и размер зоны
инфаркта, улучшает функцию левого желудочка и
реваскуляризацию [41]. Похожий эффект дости-
гается и при трансплантации в зону ишемизиро-
ванного миокарда стволовых клеток костного
мозга (BMPAC), в которых предварительно про-
веден ex vivo нокдаун гена miR-375 [42]. На моде-
лях экспериментального ИМ in vivo и гипокси-
ческого повреждения желудочковых кардиомио-
цитов новорожденных мышей in vitro показано,
что подавление апоптоза после ИМ обусловлено
связыванием miR-375 длинной некодирующей
РНК LNC_000898 [26].

Четырехлетнее проспективное исследование,
направленное на сравнение уровней циркулиру-
ющих микроРНК у больных острым коронарным
синдромом и ишемическим инсультом, не вы-
явило различий в уровне miR-375 и ее связи с по-
следующими сердечно-сосудистыми событиями
[43] При атеросклерозе внутренних сонных арте-
рий уровень miR-375 в сыворотке крови коррели-
ровал с типом бляшки: в фиброзных бляшках он
был выше, чем в богатых липидами, тромботиче-
ских и кальцифицированных бляшках [44].

Многие заболевания сердца в конечном итоге
приводят к хронической сердечной недостаточ-
ности (ХСН). Анализ in silico выявил, что miR-375
в числе других микроРНК ассоциирована с ремо-
делированием левого желудочка и прогрессиро-
ванием ХСН после ИМ [45]. Показано, что цир-
кулирующую miR-375 можно использовать для

дифференциальной диагностики форм ХСН с со-
храненной и со сниженной фракцией выброса: ее
уровень был ниже у больных со сниженной фрак-
цией выброса, а наилучшие результаты для диффе-
ренциальной диагностики (AUC = 0.854) давала
совместная оценка уровней натрийуретического
пептида типа В и miR-328, -30c, -221 и -375 [46].

Исследование механизма действия miR-375
при ХСН проведено in vivo на мышиной модели
сердечной недостаточности, вызванной доксоруби-
цином, и in vitro на кардиомиоцитах крыс (H9c2) и
кардиомиоцитах мышей, обработанных доксору-
бицином. Доксорубицин значительно усиливал
экспрессию miR-375 in vitro и in vivo, а ингибиро-
вание miR-375 восстанавливало окислительно-
восстановительный гомеостаз миокарда, предот-
вращало индуцированный доксорубицином окис-
лительный стресс и апоптоз кардиомиоцитов [47].

Опубликованы единичные работы, в которых
оценивали уровень miR-375 при других заболева-
ниях сердечно-сосудистой системы: фибрилля-
ции предсердий [48], поражении миокарда при
сепсисе [49], гипертрофии миокарда [50, 51] и др.
Не выявлено изменений в уровне циркулирую-
щей miR-375 при фибрилляции предсердий [48].
Уменьшение экспрессии miR-375-3p наблюдали
в миокарде крыс с экспериментальным сепсисом,
а повышение или понижение miR-375-3p умень-
шало или усиливало повреждение миокарда соот-
ветственно [49].

Пилотное исследование на 10 животных вы-
явило снижение уровня miR-375 в сыворотке крови
собак с миксоматозной дегенерацией митрального
клапана, приводящей к эксцентрической гипер-
трофии сердца, по сравнению с контрольной груп-
пой [51].

Гипертрофия сердца у крыс, вызванная попе-
речным сужением аорты, а также гипертрофия
кардиомиоцитов in vitro, индуцированная ангио-
тензином II, приводили к увеличению экспрес-
сии miR-375-3р. Нокдаун miR-375-3p уменьшал
гипертрофию кардиомиоцитов, снижал уровни
мРНК и белка тяжелой цепи β-миозина и натрий-
уретического пептида типа В, т.е. уменьшал про-
явления гипертрофии и вызванной ею сердечной
недостаточности. Проведенное на тех же моделях
параллельное определение уровня лактатдегид-
рогеназы B (LDHB) – одного из ключевых фер-
ментов клеточного метаболизма – показало, что
эффект LDHB противоположен эффекту miR-375.
При этом наличие сайта связывания miR-375 в
мРНК LDHB позволило предположить, что нок-
даун miR-375-3p подавляет вызванную ангиотен-
зином II гипертрофию кардиомиоцитов за счет
увеличения экспрессии LDHB [50].

Несмотря на ограниченное число клиниче-
ских исследований, можно констатировать, что
miR-375 является перспективным биомаркером
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различных ССЗ, особенно в сочетании с другими
потенциальными маркерами. Как показывают экс-
перименты на модельных животных и клеточных
линиях, представление о miR-375, как о новом
многофункциональном регуляторе [21], полно-
стью справедливо для сердечно-сосудистой си-
стемы в норме и при патологии.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ДЕЙСТВИЯ микроРНК miR-375 ПРИ ССЗ

МикроРНК miR-375, как и другие микроРНК,
характеризуются плейотропностью: согласно
miRTarBase – базе данных по экспериментально
подтвержденным мишеням микроРНК [52], ми-
шенями miR-375 служат более 450 различных генов.
При этом опубликованные к настоящему моменту
исследования в основном посвящены механизмам
молекулярного действия miR-375 в контексте ее
влияния на сигнальный каскад PI3K/PDK1/Akt1.

При экспериментальном ИМ у мышей веде-
ние анти-miR-375 нарушало связывание miR-375
с PDK1 и таким образом способствовало актива-
ции сигнального каскада PI3K/PDK1/Akt1. Это
воздействие оказывало терапевтический эффект
на клетки ишемизированного миокарда, снижая
воспалительный ответ, подавляя апоптоз кардио-
миоцитов и улучшая функции левого желудочка
[41, 42]. С использованием доксорубициновой мо-
дели ХСН показано, что ингибирование miR-375
повышает активность PI3K/PDK1/Akt1, уменьшает
повреждение миокарда и апоптоз кардиомиоцитов
в первую очередь за счет нарушения связывания
miR-375 с транскриптом гена PDK1 [47].

Напротив, по данным [49], связывание miR-375
с глобальным регулятором транскрипции BRD4
приводит к активации пути PI3K/PDK1/Akt1 и
уменьшению повреждений миокарда у крыс с сеп-
сисом. Показано также, что miR-375 связывается с
3'-UTR мРНК фактора роста соединительной
ткани Ctgf, который способен активировать кас-
кад PI3K/PDK1/Akt1; однако воздействие мими-
ка miR-375 на клетки PC12 после ишемии/репер-
фузии усиливало экспрессию PI3K, Akt1 и p21, а
также приводило к усилению миграции и проли-
ферации клеток [53]. Эти данные свидетельствуют о
сложности регуляторных воздействий miR-375, на-
рушение равновесия между которыми в разных
условиях приводит к разнонаправленному влия-
нию на сигнальный каскад PI3K/PDK1/Akt1. Мож-
но предположить, что такое разнонаправленное
действие miR-375 определяется ее плейотропно-
стью, поскольку многие из ее многочисленных ге-
нов-мишеней участвуют в антагонистичных про-
цессах.

В последние годы для поиска ключевых генов-
мишеней микроРНК все чаще применяется био-
информатический анализ, что позволяет выде-

лить среди всего множества мишеней те, которые
могут иметь наибольшее функциональное значе-
ние при тех или иных физиологических или пато-
логических состояниях.

С целью поиска генов, преимущественно во-
влеченных в развитие ССЗ, в исследовании [36]
из числа всех экспериментально подтвержденных
генов-мишеней miR-375 выбраны те, связь кото-
рых с ССЗ, согласно базе данных DisGenNet [54],
показана в двух или более работах. Таких генов
оказалось 21: ADIPOR2, BCL2, CASP3, CDKN2B,
CTGF, F3, HSP90AA1, IGF1R, IGFBP3, INSIG2,
ITGB1, MYC, NPPB, PARP1, PIK3CA, PROCR,
PTPN1, SGMS2, TNNI3, TP53, YWHAZ (рис. 2).
Одним из двух центральных элементов в сети вза-
имодействий этих генов ожидаемо был ключевой
участник сигнального каскада PI3K/PDK1/Akt1 –
ген PIK3CA. Вторым таким геном оказался TP53,
который кодирует белок-онкосупрессор р53.

Появление открытых наборов данных о сово-
купности транскриптов (транскриптомном про-
филе) ткани сердца, полученных с использовани-
ем высокопроизводительных методов, позволило
применить похожий подход для поиска генов-ми-
шеней miR-375, экспрессия которых специфична
для миокарда. Гены-мишени miR-375, экспресси-
рующиеся в сердечной мышце, были отобраны с
использованием баз данных The Human Protein At-
las [55], miRTarBase [52] и STRING [56]. Ключе-
выми звеньями сети их взаимодействий, помимо
PIK3CA, уже идентифицированного ранее [36],
оказались гены RHOA, MAPK3, PAFAH1B1, CTNNB1,
MYC, PRKCA, ERBB2 и CDC42. Анализ перепред-
ставленности этих генов в известных сигнальных
путях показал, что основная функция miR-375 в
сердечной мышце может состоять в регуляции сиг-
нальных путей, зависимых от Rho-GTPаз [57].

В ряде экспериментальных работ обнаружено,
что ключевыми генами-мишенями miR-375 в сер-
дечно-сосудистой системе могут служить гены
сигнального пути Notch, очень важного для раз-
вития аортального клапана, желудочков, атрио-
вентрикулярного канала и других структур серд-
ца. Повышенная экспрессия miR-375-3p приво-
дила к апоптозу, ингибированию пролиферации
и дифференцировки клеток линии Р19 в кардио-
миоциты in vitro через сигнальный путь Notch
[28]. В эндотелиальных клетках микрососудов лег-
ких (PMEC, Pulmonary Microvascular Endothelial
Cells) miR-375-3p подавляла экспрессию Notch1
[58]. У D. rerio избыточная экспрессия miR-375
приводила к подавлению многих генов, в том
числе notch2, и нарушала эмбриональное разви-
тие сердца [29].

В единичных работах обнаружено влияние
miR-375 и на другие сигнальные пути. Согласно
[31], в клетках H9c2 miR-375-3p подавляет экс-
прессию фактора транскрипции FOXP1, который



424

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

МАТВЕЕВА и др.

участвует в морфогенезе сердца, мозга и легких, и
Bcl2-подобного антиапоптотического белка. В
тех же клетках, трансфицированных miR-375-ми-
миком, значительно увеличивалась экспрессия
мРНК протеинкиназы NLK и самого фермента,
входящего в семейство митоген-активируемых
протеинкиназ и участвующего в регуляции про-
лиферации и дифференцировки кардиомиоци-
тов [32]. В клетках иммунной системы мышей с
дефицитом ApoE нокдаун miR-375 стимулировал
экспрессию фактора транскрипции KLF4, кото-
рый участвует в поляризации макрофагов и спо-
собствует их переходу к M2-фенотипу [34]. Важно
отметить, что выраженность регуляторных эф-
фектов микроРНК на их гены-мишени может за-
висеть не только от уровня экспрессии самих
микроРНК, но и от наличия в мРНК-мишенях
полиморфных вариантов в области их связыва-
ния с микроРНК. Так, при изучении 10 поли-
морфных вариантов генов, связанных с кардио-
метаболическими фенотипами, показано [59],

что полиморфизмы, расположенные в сайтах по-
садки микроРНК, могут влиять на взаимодей-
ствие микроРНК с мРНК-мишенью. В частно-
сти, это показано для полиморфизма rs11735092,
расположенного в сайте посадки miR-375 в гене
HSD17B13 (Hydroxysteroid 17-Beta Dehydroge-
nase 13). Этот ген участвует в регуляции гомео-
стаза липидов печени, и носительство аллеля
rs11735092*С препятствует микроРНК-зависи-
мой регуляции экспрессии и способствует липо-
генезу [59].

В целом, полученные к настоящему моменту
экспериментальные данные свидетельствуют о
том, что основные молекулярные эффекты miR-
375 при ССЗ связаны в первую очередь с регуля-
цией экспрессии ряда важнейших компонентов
сигнальных каскадов PI3K/PDK1/Akt1 и Notch, а
результаты анализа in silico указывают на вовлече-
ние этой микроРНК еще и в тесно связанные с
этими каскадами p53- и Rho-зависимые сигналь-
ные пути, участвующие в поддержании равнове-

Рис. 2. Сеть взаимодействий miR-375 (шестиугольник) и ее генов-мишеней, вовлеченных в развитие ССЗ (кружки).
Сплошными линиями обозначены взаимодействия miR-375 c ее генами-мишенями, пунктирными – взаимодействия
между мишенями. Возрастание размеров и градиент цвета кружков от черного к серому показывают увеличение пара-
метра центральности генов-мишеней в сети их взаимодействия [36].
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сия между смертью и выживанием клетки. Все это
делает miR-375 важным участником процессов,
связанных с ответом клетки на гипоксические
воздействия и воспалительные реакции, занима-
ющие центральное положение в патогенезе мно-
гих распространенных ССЗ.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных ис-
следований (грант № 20-015-00123).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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MicroRNA miR-375 AS A MULTIFUNCTIONAL REGULATOR
OF THE CARDIOVASCULAR SYSTEM
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MicroRNA (miRNA) miR-375 acts as a multifunctional regulator of the activity of many physiological and
pathological cellular processes by interacting with a large number of target genes. MiR-375 is involved in the
regulation of the differentiation and functioning of cells of the nervous an d immune systems, bone and adi-
pose tissue, and even the life cycle of a number of viruses. Changes in miR-375 expression were found in car-
cinogenesis, inflammation, autoimmune and cardiovascular diseases. Every year, new studies appear that ex-
pand our understanding of the range of processes regulated by this miRNA. According to the latest data, miR-375
can be used as a biomarker and therapeutic target in some diseases. This review discusses the role of miR-375
in the functioning of the cardiovascular system in health and disease.

Keywords: miRNA, miR-375, cardiovascular system, cardiovascular diseases, gene expression
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Редактирование генома стало мощным инструментом изучения свойств генов или изменения нук-
леотидной последовательности. За последние несколько десятилетий разработаны программируе-
мые нуклеазы, которые могут вносить двухцепочечный разрыв в интересующий участок молекулы
ДНК. Репарация ДНК после инициации двухцепочечного разрыва может пойти по пути негомоло-
гичного соединения концов (NHEJ), которое приводит к различным ошибкам и нокауту гена. Дру-
гие варианты репарации – направленная гомологичная репарация (HDR) или репарация с помо-
щью одноцепочечной матрицы (SSTR) – позволяют вносить желаемые изменения в ген. В природе
HDR происходит в присутствии донорной матрицы – сестринской хроматиды. При редактирова-
нии генома животных клеток эффективность HDR и SSTR значительно ниже, чем NHEJ. Чтобы ис-
кусственно повысить их эффективность, а также ввести донорную молекулу для нужного измене-
ния геномной ДНК используют двухцепочечные ДНК, одноцепочечные олигодезоксинуклеотиды
и длинные одноцепочечные ДНК. В данном обзоре рассмотрены донорные молекулы, которые ис-
пользуют для репарации двухцепочечных разрывов с помощью HDR или SSTR при редактировании
генома, их применение и модификации, повышающие эффективность HDR и SSTR.

Ключевые слова: геномное редактирование, донорные молекулы, дцДНК, длинные дцДНК, олиго-
дезоксирибонуклеотиды
DOI: 10.31857/S0026898422030168

ВВЕДЕНИЕ

Целевое редактирование генома стало мощ-
ным инструментом изучения свойств генов или
изменения нуклеотидной последовательности. За
последние несколько десятилетий разработаны
программируемые нуклеазы – нуклеазы цинковых
пальцев (ZFN) [1], мегануклеазы [2], эффекторные
нуклеазы, подобные активаторам транскрипции
(TALEN) [3], а также система, основанная на ко-
ротких палиндромных повторах, регулярно распо-
ложенных группами (CRISPR) и CRISPR-ассоци-
ированных белках (Cas) [4], которые позволяют
вносить двухцепочечный разрыв (ДЦР) в интере-
сующую геномную последовательность [5].

Репарация молекулы ДНК, в которой возник
ДЦР, может проходить несколькими путями, ос-
новные из которых – негомологичное соедине-
ние концов (NHEJ) и направленная гомологич-
ная репарация (HDR) [6]. К более редкому меха-
низму репарации ДЦР можно отнести отжиг
одиночной цепи (SSA – single strand annealing),
частным случаем которого является репарация с
помощью одноцепочечной матрицы (SSTR).

При NHEJ часто возникают ошибки, пред-
ставленные в основном короткими вставками и
делециями (инделами). В многоэтапном процес-
се NHEJ участвуют белки, которые распознают,
укорачивают и лигируют концы ДНК. После уко-
рачивания образуются концы ДНК различной

Сокращения: ZFN (Zinc Finger Nuclease) – нуклеазы цинковых пальцев; TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nu-
clease) – эффекторные нуклеазы, подобные активаторам транскрипции; CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats) – короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами; PAM (Protospacer Adjacent Motif) –
мотив, прилежащий к протоспейсеру; a-NHEJ (alternative Non-Homologous End Joining) – альтернативное негомологичное со-
единение концов; доцДНК – длинная одноцепочечная ДНК; дцДНК – двухцепочечная ДНК; ДЦР – двухцепочечный разрыв;
с-NHEJ (classic Non-Homologous End Joining) – каноническое негомологичное соединение концов; MMEJ (Microhomology-
Mediated End Joining) – микрогомологичное соединение концов; HDR (Homology Directed Repair) – направленная гомоло-
гичная репарация; NHEJ (Non-Homologous End Joining) – негомологичное соединение концов; оцОДН – одноцепочечные
олигодезоксирибонуклеотиды; SSTR (Single Strand Template Repair) – репарация с помощью одноцепочечной матрицы;
SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing) – синтеззависимый отжиг цепи.

УДК 577.21

ОБЗОРЫ

EDN: BHDVXO
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конфигурации, а поврежденные концы цепи со-
единяются лигазой без использования молеку-
лярных доноров. В результате исправленная ДНК
часто содержит мутации [7]. В исследовательских
целях путь NHEJ в сочетании с геномным редак-
тированием можно использовать для направлен-
ного нокаута генов [8].

Оставшиеся два механизма – HDR и SSTR –
менее ошибочны, однако требуют введения донор-
ной молекулы, с которой должна произойти ре-
комбинация для репарации ДЦР [9, 10]. При этом
эффективность HDR и SSTR при редактировании
генома клеток животных ниже, чем NHEJ [11–13],
однако только эти два механизма открывают воз-
можность внесения в геном целенаправленных из-
менений, таких как вставка фрагмента или целого
гена.

Низкая эффективность HDR и SSTR обусловле-
на несколькими факторами. Во-первых, HDR пря-
мо конкурирует с путем репарации NHEJ. NHEJ
активен на протяжении всего клеточного цикла, то-
гда как HDR ограничена лишь поздней фазой G2 и
S клеточного цикла, когда происходит репликация
ДНК перед делением клетки. HDR конкурирует
также с еще одним механизмом репарации – мик-
рогомологичным соединением концов (MHEJ),
активным в S (и ранней M) фазах [14]. Во-вторых,
на HDR могут отрицательно влиять соматические
или спорадические мутации в таких генах, как
RAD51, BRCA1 или BRCA2, белковые продукты
которых непосредственно участвуют в репарации
ДЦР. В случае организма или клеточной линии с
уже существующей мутацией в этих генах, а так-
же при попытке их редактирования с помощью
CRISPR-Cas работа будет существенно осложнена
[15]. Показано, что задержка клеточного цикла в
фазах G2/M повышает эффективность геномного
редактирования [16]. Наилучших результатов уда-
лось добиться при использовании нокодазола,
который эффективно и обратимо блокирует кле-
точный цикл в фазе G2/M, когда ДНК уже полно-
стью реплицировалась, а ядерная оболочка оста-
ется разрушенной, что улучшает доступ Cas9 к
ДНК и повышает эффективность HDR [17].

МЕХАНИЗМЫ РЕПАРАЦИИ

Репарация ДЦР может пойти разными путями в
зависимости от таких факторов, как фаза клеточ-
ного цикла, наличие и близость донорной молеку-
лы, активность факторов, участвующих в разных
путях репарации.

Путь NHEJ не зависит от донорной молекулы и
фазы клеточного цикла, поэтому он является доми-
нирующим. В ходе NHEJ гетеродимер Ku70-
Ku80 соединяет концы ДНК, а затем комплекс
LIG4-XRCC4 осуществляет лигирование. NHEJ
делится на каноническое негомологичное со-

единение концов (к-NHEJ) и альтернативное не-
гомологичное соединение концов (а-NHEJ), так-
же называемое микрогомологичным соединени-
ем концов (MHEJ) (рис. 1). ДЦР репарируются
посредством спаривания оснований одиночных
цепей ДНК с последующим укорачиванием кон-
цевых участков, заполнением пробелов и лигиро-
ванием ДНК [18].

HDR с использованием двухцепочечной мат-
рицы проходит по каноническому пути, при
котором RAD51 образует филаменты на 3'-кон-
цах цепи ДНК-мишени, чтобы обеспечить ин-
вазию одиночной цепи поврежденной ДНК в до-
норную молекулу. При этом необходимы факто-
ры, которые обеспечивают взаимодействие RAD51
с ДНК, включая BRCA2, PALB2 и DSS1. Эффек-
тивность HDR с использованием двухцепочеч-
ной матрицы снижается при истощении или
инактивации этих факторов [20]. В ходе HDR
комплекс MRN узнает ДЦР, гидролизует 5′-кон-
цы ДНК по обе стороны от него на расстоянии
15–20 п.н. [6]. Завершают резекцию белки SGS1,
DNA2 и EXO1 [21]. Затем комплекс MRN переме-
щается к фланкирующим участкам двухцепочеч-
ной матрицы и привлекает протеинкиназу ATM –
ключевой фермент сигнальной системы ДЦР
[22]. MRN также связывает концы ДНК, что уве-
личивает его локальную концентрацию и таким
образом способствует активации ATM [23]. Белок
RPA покрывает одноцепочечные участки ДНК.
После этого белок RAD51 образует нуклеопроте-
иновые филаменты с одноцепочечными 3′-кон-
цами ДНК, которые затем выполняют поиск ком-
плементарных участков с образованием структу-
ры Холлидея [24].

HDR может происходить двумя путями: син-
теззависимым отжигом цепи (SDSA) или вос-
становлением ДЦР. SDSA – предпочтительный
путь направленной гомологичной репарации в
соматических клетках. Он приводит к облигат-
ному некроссоверному исходу, что позволяет
избежать потенциальных хромосомных пере-
строек и потери гетерозиготности [25]. В про-
цессе SDSA сначала одна из цепей поврежден-
ной ДНК внедряется в молекулу-матрицу, в ре-
зультате чего образуются D-петля и структура
Холлидея [26]. ДНК-полимераза продлевает внед-
ренную цепь комплементарно молекуле-матрице.
Одновременно с этим комплементарно вытес-
ненной цепи синтезируется остальная часть по-
врежденной ДНК. При этом возможен процесс
миграции точки ветвления, когда точка пересече-
ния цепей, принадлежащих рекомбинирующим
ДНК, начинает перемещаться между ними. Ино-
гда в процессе слияния синтезированных цепей с
молекулой ДНК могут возникать гетеродуплек-
сы, другие пробелы и бреши, которые устраняют-
ся при лигировании, после чего рекомбинацию
можно считать завершенной [24].
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При восстановлении ДЦР происходит укороче-
ние 5′-концов и инвазия 3′-концов в гомологичную
матрицу – этому способствуют белки DMC1 и
RAD51. Комплексы стабилизируются, образуется
D-петля и затем структура Холлидея. В разрезании
структуры Холлидея участвуют резолвазы – фер-
менты, обладающие эндонуклеазной активностью
[27]. В зависимости от исхода разрезания образует-
ся либо кроссоверная последовательность (в боль-
шинстве случаев), либо некроссоверная [24].

Если матрицей для репарации ДЦР служит од-
ноцепочечная молекула, то репарация проходит
по альтернативному пути – с помощью одноце-
почечной матрицы (SSTR) (рис. 2) [10]. SSTR не
зависит от RAD51/BRCA2, поскольку RAD51 мо-
жет способствовать повторному отжигу двух це-
пей геномной ДНК. В этом случае сразу после
разрыва укорачиваются 5′-концы и остаются од-
ноцепочечные 3′-концы, которые участвуют в
отжиге с экзогенным донором [28]. Этот вид ре-
парации зависит от RAD52, RAD59, SRS2 и ком-

плекса MRE11–RAD50–XRS2 (MRX) [29]. Как
только MRX связывается с молекулой ДНК и
инициирует укорочение концов ДЦР, донорная
молекула оцДНК с помощью белка RAD52 мо-
жет отжигаться с доступными концами геномной
ДНК. Отжигу способствуют Rad59 и Srs2, они
предотвращают взаимодействие концов ДНК с
Rad51 и блокируют отжиг, опосредованный Rad52.
Матрица оцДНК копируется ДНК-полимеразой
(предположительно ДНК-полимеразой δ), а затем
отжигается на противоположной стороне ДЦР, ве-
роятно, через Rad52. Несовпадения на 5'-конце
донора оцДНК создают облигатный гетеродуп-
лекс, который исправляется Msh2. Участки, кото-
рые остаются после SSTR, часто заполняются по-
лимеразой ζ [30].

ВИДЫ И СИНТЕЗ ДОНОРНЫХ МОЛЕКУЛ
На данный момент при геномном редактиро-

вании в качестве донорных молекул используют
одноцепочечные (одноцепочечные олигодезок-

Рис. 1. Канонический и альтернативный пути NHEJ. а – Канонический путь NHEJ, включающий белки KU и XRCC4,
может консервативным способом соединять концы молекулы ДНК в месте разрыва, даже дистальные и не полностью
комплементарные; б – основное событие альтернативного пути – делеция на стыке, обычно связанная с использова-
нием внутренних микрогомологий. XRCC1 и ДНК-лигаза-III лигируют концы цепи в месте ДЦР. Адаптировано из ра-
боты [19], лицензия Creative Common CC BY. ДЦР – двухцепочечный разрыв ДНК, NHEJ – негомологичное соеди-
нение концов, ДНК-ПК – ДНК-протеинкиназа.
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сирибонуклеотиды, оцОДН) и длинные оцДНК
(доцДНК) [31, 32]), а также двухцепочечные –
плазмиды и продукты амплификации [33, 34].

дцДНК могут быть как специально сконструи-
рованными донорными плазмидами, так и про-
дуктами амплификации. Плазмиды используют
чаще, поскольку обычно они значительно мень-
ше традиционных линейных донорных молекул,
а получать их проще и дешевле [35]. Донорная
плазмида – кольцевая дцДНК, на которой рас-
полагаются последовательность для вставки и
плечи гомологии. Длина плазмиды может дости-
гать 15 т.п.н., длина плеча гомологии обычно на-
ходится в диапазоне от 500 до нескольких тысяч
пар нуклеотидов [36]. Гомологичная последова-
тельность может быть амплифицирована из инте-

ресующего гена и затем вставлена в остов плазми-
ды [37]. Существует опосредованная CRISPR/Cas9
стратегия интеграции с использованием донорной
плазмиды, несущей два одинаковых сайта расщеп-
ления, фланкирующих кассету с обеих сторон. По-
сле доставки донорной плазмиды вместе с мРНК
Cas9 и гидовой РНК (гРНК) в клетке разрезаются
обе стороны экзогенной кассеты, а в нужный хро-
мосомный сайт вносится также ДЦР. Такой спо-
соб, как полагали авторы метода, должен приво-
дить к точной интеграции без плазмидного остова,
однако точность этого метода ниже, чем при клас-
сическом применении донорных плазмид [38].

Двухцепочечные линейные матрицы обычно
создают с помощью ПЦР. Для повышения эффек-
тивности HDR при их использовании применяют
модификацию 5′-концов. Модифицированные до-
норные молекулы меньше образуют внехромосом-
ные конкатемеры, что повышает доступность клет-
ки для донорной молекулы, а также могут снижать
доступность 5′-концов геномной ДНК для NHEJ.

Важно отметить, что нуклеаза, используемая при
редактировании с помощью системы CRISPR-Cas,
может быть доставлена в клетки как в виде ДНК
(например, в составе плазмиды), так и в виде ри-
бонуклеопротеинового комплекса (РНП-ком-
плекса) вместе с гРНК. В последнем случае нукле-
азу можно модифицировать. Разработан метод, в
котором длинная двухцепочечная матрица была
биотинилирована с 5′-концов. Ее конъюгировали с
двумя белками Cas9 (рис. 3). С помощью такой
конструкции проведена замена двух экзонов гена A
на два экзона гена B для создания модельных мы-
шей. Достигнута 87% целевая эффективность и
12.5% эффективность создания гомозигот при ре-
дактировании зигот [39]. Вероятно, эффектив-
ность внесения изменений в геном возрастает,
поскольку матрица находится недалеко от места
разрыва, что способствует повышению вероятно-
сти HDR. Этот метод потенциально можно ис-
пользовать для замены длинного фрагмента
ДНК, например, целого гена или энхансера.

Длина доцДНК, служащих матрицами для ре-
парации, может достигать 3 т.н. Для синтеза этих
ДНК амплифицируют нужный участок и приле-
гающие плечи гомологии с помощью ПЦР с двой-
ным биотинилированным прямым праймером. Ис-
пользуют либо химерную ПЦР подходящей ДНК-
матрицы, либо субклонирование в случае более
сложных матриц [31]. доцДНК, полученная с помо-
щью биотинилирования асимметричных ПЦР-
продуктов, нуждается в дальнейшей биотиновой
аффинной очистке с использованием взаимодей-
ствия биотин-стрептавидин. Создать доцДНК
можно также с помощью обратной транскрип-
ции. В этом методе кДНК генерируется процес-
сивной обратной транскриптазой, например,
TGIRT-III [40]. Подходы, основанные на обрат-

Рис. 2. Репарация ДЦР с использованием одноцепо-
чечных матриц. MRX показан фиолетовым, RAD52 –
голубым, Msh2 – зеленым, полимераза ζ – оранже-
вым и δ – розовым. Адаптировано из работы [30] с
разрешения издательства.

ДЦР
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ной транскрипции, могут эффективно использо-
ваться для получения доноров оцДНК длиной до
3.5 т.н. [41–43]. Однако надо учитывать, что ис-
пользуемые для генерации линейной доцДНК
ферменты, осуществляющие обратную транскрип-
цию, могут допускать ошибки при копировании
[44], что затрудняет получение точной последова-
тельности ДНК. Кроме того, эти ферменты часто
генерируют укороченные продукты доцДНК [45].
оцОДН – небольшие одноцепочечные молекулы
длиной до 200 н., как и любые другие донорные
молекулы, состоят из последовательности для
вставки и двух плеч гомологии. Длина плеча го-
мологии может варьировать от 30 до 60 н. (оцОДН
можно заказать у биотехнологических компаний
[46]). Важно понимать, что стандартный амидо-
фосфитный метод синтеза олигонуклеотидов, ис-
пользуемый в том числе в российских биотехноло-
гических компаниях, сопряжен с большим количе-
ством ошибок при синтезе длинных (более 100)
олигонуклеотидов, что ведет к повышению оши-
бок в экспериментах по редактированию. Ряд ве-
дущих зарубежных компаний гарантируют высо-
кое качество синтеза олигонуклеотидов длиной
до 200 н.

ПОДБОР оцОДН ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ SSTR

В зависимости от цепи, на которой отжигается
гРНК для CRISPR-Cas9, возможны две различ-
ные ориентации оцДНК (“целевая” и “нецеле-
вая”). Целевая оцДНК имеет ту же последова-
тельность, с которой отжигается гРНК, тогда как
нецелевая комплементарна ей и содержит после-
довательность PAM (рис. 4). Предыдущие иссле-
дования, в которых в качестве донорных матриц
использовали короткие оцДНК, предполагают,
что отбор цепи критически влияет на эффектив-
ность включения. Это обусловлено тем, что Cas9
высвобождает нецелевую PAM-дистальную цепь
геномной ДНК (с которой отжигается гРНК), но
плотно захватывает три другие цепи. Свободная
цепь становится доступной для отжига с компле-
ментарным ей оцОДН. Донорный оцОДН, ком-
плементарный ненаправленной цепи, повышает
частоту SSTR в 2.6 раза по сравнению с оцОДН,
комплементарным направленной цепи [47, 48].

Кроме того, в этих исследованиях установле-
но, что длина плеч гомологии также критически
важна для эффективности SSTR при использова-
нии доноров оцДНК. Сконструированы оцОДН с

Рис. 3. дцДНК, конъюгированная с белками Cas9. Адаптировано из работы [39] с разрешения издательства.
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Рис. 4. Введение ДЦР с помощью Cas9.
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разными длинами плеч на 5′- и 3′-стороне. Наи-
большую эффективность (57 ± 5%) SSTR обеспе-
чивало использование асимметричной оцДНК,
оптимизированной для отжига с перекрытием
сайта разрезания Cas9 (36 п.н.) на PAM-дисталь-
ной стороне и с удлинением (91 п.н.) на PAM-
проксимальной стороне разрыва [47, 48].

Считается, что более короткое 3'-плечо позво-
ляет оцОДН отжигаться с таргетным локусом
ДНК без необходимости инвазии 3'-конца повре-
жденной цепи в ДНК, служащей матрицей [49].

С целью повышения эффективности SSTR с ис-
пользованием оцДНК с белком Cas9 конъюгирова-
ли несколько молекул оцОДН (рис. 5). В ходе ис-
следования доказано, что множественная конъ-
югация оцОДН с Cas9 значительно увеличивает
эффективность точного редактирования генома,
и такая платформа совместима с оцОДН различ-
ной длины [50].

В одном из экспериментов с оцОДН мутацию
расположили ближе к концу плеч гомологии и
проверили, сможет ли ингибирование деграда-
ции концов оцОДН посредством включения фос-
фотиоатных связей повысить эффективность ре-
дактирования. Введение фосфотиоатных связей
позволило повысить эффективность редактиро-
вания с мутацией на 3′-конце на 4%. Защита
5′-конца не дала никакого эффекта, как и локали-
зация мутантного нуклеотида рядом с ДЦР и на
расстоянии 61 н. от 3′-конца. Защита с помощью
фосфотиоатных связей увеличивала эффектив-
ность редактирования мутации на расстоянии
15 н. от разрыва и 27 н. у 3'-конца [51].

СРАВНЕНИЕ ДОНОРНЫХ МОЛЕКУЛ
В качестве донорных матриц можно использо-

вать плазмидные дцДНК, с их помощью эффек-
тивно проводили модификацию генов в процессе
HDR в нескольких эукариотических системах
[52]. дцДНК обычно применяют для интеграции
больших участков генов, например, флуоресцент-
ных репортерных генов или генов резистентности
к антибиотикам, что позволяет затем осуществить
селекцию клеток, в которых произошли измене-
ния. Исследования, проведенные на рыбах (Danio
rerio), показали, что плазмидная ДНК в качестве
донорной молекулы более эффективна (46%), чем
линейные дцДНК (1%) [53]. Однако у двухцепочеч-

ных доноров есть ряд минусов. Их создание может
быть дорогим и трудоемким [35], а использование
может приводить к нежелательным событиям:
дцДНК могут встраиваться в ДНК клетки в про-
цессе NHEJ, что приводит к дублированию плеч
гомологии или частичному включению матрицы
дцДНК [54]. Также дцДНК могут встраиваться в
нецелевые ДЦР, которые встречаются в ДНК
клетки независимо от воздействия нуклеаз [55].
Кроме того, матрицы дцДНК могут оказывать ци-
тотоксическое действие на культивируемые клетки
[42, 50, 56–59]. Еще одно неудобство заключается в
том, что молекулы дцДНК способны формировать
большие внехромосомные массивы посредством
как концевых соединений, так и путей гомологич-
ной рекомбинации [58, 60]. Сцепление донорных
молекул в большие массивы ведет к уменьшению
количества отдельных молекул, служащих матри-
цами для репарации. Более того, если введенная
ДНК образует сцепления, будучи изолированной
от ядерной ДНК [60], то это может препятство-
вать репарации с ее участием, пока изолирован-
ные сцепленные донорные молекулы не получат
доступ к ядру после разрушения ядерной оболоч-
ки [61].

ОцОДН в основном используются для ис-
правления точечных мутаций [50]. В отличие от
дцДНК готовые оцОДН можно получить за не-
сколько дней, что позволяет ускорить подготовку
к редактированию и снизить затраты на синтез
матриц [37]. Основной недостаток оцОДН-доно-
ров – их размер, равный примерно 200 н. [62].
Такое ограничение обусловлено повышением
количества ошибок в более длинных олигонук-
леотидных последовательностях, синтезируемых
стандартным амидофосфитным методом, а так-
же сложностью очистки конечного продукта,
так как добавляется примесь не полностью син-
тезированных продуктов. Это ограничение дела-
ет невозможным вставку более длинного фраг-
мента ДНК. Также выяснилось, что опосредо-
ванная оцОДН репарация может привести к
ошибкам – интеграции части донорной молеку-
лы в неправильном направлении, введении не-
скольких фрагментов оцОДН с разной ориента-
цией [63]. По данным недавних исследований
оцДНК могут индуцировать вставки или делеции
при репарации ДЦР, созданных с использовани-
ем системы CRISPR-Cas9 [64, 65].

Рис. 5. Конъюгация оцОДН с Cas9. Адаптировано из работы [50], лицензия Creative Commons Attribution 4.0 Interna-
tional License.

Cas9 Cas9SH

SH

Адаптер
ОцОДН



434

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

ВОЛОДИНА, СМИРНИХИНА

Недавно стали использовать третий вид мат-
риц – доцДНК [43], подходящий для вставки до-
статочно большого участка ДНК – от 200 до 5000 н.
[66]. При этом доцДНК меньше по размеру и менее
цитотоксичны, чем плазмидные матрицы. Впер-
вые длинные одноцепочечные матрицы использо-
вали в методе под названием Easi-CRISPR (эффек-
тивная вставка с помощью оцДНК-CRISPR).
Easi-CRISPR разработан в качестве одноэтапно-
го метода создания целевой вставки в молекулу
ДНК с высокой эффективностью [43]. В этой
стратегии использовали доцДНК с предваритель-
но собранными РНП-комплексами crRNA +
+ tracrRNA + Cas9 (RNP) для двух сайтов CRISPR-
Cas9 в одном локусе [67]. Проведенное на Т-клетках
человека сравнение доцДНК и дцДНК, выявило
меньшую цитотоксичность доцДНК. Кроме того,
доцДНК реже, чем оцДНК встраивались в неце-
левые участки. Эффективность редактирования
при использовании доцДНК и дцДНК была сопо-
ставимой – 50–60% [54]. Однако данные об эф-
фективности и надежности этого метода все еще
ограничены. В исследовании на мышах установ-
лено, что использование доцДНК привело не
только к исправлению целевой мутации, но и ко
многим нежелательным событиям – инделам, то-
чечным мутациям, частичной интеграции донора
[68]. Химический синтез доцДНК может быть до-
статочно дорогим по сравнению с синтезом оц-
ОДН. Кроме того, синтез доцДНК с помощью
Easi-CRISPR и плазмидного разрезания с после-
дующей денатурацией считается трудоемким [44,
69], поэтому доцДНК относительно редко при-
меняют для исправления мутаций или вставки
фрагментов ДНК, несмотря на потенциальные
преимущества этого метода [70].

В опытах на D. rerio сравнили все четыре вари-
анта донорных молекул. С этой целью использова-
ли специально подготовленные доцДНК, симмет-
ричные и асимметричные оцОДН, плазмидную до-
норную молекулу и линеаризованную дцДНК
(ПЦР-продукт). Ген tyr кодирует тирозиназу, ко-
торая превращает тирозин в меланин, а рыбки да-
нио с мутацией в этом гене (tyr25del/25del) имеют фе-
нотип альбиносов. В отредактированных клетках
наблюдалось восстановление гена tyr с последую-
щим появлением пигментации. При редактиро-
вании плазмидой только у 5.4% головастиков по-
являлось небольшое количество пигмента. При
использовании симметричных оцОДН пигмент
проявился у 39.1% головастиков, тогда как в слу-
чае асимметричных – только у 1.3%. При редак-
тировании с использованием доцДНК 98.5% го-
ловастиков имели заметную пигментацию. HDR
с применением ПЦР-продуктов дцДНК была не-
эффективной [46].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На данный момент в редактировании генома с

дальнейшей репарацией HDR или SSTR исполь-
зуют одноцепочечные и двухцепочечные донор-
ные молекулы. Нет единого мнения, какой из ти-
пов донорных молекул наиболее эффективный;
каждый из них применяется в разных целях и
имеет свои преимущества и недостатки. Двухцепо-
чечные донорные молекулы выбирают в основном
для вставки больших участков, например генов-ре-
портеров, в геном, что может быть полезным для
отбора отредактированных клонов клеток по экс-
прессии маркерного гена (флуоресцентного репор-
тера или устойчивости к определенным антибио-
тикам) с целью получения клональной культуры. В
дальнейшем при вырезании генов-репортеров
можно получить клоны клеток с измененным ге-
номом (редактированной мутацией), пригод-
ных, например, для ex vivo терапии ряда заболе-
ваний человека. оцОДН используют для неболь-
ших изменений генома, таких как исправление
точковых мутаций. Такой подход можно исполь-
зовать, к примеру, для коррекции мутаций, при-
водящих к наследственным заболеваниям, раз-
работки терапии in vivo. Промежуточный вари-
ант – доцДНК – имеет достаточную длину для
интеграции больших фрагментов ДНК, однако
отличается высокой стоимостью, сопоставимой
с использованием плазмидной ДНК, а также схо-
жей эффективностью, что нивелирует преимуще-
ства такого типа матриц. Этот подход пока не на-
шел широкого применения в экспериментах по
геномному редактированию. Несмотря на то, что
поставленные задачи зачастую определяют тип ис-
пользуемых донорных молекул, необходимы до-
полнительные эксперименты, позволяющие опре-
делить оптимальные длины и состав донорных мо-
лекул в каждом конкретном случае.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания Минобрнауки России для ФГБНУ
“МГНЦ”.

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

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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THE CHOICE OF A DONOR MOLECULE IN GENOME EDITING
EXPERIMENTS IN ANIMAL CELLS

O. V. Volodina1 and S. A. Smirnikhina1, *
1Research Centre for Medical Genetics, Moscow, 115522 Russia

*e-mail: smirnikhinas@gmail.com

Genome editing is a powerful tool that allows studying properties of genes or changing genetic sequence. Pro-
grammable nucleases that can induce double-strand breaks in the genomic sequence of interest have been de-
veloped over the past few decades. After initiation of a double-strand break (DSB) in DNA, DSB can be re-
paired by the path of NHEJ (non-homologous end joining), which leads to various errors and gene knockout.
Other repair options HDR (homology directed repair) or SSTR (single-strand template repair) – allow re-
searchers to make desired changes in the gene. HDR occurs in presence of donor template – sister chromatid
in natural conditions. Efficiency of HDR and SSTR is significantly lower than efficiency of NHEJ in genome
editing. Double-stranded, single-stranded and long single-stranded DNA are used to increase efficiency and
to make desired changes in genomic DNA. In this review we discuss donor molecules that are used for DSB
repair using HDR or SSTR during genome editing, their application and modifications to increase efficiency
of HDR and SSTR.

Keywords: Genome editing, donor molecules, dsDNA, ssODN, lssDNA
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Трансляционная метилтрансфераза (метилаза) HEMK2 человека, ортологи которой обнаружены у
множества прокариот и эукариот, метилирует такие разнообразные субстраты, как остатки глута-
мина и лизина в составе белков, дезоксиаденозин в ДНК, а также соединения мышьяка. Важным
субстратом метилазы HEMK2 является остаток глутамина в инвариантном GGQ-мотиве эукариоти-
ческого фактора терминации трансляции 1 (eRF1). Метилирование этого остатка ортологами HEMK2
консервативно у эукариот, архей и бактерий, хотя факторы терминации бактерий имеют другие ами-
нокислотные последовательности и структуру. В данном обзоре рассмотрены особенности функцио-
нирования метилазы HEMK2 человека и ее ортологов как многофункциональных ферментов, регули-
рующих клеточные процессы, в частности, биосинтез белка.

Ключевые слова: HEMK2, N6AMT1, eRF1, регуляция трансляции, метилирование, посттрансляци-
онные модификации
DOI: 10.31857/S0026898422030028

ВВЕДЕНИЕ

Метилаза (метилтрансфераза) HEMK2 чело-
века (известная также, как N6AMT1, или KMT9,
или C21orf127) и ее ортологи в других эукариотах
и археях, участвует в метилировании широкого
спектра субстратов, используя в качестве донора
метильной группы S-аденозилметионин (SAM).
Предполагается, что этот фермент способен ме-
тилировать остатки глутамина в факторе терми-
нации трансляции (eRF1), а также в факторах ре-
моделирования хроматина CHD5 и NUT [1–6],
остатки лизина в гистоне H4 [2, 7], токсичные со-
единения мышьяка [8], а также, возможно, остат-
ки дезоксиаденозина в ДНК [9].

Остатки глутамина в факторах терминации
трансляции Escherichia coli также подвергаются
метилированию метилазой HEMK (Protein release
factor methylation C, PrmC) и в митохондриях че-
ловека метилазой HEMK1. Обе эти метилазы го-
мологичны HEMK2 [4, 5, 10–13]. Ген HEMK E. coli
входит в состав одного оперона с генами, кодиру-
ющими фактор терминации трансляции RF1 и
глутамил-тРНК-редуктазу, которая участвует в
синтезе гема. Из-за этого некоторое время счита-

лось, что и HEMK необходима для синтеза гема,
что обусловило название фермента (heme – гем)
[10, 14]. Однако в дальнейшем участия HEMK в
синтезе гема не обнаружили [12].

Все указанные метилазы мы будем далее назы-
вать HEMK-подобными метилазами. Необходи-
мо отметить, что метилирование факторов терми-
нации трансляции не является уникальной моди-
фикацией компонентов трансляции. Как способ
регуляции трансляции описано также метилиро-
вание рибосомных белков, трансляционных фак-
торов, а также рРНК [5, 15].

СТРУКТУРА, ОРТОЛОГИ И 
ФЕРМЕНТАТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ HEMK-

ПОДОБНЫХ МЕТИЛАЗ
Функциональный домен всех HEMK-подоб-

ных метилаз устроен сходным образом (рис. 1).
Он образован Россмановской укладкой, состоящей
из семи β-тяжей, которые расположены приблизи-
тельно в одной плоскости и окружены с обеих сто-
рон группами α-спиралей. Такая структура функ-
ционального домена позволяет относить HEMK-
подобные метилазы к самому крупному первому

Сокращения: SAM – S-аденозилметионин; 6mA – N6-метил-2'-дезоксиаденозин; eRF1 – эукариотический фактор терми-
нации трансляции 1.

УДК 577.218

ОБЗОРЫ

EDN: NHGHIP
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(I) классу метилаз. Функциональный участок со-
держит консервативные глицин-богатые и NPPY-
мотивы, связывающие, соответственно, SAM и
метилируемый субстрат (у арсенита и его произ-
водных его значение неизвестно). Все они имеют
также консервативные остатки пролина (P),
участвующего в стабилизации структуры актив-
ного центра, и аспартата (D), участвующего в свя-
зывании SAM (рис. 1) [9, 10, 13, 16–20]. Точечный
мутант метилазы человека N122A с нефункцио-
нальным мотивом NPPY не может метилировать
ни остаток глутамина eRF1, ни остаток лизина ги-
стона H4 [2]. Точно также дрожжевые точечные
мутанты D77A по консервативному остатку ас-
партата, а также N122A по NPPY-мотиву не спо-
собны эффективно метилировать eRF1 [21].

Метилирование белковых субстратов проис-
ходит по SN2-механизму за счет оптимального по-
зиционирования субстрата в активном центре с
помощью водородных связей, а также дестабили-
зации SAM, что катализирует нуклеофильную
атаку неподеленной пары электронов азота на
метильную группу SAM [16, 22].

Несмотря на сходство третичной структуры
функционального домена и нескольких консер-
вативных мотивов и остатков, бактериальные
HEMK-подобные метилазы довольно сильно от-
личаются от эукариотических/архейных по пер-
вичной структуре. При выравнивании и сравне-
нии последовательностей HEMK-подобных ме-
тилаз эукариотические и архейные метилазы
кластеризуются в одну группу, что указывает на
их близкое родство, тогда как митохондриаль-
ные метилазы кластеризуются с метилазой HEMK
E. coli (рис. 1г). Более того, бактериальные
HEMK-подобные метилазы имеют в своем соста-
ве дополнительный N-домен, отсутствующий у
эукариотических и архейных ортологов HEMK2
[10, 16, 17] (рис. 1в). Интересно, что N-домен бак-
териальной HEMK охарактеризован как один из
примеров пептидов, фолдинг которых начинает-
ся непосредственно внутри выходного туннеля
рибосомы [23–25].

HEMK2 и его ортологам у архей и эукариот, в
отличие от бактериальной HEMK, для эффектив-
ного осуществления метилирования необходимо
образовать комплекс с белком TRMT112 [1–3, 8,
17, 26, 27]. По данным изотермической титраци-

онной калориметрии (ITC) формирование функ-
ционального комплекса HEMK2-TRMT112, среди
прочего, необходимо для того, чтобы метилаза свя-
зала SAM [2]. Однако у некоторых архей (Methano-
bacteriales и Thermococcales) обнаружен только
ортолог HEMK2, но не TRMT112 [28]. Таким об-
разом, не до конца ясно, насколько эффективно у
них функционирует метилаза.

Связанный с метилазой TRMT112 стабилизи-
рует конформацию ее β3–β4-тяжей, необходи-
мую для связывания SAM, а также маскирует гид-
рофобный регион фермента, что значительно по-
вышает растворимость гетерокомплекса [17, 20, 26].
В отсутствие гомолога TRMT112 метилаза дрож-
жей MTQ2 (от MethylTransferase glutamine(Q), ор-
толог HEMK2) образует нерастворимые агрегаты
[26]. В культурах клеток млекопитающих нокдаун
TRMT112 не ведет к резкому уменьшению коли-
чества HEMK2, как в случае другого ее партнера –
WBSCR22 [29]. Однако в клетках дрожжей нок-
даун гомолога TRMT112 уменьшает количество
MTQ2, снижая, вероятно, ее стабильность [30].

Ген HEMK2 человека, расположенный на
хромосоме 21, кодирует как функциональную
полноразмерную изоформу HEMK2α, так и не-
функциональную изоформу HEMK2β, в кото-
рой отсутствует NPPY-мотив. Обе эти изофор-
мы транскрибируются [1, 29, 31]. Однако нефунк-
циональная изоформа HEMK2β не способна
взаимодействовать с TRMT112 [29]. Клетки мы-
ши также содержат PRED28α и PRED28β (орто-
логи HEMK2α и HEMK2β соответственно) [31].
Локализация гена стала причиной появления аль-
тернативного названия HEMK2 – C21orf127 (Chro-
mosome 21 Open Reading Frame 127).

Данные о внутриклеточной локализации бел-
ка противоречивы. Методом иммуноокрашива-
ния показана ядерная локализация PRED28α и
PRED28β мыши [31]. На основании этих данных
в базе Uniprot (идентификационный номер
Q9Y5N5, дата обращения 23.11.2021) по аналогии
также указана ядерная локализация HEMK2 чело-
века. Однако с помощью измерения флуоресцен-
ции слитого с GFP белка NRF1 арабидопсиса
(ортолог HEMK2) удалось обнаружить лишь в
цитоплазме, но не в ядрах клеток [32]. Можно
предположить, что добавление GFP влияет на
способность метилазы оставаться в ядре. Воз-

Рис. 1. Структуры HEMK-подобных метилаз. На структуре и в последовательностях желтой линией выделен консер-
вативный остаток пролина, зеленым показан консервативный глицин-богатый участок, фиолетовой линией – кон-
сервативный остаток аспартата кислой петли, красным – NPPY-мотив. а – Обобщенная схема функционального домена
HEMK-подобных метилаз, образованного семью β-тяжами (обозначены оранжевым цветом), которые расположены в од-
ной плоскости и окружены с двух сторон α-спиралями (выделены синим), по данным [16, 19]. б – Структуры функциональ-
ного домена HEMK бактерии E. coli [22] (PDB: 1T43) и HEMK2 человека [2] (PDB: 6H1E). Структуры визуализированы с
помощью BioRender.com. в – Сравнение аминокислотных последовательностей HEMK-подобных метилаз. Идентичные,
а также сильно и слабо сходные по свойствам остатки выделены темно-серым, серым и светло-серым цветами соответ-
ственно. г – Дерево сходства последовательностей HEMK-подобных метилаз. Голубым выделены бактериальные и мито-
хондриальные HEMK-подобные метилазы, красным – архейные, черным эукариотические.
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можно, что локализация метилазы изменяется
под действием неких факторов, которые не де-
тектировались в исследованиях. Возможно, что
внутриклеточная локализация ортологов в раз-
личных организмах не консервативна. Кроме
того, предполагается, что малая молекулярная
масса метилазы не должна затруднять ее переме-
щение между ядром и цитоплазмой, и фермент
может локализоваться и в ядре, и в цитоплазме
[31]. При этом HEMK1 человека, сходная с бакте-
риальным ферментом, ожидаемо локализуется в
митохондриях [13].

ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ
HEMK-ПОДОБНЫХ МЕТИЛАЗ

HEMK-подобные метилазы бактерий

Скрининг профиля экспрессии мутантов E. coli с
нокаутом HEMK предсказывает влияние метила-
зы на экспрессию 3275 генов. В частности, нокаут
HEMK приводит к подавлению экспрессии генов,
связанных с аэробным дыханием, но активирует
экспрессию генов анаэробного дыхания. Однако
нокаут HEMK не влияет на уровень экспрессии
фактора терминации RF1 [12] несмотря на то, что
кодирующие их гены находятся в одном опероне
[10, 14]. Но сверхэкспрессия HEMK супрессирует
токсичность, вызванную сверхэкспрессией гена,
кодирующего фактор терминации трансляции
RF2, что можно рассматривать как доказатель-
ство влияния HEMK на RF2 [10]. Кроме того, у
бактерий с нокаутом HEMK повышена частота
сквозного прочтения на стоп-кодонах UAG и
UGA [12, 33].Такие бактерии плохо растут на бо-
гатой среде и совсем не растут на бедной среде
[10, 33]. Мутации и делеции гена HEMK в штамме
EC958 E. coli (подгруппа штамма ST121) вызыва-
ют повышение экспрессии генов, связанных с
бактериальным жгутиком (флагеллой) и увели-
чение количества жгутиков, что ведет к увеличе-
нию ее подвижности. Комплементация мутаций
и делеций этого гена приводят к восстановле-
нию дикого типа клеток [34].

HEMK-подобные метилазы эукариот и архей

Обнаружено, что ген HEMK2 человека, а также
его ортологи у эукариот и архей связаны со мно-
жеством физиологических процессов, а его при-
сутствие необходимо для нормального роста и
развития клеток различных эукариот и архей и
устойчивости в различных стрессовых условиях.

Так, у археи Haloferax volcanii нокаут по гену, ко-
дирующему ортолог HEMK2, увеличивает в 2 раза
время, необходимое для одного раунда деления
клеток, и приводит к уменьшению размера коло-
ний [3].

Нокаут гена MTQ2, кодирующего цитозоль-
ный/ядерный дрожжевой ортолог HEMK2, а рав-
но внесение в него точечных мутаций, инактиви-
рующих метилирующую активность, приводит к
замедлению роста на стандартных средах, повы-
шению чувствительности к падению температу-
ры, высоким концентрациям солей, кальция, ко-
феина, а также к антибиотикам паромомицину,
генетицину (регулируют трансляцию) и поли-
миксин-β-сульфату (влияет на синтез триглице-
ридов) [4, 21]. Показано, что MTQ2 ассоциирован
с 60S субъединицами рибосом и, вероятно, явля-
ется фактором их экспорта из ядра. Нокаут гена
MTQ2 или его мутация, вызывающие потерю свя-
зывания белка с SAM или белковым субстратом,
приводит к нарушению биогенеза 60S рибосом и
“застреванию” предшественников 60S субъеди-
ниц в ядре. Также метилаза стимулирует созрева-
ние 5.8S и 25S рРНК у дрожжей [21] (рис. 2). Более
того, отдельно показано, что дрожжевой гомолог
TRMT112 необходим для биогенеза обеих субъ-
единиц рибосом [30].

В клетках дрожжей нокаут митохондриального
гена MTQ1, кодирующего ортолог HEMK1, не при-
водит к замедлению роста на стандартных средах,
однако замедляет его при росте на средах с нефер-
ментируемыми источниками углерода, спиртами, а
также повышает эффективность сквозного прочте-
ния стоп-кодонов [4].

Ген, кодирующий NRF1 (ортолог HEMK2),
экспрессируется во всех тканях цветкового расте-
ния Arabidopsis thaliana. Нокаут этого гена приво-
дит к замедлению роста, уменьшению размеров и
гиперчувствительности к дефициту железа. По-
следнее согласуется с тем, что функциональный
белок NRF1 необходим для экспрессии большин-
ства генов, индуцируемых недостатком железа, с
чем и связано его название (Non-response To Fe-
Deficiency 1). Более того, по данным Ribo-Seq но-
каут метилазы NRF1 приводит к “зависанию” ри-
босом около стоп-кодона [32].

Показано, что ортолог HEMK2 активно экс-
прессируется в нервной системе круглого червя
Caenorhabditis elegans [35]. Этот ген необходим для
высвобождения ацетилхолина холинергическими
нейронами. У мутантных по данному гену червей
нарушены паттерны поведения, кроме того, они
менее чувствительны к ингибиторам холинэсте-
раз [35].

Нокдаун ортологов генов HEMK1 и HEMK2
дрозофилы подавляет деление стволовых клеток
кишечника, но не энтероцитов [36].

Ген HEMK2 человека и его мышиный ортолог
экспрессируются во всех тканях, но данные по
относительному уровню экспрессии в разных ор-
ганах противоречивы [8, 31, 37]. Также показано,
что сверхэкспрессия HEMK2 и его ортологов
обеспечивает устойчивость клеток человека и
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дрожжей к некоторым соединениям мышьяка [8].
Число копий гена HEMK2 и уровень его экспрес-
сии понижены в клетках рака желудка и печени,
что стимулирует их рост, формирование коло-
ний, миграцию и инвазию. И, наоборот, сверх-
экспрессия гена подавляет эти процессы [9]. В
другом исследовании нокаут и нокдаун HEMK2,
напротив, понижали скорость деления клеток ра-
ка простаты, но не влияли на такие неопухолевые
клетки, как HEK293 или C2C12 [2]. Нокаут
HEMK2 в клетках K562 приводит к нарушению
окислительного фосфорилирования [38]. Нока-
ут HEMK2 вызывает эмбриональную леталь-
ность у мышей, обусловленную нарушением
раннего эмбрионального развития, а нокдаун
HEMK2 в клеточной линии HEK-293T человека
на 50–60% снижает пролиферацию клеток и не-
сколько повышает уровень экспрессии белка-
ингибитора циклинзависимой киназы p21, отве-
чающей за клеточный ответ на повреждения ДНК
[39]. HEMK2 считается также биомаркером неко-
торых заболеваний. Его экспрессия снижается
при немелкоклеточном раке легкого (NSCLC)
[40], а уровень белка HEMK2 повышен при мио-
дистрофии Дюшенна [41]. С помощью коиммуно-
преципитации выявлена значительная представ-

ленность HEMK2 в области промоторов генов, что
указывает на ее участие в регуляции транскрипции
(табл. 1, рис. 2). Делеция HEMK2 ведет к наруше-
нию экспрессии генов, связанных с клеточным
циклом [2].

Показано, что митохондриальный HEMK1 круп-
ного рогатого скота связан с развитием иммунной
системы [42]. Однако нокаут HEMK1 в клеточной
линии HeLa человека не влияет значимо на рост
клеток, число копий мтДНК, а также на мембран-
ный потенциал митохондрий [13].

МЕТИЛИРУЕМЫЕ СУБСТРАТЫ 
HEMK-ПОДОБНЫХ МЕТИЛАЗ

Остаток глутамина в факторах терминации 
трансляции и в факторах

ремоделирования хроматина
Показано, что как эукариотические/архейные,

так и бактериальные HEMK-подобные метилазы
метилируют остатки глутамина в составе белков в
N5 положении [4–7, 10–13, 43–46]. Все остатки
глутамина (Q), метилируемые HEMK2 человека,
объединяет общий сайт узнавания: GQ0хххR, где
позиция метилируемого Q обозначена 0. Опреде-
лена относительная эффективность метилирова-

Рис. 2. Схема работы многофункциональной метилазы HEMK2 человека и ее эукариотических ортологов (а) и суб-
страты HEMK2 (б). Розовым выделена цитоплазма, фиолетовым – ядро. Черные стрелки показывают экспорт мети-
лазы HEMK2 или ее комплекса с TRMT112 (HEMK2-TRMT112) через ядерную мембрану. Зеленые стрелки указывают
на субстраты метилирования HEMK2 или HEMK2-TRMT112, красные – на связывание и влияние на функции. Зеле-
ным цветом выделены метилируемые атомы. Рисунок нарисован с использованием BioRender.com.
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ния пептидов, в которых присутствовал каждый
возможный аминокислотный остаток в каждом
положении от –6 до +7, по сравнению с последо-
вательностью дикого типа. Так, в положении +1
наблюдается предпочтение остатков серина (S),
аргинина (R) и глицина (G), а в +7 – остатка ар-
гинина (R). Эти результаты получены на корот-
ких пептидах [20, 45]. Предполагается, что такое
метилирование глутамина необратимо [46].

Наиболее изученным и универсальным суб-
стратом всех HEMK-подобных метилаз является
остаток глутамина в составе ультраконсерватив-
ного GGQ-мотива факторов терминации транс-
ляции класса I (RF1, RF2 бактерий, aRF1 архей,
митохондриальных mRF (mtRF) и цитоплазмати-
ческого eRF1 эукариот). Показано, что этот оста-
ток метилирован почти в 100% RF1 и RF2 E. coli
[12, 43], в 50% митохондриального mRF1 дрож-
жей [4] и 50–75% цитоплазматических eRF1 дрож-
жей и человека [6, 39]. Однако в митохондриях че-
ловека митохондриальные факторы терминации
трансляции и их производные метилированы на
уровне всего нескольких процентов [13] (табл. 1,
рис. 2).

HEMK 2 метилирует также CHD5 и NUT, участ-
вующие в ремоделировании хроматина и развитии
рака [20, 45] (табл. 1, рис. 2). Анализ доменов бел-
ков выявил еще девять потенциальных белков-суб-
стратов HEMK2, в том числе участвующих в про-
цессах трансляции (RRP1) и сигналинга (TGFB3,
ARHGEF10). На возможность метилирования
еще более 50 белков указывает анализ биоинфор-
матических данных [45] (табл. 1, рис. 2).

Метилирование бактериальных RF1 и RF2 по-
вышает константу гидролиза пептидил-тРНК
(kcat) на всех трех стоп-кодонах в 1.1–450 раз
[43, 47–50], особенно сильно при гидролизе пеп-
тидил-тРНК, оканчивающихся остатками проли-
на (P) или глицина (G). У E. coli найдено 119 и
279 таких белков соответственно; их трансля-
ция может быть наиболее чувствительной к ме-
тилированию [47]. Разница в значениях kcat ме-
тилированной и неметилированной форм мак-
симальна при кислых значениях pH (6–7) и
минимальна при щелочных (7.0–8.5) [50]. Ме-
тилирование обуславливает также увеличение
коэффициента специфичности гидролиза пеп-
тидил-тРНК (kcat/KM) с участием факторов тер-
минации в 2–14 раз [43, 48, 49]. Интересно, что

Таблица 1. Функции HEMK2 человека и ее ортологов

Функция Организм Комментарий Ссылка

Метилирование остатка глутамина (Q) в факто-
рах терминации трансляции I класса

Бактерии, археи, 
эукариоты

[4–7, 10–12, 
43, 45, 46]

Метилирование остатка глутамина (Q) в факто-
рах ремоделирования хроматина CHD5, NUT

Человек [20, 45]

Метилирование остатка глутамина (Q) около 50 
иных белков-кандидатов, в том числе участву-
ющих в процессах трансляции (RRP1) и сигна-
линга (TGFB3, ARHGEF10)

Человек Только биоинформатическое 
предсказание по аминокис-
лотной последовательности 
оптимального сайта метили-
рования [45]

[45]

Метилирование остатка лизина (K)
в гистоне H4

Человек [2, 20]

Метилирование монометиларсенита Человек, дрожжи Физиологическое значение не 
установлено

[8, 27]

Метилирование неорганического трехвалент-
ного арсенита

Дрожжи [8, 27]

Метилирование остатка дезоксиаденозина Человек Подвергается сомнению
[7, 22, 31]

[9]

Связывание хроматина в промоторных областях Человек [2]

Связывание и влияние на созревание 60S 
субъединицы

Дрожжи Не ясна связь с процессом 
метилирования eRF1, которую 
обсуждают в [21]

[21]

Влияние на созревание 5.8S и 25S рРНК Дрожжи Механизм не показан, только 
констатация фенотипа мутан-
тов [21]

[21]
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различие в значениях kcat и kcat/KМ у неметилиро-
ванных и метилированных форм снижается при
увеличении длины пептида в in vitro системе [43].
Метилирование RF2 повышает также уровень
гидролиза пептидил-тРНК при независимой от
стоп-кодона терминации с участием ArfA/RF2 в
20 раз [48, 49]. Однако отсутствие функциональной
митохондриальной HEMK1 не оказывает явного
влияния на трансляцию белка в митохондриях
[13], однако и уровень метилирования митохон-
дриальных факторов значительно меньше, чем у
бактерий (несколько процентов против почти
100%) [12, 13, 43].

Рентгеноструктурный анализ как бактериаль-
ных [49], так и эукариотических [51] комплексов
рибосомы и факторов терминации, а также до-
кинг бактериальных комплексов in silico [52] по-
казывают, что метилирование остатка глутамина
фактора терминации стабилизирует положение
этого остатка и особенно его боковой группы, ко-
торая иначе не имеет фиксированного положе-
ния, что приводит к облегчению атаки на молеку-
лу воды [49]. Показано также, что метилирование
эукариотического eRF1 не влияет на конформа-
цию свободной молекулы белка [53]. Для эффек-
тивного метилирования эукариотический eRF1 и
архейный aRF1 должны находиться в составе трой-
ного комплекса с GTP и eRF3 (или aRF3=aEF1α), а
сама метилаза – в гетерокомплексе с TRMT112 [1,
3, 6, 21, 26].

Предполагается, что процесс метилирования
eRF1 в ядре с помощью дрожжевого MTQ2, ассо-
циированного с созревающими 60S субъединица-
ми, может служить частью системы контроля ка-
чества рибосом [21].

На молекулярном уровне влияние метилиро-
вания eRF1 на его функционирование не показа-
но. Известно лишь, что при нокауте NRF1 араби-
допсиса происходит зависание рибосом в районе
стоп-кодона, что может указывать на неэффек-
тивную терминацию трансляции в отсутствие ме-
тилирования eRF1 [32]. Обсуждается также воз-
можность того, что отсутствие холодоустойчиво-
сти у клеток дрожжей с нокаутом MTQ2 может
быть связано с нарушениями аппарата трансля-
ции [4].

Не обнаружено кросс-реактивности между
бактериальными и эукариотическими/архейны-
ми HEMK-подобными метилазами. Показано,
что HEMK E. coli не способна метилировать eRF1,
в том числе в присутствии eRF3 и GTP [6]. Однако
различные эукариотические ортологи HEMK2 ча-
стично кросс-реактивны: в частности, HEMK2 че-
ловека эффективно метилирует eRF1 дрожжей и,
наоборот, MTQ2 дрожжей эффективно метили-
рует eRF1человека [1, 6].

Остаток лизина в гистоне H4

Комплекс HEMK2–TRMT112 осуществляет
монометилирование остатка лизина 12 в гистоне
H4 (H4K12), что подтверждено как in vitro, так и
in vivo. Это привело к появлению альтернатив-
ного названия HEMK2 – KMT9 (от Lysine (K)
N-methyltransferase 9). В культурах клеток челове-
ка доля монометилированного гистона H4 со-
ставляет 0.04–0.12%, что сравнимо с долей иных
модификаций гистоновых белков in vivo [2]. Ме-
тилирование остатков лизина и глутамина проис-
ходит в одном и том же активном центре, более
того, метилируемый атом азота в обоих случаях
расположен практически в одном и том же месте.
Однако различаются некоторые аминокислотные
остатки метилазы, важные для связывания, а так-
же позиционирование белковой цепи субстрата.
К примеру, HEMK2 с мутацией Y125A в NPPY-
мотиве способна метилировать гистон H4, но не
eRF1 [2, 20]. При этом, в отличие от eRF1, свя-
зывание гистона H4 происходит лишь в присут-
ствии второго субстрата – SAM [2]. При pH 8.0
HEMK2–TRMT112 метилирует гистон Н4 in vitro
значительно хуже, чем eRF1. Эффективность
метилирования остатка лизина повышается при
защелачивании реакционной смеси вследствие
депротонирования аминогруппы [7].

Этой модификацией остатка лизина гистона
H4 обогащены промоторы генов, связанных с ре-
гуляцией клеточного цикла. Считается, что имен-
но нарушение монометилирования H4K12 приво-
дит к развитию рака предстательной железы при
нарушении нормальной экспрессии HEMK2 [2].

Соединения мышьяка

Соединения мышьяка токсичны для человека,
они вызывают развитие рака, болезней нервной,
эндокринной, сердечно-сосудистой, дыхательной,
пищеварительной, половой и выделительной си-
стем. Предполагается, что они участвуют в повре-
ждении молекул ДНК, изменении профиля репа-
рации и метилирования, хромосомных перестрой-
ках, нарушении клеточного цикла. В организме
неорганические арсенаты восстанавливаются до
трехвалентного состояния (арсениты) и подвер-
гаются моно- и диметилированию. При этом фи-
зиологическая роль данного процесса оконча-
тельно не ясна и остается дискуссионной, так как
метилированные арсениты считаются более ток-
сичными, чем неметилированные [54, 55].

В клетках человека метилирование трехвалент-
ного неорганического арсенита до моно- и диме-
тильных производных осуществляется специали-
зированной метилазой AS3MT [54], HEMK2 же
участвует лишь в метилировании наиболее ток-
сичного монометиларсенита до диметиларсенита
(табл. 1, рис. 2). Уровень экспрессии AS3MT в
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клетках человека значительно выше, чем HEMK2
[8]. Показано, что сверхэкспрессия HEMK2 обес-
печивает устойчивость клеточной культуры UROtsa
человека к неорганическому арсениту и моно-
метиларсениту [8]. На подобную функцию in vivo
указывает корреляция между различными поли-
морфизмами HEMK2 и содержанием мономети-
ларсенита в выделениях жительниц Аргентин-
ских Анд [56]. Предполагается, что HEMK2 может
метилировать монометиларсенит параллельно с
AS3MT, что функционально значимо только при
определенных условиях или в определенных
тканях [8].

В отличие от HEMK2 человека, MTQ2 дрож-
жей метилирует не только монометиларсенит, но
и неорганический трехвалентный арсенит с обра-
зованием монометиларсенита, что ведет к акти-
вации Hog1 в HOG-сигнальном пути (табл. 1).
Это, по-видимому, блокирует возможность даль-
нейшего проникновения соединений мышьяка в
клетку. Нокаут гена данного фермента повышает
устойчивость дрожжей к неорганическому арсе-
ниту, но не к монометиларсениту. Для нормаль-
ного функционирования в данном процессе ме-
тилаза должна находиться в комплексе с
TRMT112 [8, 27].

Остаток дезоксиаденозина в ДНК

N6-метил-2'-дезоксиаденозин (6mA) – рас-
пространенная модификация остатка дезоксиа-
денозина в ДНК бактерий, связанная с функцио-
нированием систем рестрикции-модификации,
репарации, репликации и сегрегации хромосом.
В ДНК различных групп эукариот в последнее
время также выявляют 6mA, уровень которого
значительно ниже, чем у прокариот. Показано,
что эта модификация может участвовать в регуля-
ции хроматина, активации и подавлении экс-
прессии генов, в процессах эмбрионального раз-
вития. При этом физиологическая роль 6mA и его
доля в различных группах эукариот отличаются.
Наименьшая доля (порядка 10–2–10–4%) харак-
терна для позвоночных [9, 57–59]. Стоит отме-
тить, что остатки аденозина в РНК бактерий и эу-
кариот также подвергаются этой модификации,
что важно для функционирования многих тРНК
и рРНК, но данный процесс осуществляют иные
ферменты [60].

N6-метилирование дезоксиаденозина в ДНК
эукариот катализируют разные ферменты. Со-
гласно биоинформатическим данным, метилазы
N6-аденозина и N6-дезоксиаденозина независи-
мо появлялись в разных группах эукариот не ме-
нее 13 раз [58].

Предполагается, что в метилировании остатка
дезоксиаденозина до 6mA в ДНК инфузорий, дро-
зофил, зеленых водорослей участвуют MTA70-по-

добные метилазы. У зеленых водорослей в этом
могут участвовать и Dams-подобные метилазы
[58]. Найдена и описана MTA70-подобная ме-
тилаза DAMT-1, катализирующая эту реакцию у
C. elegans [61]. Однако у человека фермент, мети-
лирующий остаток дезоксиаденозина до 6mA, не
обнаружен. Предполагается, что эту реакцию мо-
жет осуществлять HEMK2 (табл. 1, рис. 2). Во-
первых, HEMK-подобные метилазы по структуре
своего функционального домена близки к груп-
пе γ N6-аденин-ДНК-метилаз [62]. Во-вторых,
по некоторым данным, HEMK2, содержащая
NPPY-мотив, необходима для появления 6mA в
ДНК in vivo и in vitro [9]. Доля 6mA в геномной
ДНК человека положительно коррелирует с уров-
нем экспрессии HEMK2, а их уровень понижен в
опухолевых клетках. Обратные эффекты вызыва-
ет деметилаза ALKBH1. Доля 6mA в образцах кро-
ви человека составляет около 0.056%. Большая
абсолютная доля метилирования приходится на
межгенные участки, а относительная – на экзоны
[9]. Исходя из этого, HEMK2 имеет еще одно
(альтернативное) название – N6AMT1 (от N6 Ad-
enine-Specific DNA Methyltransferase 1).

Однако эти данные не подтверждены резуль-
татами других исследователей. Так обнаружено,
что идентичный натуральному (свободный от та-
гов и дополнительных аминокислот) рекомби-
нантный HEMK2–TRMT112, полученный в клет-
ках E. coli, способен метилировать как остаток
глутамина в eRF1, так и остаток лизина в гистоне
H4, но не мог метилировать остаток дезоксиадено-
зина в ДНК [7]. Это согласуется с данными, также
не подтверждающими возможность HEMK2 ката-
лизировать реакцию метилирования остатка дез-
оксиаденозина [22, 31]. Кроме того, известен и дру-
гой потенциальный кандидат на роль метилазы
остатка дезоксиаденозина– METL-4 – гомолог ме-
тилазы DAMT-1 C. elegans [58]. Таким образом,
функция метилирования остатка дезоксиаденозина
в ДНК с помощью HEMK2 остается спорной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Суммируя все имеющиеся на сегодняшний мо-

мент данные, можно заключить, что HEMK2 чело-
века и ее ортологи у других эукариот и архей пред-
ставляет собой необычный пример многофункци-
ональной метилазы, катализирующей несколько
различных реакций. Обычно многофункциональ-
ность фермента достигается за счет нескольких
структурно обособленных доменов, каждый из ко-
торых катализирует собственную реакцию, алло-
стерически контролирует другой домен или взаи-
модействует с клеточным окружением, как это
происходит у белков, обладающих дополнитель-
ными (moonlighting) функциями [63–66]. Однако
известны и многофункциональные ферменты, в
которых один и тот же домен (и даже один актив-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

HEMK-ПОДОБНЫЕ МЕТИЛТРАНСФЕРАЗЫ 447

ный сайт) в зависимости от условий может ката-
лизировать несколько различных реакций, как
это наблюдается у неразборчивых (promiscuous)
ферментов. Часть этих реакций, вероятно, побоч-
ные, но другая часть может иметь физиологиче-
ское значение [65, 67–69]. HEMK2 можно отне-
сти как раз к неразборчивым ферментам. Несмот-
ря на то, что не ясно, насколько физиологически
равнозначны реакции метилирования ее много-
численных субстратов, делаются попытки разра-
ботать цельную модель физиологической функции
HEMK2 и ее эукариотических ортологов. Предло-
жена модель, в которой SAM, в том числе через
HEMK1 и HEMK2, служит основным регулятором
трансляции в стволовых клетках кишечника, что
влияет на активность их деления [36].

Не до конца понятен точный спектр субстра-
тов HEMK2 и ее ортологов. Так, спорным выгля-
дит метилирование ими остатка дезоксиаденози-
на [7, 22, 31]. Напротив, можно ожидать, что
HEMK2 способна метилировать аспарагин так
же, как глутамин. Обнаружено N-4-метилирова-
ние аспарагина в C-фикоцианине Anabaena varia-
bilis. При этом остаток аспарагина находится после
двух остатков глицина (GGN), что напоминает ме-
тилируемый мотив GGQ в факторах терминации.
Замена аспарагина на глутамин приводит к in vivo
метилированию глутамина, поэтому было выдви-
нуто предположение, что либо метилазы, осу-
ществляющие данную реакцию, способны исполь-
зовать в качестве субстрата оба аминокислотных
остатка, либо за это ответственны два разных фер-
мента [70, 71]. Однако показано, что HEMK2 не
способна метилировать пептид, содержащий та-
кую замену [45]. Таким образом, метилирование
аспарагина в GGN-мотиве осуществляют, веро-
ятно, близкие гомологи HEMK2.

HEMK2 это многофункциональный фермент,
поэтому нельзя однозначно связать физиологиче-
ские эффекты, вызываемые их нокаутом и нокдау-
ном, с метилированием конкретных молекул, так
как механистическую роль одновременного мети-
лирования всех субстратов HEMK2 и ее ортологов
до настоящего времени не изучали. Для того, чтобы
научиться адресно контролировать процессы, зави-
симые от метилируемых молекул, требуется тща-
тельное изучение механизмов модификации каждо-
го субстрата на молекулярном уровне.

Помимо влияния на эффективность трансля-
ции посредством метилирования eRF1, MTQ2
(дрожжевой ортолог HEMK2) участвует в биоге-
незе и экспорте созревших 60S субъединиц из яд-
ра, а также в созревании 5.8S и 25S рРНК. Однако
не очень понятно, почему такая функция ортоло-
га связана с присутствием в нем отдельных ами-
нокислот, участвующих в метилировании. Пред-
полагается, что либо для правильного биогенеза
60S субъединиц и рРНК необходима проверка ка-

чества собранных рибосом с участием метилиро-
ванного eRF1, либо в этот процесс вовлечены иные
субстраты метилазы [21]. Также можно предполо-
жить, что эти аминокислотные остатки важны для
поддержания правильной структуры метилазы, не-
обходимой для ее функционирования в процессах
созревания 60S субъединиц рибосомы. Остается
непонятным, насколько этот процесс консервати-
вен и касается других групп живых существ,
включая человека.

Известно также, что некоторые факторы транс-
ляции выполняют многочисленные функции вне
трансляции. К примеру, eEF1α слизевика Dictyoste-
lium может связывать и модулировать актин [72, 73],
eEF1α человека и лягушки – связывать и участво-
вать в разрывании микротрубочек [74], раститель-
ный eEF1α – активировать фосфатидилинози-
тол-4-киназу [75]. А изучение дрожжей, мутант-
ных по факторам терминации трансляции eRF1 и
eRF3, указывает на то, что их нормальное функ-
ционирование связано не только непосредствен-
но с осуществлением терминации, но и с много-
численными клеточными процессами [76]. Все это
поднимает вопрос о значении взаимного влияния
процесса терминации и иных клеточных процес-
сов, в том числе и у рассматриваемых HEMK-по-
добных метилаз.

Мы предполагаем, что комплекс HEMK2–
TRMT112 активен как в цитоплазме, где он мети-
лирует монометиларсенит и eRF1, так и в ядре,
где метилирует гистон H4, регуляторы хроматина
CHD5 и NUT. В ядре этот комплекс может регу-
лировать созревание рРНК и 60S субъединиц по
аналогии с дрожжами. Более того, HEMK2 может
быть вовлечена в метилирование ДНК. Однако
множество аспектов этого процесса остаются не
раскрытыми. В частности, не ясно, каким обра-
зом происходит и как регулируется транспорт
HEMK2, TRMT112 или их комплекса через ядер-
ную мембрану (табл. 1, рис. 2).

Работа по анализу влияния HEMK-подобных
метилаз на терминацию трансляции проведена
при поддержке гранта Российского научного
фонда (№ 14-14-00487), физиологическое значе-
ние HEMK-подобных метилаз изучали при под-
держке гранта Российского научного фонда (19-
14-00349).

В настоящей работе не использовали людей
или животных в качестве объектов исследования

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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HEMK-LIKE METHYLTRANSFERASES IN THE REGULATION
OF CELLULAR PROCESSES
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Methylation is one of the most common modifications of proteins and nucleic acids. In particular, such mod-
ification is widely used to control translation. HEMK2 stands out among all human translational methyl-
transferases (methylases). Its orthologs have been found in many prokaryotes and eukaryotes. The substrates
methylated by HEMK2 are glutamine and lysine residues in proteins, deoxyadenosine in DNA, and arsenic
compounds (arsenicals). One of the important substrate of HEMK2 methylase is a glutamine residue in the
GGQ ultra-conservative motif of the eukaryotic release factor 1 (eRF1). The process of release factor meth-
ylation, carried out by HEMK2 orthologues, is conservative among eukaryotes, archaea, and bacteria, al-
though release factors in bacteria have different sequences and structure. In this review, we consider the fea-
tures of human HEMK2 methylase and its orthologs as multifunctional enzymes that regulate cellular pro-
cesses, in particular, protein biosynthesis.

Keywords: HEMK2, N6AMT1, eRF1, translation regulation, methylation, post-translational modifications
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На настоящий момент нет единого представления о том, какую пространственную структуру обра-
зует мРНК в ходе трансляции. Известно, что множество белков, связанных с 5′-концом мРНК, вза-
имодействуют с белками, связанными с 3′-концом. Более того, такие белки часто влияют на актив-
ность друг друга. В пределах одной молекулы мРНК это возможно лишь тогда, когда мРНК образует
кольцевую структуру, в которой ее концы сближены. В 90-х годах XX века изучение таких белков
привело к появлению гипотезы о существовании структуры трансляционно активной мРНК, пред-
ставляющей собой замкнутую петлю (closed-loop), в которой концы молекулы зафиксированы ря-
дом друг с другом с помощью белковых и/или РНК-взаимодействий. Однако затем стали появлять-
ся свидетельства того, что сближение концов мРНК и формирование closed-loop-структуры не обя-
зательны для трансляции некоторых мРНК. Более того, в некоторых работах утверждалось, что
транслируемая мРНК, напротив, должна быть развернута в линейную структуру. Таким образом,
пространственная структура транслируемой мРНК не обязательно должна быть универсальной для
всех мРНК и может динамически меняться, что влияет на ее функциональную активность. В рамках
данного обзора мы обобщили разнообразие экспериментальных данных и гипотез о связи про-
странственной структуры мРНК с ее трансляционной активностью.

Ключевые слова: трансляция, мРНК, closed-loop мРНК, eIF4F, PABP, рибосома
DOI: 10.31857/S002689842203003X

ВВЕДЕНИЕ

Пространственная организация биологических
макромолекул важна для их функционирования.
Эукариотические мРНК в основном моноци-
стронны, т.е. кодируют один белок, и имеют в своем
составе следующие структурные элементы (рис. 1а):
5′-конец, защищенный кеп-структурой; 5′-не-
транслируемую область (5′-НТО); последователь-
ность, кодирующую белок, и 3′-НТО, которая
оканчивается поли(А)-хвостом. Необходимо от-
метить однако, что не все мРНК полиаденилиро-
ваны, например, гистоновые мРНК часто не со-
держат поли(А) [1, 2].

В ходе взаимодействия с рибосомой и транс-
ляции молекула мРНК, а также связанные с ней
белковые комплексы претерпевают значитель-
ные пространственные перестройки. Поэтому для
понимания особенностей трансляции мРНК мало
лишь изучить ее структуру in vitro, необходимо по-
лучить информацию о функционально актив-
ной конформации этой молекулы in vivo. В данном

обзоре мы проанализируем разнообразие взглядов
на пространственную организацию трансляцион-
но активной мРНК. На сегодняшний день можно
выделить три основных гипотезы (рис. 1б), каждую
из них мы рассмотрим в соответствующем разде-
ле. Согласно первой гипотезе трансляционно ак-
тивна та мРНК, в структуре которой 5′- и 3′-концы
молекулы сближены. Согласно второй, напротив,
трансляционно активна развернутая мРНК, в ко-
торой 5′- и 3′-концы удалены друг о друга. Третья
гипотеза предполагает, что структура мРНК дина-
мична, поэтому трансляционная активность мРНК
имеет сложную зависимость от ее пространствен-
ной организации и иных факторов.

I. ТРАНСЛЯЦИОННО АКТИВНА мРНК
СО СБЛИЖЕННЫМИ 5′- И 3′-КОНЦАМИ 

(CLOSED-LOOP-СТРУКТУРА)
В середине 60-х годов XX века с развитием ме-

тодов определения пространственной структуры
больших молекул стало возможным визуализиро-

Сокращения: eIF – эукариотический фактор инициации трансляции; eRF – эукариотический фактор терминации транс-
ляции; PABP – поли(А)-связывающий белок; НТО – нетранслируемая область мРНК.

УДК 577.217

ОБЗОРЫ

EDN: OPVYIR
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вать полисомы – несколько рибосом, одновре-
менно транслирующих белок с одной молекулы
мРНК. Обнаружено, что линия из визуализиро-
ванных рибосом в полисоме может загибаться, в
результате чего сближаются ее концы, что может
свидетельствовать об аналогичном сближении
пространственно удаленных участков самой
мРНК [3]. Такие структуры также можно интер-
претировать как следствие сближения 5′-конца

мРНК и района стоп-кодона, так как в 3′-не-
транслируемой области рибосомы в норме отсут-
ствуют [4]. При этом установить точную конфор-
мацию мРНК в экспериментах с полисомами не
представляется возможным, так как мРНК таки-
ми методами не визуализируется. Уже в 90-х го-
дах с помощью атомно-силовой микроскопии
было показано, что в растворе в присутствии эу-
кариотического кеп-связывающего фактора ини-

Рис. 1. Представления о структуре мРНК эукариот. а – Функциональные элементы мРНК эукариот. С 5′-конца мРНК
защищена кеп-структурой, с 3′-конца – поли(А)-хвостом. Кодирующая последовательность фланкирована нетранс-
лируемыми областями (НТО), UAA – пример стоп- кодона, которым заканчивается кодирующая последовательность.
б – Представления о различных пространственных структурах трансляционно активных мРНК. I ‒ Трансляционно
активна мРНК со сближенными 5′- и 3′-концами (структура closed-loop). II ‒ Трансляционно активна линейная
мРНК. III ‒ Структура мРНК динамична. Создано с помощью BioRender.com.
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циации 4Е (eIF4E), поли(А)-связывающего белка
(PABP) и eIF4G1, который связывает оба этих
белка, мРНК фиксируется в циркуляризованном
состоянии, тогда как в отсутствие какого-либо из
указанных белков этого не происходит [5]. Одна-
ко в этой работе для увеличения персистентной
длины мРНК использовали длинную антисмыс-
ловую ДНК, комплементарную 82% ее полной
последовательности, что, как указывают другие
авторы [6], препятствует спонтанной циркуляри-
зации молекулы и, возможно, значительно уси-
ливает необходимость PABP, а также комплекса
eIF4F, состоящего из факторов инициации
eIF4E, eIF4G и eIF4A, для стабилизации замкну-
той структуры. В другой работе с помощью фор-
мальдегида проводили быструю сшивку компо-
нентов клетки, находящихся рядом друг с другом.
Обнаружено, что eIF4F, связанный на 5′-кепе, ча-
сто сшивается с 3′-последовательностями мРНК,
а PABP – с 5′-концевыми последовательностями
(но в меньшей степени). Это указывает на физи-
ческое сближение eIF4F с 3′-концом мРНК, а
PABP – с 5′-концом [7]. Параллельно стали появ-
ляться биохимические свидетельства взаимодей-
ствия PABP и eIF4F, которое приводит к костиму-
ляции активации трансляции (синергии) в мо-
дельных in vitro системах [5, 7–15]. В присутствии
в системе данных белков проявляется также си-
нергия в активации трансляции такими структур-

1 Здесь и далее названия факторов трансляции даны по клас-
сификации, принятой у высших эукариот, хотя их ортологи
у других организмов могут иметь иное наименование.

ными элементами мРНК, как поли(А)-хвост и кеп
[12, 14–18]. В отсутствие поли(А) последовательно-
сти eIF4G и PABP взаимодействуют слабо [19], что
указывает на необходимость связывания PABP с
концом мРНК для активации трансляции. Все эти
свидетельства привели к формированию гипотезы,
согласно которой трансляционно активна мРНК,
имеющая структуру со сближенными 5′- и 3′-кон-
цами. Эта структура фиксируется взаимодействую-
щими друг с другом белками, которые связаны с
разными концами мРНК, или непосредственным
взаимодействием участков РНК. Такая структура
получила название замкнутой петли (closed-loop).
Классическим примером такой структуры счита-
ется closed-loop-структура мРНК, зафиксирован-
ная взаимодействиями белков eIF4E, eIF4G,
eIF4B, eIF3 и PABP (табл. 1) (рис. 2а).

Взаимодействие в растворе показано как для
пар белков инициаторного комплекса eIF4E,
eIF4G, eIF4B и eIF3, так и для белков eIF4G и
PABP млекопитающих, земноводных, насекомых,
дрожжей и растений [9, 10, 13, 19–27]. Так как эти
трансляционные факторы обнаружены у подавля-
ющего большинства эукариот [28], можно предпо-
ложить, что модель closed-loop является универ-
сальной. Впоследствии обнаружили множество
других примеров взаимного влияния связанных с
мРНК факторов трансляции различных эукарио-
тических организмов. Так, например, белок
PAIP1 взаимодействует как с PABP, так и с факто-
рами инициации трансляции eIF3 и eIF4A, свя-
зывающими eIF4G. Показано, что взаимодей-

Таблица 1. Разнообразие closed-loop-структур мРНК

Организм 5′-Концевые 
элементы Связующие элементы 3′-Концевые элементы Ссылка

Эукариоты eIF4E (на кепе) eIF4G; eIF4G-eIF4A-
eIF4B; eIF4G-eIF4A/ 
eIF3-PAIP1

PABP (на поли(А)-хвосте) [1, 5, 8–15, 20, 
21, 27]

Вирус гриппа eIF4E (на кепе); NS1 
(на сайте в 5′-НТО)

eIF4G; NS1; NS1-eIF4G PABP (на поли(А)-хвосте) [37, 42, 43]

Ротавирусы eIF4E (на кепе) eIF4G NSP3 (на GACC в 3′-НТО) [19, 22, 44–47]

Tombusviridae
и Luteoviridae

Шпилька в мРНК – 3'-CITE структура мРНК [1, 51–54]

Эукариоты eIF4E (на кепе) (4E-HP)-Bicoid BBR-элемент (в 3′-НТО) [55, 56]

Maskin-CREB CRE-элемент (в 3′-НТО) [58, 61]

eIF4G-eIF3-SLIP SLBP (на SL петле в 3′-НТО) [1, 65–68]

eIF4G-eIF3-METTL3 Gm6AGG (в 3′-НТО) [70]

Человек Ago2 (на кепе) – микроРНК, комплементар-
ная участку в 3′-НТО

[63]

Млекопитающие eIF4E (на кепе) eIF4G-GAIT комплекс GAIT-связывающий участок 
в 3′-НТО

[64]
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ствие PAIP1 и eIF3 активирует инициацию
трансляции. Считается, что через взаимодей-
ствие с eIF3 PAIP1 дополнительно стабилизирует
структуру closed-loop, образованную eIF4F-PABP
[1, 20, 21].

Обнаружено взаимодействие между PABP и
фактором терминации трансляции 3 (eRF3) у
дрожжей и человека, что указывает на возмож-
ное пространственное сближение поли(А)-хво-
ста и района стоп-кодона [29–33]. Также показа-
на консервативность взаимодействия гомологов
eRF3 и PABP у эукариот [29]. Кроме того, eRF3
может формировать комплекс с PABP, еще одним
белком комплекса closed-loop, PAIP1 [34]. Обна-
ружено, что трансляция и, в частности, стадия

терминации активируются в результате взаимо-
действия eRF3 с PABP [31–33]. При этом ингиби-
рование взаимодействия eRF3 и PABP в системе из
ретикулоцитов кролика не влияет на формирова-
ние 80S инициаторных комплексов, но понижает
общий уровень трансляции [32]. Имеются также
экспериментальные свидетельства того, что свя-
занный с поли(А) PABP может оказывать положи-
тельное воздействие на трансляцию и в отсут-
ствие связи c eIF4F [31, 35–37], что также говорит
в пользу функциональной значимости кеп-незави-
симых замкнутых структур мРНК (например, при
образовании комплекса поли(А)–PABP–eRF3–
стоп-кодон). Более того, внутриклеточная концен-
трация PABP в 3–10 раз превышает концентрацию

Рис. 2. Разнообразие циркуляризованных структур мРНК. а – Модели closed-loop-структур мРНК. Серым обозначена
5′-НТО, красным – основная кодирующая последовательность, синим – 3′-НТО. В кольце кеп-связывающий eIF4E
взаимодействует с eIF4G, который также взаимодействует с PABP. За счет этого в мРНК пространственно сближаются
5′- и 3′-концы мРНК. В восьмерке PABP не только взаимодействует с eIF4G-eIF4E, но также связывает eRF3, находя-
щийся в комплексе с eRF1. Во время терминации комплекс eRF1-eRF3 связывает рибосому на стоп-кодоне. За счет
таких взаимодействий стоп-кодон (UAA), поли(А)-хвост и кеп взаимно сближаются. Для этого должна формировать-
ся первая петля (из 5′-НТО и кодирующей области) и вторая петля (из 3′-НТО). б – Возможные типы циркуляризации
мРНК. Создано с помощью BioRender.com.
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eIF4G в клетках млекопитающих и дрожжей, что
также указывает на возможность существования
таких структур [38, 39]. Все это позволило предло-
жить более сложную пространственную модель
мРНК, имеющую структуру в виде восьмерки, в
которой одновременно сближены 5′- и 3′-концы
мРНК, а также район стоп-кодона (рис. 2а) [32].
В такой структуре можно выделить первую пет-
лю, начинающуюся от 5′-конца и заканчивающу-
юся стоп-кодоном, и вторую петлю – от стоп-ко-
дона до 3′-конца. Модель формирования второй
петли объясняет как связанный с поли(А)-хво-
стом PABP стимулирует терминацию трансляции
на стоп-кодоне, который в последовательности
мРНК обычно значительно удален от поли(А)-
хвоста. Эта модель подтверждается еще и тем,
что в клетках дрожжей PABP-зависимая супрес-
сия сквозного чтения стоп-кодонов происходит
даже в отсутствие eRF3 [33], а значит, независи-
мо от терминации трансляции, но с сохранением
возможности пространственного сближения со
стоп-кодоном. Стоит отметить, что в активации
терминации трансляции может участвовать и
PAIP1, который входит в состав первой петли
мРНК и в присутствии eRF1 и eRF3 стабилизиру-
ет постерминационные комплексы рибосом, если
в смеси отсутствует PABP [34]. Помимо этого,
пространственное сближение PABP с природным
стоп-кодоном также подавляет на нем процесс нон-
сенс-опосредованного распада мРНК (NMD), кон-
курирующего с терминацией [40, 41].

Гипотеза формирования closed-loop-струк-
тур также прекрасно объясняет взаимное влия-
ние на трансляцию других белков и РНК-после-
довательностей, находящихся в противополож-
ных участках мРНК (табл. 1). К примеру, белок
NS1 вируса гриппа связывается со специфич-
ным сайтом в 5'-НТО полиаденилированной ви-
русной мРНК и взаимодействует одновременно
со связанными на ней же eIF4G и PABP, что спе-
цифически повышает эффективность трансля-
ции вирусных мРНК [37, 42, 43] (табл. 1). Однако
многие вирусы используют стратегию разруше-
ния closed-loop-структуры, образованной eIF4G
и PABP, для подавления трансляции клеточных
мРНК. Так, в мРНК ротавирусов, содержащей
5′-кеп, в отсутствие поли(А)-хвоста closed-loop-
структура может формироваться посредством
взаимодействия комплекса eIF4E-eIF4G с вирус-
ным белком NSP3, связывающимся с последова-
тельностью GACC в 3′-НТО. NSP3 конкурирует с
PABP за связывание с eIF4G, что также ведет к
переходу PABP из цитоплазмы в ядро. Под дей-
ствием белка NSP3 происходит разрушение клас-
сических closed-loop-структур, вызванных взаи-
модействием eIF4F-PABP. Все это ведет к супрес-
сии трансляции мРНК хозяина и, напротив, к
активации трансляции вирусных мРНК [19, 22,
44–47] (табл. 1). Более того, целевыми последова-

тельностями многих протеаз других вирусов слу-
жат белки eIF4G и PABP, что во многих случаях
нарушает их взаимодействие [37, 48–50]. Наце-
ленность вирусов на разрушение взаимодей-
ствия eIF4G и PABP свидетельствует о важности
структуры closed-loop для инициации трансля-
ции мРНК хозяина. Альтернативная closed-loop-
структура образуется при трансляции одноцепо-
чечных РНК(+) вирусов, относящихся к семей-
ствам Tombusviridae и Luteoviridae. В 3′-НТО мРНК
этих вирусов содержатся последовательности,
формирующие кеп-независимые трансляцион-
ные элементы (CITE). Эти последовательности
связывают комплекс eIF4F и рекрутируют его в об-
ласть, расположенную перед старт-кодоном, ини-
циируя трансляцию мРНК. CITE сближается с
5′-НТО за счет РНК-РНК-взаимодействий, фор-
мируя closed-loop-структуру, необходимую для ак-
тивации трансляции. Экспериментально показано,
что нарушение таких взаимодействий приводит к
ингибированию инициации трансляции [1, 51–
54] (табл. 1). Кроме того, обнаружено, что часть
собственных клеточных систем репрессии транс-
ляции функционирует аналогично вирусным,
действуя через конкуренцию за взаимодействие с
компонентами, образующими closed-loop-струк-
туру eIF4E–eIF4G–PABP. Так, в регуляции разви-
тия дрозофилы и лягушек происходит связывание
белков-регуляторов с 3′-НТО, что ведет к привле-
чению 4E-связывающих белков (4E-BP), которые
взаимодействуют с eIF4E, вытесняя eIF4G. К при-
меру, белок Bicoid связывает BBR-элемент в 3′-НТО
и 4E-связывающий белок 4E-HP, который, в свою
очередь, связывает eIF4E, вытесняя его из ком-
плекса с eIF4G (табл. 1). Однако в большинстве
комплексов (4E-BP)–eIF4E аффинность последне-
го к кепу меньше, чем в комплексе с eIF4G, так что
не ясно, возможно ли формирование closed-loop-
структур через 4E-BP как альтернативы разруше-
ния closed-loop-структуры PABP–eIF4G–eIF4E.
Стоит отметить, что часть 4E-BP функционирует
именно путем разрушения такой closed-loop-струк-
туры [23, 55–60]. Интересно, что у земноводных об-
разование closed-loop-структуры 3′-НТО–CREB–
Maskin–eIF4E–кеп ведет к маскировке мРНК в
процессе эмбриогенеза и сопряжено с деаденили-
рованием, что исключает формирование транс-
ляционно активной closed-loop-структуры с уча-
стием PABP. В процессе демаскировки, напротив,
происходит разрушение closed-loop-структуры с
участием CREB, а также аденилирование мРНК
[58, 61]. У мышей обнаружена CREB-зависимая
циркадная ритмичность процессов деаденилиро-
вания и аденилирования отдельных мРНК, что
позволяет контролировать трансляцию [62]
(табл. 1). В клетках человека ингибиторный ком-
плекс может образовываться посредством связы-
вания микроРНК с участком 3′-НТО, с которой
может взаимодействовать белок аргонавт (Ago2),
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имеющий кеп-связывающий домен [63] (табл. 1).
Интересно, что появление дополнительной петли
в closed-loop-структуре может приводить к подав-
лению трансляции, формируя альтернативные
структуры мРНК, организованные в виде вось-
мерки. Так, под воздействием интерферона-γ в
макрофагах собирается комплекс GAIT, состоя-
щий из тРНК-синтетазы, глицеральдегид-3-
фосфат-дегидрогеназы, рибосомного белка L13a
и некоторых других. Этот комплекс связывается
как со специальным участком посадки в 3′-НТО,
так и с eIF4G, находящимся в составе closed-loop-
структуры с eIF4E и PABP. Образование такой
структуры позволяет пространственно сблизить
комплекс GAIT с 5′-НТО, что препятствует сбор-
ке на нем 43S преинициаторного комплекса [64]
(табл. 1). Еще один случай образования альтерна-
тивной структуры closed-loop – трансляция ги-
стоновых мРНК. Показано, что у значительного
количества гистоновых мРНК многоклеточных
животных отсутствует поли(А)-хвост, но в 3′-НТО
находится SL-петля. Closed-loop-структура таких
мРНК формируется за счет последовательного вза-
имодействия SL-петли мРНК и 5′-кепа через белки
SLBP-SLIP-eIF3-eIF4G-eIF4E. Показано, что
взаимодействия SL-петли и SLBP играют ключе-
вую роль в созревании, деградации и трансляции
гистоновых мРНК. Предполагается, что описанная
closed-loop-структура, как и образованная eIF4G–
PABP, активирует инициацию трансляции [1,
65–68] (табл. 1). Гомологичные SL-петле структу-
ры гистоновых мРНК и гомологи SLBP обнару-
жены у многих протистов, что говорит об эволю-
ционной древности данной системы [69]. Нако-
нец, недавно показали, что метилтрансфераза
METTL3 и фактор инициации eIF3 солокализо-
ваны в цитоплазме и в их присутствии полисо-
мы формируют преимущественно компактные
кольцеобразные структуры, что не наблюдается в
отсутствие METTL3. При дальнейшем изучении
обнаружили, что METTL3 одновременно связыва-
ется как c GGAC-сайтом в 3′-НТО, так и с eIF3,
связанным с белками на кепе. При этом METTL3
метилирует аденозин в консенсусной последова-
тельности GGAC. В присутствии eIF3 и METTL3
повышается эффективность трансляции мРНК, со-
держащих этот сайт, даже в отсутствие поли(А)-
хвоста. Это не наблюдается при ингибировании
взаимодействия METTL3 и eIF3. METTL3 – это
N6-аденозин-метилтрансфераза, активность ко-
торой вовлечена в регуляцию трансляции многих
онкогенов (в частности, рецептора EGFR в клет-
ках легких) и генов, связанных с апоптозом.
Сверхэкспрессия гена, кодирующего этот белок,
стимулирует развитие рака легкого, тогда как
сверхэкспрессия гена, кодирующего мутантный
METTL3, не способный связывать eIF3, не вызы-
вает такого эффекта. Все это свидетельствует о
ключевой роли именно closed-loop-структуры, а не

только паттерна метилирования [70] в онкогенной
активности METTL3 (табл. 1).

В поддержку существования и функциональ-
ной значимости closed-loop-структур мРНК свиде-
тельствует феномен самопроизвольной циркуля-
ризации мРНК в отсутствие специализированных
белков (рис. 2б). In silico расчеты предсказывают,
что концы большинства мРНК в растворе конфор-
мационно сближены (<10 нм) [71–75], что подтвер-
ждается in vitro экспериментами в отсутствие бел-
ков, способных стабилизировать такую структуру
[76, 77]. Дистанция между концами не зависит от
длины мРНК и от ее последовательности [72, 73,
77]. Таким образом, циркуляризация мРНК – это
свойство, присущее большинству мРНК, а не ре-
зультат отбора определенной последовательности
[72, 74, 76–78]. Конечно, на это можно возразить,
что с началом трансляции рибосомы будут непре-
рывно плавить вторичную структуру мРНК и этот
фактор спонтанного сближения концов переста-
нет существовать. Однако неясно, каким обра-
зом происходит инициация трансляции в closed-
loop-структуре и имеется ли там стадия сканиро-
вания лидерной последовательности мРНК, в
ходе которой будет происходить плавление вто-
ричной структуры. Внедрение в мРНК неструк-
турированных последовательностей (к примеру,
поли(CA)) приводит к расхождению концов
мРНК [77]. Соответственно, присутствие ком-
плекса из белков, связанных на разных концах
РНК, по-видимому, не является необходимым
условием циркуляризации РНК (рис. 2б) [6]. На-
против, способность РНК к циркуляризации мо-
жет быть использована для организации на ее
концах регуляторных белковых комплексов [78].
Добавление поли(А)-хвоста к РНК ведет к уве-
личению расстояния между ее концами: так,
поли(А)-хвост из 30 н. увеличивает его на 5 нм.
Таким образом, поли(А)-хвост, не участвуя во
взаимодействии с 5′-концом, образует выпетли-
вание из циркуляризованной РНК [77], которое
затем может быть исправлено взаимодействиями
белков в составе closed-loop-структуры. In vivo кар-
тирование внутримолекулярных взаимодействий
РНК выявило активное спаривание регионов,
удаленных друг от друга в первичной структуре
[79–81], что может в целом стабилизировать цир-
куляризованную структуру мРНК. Таким обра-
зом, конформация мРНК в closed-loop-моделях
близка к ее конформации в отсутствие каких-ли-
бо связанных с ней белков, а значит, сворачива-
ние и поддержание closed-loop-структуры мРНК не
должны быть энергозатратными для клетки про-
цессами.

Все эти данные позволяют сделать вывод, что
формирование closed-loop-структур мРНК игра-
ет значительную роль в активации как трансля-
ции в целом, так и ее отдельных этапов. Эта ги-
потеза успешно предсказывает взаимное влия-
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ние на трансляцию белков, связывающихся в
противоположных частях мРНК, что отражено в
публикациях последних лет [31, 34, 70, 82].

Модель мРНК, имеющей структуру в виде
восьмерки (рис. 2а), наиболее полно объясняет
вовлечение рибосом в новые раунды трансляции
после терминации, наблюдаемое в ряде работ
[83, 84]. Согласно этой модели, районы стоп-ко-
дона и 5′-кепа пространственно сближены, что
повышает локальную концентрацию компонен-
тов терминации, рециклинга и инициации, а
также позволяет 5′-кеп-связанным белкам на-
прямую взаимодействовать с рибосомой, нахо-
дящейся в районе стоп-кодона. Предполагается,
что такая closed-loop-структура активирует ини-
циацию трансляции путем рекрутирования
субъединиц рибосом, формируя 48S инициатор-
ный комплекс [1, 9, 85].

Однако при обсуждении вклада closed-loop-
структуры в регуляцию трансляции следует учи-
тывать, что образующие ее белки могут взаимо-
действовать и активировать друг друга не только в
составе такой структуры, но и в свободном состо-
янии в растворе [1]. Например, если отсутствие
белков eIF4G и PABP в клетках человека или
дрожжей летально, то отсутствие взаимодействий
между ними не летально [86–88]. Также возмож-
но и взаимное влияние белков, связанных с раз-
ными молекулами мРНК. К примеру, мРНК, со-
держащая поли(А)-хвост, стимулирует как транс-
ляцию в целом, так и эффективность терминации
трансляции на другой молекуле мРНК без по-
ли(А)-хвоста [31, 89]. Поэтому вопрос о реальном
вкладе взаимодействия белков, находящихся на
одной молекуле мРНК, в активность трансляции
остается открытым.

С другой стороны, циркуляризованная мРНК
может быть зафиксирована не только посред-
ством белков (рис. 2б). Например, трансляция
мРНК с комплементарными друг другу 5′-НТО и
3′-НТО длиной 30 н., но без 5′-кепа и поли(А)-
хвоста, в лизате протекает не менее эффективно,
чем трансляция мРНК с той же кодирующей по-
следовательностью, имеющей 5′-кеп и поли(А), и
способной образовывать closed-loop-структуру с
участием eIF4G и PABP. При этом контрольная
мРНК без таких структур транслируется в 3 раза
хуже [90]. Стоит упомянуть однако, что у этой ра-
боты есть существенные недостатки, которые мо-
гут влиять на интерпретацию данных. Так, транс-
ляцию проводили в лизате ретикулоцитов кролика
(RRL), где, как известно, плохо воспроизводится
как зависимость трансляции от m7G-кепа, так и
синергия между кепом и поли(А)-хвостом. В дру-
гой работе показано, что кодирующая последова-
тельность в составе ковалентно циркуляризован-
ной РНК (рис. 2б) может транслироваться в
культуре клеток человека и дрозофилы за счет

внутреннего сайта посадки рибосомы (IRES).
При добавлении поли(А) или поли(Т)-последо-
вательностей в эту мРНК эффективность транс-
ляции, в отличие от мРНК в closed-loop-структу-
ре, понижается [91]. Интересно, что удалось до-
биться IRES-зависимой трансляции ковалентно
циркуляризованных мРНК по механизму катя-
щегося кольца (рибосома непрерывно транслиру-
ет циркуляризованную мРНК по кругу) [92]. В
дальнейшем in vitro в том же лизате и in vivo в куль-
туре клеток HeLa удалось провести трансляцию
по механизму катящегося кольца с ковалентно
циркуляризованной мРНК, не содержащей IRES,
но содержащей неструктурированный участок.
Более того, трансляция мРНК размером 129–380 н.
происходит значительно лучше в ковалентно
циркуляризованной структуре по сравнению с
линейной молекулой [93]. Согласно последним
исследованиям, клетки эукариот содержат значи-
мое количество ковалентно циркуляризованых
РНК, большая часть которых не транслируется,
но участвует в различных клеточных процессах (к
примеру, в привлечении микроРНК для подавле-
ния трансляции). Так что пространственное сбли-
жение (а в данном случае даже соединение) концов
РНК играет роль не только в функционировании
мРНК [94, 95].

Подводя итог, можно сказать, что модель closed-
loop-структуры трансляционно активной мРНК
имеет множество экспериментальных подтвержде-
ний, что делает ее (на сегодняшний момент) наи-
более вероятной.

II. ТРАНСЛЯЦИОННО АКТИВНА 
ЛИНЕЙНАЯ мРНК

Несмотря на множество данных, подтверждаю-
щих существование и функциональность closed-
loop-структуры, в последнее время стали появлять-
ся факты, не укладывающиеся в эту гипотезу. Так
недавнее изучение динамики пространственной
структуры РНК в клетках методами одномолеку-
лярной флуоресцентной in situ гибридизации
(smFISH) и микроскопии с помощью отжига ко-
ротких антисмысловых флуоресцентных нуклео-
тидов, комплементарных различным регионам
мРНК, показало, что расстояние между концами
мРНК повышается с увеличением плотности ри-
босом, и что активно транслируемые мРНК на-
ходятся в конформации, в которой их концы
значительно удалены друг от друга [24, 96]. Обра-
ботка клеток как пуромицином, вызывающим
диссоциацию рибосом с мРНК, так и гомохар-
рингтонином, фиксирующим инициирующие ри-
босомы, приводит к увеличению количества
циркуляризованной мРНК. Ингибирование взаи-
модействия eIF4G и PABP в активно транслирую-
щих клетках никак не влияет на количество цир-
куляризованной мРНК в сравнении с клетками,
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где такое взаимодействие не подавлено. Авторы
этих исследований заключили, что наблюдаемый
эффект прямо противоположен ожидаемому со-
гласно гипотезе о closed-loop-структуре и, таким
образом, опровергает ее. Они считают, что дан-
ные in vivo более приближены к реальности, чем
полученные in vitro результаты, на которых бази-
руется первая гипотеза. На основании этого пред-
ложена альтернативная гипотеза, согласно кото-
рой в клетках функционально активна линейная
мРНК [24, 96]. Однако стоит отметить, что
структура РНК в этих исследованиях была ви-
зуализирована отжигом множества антисмысло-
вых олигонуклеотидов, что могло снизить эффек-
тивность образования циркуляризованной мРНК
и, соответственно, перевести ее в расплетенную
форму, поэтому говорить о полном соответствии
модели условиям в клетке не приходится.

В других экспериментах, проведенных на дрож-
жах, где изучали эффективность трансляции боль-
шого количества различных клеточных мРНК (а не
единичных модельных мРНК, как делали ранее),
обнаружили, что трансляция мРНК с длинными
кодирующими последовательностями, в отличие
от коротких, относительно слабо или вообще не
зависела от eIF4F и PABP, т.е. не была связана с
формированием closed-loop-структуры [87, 97].
Эти данные заставляют задуматься о реальном
вкладе образования closed-loop-структур мРНК в
активацию трансляции.

Тем не менее, представления о трансляционно
активной линейной мРНК не объясняют, почему
множество элементов, находящихся в одном реги-
оне мРНК, влияет на эффективность элементов,
находящихся в других регионах. Эта гипотеза вы-
глядит слишком строгой, а ее выводы пока плохо
предсказывают ожидаемую эффективность транс-
ляции мРНК. В настоящий момент имеется аль-
тернативная гипотеза о структуре функциональ-
ной мРНК в клетке, подразумевающая синтез двух
описанных выше гипотез.

III. СТРУКТУРА мРНК ДИНАМИЧНА

В последнее время появляются свидетельства
того, что структура трансляционно активной
мРНК динамична, а значит, простой связи меж-
ду структурой мРНК и ее функцией, как предпо-
лагают предыдущие гипотезы, может и не быть
[1, 6].

Так, показано, что в клетке различные мРНК
имеют разную пространственную структуру. Ме-
тодами электронной и криоэлектронной микро-
скопии полисом (как свободных, так и связанных
с эндоплазматическим ретикулумом) обнаруже-
ны различные формы их пространственной орга-
низации, лишь часть из которых образует кольце-
образную структуру [3, 4, 35, 98–102]. Более того,

пространственная организация транслирующих
полисом динамична: первые связавшиеся с мРНК
рибосомы в основном формируют кольцеобраз-
ную или линейную полисому, связывание боль-
шего количества рибосом (до плотности 1 рибосо-
ма на 100 н.) приводит к преимущественной лине-
аризации полисом и дальнейшему формированию
более сложных компактных трехмерных петлеоб-
разных структур. Однако кольцеобразные и ли-
нейные формы встречаются на любых этапах
[100]. Показано также, что в бесклеточной систе-
ме трансляции доля кольцеобразных полисом по-
чти не зависит от наличия 5′-кепа, поли(А)-хво-
ста или их обоих и составляет около 40−50% [102].

В серии исследований на дрожжах обнаруже-
но, что трансляция разных мРНК по-разному за-
висит от функционирования белков, участвую-
щих в формировании closed-loop-структуры. Так
мРНК, содержащие короткие кодирующие после-
довательности (около 500 н.), в отличие от мРНК с
длинными кодирующими последовательностями,
преимущественно связаны с eIF4F и PABP, что
значительно повышает плотность рибосом на них
и стимулирует их активную трансляцию. Значи-
тельная часть генов “домашнего хозяйства” (ги-
стоны, рибосомные и митохондриальные бел-
ки) транслируются с таких мРНК [36, 103–105].
Обнаружено, что отсутствие дрожжевого белка
ASC1 40S субъединицы рибосом (RACK1 у челове-
ка) приводит к снижению эффективности трансля-
ции мРНК с короткими кодирующими последо-
вательностями. Предполагается, что этот белок
участвует в модуляции трансляции таких мРНК,
влияя на формирование closed-loop-структур, что
подтверждается его связыванием с eIF4G и 40S
субъединицей рибосом [104, 105]. Это согласуется
с результатами, согласно которым эффективная
трансляция дрожжевых мРНК с короткой коди-
рующей последовательностью зависит от eIF4G
и, как следствие, от формирования closed-loop-
структуры, но слабо зависит от хеликазы eIF4A и
ее партнера eIF4B, так как такие мРНК имеют не-
структурированную 5′-НТО. При этом eIF4A и
eIF4B важны для трансляции мРНК, которые не
зависят от eIF4G [87, 97]. Во всех исследованиях
трансляция мРНК с длинными кодирующими по-
следовательностями относительно слабо или вооб-
ще не зависела от eIF4F и PABP. Однако показано,
что длинные мРНК также могут образовывать
closed-loop-структуру, но, в целом, не удалось
обнаружить универсальные корреляции между
closed-loop-структурой на мРНК и эффективно-
стью трансляции, длиной кодирующей после-
довательности и поли(А)-хвоста, а также общей
длиной РНК [7]. Здесь необходимо отметить, что
эти работы проведены на клетках дрожжей,
трансляция в которых может существенно отли-
чаться от трансляции в клетках высших эукариот.
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Вариации структуры самой молекулы мРНК,
регуляция активности факторов, фиксирующих ее
пространственную структуру, регуляция активно-
сти рибосомных комплексов, пространственная
сегрегация мРНК также открывают широкие и
гибкие возможности для регуляции трансляции
[1, 6]. Получены данные, показывающие, что струк-
тура мРНК динамично изменяется. Например, из-
мерение расстояния между концами мРНК мето-
дом smFRET обнаружило флуктуации между раз-
личными состояниями молекулы [77]. Также
различными методами показано, что эффектив-
ность взаимодействия eIF4E c кепом зависит как
от этапа инициации, так и от длины мРНК [106],
а расстояние между кепом и 3′-НТО изменяется
во времени [107]. В процессе инициации у дрож-
жей обнаруживаются две closed-loop-структуры:
первая формируется при сборке 48S преинициа-
торного комплекса и нуждается в eIF4E, eIF4G,
PABP и eIF3, а вторая – при сборке 80S инициа-
торного комплекса, для нее необходимы дополни-
тельно eRF1 и eRF3, но не стоп-кодон [8]. Причем
первого набора белков достаточно для формирова-
ния closed-loop-структуры в виде кольца, а вто-
рого – для формирования восьмерки.

На структуру молекулы мРНК может влиять
динамика длины поли(А)-хвоста, которая может
изменяться у одной мРНК с течением времени
[108–110]. От длины поли(А)-хвоста зависит, в
частности, сколько молекул PABP могут с ним
связаться [111]. А от этого, в свою очередь, может
зависеть, будет ли на мРНК формироваться ста-
бильная closed-loop-структура.

Более того, длина поли(А)-хвоста не всегда кри-
тична для определения трансляционной активно-
сти. Так показано, что у земноводных и рыб эф-
фективность трансляции сильно коррелирует с
длиной поли(А)-хвоста лишь в раннем эмбрио-
нальном периоде [108]. Показано также, что рас-
пределение длин поли(А)-хвостов в мРНК незре-
лых ооцитов и в активированных яйцеклетках
дрозофилы сильно отличается, и лишь в яйце-
клетках эффективность трансляции коррелирует
с длиной поли(А)-хвоста [109]. Это указывает на
то, что вклад closed-loop-структуры в регуляцию
трансляции мРНК может сложным образом зави-
сеть и от клеточного контекста в целом. Так, нук-
леазная обработка RRL приводит к исчезнове-
нию эффекта синергии кепа и поли(А)-хвоста,
который не восстанавливается при последующем
добавлении клеточных РНК [18].

Регуляция аффинности и концентрации белков,
образующих или разрушающих разные closed-loop-
структуры, может вести к динамической смене
структур мРНК. В частности, многие факторы
трансляции имеют сайты фосфорилирования, а не-
которые взаимодействуют с дополнительными бел-

ками, конкурирующими за их связывание (напри-
мер, 4E-BP) [1, 23, 55–60, 105, 112].

Суммируя эти данные, едва ли стоит рассматри-
вать closed-loop или линейные структуры мРНК
как статичные и единственно необходимые для эф-
фективной трансляции любой мРНК. В публика-
циях последнего времени преобладает представле-
ние, что пространственная организация мРНК
может различаться на разных этапах трансляции,
в меняющихся условиях (в частности, на разных
стадиях клеточного цикла и при стрессе), а также
зависеть от состава мРНК. Однако какие-либо
универсальные закономерности динамики транс-
лируемых мРНК пока не установлены.

Согласно одним данным, максимальная си-
нергия между 5′-кепом и поли(А)-хвостом и, сле-
довательно, closed-loop-организация мРНК на-
блюдется при ненасыщающей концентрации
факторов и мРНК в цитоплазме, когда эффектив-
ность трансляции далека от максимальной, а так-
же при агрегации в условиях стресса. Связывание
большого количества рибосом при активной
трансляции приводит к разворачиванию мРНК
из компактной структуры, что согласуется с ис-
следованиями, рассмотренными в гипотезе II,
наблюдавшими линейную мРНК при эффектив-
ной трансляции [12, 15, 24, 96] (рис. 3а).

Согласно другим данным, формирование
closed-loop-структуры, напротив, повышает эф-
фективность трансляции и плотность рибосом
на ней, причем преимущественно на мРНК с
короткими кодирующими последовательностя-
ми [36, 87, 97, 103–105] (рис. 3б). Это согласуется
с тем, что в составе кольцеобразных полисом ско-
рость реинициации повышена, что подтверждает
гипотезу closed-loop-зависимого рециклинга [100].
Более того, в in vitro трансляции показано, что эф-
фективность трансляции первых связавшихся с
кепированной мРНК рибосом не зависит от на-
личия поли(А)-хвоста, тогда как эффективность
последующих раундов трансляции заметно повы-
шается в присутствии поли(А)-хвоста. Такое уси-
ление блокируется добавлением в реакционную
смесь как поли(А)-олигонуклеотидов, так и анало-
га кепа m7GpppG. Первый конкурирует с мРНК за
связывание PABP, тогда как второй – за eIF4E. При
этом оба компонента значительно слабее влияют
на кинетику первых раундов трансляции, не зави-
сящей от поли(А)-хвоста. Соответственно, фор-
мирование closed-loop-структуры мРНК увели-
чивает эффективность трансляции только после
первых раундов трансляции [17].

Несмотря на то что третья гипотеза наиболее
широко и полно описывает имеющиеся разно-
образные и противоречивые данные, единая не-
противоречивая модель транзиентной closed-
loop-структуры мРНК и ее регуляции в настоя-
щий момент отсутствует. Эта гипотеза пока не
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имеет конкретных универсальных обобщений,
не обладает предсказательной силой и лишь кон-
статирует, что любая структура мРНК может иг-
рать какую-то особую роль.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы рассмотрели гипотезы, предлагаемые в на-
стоящий момент для объяснения связи между эф-
фективной трансляцией и структурой мРНК. Пер-
вые две гипотезы предлагают строгие критерии
определения функциональной структуры мРНК,
однако каждая из них сталкивается с противоре-
чащими им данными, которые сложно поддаются
объяснению в рамках данных гипотез. Третья не
определяет единственно правильную структуру
мРНК, а напротив, описывает их разнообразие и
динамичность. Какая бы из описанных гипотез
не оказалась верной, очевидно, что элементы, на-
ходящиеся на противоположных концах мРНК,
могут влиять на активность друг друга, а значит,
каким-то образом взаимодействовать.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 14-14-00487, анализ влия-
ния closed-loop-структур на трансляцию) и Рос-
сийского научного фонда (№ 19-74-10078, изуче-

ние значения динамичности структуры мРНК в
трансляции).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
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DYNAMICS OF EUKARYOTIC mRNA STRUCTURE DURING TRANSLATION
N. S. Biziaev1, T. V. Egorova1, 2, and E. Z. Alkalaeva1, 2, *

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

*e-mail: alkalaeva@eimb.ru

Currently, there is no single concept of the optimal spatial structure of mRNA during translation. It is known
that many proteins, associated with the 5' end of mRNA, interact with proteins associated with the 3' end.
Moreover, this interaction often affects the activity of these proteins. Within the same mRNA molecule, this
is possible only when the mRNA forms a circular structure in which its ends are spatially close. Discovery of
such proteins, in the 90s of the 20th century, made it possible to formulate the closed-loop hypothesis, in
which it is assumed that the ends of translationally active mRNA are fixed next to each other due to the in-
teraction of proteins and (or) RNA. However, later it was shown that this structure is not always necessary for
translation. Moreover, some authors have proposed a model according to which the translating mRNA, on
the contrary, should be unfolded into a linear structure. Thus, the spatial structure of the translating mRNA
does not have to be universal for all mRNA and can change dynamically, which affects its functional activity.
In this review, we have summarized a variety of experimental data and concepts on the relationship between
the spatial structure of mRNA and its translational activity.

Keywords: translation, mRNA, closed-loop mRNA, eIF4F, PABP, ribosome, translational control
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КАРТИРОВАНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 
В 5'- И 3'-НЕТРАНСЛИРУЕМЫХ ОБЛАСТЯХ мРНК SIGLEC-15

С ПОМОЩЬЮ РЕПОРТЕРНОГО АНАЛИЗА1
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Siglec-15 – иммунный супрессор, активируемый в различных типах злокачественных опухолей, рас-
сматривается как новая потенциальная мишень для иммунотерапии опухолей. Однако неясно, ка-
ким образом экспрессия Siglec-15 контролируется в нормальных и опухолевых клетках. С использо-
ванием репортерного анализа оценили влияние 5'- и 3'-UTR мРНК Siglec-15 на экспрессию гена.
Обнаружено, что 3'-UTR сильно снижает продукцию репортерного белка, тогда как 5'-UTR прояв-
ляет умеренное ингибирующее действие Количественное определение стационарного уровня
мРНК выявило хорошее соответствие между количеством белка и представленностью мРНК, со-
держащей 3'-UTR. Напротив, 5'-UTR слабо влияла на уровень мРНК по сравнению с контролем.
Измерение времени полужизни мРНК показало, что 3'-UTR способствует деградации мРНК. Те-
стирование шести укороченных фрагментов 3'-UTR выявило заметную ингибирующую активность
пяти из них в четырех проверенных линиях клеток, а шестой – перекрывающий область 993–1317 –
обладал более сильной активностью. Интересно, что область 993–1317 содержит предсказанную
структуру стебель–петля из 43 н., проявляющую выраженную ингибирующую активность в четырех
линиях клеток. Эти результаты свидетельствуют, что 3'-UTR подавляет экспрессию репортерного
гена, вызывая ускоренный распад мРНК, возможно, с использованием нескольких цис-регулятор-
ных элементов, а 5'-UTR репрессирует экспрессию гена, ингибируя трансляцию. Таким образом,
наши данные дают ключ к пониманию механизмов регуляции экспрессии гена Siglec-15.

Ключевые слова: Siglec-15, 5'-UTR, 3'-UTR, деградация мРНК, трансляция
DOI: 10.31857/S0026898422030181

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Wang J., Sun J., Liu L.N., Flies D.B., Nie X., Toki M.,

Zhang J., Song C., Zarr M., Zhou X., Han X., Ar-
cher K.A., O’Neill T., Herbst R.S., Boto A.N., San-
mamed M.F., Langermann S., Rimm D.L., Chen L.
(2019) Siglec-15 as an immune suppressor and potential
target for normalization cancer immunotherapy. Nat.
Med. 25, 656‒666.

2. Angata T., Tabuchi Y., Nakamura K., Nakamura M.
(2007) Siglec-15: an immune system Siglec conserved
throughout vertebrate evolution. Glycobiology. 17,
838‒846.

3. Hiruma Y., Hirai T., Tsuda E. (2011) Siglec-15, a mem-
ber of the sialic acid-binding lectin, is a novel regula-
tor for osteoclast differentiation. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 409, 424‒429.

4. Kang F.B., Chen W., Wang L., Zhang Y.Z. (2020) The
diverse functions of Siglec-15 in bone remodeling and
antitumor responses. Pharmacol. Res. 155, 104728.

5. Cao G., Xiao Z., Yin Z. (2019) Normalization cancer
immunotherapy: blocking Siglec-15! Signal. Transduct.
Target. Ther. 4, 10.

6. Kameda Y., Takahata,M., Komatsu M., Mikuni S.,
Hatakeyama S., Shimizu T., Angata T., Kinjo M., Mi-
nami A., Iwasaki N. (2013) Siglec-15 regulates osteo-
clast differentiation by modulating RANKL-induced
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt and Erk pathways in
association with signaling Adaptor DAP12. J. Bone
Miner Res. 28, 2463‒2475.

7. Sato D., Takahata M., Ota M., Fukuda C., Tsuda E.,
Shimizu T., Okada A., Hiruma Y., Hamano H., Hirat-
suka S., Fujita R., Amizuka N., Hasegawa T., Iwasaki N.

1 Статья представлена авторами на английском языке.

УДК 577.21:579.23''315

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА



466

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

WANG и др.

(2018) Siglec-15-targeting therapy increases bone mass
in rats without impairing skeletal growth. Bone. 116,
172‒180.

8. Mayr C. (2019) What Are 3' UTRs Doing? Cold Spring
Harb. Perspect. Biol. 11(10), a034728.

9. Zhao W., Pollack J.L., Blagev D.P., Zaitlen N., Mc-
Manus M.T., Erle D.J. (2014) Massively parallel func-
tional annotation of 3' untranslated regions. Nat. Bio-
technol. 32, 387‒391.

10. Brennan S.E., Kuwano Y., Alkharouf N., Blackshear P.J.,
Gorospe M., Wilson G.M. (2009) The mRNA-destabi-
lizing protein tristetraprolin is suppressed in many can-
cers, altering tumorigenic phenotypes and patient
prognosis. Cancer Res. 69, 5168‒5176.

11. Zhao W., Erle D.J. (2018) Widespread effects of
chemokine 3' untranslated regions on mRNA degrada-
tion and protein production in human cells. J. Immunol.
201, 1053‒1061.

12. Guo H., Ingolia N.T., Weissman J.S., Bartel D.P. (2010)
Mammalian microRNAs predominantly act to de-
crease target mRNA levels. Nature. 466, 835‒840.

13. An J.J., Gharami K., Liao G.Y., Woo N.H., Lau A.G.,
Vanevski F., Torre E.R., Jones K.R., Feng Y., Lu B., Xu B.
(2008) Distinct role of long 3' UTR BDNF mRNA in
spine morphology and synaptic plasticity in hippocam-
pal neurons. Cell. 134, 175‒187.

14. Chen S., Wang R., Zheng D., Zhang H., Chang X.,
Wang K., Li W., Fan J., Tian B., Cheng H. (2019) The
mRNA export receptor NXF1 coordinates transcriptional
dynamics, alternative polyadenylation, and mRNA ex-
port. Mol. Cell. 74, 118‒131. e117.

15. Ma W., Mayr C. (2018) A Membraneless organelle asso-
ciated with the endoplasmic reticulum enables 3'UTR-
mediated protein-protein interactions. Cell. 175,
1492‒1506. e1419.

16. Ingolia N.T., Ghaemmaghami S., Newman J.R., Weis-
sman J.S. (2009) Genome-wide analysis in vivo of
translation with nucleotide resolution using ribosome
profiling. Science. 324, 218‒223.

17. Johnstone T.G., Bazzini A.A., Giraldez A.J. (2016)
Upstream ORFs are prevalent translational repressors
in vertebrates. EMBO J. 35, 706‒723.

18. Hinnebusch A.G., Ivanov I.P., Sonenberg N. (2016)
Translational control by 5'-untranslated regions of eu-
karyotic mRNAs. Science. 352, 1413‒1416.

19. Rogers J.T., Randall J.D., Cahill C.M., Eder P.S.,
Huang X., Gunshin H., Leiter L., McPhee J., Sa-
rang S.S., Utsuki T., Greig N.H., Lahiri D.K., Tan-
zi R.E., Bush A.I., Giordano T., Gullans S.R. (2002)
An iron-responsive element type II in the 5'-untranslat-
ed region of the Alzheimer’s amyloid precursor protein
transcript. J. Biol. Chem. 277, 45518‒45528.

20. Jia L., Mao Y., Ji Q., Dersh D., Yewdell J.W., Qian S.B.
(2020) Decoding mRNA translatability and stability
from the 5' UTR. Nat. Struct. Mol. Biol. 27, 814‒821.

21. Mayr C. (2017) Regulation by 3'-untranslated regions.
Annu. Rev. Genet. 51, 171‒194.

22. Leppek K., Schott J., Reitter S., Poetz F., Ham-
mond M.C., Stoecklin G. (2013) Roquin promotes

constitutive mRNA decay via a conserved class of stem-
loop recognition motifs. Cell. 153, 869‒881.

23. Jodoin R., Perreault J.P. (2018) G-quadruplexes for-
mation in the 5'UTRs of mRNAs associated with col-
orectal cancer pathways. PLoS One. 13, e0208363.

24. Jodoin R., Carrier J.C., Rivard N., Bisaillon M., Per-
reault J.P. (2019) G-quadruplex located in the 5'UTR
of the BAG-1 mRNA affects both its cap-dependent
and cap-independent translation through global sec-
ondary structure maintenance. Nucleic Acids Res. 47,
10247‒10266.

25. Ishida-Kitagawa N., Tanaka K., Bao X., Kimura T.,
Miura T., Kitaoka Y., Hayashi K., Sato M., Maruoka M.,
Ogawa T., Miyoshi J., Takeya T. (2012) Siglec-15 pro-
tein regulates formation of functional osteoclasts in
concert with DNAX-activating protein of 12 kDa
(DAP12). J. Biol. Chem. 287, 17493‒17502.

26. Stuible M., Moraitis A., Fortin A., Saragosa S.,
Kalbakji A., Filion M., Tremblay G.B. (2014) Mecha-
nism and function of monoclonal antibodies targeting
siglec-15 for therapeutic inhibition of osteoclastic bone
resorption. J. Biol. Chem. 289, 6498‒6512.

27. Sun J., Lu Q., Sanmamed M.F., Wang J. (2021) Siglec-
15 as an emerging target for next-generation cancer im-
munotherapy. Clin. Cancer Res. 27, 680‒688.

28. Andersson R. (2015) Promoter or enhancer, what’s the
difference? Deconstruction of established distinctions
and presentation of a unifying model. Bioessays. 37,
314‒323.

29. Kuersten S., Goodwin E.B. (2003) The power of the
3' UTR: translational control and development. Nat.
Rev. Genet. 4, 626‒637.

30. Chen M., Lyu G., Han M., Nie H., Shen T., Chen W.,
Niu Y., Song Y., Li X., Li H., Chen X., Wang Z., Xia Z.,
Li W., Tian X.L., Ding C., Gu J., Zheng Y., Liu X., Hu J.,
Wei G., Tao W., Ni T. (2018) 3' UTR lengthening as a
novel mechanism in regulating cellular senescence. Ge-
nome Res. 28(3), 285‒294. 
https://doi.org/10.1101/gr.224451.117

31. Schuster S.L., Hsieh A.C. (2019) The untranslated re-
gions of mRNAs in cancer. Trends Cancer. 5, 245‒262.

32. Kataoka K., Shiraishi Y., Takeda Y., Sakata S., Matsu-
moto M., Nagano S., Maeda T., Nagata Y., Kitanaka A.,
Mizuno S., Tanaka H., Chiba K., Ito S., Watatani Y.,
Kakiuchi N., Suzuki H., Yoshizato T., Yoshida K.,
Sanada M., Itonaga H., Imaizumi Y., Totoki Y., Mu-
nakata W., Nakamura H., Hama N., Shide K., Kubu-
ki Y., Hidaka T., Kameda T., Masuda K., Minato N.,
Kashiwase K., Izutsu K., Takaori-Kondo A., Mi-
yazaki Y., Takahashi S., Shibata T., Kawamoto H.,
Akatsuka Y., Shimoda K., Takeuchi K., Seya T., Miya-
no S., Ogawa S. (2016) Aberrant PD-L1 expression
through 3'-UTR disruption in multiple cancers. Na-
ture. 534, 402‒406.

33. Chatterjee S., Pal J.K. (2009) Role of 5'- and 3'-un-
translated regions of mRNAs in human diseases. Biol
Cell. 101, 251‒262.

34. Goodarzi H., Zhang S., Buss C.G., Fish L., Tavazoie S.,
Tavazoie S.F. (2014) Metastasis-suppressor transcript



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

КАРТИРОВАНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 467

destabilization through TARBP2 binding of mRNA
hairpins. Nature. 513, 256‒260.

35. Turi A., Loglisci C., Salvemini E., Grillo G., Maler-
ba D., D’Elia D. (2009) Computational annotation of
UTR cis-regulatory modules through frequent pattern
mining. BMC Bioinformatics. 10(Suppl. 6), S25.

36. Zhao W., Siegel D., Biton A., Tonqueze O.L., Zaitlen N.,
Ahituv N., Erle D.J. (2017) CRISPR-Cas9-mediated
functional dissection of 3'-UTRs. Nucl. Acids Res. 45,
10800‒10810.

37. Chendrimada T.P., Gregory R.I., Kumaraswamy E.,
Norman J., Cooch N., Nishikura K., Shiekhattar R.

(2005) TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for
microRNA processing and gene silencing. Nature. 436,
740‒744.

38. Schneider B.D., Leibold E.A. (2003) Effects of iron reg-
ulatory protein regulation on iron homeostasis during hy-
poxia. Blood. 102, 3404‒3411.

39. Kulkarni S., Savan R., Qi Y., Gao X., Yuki Y., Bass S.E.,
Martin M.P., Hunt P., Deeks S. G., Telenti A., Pereyra F.,
Goldstein D., Wolinsky S., Walker B., Young H.A.,
Carrington M. (2011) Differential microRNA regula-
tion of HLA-C expression and its association with HIV
control. Nature. 472, 495‒498.

MAPPING REGULATORY ELEMENTS WITHIN 5' AND 3' UTRs
OF SIGLEC15 WITH A USE OF REPORTER SYSTEM
L. Wang1, R. Li1, X. Lai1, X. Zhang1, H. Chen1, *, and W. Zhao1, **

1 Molecular Cancer Research Center, School of Medicine, Shenzhen Campus of Sun Yat-sen University,
Shenzhen, Guangdong, 518107 P.R. China
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Siglec-15 is an immune suppressor with broad upregulation on various cancer types and has emerged as a po-
tential target for cancer immunotherapy. However, it remains unclear how SIGLEC15 expression is con-
trolled in normal or cancer cells. In this work, we utilized reporter assays to evaluate the impact of the 5' UTR
and the 3' UTR of SIGLEC15 mRNA on gene expression. We found that the 3' UTR dramatically reduced
reporter protein production, whereas the 5' UTR showed modest inhibitory effect. Quantification of steady-
state mRNA revealed the good coupling of protein amount and mRNA abundance that was associated with
the 3' UTR. In contrast, the 5' UTR had little effect on mRNA abundance compared with the empty control.
By measuring mRNA half-life, we showed that the 3' UTR markedly promoted mRNA degradation. Testing
shortened 3' UTR fragments demonstrated five out of the six having notable inhibitory effect, with the one
spanning 993‒1317 had the most robust activity. More interestingly, the 993‒1317 region contains a predicted
43-nt stem-loop structure that showed apparent inhibitory activity in four cell lines tested. These results sug-
gested that the 3' UTR inhibited reporter gene expression by accelerating mRNA decay possibly via multiple
cis-regulatory elements, but the 5' UTR repressed gene expression by inhibiting translation. Thus, our find-
ings provided a clue to the molecular mechanism underlying the regulation of SIGLEC15 expression.

Keywords: SIGLEC15, 5' UTR, 3' UTR, mRNA degradation, translation
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ПОЛНОГЕНОМНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК 
CD4+ T-ЛИМФОЦИТОВ БОЛЬНЫХ ПЕРВИЧНО-ПРОГРЕССИРУЮЩИМ 

РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ СВИДЕТЕЛЬСТВУЕТ О ВОВЛЕЧЕННОСТИ 
ЭТОГО ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОГО ПРОЦЕССА 
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Рассеянный склероз (РС) – хроническое заболевание ЦНС, патогенез которого включает аутоим-
мунную и нейродегенеративную компоненты. В большинстве случаев у больных наблюдается ре-
миттирующая форма РС, однако у 10–15% пациентов развивается первично-прогрессирующий РС
(ППРС), существенно отличающийся от ремиттирующего как по механизмам развития патологического
процесса, так и по ряду демографических и клинических характеристик. Эти отличия могут объясняться
особенностями эпигенетических механизмов регуляции генной экспрессии при ППРС, в том числе одно-
го из них – метилирования ДНК. Особенности метилирования ДНК в различных клеточных популяциях
при ППРС остаются практически не изученными. Цель настоящей работы состояла в выявлении диффе-
ренциально метилированных CpG-сайтов (ДМС) генома CD4+ Т-лимфоцитов, характеризующих
ППРС. Полногеномный анализ метилирования ДНК CD4+ T-лимфоцитов проводили с использованием
ДНК-микрочипов высокой плотности. Идентифицировано 108 ДМС, отличающих больных ППРС, ни-
когда не принимавших иммуномодулирующие препараты, от здоровых индивидов. У больных гипермети-
лированными оказались 81% этих ДМС. Более половины всех ДМС находятся в области известных генов
и входят в состав CpG-островков и соседних с ними областей, что говорит о высокой функциональной
значимости этих ДМС при развитии ППРС. Анализ представленности генов, содержащих ДМС, в основ-
ных биологических процессах показал их участие в формировании иммунного ответа, процессинге и пре-
зентации антигена, развитии иммунной системы, регуляции адгезии клеток к внеклеточному матриксу.
Результаты полногеномного анализа метилирования ДНК CD4+ T-лимфоцитов больных ППРС свиде-
тельствуют о вовлеченности этой эпигенетической модификации в иммунопатогенез заболевания. Полу-
ченные данные могут помочь в углублении знаний об особенностях патогенеза этой тяжелой формы РС.

Ключевые слова: рассеянный склероз, первично-прогрессирующий рассеянный склероз, метилиро-
вание ДНК, эпигенетика, полногеномный анализ
DOI: 10.31857/S0026898422030089

ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – тяжелое хрониче-

ское заболевание ЦНС, сочетающее в своем пато-

генезе аутоиммунную и нейродегенеративную ком-
поненты и сопровождающееся прогрессирующей
неврологической дисфункцией [1]. Следствием не-

Сокращения: ДМС – дифференциально метилированный CpG-сайт; МНК – мононуклеарные клетки периферической крови;
РРС – ремиттирующий рассеянный склероз; РС – рассеянный склероз; ППРС – первично-прогрессирующий рассеянный скле-
роз; EDSS – расширенная шкала инвалидизации (Expanded Disability Status Scale); GO – база данных генной онтологии (Gene
Ontology database); SNP – однонуклеотидный полиморфизм (Single Nucleotide Polymorphism).
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уклонного нарастания неврологического дефицита
является необратимая инвалидизация пациентов в
молодом трудоспособном возрасте, что обуславли-
вает высокую социальную и экономическую зна-
чимость заболевания.

РС – это комплексное заболевание, которое
развивается у лиц с генетической предрасполо-
женностью под воздействием факторов внешней
среды. При этом влияние внешних факторов на
риск развития РС может быть в значительной ме-
ре опосредовано эпигенетическими механизма-
ми регуляции экспрессии генов [2].

Течение РС обладает выраженной клиниче-
ской гетерогенностью. В большинстве случаев у
больных наблюдается ремиттирующая форма РС
(РРС), характеризующаяся сменами периодов
обострения и ремиссии [3]. Однако у 10–15% па-
циентов с самого начала болезни происходит не-
прерывное нарастание неврологического дефи-
цита; такая тяжелая клинически обособленная
форма РС получила название первично-прогрес-
сирующего РС (ППРС) [4].

ППРС существенно отличается от РРС как по
механизмам развития патологического процесса
[5], так и по целому ряду демографических и кли-
нических характеристик, таких как соотношение
больных мужчин и женщин, средний возраст дебю-
та заболевания, клинические признаки дебюта,
скорость прогрессирования и др. [4, 6]. Эти отли-
чия могут объясняться особенностями эпигенети-
ческих механизмов регуляции генной экспрессии
при ППРС.

Эпигенетические модификации генома не за-
трагивают последовательности ДНК, но при этом
способны влиять на экспрессию генов в различных
клетках и/или тканях [2]. Один из ключевых эпиге-
нетических процессов – метилирование ДНК в по-
ложении С5 цитозинового основания в составе
CpG-динуклеотидов. Метилирование CpG-сайтов
в области промотора приводит к быстрому подав-
лению экспрессии генов с участием репрессорных
белков [7]. Поиск специфических паттернов ме-
тилирования, характеризующих ППРС, может
помочь в понимании особенностей развития за-
болевания.

Наибольшей информативностью при изуче-
нии метилирования ДНК обладает полногеном-
ный анализ с использованием ДНК-микрочипов
высокой плотности или высокопроизводительного
секвенирования. Применение этих методов позво-
лило выявить различия в паттернах метилирования
ДНК из различных клеток и тканей больных РРС и
здоровых добровольцев [8–12].

Первое исследование метилирования ДНК из
мононуклеарных клеток периферической крови
(МНК) больных ППРС выявило паттерн метили-
рования, отличающий эту форму заболевания и
от больных РРС, и от здоровых доноров [8]. Одна-

ко МНК представляют собой гетерогенную кле-
точную популяцию, а, как показано ранее, паттер-
ны метилирования ДНК в различных типах клеток
могут значительно отличаться как в норме, так и
при патологии [13]. Это приводит к необходимости
изучения особенностей метилирования ДНК в от-
дельных субпопуляциях клеток крови при ППРС.

В настоящей работе мы изучили метилирова-
ние ДНК CD4+ T-лимфоцитов – одной из клю-
чевых для патогенеза РС популяций лейкоцитов
крови – у больных ППРС [14].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Характеристика групп. В исследование включе-

ны восемь больных ППРС (шесть женщин и двое
мужчин) в возрасте от 28 до 58 лет. Диагноз уста-
навливали согласно критериям МакДональда в
редакции 2014 года [15]. Средний балл по расши-
ренной шкале инвалидизации (Expanded Disabili-
ty Status Scale, EDSS) составил 4.29 ± 0.39. Боль-
ные, включенные в исследование, никогда не
принимали иммуномодулирующих препаратов.
В контрольную группу вошли восемь здоровых
добровольцев (шесть женщин, двое мужчин) в
возрасте от 28 до 50 лет без признаков неврологи-
ческих заболеваний.

Все включенные в исследование индивиды бы-
ли (согласно данным анкетирования) этническими
русскими, все подписали информированное согла-
сие на участие в эксперименте. Проведение иссле-
дования одобрено этическим комитетом ФГБОУ
ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова МЗ РФ.

Выделение ДНК и полногеномный анализ про-
филей метилирования. Образцы периферической
крови собирали в вакуумные пробирки с EDТА.
МНК выделяли из крови путем центрифугирова-
ния в градиенте фиколл-гипака. Фракцию CD4+
Т-лимфоцитов выделяли из МНК с помощью мик-
робус, конъюгированных с антителами к CD4-ан-
тигенам (“Miltenyi Biotec”, Германия). Геномную
ДНК выделяли из CD4+ Т-лимфоцитов с помо-
щью набора DNA Mini Kit (“Qiagen”, Германия) по
методике производителя. Бисульфитную конвер-
сию геномной ДНК проводили при помощи на-
бора EZ DNA Methylation-Gold Kit (“Zymo Re-
search”, США). Уровень метилирования ДНК
оценивали с помощью биологических микрочи-
пов высокой плотности Infinium HumanMethyla-
tion450 BeadChip на сканере чипов iScan (“Illumi-
na”, США) в Центре коллективного пользования
“Геномика” (ИХБФМ СО РАН).

Биоинформатический анализ. Анализ данных, в
том числе первичная обработка данных и их нор-
мирование, выполнены с использованием пакета
methylumi [16] и стандартных средств среды R. Из
анализа исключали пробы на ДНК-микрочипе,
которые содержали однонуклеотидные полимор-
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физмы (SNP) на расстоянии ≤10 п.н. от исследуе-
мого CpG-сайта; пробы, перекрывающиеся с по-
вторяющимися последовательностями генома; и
пробы, расположенные в половых хромосомах.
Из рассмотрения также исключили пробы, у ко-
торых величина значимости обнаружения сигна-
ла (detection p-value) была больше 0.05 хотя бы в
одном из исследованных образцов. Для оценки
уровней метилирования CpG-сайтов вычисляли
показатель β, который определяется как отноше-
ние интенсивности сигнала метилирования от
соответствующей пробы на ДНК-микрочипе к
общей интенсивности сигнала (сумма интенсив-
ностей метилированного и неметилированного
сигналов) данной пробы. Значения β варьирова-
ли от 0 для неметилированных проб до 1 – в пол-
ностью метилированных.

Дифференциальное метилирование сайтов
определяли с помощью пакета limma [17] среды R.
CpG-сайт считали дифференциально метилиро-
ванным (ДМС), если средние значения показате-
ля бета этого сайта в сравниваемых группах раз-
личались более чем на 10% (|Δβ| > 0.1), а соответ-
ствующая величина p, определенная с помощью
t-теста Стьюдента, была меньше 0.01. Локализа-
цию конкретного CpG-сайта в CpG-островке
определяли, используя аннотацию UCSC в hg19;
ДМС, расположенные в 2 т.п.н. от CpG-островков,
относили к соседним с ними областям (shore); ло-
кализованные в 2 т.п.н. от соседних областей – к
отдаленным областям (shelf). Построение карт ин-
тенсивности сигналов ДМС осуществляли с ис-
пользованием пакетов pheatmap и ggplot2 для сре-
ды R.

Статистический анализ перепредставленно-
сти известных биологических процессов (Bio-
logical Process) из базы данных Gene Onthology
(GO) генами, содержащими ДМС, проводили с
использованием web-инструмента GO Panther
(http://www.pantherdb.org/ [18]). Отбирали зна-
чимо обогащенные процессы (p < 0.05), включа-
ющие не менее двух идентифицированных генов.
В случае обогащения нескольких вложенных друг
в друга процессов анализировали только обобща-
ющий процесс более высокого уровня.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Чтобы оценить вовлечение эпигенетического

механизма метилирования ДНК CD4+ Т-лимфо-
цитов в развитие ППРС, мы провели профилиро-
вание паттернов метилирования более 450000
CpG-сайтов генома этой клеточной популяции в
репрезентативных группах больных ППРС и здо-
ровых индивидов. Сравнение уровней метилиро-
вания CpG-сайтов в этих группах позволило нам
выявить 108 ДМС при ППРС. При иерархической
кластеризации образцов ДНК на картах интенсив-
ности сигналов ДМС (рис. 1) больные ППРС и здо-

ровые индивиды группируются в обособленные
кластеры.

Характеристика выявленных ДМС представле-
на в табл. 1. Большая их часть (81%) оказалась ги-
перметилированной у больных при сравнении с
контрольной группой. Более половины всех ДМС
(66%) располагаются в области генов (всего выяв-
лено 53 таких гена). Из них ген OR2L13 содержал
восемь ДМС, ген IGF2BP1 – три ДМС, а гены
ERICH1, HKR1, IGSF9B, LCLAT1, NPAS3, RHOJ,
SP140, HCG4B и HLA-H – по два ДМС. Уровни ме-
тилирования всех ДМС в области генов C11orf58,
CCDC172, CLRN3, RASA3, PTCD3, SP140, TONSL,
FAM157B были снижены у больных ППРС по срав-
нению с контрольной группой. У больных ген
HLA-H содержал один гипометилированный и
один гиперметилированный ДМС, а остальные
44 гена содержали гиперметилированые ДМС.

Выявлены различия в уровне метилирования
16 ДМС в сравниваемых группах более чем на 20%
(13 из них расположены в восьми генах). Гиперме-
тилированными на 20–37% были ДМС cg08260406,
cg20507276 и cg08944170 (ген OR2L13), cg07157030
(RHOJ), cg19980771 (SLC22A16), cg17749961 и
cg12454169 (LCLAT1), cg15070894 и cg18786623
(HCG4B), cg01053087 и cg05875700 (ERICH1).
Сg04824555 (FAM157B) и cg02938066 (TONSL)
были гипометилированными у больных на 21 и
22% соответственно.

Для оценки возможного влияния выявленных
ДМС на экспрессию генов, в области которых
они расположены, проведен анализ их локализа-
ции по отношению к функционально значимым
скоплениям CpG-сайтов. Как видно из рис. 2, бо-
лее половины ДМС находятся в функционально
наиболее важных областях: в CpG-островках (43%)
и в соседних с ними областях (24%).

Проведен статистический анализ перепред-
ставленности известных биологических процес-
сов (GO Biological Process) генами, содержащими
ДМС. Как можно видеть из табл. 2, наиболее зна-
чимое обогащение наблюдается для процессов
“Процессирование и презентация антигена”
(GO:0019882) и “Развитие иммунной системы”
(GO:0002520). Остальные идентифицирован-
ные процессы относятся к глобальным меха-
низмам поддержания жизнедеятельности клет-
ки: “Внутриклеточный метаболизм аминокис-
лот” (GO:0006520), “Регуляция удержания в клетке
ионов Ca2+” (GO:0051282), “Регуляция адгезии
клеток к внеклеточному матриксу” (GO:0001952),
“Транспорт мРНК” (GO:0051028), “Регуляция
морфогенеза клеток” (GO:0022604).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе мы впервые идентифици-

ровали различия профилей метилирования ДНК
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в популяции CD4+ Т-лимфоцитов, ключевой для
патогенеза РС, у больных ППРС и здоровых инди-
видов контрольной группы. Более половины выяв-
ленных ДМС находится в области известных генов и
входят в состав CpG-островков и соседних с ними
областей, что говорит о высокой функциональной
значимости этих ДМС в патологическом процессе.

При ППРС наблюдается повышение уровня
метилирования ДНК CD4+ Т-лимфоцитов (81%
ДМС гиперметилированы), что полностью согла-
суется с данными, полученными нами ранее при
анализе ДНК из МНК (86% ДМС гиперметили-
рованы) [8]. Подобное повышение уровней мети-
лирования ДНК иммунных клеток, по-видимому,
отличает ППРС от более распространенного РРС,
при котором гиперметилированы 43% CpG-сай-
тов в ДНК МНК [8] и 41–50% – в CD4+ T-лимфо-
цитах [9, 19, 20].

Основной областью генома, определяющей на-
следственную предрасположенность к РС незави-
симо от его клинической формы, признан локус
HLA хромосомы 6 [21]. В настоящей работе мы вы-
явили гиперметилирование ДНК трех генов, рас-
положенных в этом локусе: HLA-DRB5, кодирую-
щего β-цепь молекул HLA II, псевдогена HLA-H и
белокнекодирующего гена HCG4B с неизвест-
ной функцией. Дифференциальное метилиро-
вание генов HLA-DRB5 и HCG4B ранее уже об-
наруживали при сравнении уровней метилиро-
вания ДНК CD4+ Т-лимфоцитов больных РРС и
здоровых индивидов [9, 20]. Дифференциальное
метилирование различных генов локуса HLA по-
казано ранее и в других популяциях лимфоцитов
больных РРС [10, 22] и ППРС [8] при сравнении
с контрольной группой. В то же время, прямое
сравнение не выявило различий в уровнях мети-

Рис. 1. Карта интенсивности сигналов ДМС генома CD4+ Т-лимфоцитов у больных ППРС и здоровых индивидов.
Градиент серого от темного к светлому отражает повышение уровня метилирования ДНК в образцах. Дендрограмма
сверху показывает иерархическую кластеризацию образцов: серый цвет – образцы больных ППРС, черный – здоро-
вых индивидов. Слева представлена иерархическая кластеризация ДМС, где черным показана их локализация в CpG-
островках (island), темно-серым – в соседних с ними областях (shore), светло-серым – в отдаленных областях (shelf),
белым – в прочих областях (sea).

Уровень
метилирования ДНК

Больные ППРС Здоровые индивиды

10
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Таблица 1. ДМС, выявленные при анализе метилирования ДНК CD4+ Т-лимфоцитов, у больных ППРС и здо-
ровых индивидов

Примечание. Критерии отбора ДМС: p < 0.01, |Δβ| > 0.1. Жирным отмечены гены, ДМС в которых имеют пониженный уро-
вень метилирования у больных ППРС. В скобках около названия гена указано число ДМС в гене, если их более 1.
* В гене выявлен один ДМС с повышенным и один с пониженным уровнем метилирования.

Общее количество ДМС 108 (100%)

ДМС, гиперметилированные у больных 

ППРС

88 (81%)

ДМС в области генов 71 (66%)

Гены, содержащие ДМС 53

Гены, содержащие ДМС, гиперметили-

рованные у больных ППРС

44 (83%)

Белоккодирующие гены, содержащие 

ДМС

AGA; ASRGL1; C11orf58; C1orf35; CBFA2T3; CCDC172; CCDC85C; 

CDK11B; CLRN3; CORO1C; CRTAC1; DCLRE1C; ENOSF1; ERICH1(2); 

FLI1; FYTTD1; HKR1(2); HLA-DRB5; IGDCC4; IGF2BP1(3); IGSF9B(2); 

IMMT; KIAA0513; LCLAT1(2); LIME1; MACROH2A1; NKAIN1; 

NPAS3(2); OR2L13(8); PLEKHA2; PRTFDC1; PTH1R; RASA3; RHOJ(2); 

SERPINA11; SIM2; SLC22A16; SLC35E4; SLC46A2; PEAK3; PTCD3; 

SP140(2); SPAG1; TGFBR3; TMEM44; TONSL; TULP2; UBXN7; XKR5
Белокнекодирующие гены, содержащие 

ДМС

FAM157B; GUSBP4; HCG4B(2); HLA-H(2)*

Таблица 2. Перепредставленность генов, содержащих ДМС, в известных биологических процессах (по данным
базы Gene Onthology)

Процесс

(ID в базе Gene 

Onthology)

Гены, 

входящие

в набор, 

общее коли-

чество

ДМС-содержащие гены,

вовлеченные в процесс
Обога-

щение, %

Значение

рфактическое 

количество
ген

ожидаемое 

количество

Процессинг и презента-

ция антигена 

(GO:0019882)

94 2
HLA-DRB5, 

HLA-H
0.23 8.76 0.023

Развитие иммунной 

системы (GO:0002520)
665 5

CBFA2T3,

DCLRE1C, 

FLI1, SLC46A2,

TGFBR3

1.61 3.1 0.023

Внутриклеточный мета-

болизм аминокислот 

(GO:0006520)

276 3
AGA, ASRGL1, 

ENOSF1
0.67 4.48 0.030

Регуляция удержания

в клетке ионов Ca2+ 

(GO:0051282)

119 2 LIME1, RASA3 0.29 6.92 0.035

Регуляция адгезии кле-

ток к внеклеточному 

матриксу (GO:0001952)

125 2
CORO1C, 

PLEKHA2
0.3 6.59 0.038

Транспорт мРНК 

(GO:0051028)
137 2

FYTTD1, 

IGF2BP1
0.33 6.01 0.045

Регуляция морфогенеза 

клеток (GO:0022604)
310 3

CORO1C, 

PEAK3, RHOJ
0.75 3.99 0.040

лирования генов локуса HLA при этих двух фор-

мах РС [23]. Это еще раз подтверждает ключевую

роль локуса HLA в патогенезе РС независимо от

его формы и указывает на вовлечение эпигенети-

ческих механизмов в регуляцию экспрессии ге-

нов локуса HLA при развитии заболевания.
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Мы сравнили спектры генов, содержащих

ППРС-специфические ДМС, впервые получен-

ные методом полногеномного профилирования

ДНК из CD4+ Т-лимфоцитов (настоящее ис-

следование), и из МНК [8]. Найдены четыре гена,

повышение уровня метилирования которых на-

блюдали в обоих исследованиях: OR2L13, IGSF9B,

HKR1 и TMEM44.

В промоторной области первого из этих генов,

OR2LI3, обнаружено сразу восемь ДМС (см. табл. 1);

несколько из них гиперметилированы более чем

на 20%. Этот ген кодирует один из белков обшир-

ного семейства обонятельных рецепторов, сопря-

женных с G-белками. Рецепторы этого семейства

широко экспрессируются в самых разных тканях

и органах, включая ЦНС, и могут участвовать в

выполнении множества различных функций [24].

Хотя ген OR2L13 к настоящему моменту практи-

чески не изучен, обнаружена его связь с несколь-

кими заболеваниями ЦНС. Показано, что при раз-

витии болезни Паркинсона в ЦНС снижается экс-

прессия OR2L13 [25], а у больных аутизмом

наблюдается гиперметилирование гена в цельной
крови [26].

Продукт второго гена, IGSF9B, представляет
собой трансмембранный белок с высоким уров-
нем экспрессии в интернейронах и связанный с
регуляцией развития тормозных синапсов [27].
Интересно, что SNP rs10894768, расположенный
во втором экзоне, ассоциирован с тяжестью РС, а
сам ген IGSF9B экспрессируется в астроцитах и
макрофагах из хронически активных очагов демие-
линизации [28]. Данные о функциях генов HKR1 и
TMEM44 человека и их связи с аутоиммунными
или нейродегенеративными заболеваниями в на-
стоящий момент отсутствуют.

Отдельного упоминания заслуживают гены
ERICH1 и LCLAT1. В нашем исследовании уровни
метилирования ДМС в областях обоих этих генов у
больных ППРС оказались более чем на 20% вы-
ше, чем у здоровых индивидов контрольной груп-
пы. Интересно, что, напротив, наблюдали сниже-
ние уровня метилирования и ERICH1, и LCLAT1 в
CD4+ клетках больных РРС [9, 20], что может
указывать на вовлечение эпигенетической регу-
ляции экспрессии этих генов в формирование
клинической формы РС. Функция ERICH1 оста-
ется пока неизученной. Показано участие продукта
гена LCLAT1 в модификации фосфолипидов, в том
числе митохондриального кардиолипина. Сниже-
ние экспрессии LCLAT1 коррелирует с повышени-
ем продукции активных форм кислорода и индук-
цией апоптоза [29].

Cтатистический анализ перепредставленно-
сти генов, содержащих ДМС, в основных био-
логических процессах показал, что часть из них
вовлечена в процессинг и презентацию антиге-
на (HLA-DRB5, HLA-H), развитие иммунной
системы (CBFA2T3, DCLRE1C, FLI1, SLC46A2,
TGFBR3), а также в регуляцию адгезии клеток к
внеклеточному матриксу (CORO1C, PLEKHA2),
во многом определяющую миграцию лейкоци-
тов. Остальные гены, содержащие ДМС, по-ви-
димому, участвуют в патогенезе ППРС на уровне
общих интегральных систем регуляции жизнеде-
ятельности клетки.

В целом, проведенный нами анализ позволил
идентифицировать паттерн метилирования ДНК,
характерный для ППРС. Полученные нами дан-
ные, после соответствующего подтверждения на
независимых выборках, могут помочь в углубле-
нии знаний об особенностях патогенеза ППРС,
что, в свою очередь, может быть использовано
при разработке новых эффективных препаратов
для терапии этого заболевания.

Исследование выполнено в рамках Государ-
ственного задания ФГАОУ ВО РНИМУ им.
Н.И. Пирогова МЗ РФ №121040600400-8.

От всех включенных в исследование индивидов
получено информированное согласие на участие в

Рис. 2. Локализация ДМС, выявленных при анализе
метилирования ДНК CD4+ Т-лимфоцитов больных
ППРС и здоровых индивидов, по отношению к функ-
ционально значимым скоплениям CpG-сайтов. В
секторах диаграммы указано абсолютное число ДМС
(% от общего числа ДМС).
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GENOME-WIDE ANALYSIS OF DNA METHYLATION IN CD4+ 
T-LYMPHOCYTES OF PATIENTS WITH PRIMARY PROGRESSIVE MULTIPLE 

SCLEROSIS INDICATES THE INVOLVEMENT OF THIS EPIGENETIC 
PROCESS IN THE IMMUNOPATHOGENESIS OF THE DISEASE
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Pathogenesis of multiple sclerosis (MS), a chronic disease of the CNS, includes autoimmune and neurode-
generative components. In most cases, patients develop relapsing-remitting MS, however, 10–15% of pa-
tients develop primary progressive MS (PPMS), which differs from relapsing-remitting MS in mechanisms
of the pathological process, as well as in a number of demographic and clinical characteristics. These differ-
ences may be explained by the peculiarities of the epigenetic regulation of gene expression in PPMS. DNA
methylation is one of the key epigenetic processes. The peculiarities of DNA methylation from various cell
populations of PPMS patients remain understudied. The aim of this study is to identify differentially methyl-
ated CpG-sites (DMSs) of the genome of CD4+ T-lymphocytes characterizing PPMS. The study included
eight treatment-naïve PPMS patients and eight healthy controls. Genome-wide analysis of DNA methylation
of CD4+ T-lymphocytes was performed using high-density DNA microarrays. We identified 108 DMSs that
distinguish PPMS patients from healthy controls. Eighty one percent of these DMSs were hypermethylated
in PPMS patients. More than a half of identified DMSs is located in known genes and included in CpG is-
lands and adjacent regions, which indicates a high functional significance of these DMSs in PPMS develop-
ment. Analysis of the overrepresentation of genes containing DMSs in the main biological processes showed
their involvement in the development of the immune response – antigen processing and presentation, devel-
opment of the immune system, regulation of cell adhesion to the extracellular matrix. Genome-wide analysis
of DNA methylation in CD4 + T-lymphocytes of PPMS patients indicates the involvement of this epigenetic
process in the immunopathogenesis of the disease. Obtained data may help in better understanding of the
pathogenesis of this severe form of MS.

Keywords: multiple sclerosis, primary progressive multiple sclerosis, DNA methylation, epigenetics, ge-
nome-wide analysis
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Мобильные генетические элементы оказывают значительное влияние на структуру и функционирова-
ние геномов многоклеточных, а также служат источником новых генов. Изучение разнообразия и эво-
люции мобильных генетических элементов в различных таксонах необходимо для понимания их роли
в геномах. Мобильные элементы Tc1/mariner образуют одну из наиболее распространенных и разнооб-
разных групп ДНК-транспозонов. Нами впервые изучены структура, распространение, разнообразие
и эволюция элементов L18 (DD37E) в геномах стрекающих (Cnidaria). Установлено, что группа L18 яв-
ляется самостоятельным семейством (а не подсемейством семейства TLE, как считалось ранее), входя-
щим в суперсемейство Tc1/mariner. Потенциально функциональные копии найдены только у четырех
элементов из 51. Предполагается, что L18-транспозоны имеют древнее происхождение, а элементы,
обнаруженные в геномах представителей классов Anthozoa и Hydrozoa, не имеют общего предка
внутри типа Cnidaria. У представителей класса Hydrozoa транспозоны L18 появились в результате
горизонтального переноса в более поздний период времени. Внутривидовое сравнение разнообра-
зия элементов L18 выявляет высокую гомогенность по “старым” транспозонам, которые уже утра-
тили свою активность. В то же время отдаленные популяции, как в случае Hydra viridissima, разли-
чаются представленностью ДНК-транспозонов и количеством их копий. Полученные данные до-
полняют знания о разнообразии и эволюции транспозонов Tc1/mariner и будут способствовать
изучению влияния мобильных генетических элементов на эволюцию многоклеточных.

Ключевые слова: ДНК-транспозоны, Tc1/mariner, L18, стрекающие, Cnidaria, эволюция геномов
DOI: 10.31857/S0026898422030120

ВВЕДЕНИЕ
Распространение и разнообразие мобильных

генетических элементов (МГЭ) активно изучает-
ся в различных группах организмов, от бактерий
до человека. Влияние МГЭ на модификацию и
регуляцию генов изучают с момента их открытия
(уже более 60 лет). МГЭ, будучи основными детер-
минантами размера генома [1–4], также вносят
значительный вклад в процессы изменчивости,
адаптации и эволюции в целом [2, 5, 6]. Известно,
что МГЭ – это не только фрагменты ДНК, способ-
ные перемещаться в геноме хозяина и увеличи-
вать свою копийность. Внедряясь в геном хозяи-
на, МГЭ могут прицельно встраиваться в наибо-
лее предпочтительные для них геномные локусы
[7], проходить определенные этапы своего жизнен-
ного цикла [8], взаимодействовать друг с другом по

принципу паразитизм/сотрудничество/конкурен-
ция [9, 10]. Геном же, в свою очередь, способен ре-
гулировать активность МГЭ [11–13] и, более того,
“использовать” внедрившийся генетический мате-
риал в своих целях. Есть данные, свидетельствую-
щие о том, что МГЭ одомашниваются, превраща-
ясь в гены, и участвуют в формировании теломер-
ных концов [14–16], в связывании с центромерами
[17, 18], а также в процессах адаптации и стрессово-
го ответа, в формировании устойчивости к вирус-
ным инфекциям и химическим веществам [6, 19].

МГЭ эукариот делят на ретротранспозоны и
ДНК-транспозоны, опираясь на механизмы их
перемещения. Ретротранспозоны перемещаются
по принципу “копирование–вставка”, создавая
РНК-посредник, который транскрибируется в
кДНК с помощью фермента обратной транскрип-

Сокращения: МГЭ – мобильные генетические элементы; КИП – концевые инвертированные повторы; СИП – субконце-
вые инвертированные повторы; TLE – Tc1-подобные элементы (Tc1-like elements); MLE – mariner-подобные элементы
(mariner-like elements); ОРС – открытая рамка считывания; а.о. – аминокислотный остаток при цифре; м.л.н. – миллионов
лет назад.

УДК 575.8: 575.852

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА

EDN: BFJKIE
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тазы и интегрируется в геном [20–22]. ДНК-транс-
позоны перемещаются по принципу “вырезание–
вставка”, не создавая посредников, а непосред-
ственно вырезаясь из прежнего места нахождения
в геноме и встраиваясь в новое с помощью фер-
мента транспозазы [20–22].

ДНК-транспозоны образуют очень разнооб-
разную и многочисленную группу МГЭ, включа-
ющую три подкласса и не менее 17 суперсемейств
[21, 23]. Одной из широко распространенных
групп ДНК-транспозонов у эукариот является
Tc1/mariner [24].

Транспозоны Tc1/mariner обнаружены у самых
различных организмов, таких как коловратки, гри-
бы, растения, рыбы и млекопитающие [23, 25].
Транспозоны Tc1/mariner несут, как правило, одну
открытую рамку считывания, которая кодирует
фермент транспозазу протяженностью от 300 до
400 аминокислотных остатков. С обоих концов от
гена транспозазы расположены концевые инвер-
тированные повторы (КИП) длиной в среднем
20–30 п.н. Длина Tc1/mariner-транспозонов со-
ставляет примерно 1.3–2.4 т.п.н. [26–28].

Транспозаза Tc1/mariner содержит ДНК-связы-
вающий (PAIRED) и каталитический (DDE/D) до-
мены [26]. PAIRED-домен расположен в первой
половине аминокислотной последовательности
транспозазы (N-концевой части) и состоит из
шести α-спиралей – первые три – это PAI-субдо-
мен, вторые три – RED-субдомен. Между этими
субдоменами располагается GRPR-подобный мо-
тив. Считается, что этот мотив опосредует связыва-
ние домена PAIRED с ДНК-мишенью [29]. Вторая
половина транспозазы (С-концевая часть) содер-
жит DDE/D-домен, который обладает эндонукле-
азной и лигирующей активностью, необходимой
для вырезания и вставки МГЭ. Также транспозаза
Tc1/mariner содержит сигнал ядерной локализа-
ции (NLS-сигнал), который, предположительно,
способствует транспорту транспозазы через ядер-
ную мембрану [30, 31].

Классификация суперсемейства Tc1/mariner с
каждым годом меняется и дополняется. На данный
момент группа Tc1/mariner объединяет несколько
семейств: TLE (DD34-46E), MLE (DD34D), maT
(DD37D), Guest (DD39D), Visitor (DD41D) и mosqui-
to (DD37E) [26, 27, 32–34].

Группа транспозонов Tc1/mariner, названная
L18 и имеющая каталитический домен DD37E,
найдена при изучении МГЭ тихоокеанской устри-
цы Crassostrea gigas [35]. Эта группа включена в се-
мейство Tc1-подобных элементов [28, 35]. Транс-
позазы L18 обнаружены в геномах некоторых дву-
створчатых, ракообразных, насекомых, клещей,
рыб, стрекающих и иглокожих. В настоящий мо-
мент структура, распространение, разнообразие и
эволюция L18-транспозонов детально не изуче-

ны, поскольку проведен только филогенетиче-
ский анализ последовательностей транспозаз.

Нами изучены L18-транспозоны стрекающих.
Стрекающие, или Cnidaria – тип многоклеточных
животных, обитающих в водной среде и имеющих
стрекательные клетки. Тип Cnidaria появился около
741 миллионов лет назад (м.л.н.) (http://www.time-
tree.org), он включает шесть классов – Anthozoa,
Cubozoa, Hydrozoa, Myxozoa, Scyphozoa, Staurozoa,
а также две клады, филогенетические отношения
которых не прояснены, и носящих временные на-
звания (https://www.marinespecies.org). Помимо
изучения распространения, разнообразия и эво-
люции L18-транспозонов в геномах стрекающих,
наша работа дает новое видение их филогенети-
ческого положения и, следовательно, классифи-
кации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Поиск L18-транспозонов. Поиск L18-транспозо-

нов (DD37E) мы проводили с помощью tBLASTn
со стандартными настройками (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). В качестве образца использо-
вали аминокислотную последовательность транспо-
зазы элемента Mariner-18_CGi устрицы C. gigas [35].

Полногеномные нуклеотидные последователь-
ности представителей типа Cnidaria получены из
базы данных NCBI Assembly (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/assembly/). Полный список проана-
лизированных сборок геномов представлен в табл. 1.

Для поиска КИП и выявления полноразмер-
ных элементов последовательности, гомологич-
ные транспозазе Mariner-18_CGi, были взяты из
соответствующих скаффолдов вместе с фланки-
рующими участками длиной 3000 п.н. Нуклео-
тидные последовательности ДНК полноразмер-
ных элементов (или наиболее протяженных фраг-
ментов) далее использовали для поиска и подсчета
числа копий L18-транспозонов, присутствующих
в геноме. При подсчете общего числа копий учиты-
вали гомологичные фрагменты длиной 10–100%
от длины полноразмерного элемента. Фрагмен-
ты длиной менее 10% не учитывали. Кроме того,
отдельно оценивали количество потенциально
функциональных копий. Полноразмерными мы
считали элементы длиной более 95% от длины ин-
тактного элемента, которые содержали оба КИП и
транспозазу, состоящую не менее чем из 300 ами-
нокислотных остатков.

Анализ структуры последовательностей. КИП
выявляли с помощью BLASTn-анализа нуклео-
тидных последовательностей [36]. Границы гипо-
тетических ОРС определяли с помощью ORF
Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) и
уточняли визуально. Локализацию GRPR-подоб-
ного мотива и маркерных аминокислотных остат-
ков: аспартат (D), аспартат (D) и глутамат (E) ката-
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литического домена идентифицировали визуально
по гомологии. Для выявления ДНК-связывающего
домена PAIRED анализировали вторичную струк-
туру транспозазы, предсказанную с помощью

PSIPRED v4.0 [37]. Последовательность сигна-
ла ядерной локализации (NLS) определяли с
помощью программы PSORT (https://www.gen-
script.com/psort.html).

Таблица 1. Сборки геномов представителей типа Cnidaria, использованные в работе

Вид Идентификатор GenBank Вид Идентификатор GenBank

Acropora acuminata GCA_014633975.1 A. awi GCA_014634005.1
A. cytherea GCA_014634045.1 A. digitifera GCA_000222465.2
A. digitifera GCA_014634065.1 A. echinata GCA_014634105.1
A. florida GCA_014634605.1 A. gemmifera GCA_014634125.1
A. hyacinthus GCA_020536085.1 A. hyacinthus GCA_014634145.1
A. intermedia GCA_014634585.1 A. microphthalma GCA_014634165.1
A. millepora GCA_013753865.1 A. millepora GCA_004143615.1
A. muricata GCA_014634545.1 A. nasuta GCA_014634205.1
A. selago GCA_014634525.1 A. tenuis GCA_014633955.1
A. yongei GCA_014634225.1 Ac. equina GCA_011057435.1
Actinia tenebrosa GCA_009602425.1 Alatina alata GCA_008930755.1
Alatinidae sp. GCA_010016025.1 Anemonia viridis GCA_900234385.1
Anthopleura sola GCA_016068315.1 Astreopora myriophthalma GCA_014634185.1
Aurelia aurita GCA_004194415.1 Au. aurita complex sp. GCA_004194395.1
Au. coerulea GCA_011634815.1 Calvadosia cruxmelitensis GCA_900245855.1
Carybdea marsupialis GCA_010016065.1 C. andromeda GCA_018155075.1
Cassiopea xamachana GCA_900291935.1 Ch. achlyos GCA_015164055.1
Chrysaora chesapeakei GCA_011763395.1 Ch. fuscescens GCA_009936425.1
Ch. quinquecirrha GCA_014526335.1 Ch. quinquecirrha GCA_012295145.1
Clytia hemisphaerica GCA_902728285.1 Craspedacusta sowerbii GCA_003687565.1
Dendronephthya gigantea GCA_004324835.1 Enteromyxum leei GCA_001455295.2
Exaiptasia diaphana GCA_001417965.1 Haliclystus octoradiatus GCA_916610825.1
Heteractis crispa GCA_015164035.1 Henneguya salminicola GCA_009887335.1
Hydra oligactis GCA_004118135.1 He. magnifica GCA_011763375.1
H. viridissima GCA_004118115.1 H. viridissima GCA_014706445.1
H. vulgaris GCA_000219015.1 H. vulgaris GCA_000004095.1
Kudoa iwatai GCA_001407335.1 K. iwatai GCA_001407235.2
Montipora capitata GCA_006542545.1 M. cactus GCA_014634245.1
Morbakka virulenta GCA_003991215.1 M. efflorescens GCA_014634505.1
Nematostella vectensis GCA_000209225.1 Myxobolus squamalis GCA_010108815.1
Orbicella faveolata GCA_002042975.1 Nemopilema nomurai GCA_003864495.1
Pachyseris speciosa GCA_016490735.1 O. faveolata GCA_001896105.1
Platygyra sinensis GCA_019787425.1 Phymanthus crucifer GCA_009858155.1
Pocillopora verrucosa GCA_014529365.1 P. damicornis GCA_003704095.1
Renilla reniformis GCA_900177555.1 Porites rus GCA_900290455.1
Sanderia malayensis GCA_013076295.1 Rhopilema esculentum GCA_013076305.1
Stichodactyla helianthus GCA_015163945.1 Sphaeromyxa zaharoni GCA_001455285.1
Stylophora pistillata GCA_002571385.1 St. mertensii GCA_011800005.1
Trachythela sp. GCA_016169945.1 Thelohanellus kitauei GCA_000827895.1
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Филогенетический анализ. Филогенетический
анализ проводили с использованием аминокис-
лотных последовательностей транспозаз, относя-
щихся к разным группам транспозонов Tc1/mariner,
транспозаз, обнаруженных у Cnidaria, и IS630-
транспозазы в качестве внешней группы. Множе-
ственное выравнивание аминокислотных после-
довательностей выполнено с помощью MUSCLE
[38] и стандартных настроек. Филогенетический
анализ проводили с использованием пакета про-
грамм MEGA X [38]. Для построения дендрограм-
мы применяли метод максимального правдопо-
добия. Достоверность топологии оценивали с ис-
пользованием бутстреп-теста (1000 репликаций).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Семейство L18-транспозонов у Cnidaria

При поиске транспозонов L18 Cnidaria в каче-
стве образца мы использовали аминокислотную
последовательность транспозазы элемента Mari-
ner-18_CGi устрицы C. gigas, первого обнаружен-
ного представителя группы L18 [35]. При анализе
результатов, полученных с помощью tBLASTn,
мы выбирали гомологичные последовательности
с наилучшим сочетанием длины покрытия с про-
центом идентичности и расстоянием между вто-
рым (аспартат) и третьим (глутамат) маркерными
аминокислотными остатками каталитического
домена DDE, равным 37 а.о. (DD37E). В некото-
рых случаях в анализ брали последовательности с
высокой идентичностью к транспозазе Mariner-
18_CGi, но с паттерном каталитического домена,
отличным от DD37E. Встречались транспозазы, у
которых в DDE-домене вместо глутамата в тре-
тьей позиции находился глутамин (Q), аспартат
(D), аргинин (R) или лизин (K) (табл. 2).

В результате анализа 78 полногеномных по-
следовательностей 35 организмов (30 видов) нами
идентифицирован 51 элемент L18 при этом пол-
норазмерные копии обнаружены только у 10 из
них. В качестве образцов для дополнительного
поиска гомологичных МГЭ использовали транс-
позазы полноразмерных элементов.

Структурные особенности
L18-транспозонов Cnidaria

Длина обнаруженных полноразмерных эле-
ментов L18 колебалась от 1341 до 1993 п.н. Длина
транспозаз составляла 315–387 а.о. КИП найдены
у 30 элементов, их длина колебалась от 20 до 60 п.н.
и лишь у одного элемента – L18-1_HVul/GCA_
000004095.1 – достигала 163 п.н. Субконцевые
инвертированные повторы (СИП) не обнаруже-
ны (табл. 2).

Если сравнить L18 и родственные группы эле-
ментов MLE и TLE, длина которых не превышает

1300–1400 п.н., длина КИП равна примерно 30 п.н.,
а длина транспозазы около 340–360 а.о. [39, 40],
то заметны некоторые различия. Общая длина
элементов L18 и длина транспозазы соответству-
ют длинам в семействах MLE и TLE, лишь у от-
дельных элементов эти цифры незначительно от-
личаются (табл. 2). Длина КИП у большинства
элементов L18 соответствует длине КИП MLE и
TLE, однако у отдельных элементов, например, у
L18-1_HVul/GCA_000004095.1, L18-1_AYon и L18-
1_AHya, встречаются значительно более длинные
КИП (табл. 2). Длина элементов L18, имеющих
делеции, варьировала от 123 до 2951 п.н. (табл.
2). Подобное увеличение общей длины – 2198 и
2951 п.н. у поврежденных элементов L18-1_AIn и
L18-1_AAwi, объясняется тем, что они содержат,
по всей видимости, вставки в некодирующие ча-
сти, в то время как их ОРС укорочена.

Наличие и целостность PAIRED-домена,
GRPR-подобного мотива, NLS и каталитическо-
го домена DDE могут свидетельствовать о сохра-
нении функциональности транспозазы. Мы изу-
чали структурные особенности транспозазы у всех
полноразмерных элементов, так как нас интересо-
вала их потенциальная функциональность. В ана-
лиз мы включили также полноразмерные элемен-
ты, имеющие стоп-кодоны в ОРС, чтобы иметь
больше последовательностей для сравнения, хотя
их потенциальная функциональность в данном
случае исключалась.

PAIRED-домен в полном или урезанном виде
представлен во всех изученных нами транспоза-
зах. Первые три альфа-спирали отсутствовали
только в транспозазе элемента L18-1_NVec, в
которой эта часть белка оказалась делетирован-
ной. Третья альфа-спираль была фрагментиро-
вана в L18-1_HVul/GCA_000004095.1, L18-1_H-
Vul/GCA_000219015.1 и L18-1_MCaс. Вторые три
альфа-спирали имеют четкие границы в транспо-
зазах элементов L18-1_HVul/GCA_000004095.1,
L18-1_HVul/GCA_000219015.1 и L18-1_MCap. В
остальных случаях альфа-спирали домена RED
не имеют четкого рисунка, они фрагментирова-
ны, укорочены, слиты или отсутствуют (рис. 1).
GRPR-подобный мотив в семи транспозазах из
восьми имел последовательность GRPT/S, в транс-
позазе элемента L18-1_PRus он был малоузнавае-
мым, а в белках элементов L18-1_MCaс и L18-1_N-
Vec не обнаружен вовсе. Расположение мотива
было типичным – между первой и второй триада-
ми альфа-спиралей (рис. 1). NLS-последователь-
ность обнаружена в транспозазах пяти элементов
L18, в двух из них найдено по два NLS, но наибо-
лее типичным было расположение NLS между
PAIRED-доменом и каталитическим доменом
DDE (рис. 1).

Каталитический домен DD37E обнаружен у
всех исследованных полноразмерных элементов
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L18 (рис. 1), но в аминокислотной последователь-
ности транспозазы элемента L18-1_MCap первый
аспартат в домене DDE заменен на глутамин (Q), а
расстояние между D и E в каталитическом доме-
не элемента L18-1_HVir/GCA_014706445.1 равно
35 а.о. (табл. 2).

Анализ структуры белка и строения элементов
L18 позволяет заключить, что функциональной
активностью потенциально обладают только че-
тыре элемента – L18-1_HVul/GCA_000004095.1,
L18-1_HVul/GCA_000219015.1, L18-1_HVir/GCA_
014706445.1 и L18-1_AMyr, при этом один из них –
L18-1_HVul/GCA_000219015.1 – представлен дву-
мя копиями, остальные – только одной (табл. 2).
Столь малое число потенциально функциональ-

ных элементов L18, обнаруженных у Cnidaria,
вполне согласуется с данными других исследова-
ний, которые также показывают, что наряду со зна-
чительным общим пулом элементов, имеющих де-
леции, потенциально функциональные элементы
встречаются в единичном количестве [41–44].

Филогенетический анализ
L18-транспозонов Cnidaria

Филогенетический анализ, в который вошли
транспозазы всех обнаруженных нами L18-транс-
позонов стрекающих и некоторые L18-транспоза-
зы иглокожих, моллюсков и рыб [35], а также
транспозазы, представляющие семейство TLE

Рис. 1. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей L18-транспозаз. Серым выделены
шесть α-спиралей, формирующих PAIRED-домен; жирным обозначен гипотетический сигнал ядерной локализации
(NLS); выделен жирным и подчеркнут GRPR-подобный мотив; черным показаны маркерные локусы DD37E-домена.
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(Intruder, Incomer, Traveler, TLEWI, Tc1, Zvezda,
TRT, ctmTLE) и семейство MLE (в качестве внеш-
ней группы) [40, 45–49], показал, что группа эле-
ментов L18 не является подсемейством группы
TLE, как считалось ранее [35] (рис. 2). L18-транс-
позоны с достаточно высокой значимостью (зна-
чение бутстреп-теста 67%) формируют единую
кладу, тогда как их объединение с другими груп-
пами семейства TLE недостоверно (значение бут-
стреп-теста менее 50%). Таким образом, мы по-
лагаем, что L18-транспозоны – это отдельное
монофилетическое семейство внутри суперсе-
мейства Tc1/mariner.

Филогенетическое исследование L18-транс-
позонов позволило выделить внутри семейства
четыре кластера (A, B, C, D) (рис. 2). В кластеры
мы объединили элементы, которые формируют
группы, включающие более двух L18-транспозо-
нов и имеющие значение бутстреп-теста более
50%. В кластеры A, B и C вошли транспозоны, об-
наруженные у представителей класса Anthozoa.
При этом в кластер С объединяют преимуществен-
но элементы, обозначенные нами как L18-2. Эти
элементы обнаружены также у представителей
класса Anthozoa в качестве второго, альтернатив-
ного элемента L18. Кластер D содержал только
транспозоны L18 класса Hydrozoa.

Внутривидовое разнообразие

Поскольку на момент исследования в NCBI
были депонированы по две сборки геномов пяти
видов Cnidaria: H. viridissima, H. vulgaris, A. digitif-
era, A. millepora и Orbicella faveolata (табл. 3), мы
получили возможность изучить внутривидовое
разнообразие МГЭ.

ДНК H. viridissima была выделена из образ-
цов, представляющих различные популяции –
из лабораторной линии (Европа) и природной
популяции (Австралия). Элементы L18-1_H-
Vir/GCA_014706445.1 и L18-1_HVir/GCA_ 004118115.1
существенно различаются, перекрывание нук-
леотидных последовательностей этих двух транс-
позонов равно 4%, идентичность транспозаз этих
элементов также была низкий – 32.51% (табл. 3).
Такой уровень сходства белков транспозазы ха-
рактерен для отдаленных видов. Элемент L18-
1_HVir/GCA_014706445.1 считается потенциаль-
но активным, тогда как L18-1_HVir/GCA_
004118115.1 сильно укорочен и содержит стоп-
кодоны, а длина транспозазы равна 174 а.о. По всей
видимости, эволюция элемента L18 в этих двух по-
пуляциях из-за их географической удаленности
проходила по-разному – в лабораторной линии
элемент подвергся деградации, а в природной по-
пуляции сохранил свою активность.

Обе сборки генома H. vulgaris получены из лабо-
раторной линии 105. Обнаруженные в них транс-

позоны L18 идентичны, что, вероятно, обусловле-
но высокой гомогенностью особей внутри лабора-
торной линии (табл. 3).

Секвенированные геномы A. digitifera принадле-
жали особям, выловленным на побережье Японии с
интервалом 7 лет (табл. 3). В обеих сборках обнару-
жены по два элемента L18 (табл. 2). Сходство меж-
ду первой и второй парой элементов довольно
высокое как на уровне нуклеотидной (88–89%),
так и аминокислотной (75–79%) последовательно-
сти. Транспозоны относятся к достаточно быстро
мутирующим элементам генома, поскольку на них
не действует стабилизирующий (очищающий) от-
бор. Поэтому идентичность нуклеотидных после-
довательностей различных копий одного и того
же ДНК-транспозона внутри одного генома мо-
жет варьировать от 80 до 100%, а в некоторых слу-
чаях достигать 70% [35]. По всей вероятности,
столь высокую идентичность транспозонов мож-
но объяснить тем, что образцы принадлежат к од-
ной и той же популяции.

Две особи A. millepora собраны в Индонезии и
Австралии с интервалом 18 лет. В каждой сборке
генома этого вида также обнаружено по два эле-
мента L18. Выявлена очень высокая идентич-
ность обоих элементов на уровне нуклеотидной и
аминокислотной последовательностей (табл. 3).
Обращает на себя внимание низкая перекрывае-
мость (%) элементов L18-1, но это объясняется
тем, что самая протяженная копия (L18-1_AMil/
GCA_013753865.1) кодирует фрагмент транспоза-
зы длиной всего 56 а.о. Высокая идентичность
элементов может объясняться географической
близостью Индонезии и Австралии и высокой ве-
роятностью того, что образцы принадлежат к од-
ной популяции. Сходная ситуация наблюдается и у
образцов O. faveolata (табл. 3), собранных во Фло-
риде (США) и государстве Панама. Очень высокая
идентичность нуклеотидных последовательностей
этих элементов (95%) также может объясняться
географической близостью Флориды и Панамы.

В общем, можно сделать вывод о довольно
высокой гомогенности одной и той же популя-
ции по “старым” транспозонам, которые уже
утратили свою активность. В разобщенных по-
пуляциях, как в случае H. viridissima, транспозо-
ны сильно различаются.

Жизненный цикл L18-транспозонов

Степень активности элементов L18 в геномах
Cnidaria, а также давность их вторжения мы по-
пытались оценить по их копийности в геномах
стрекающих. У пяти элементов общее число ко-
пий было очень высоким – от 137 до 406. Еще у
пяти элементов общее число копий оказалось до-
статочно высоким – 47–81. У оставшегося боль-
шинства элементов количество копий не превы-
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Рис. 2. Эволюционные взаимоотношения транспозонов L18 и TLE. Черными кругами обозначены ДНК-транспозо-
ны, обнаруженные в этой работе. Филогенетический анализ выполнен в программе MEGA X c помощью метода мак-
симального правдоподобия. Используемая модель WAG+G. Достоверность топологии оценивали с использованием
бутстреп-теста (1000 репликаций). Значения коэффициентов поддержки бутстреп-теста менее 50% не показаны.

0.5

L18-1 ААсu

91

99

99

99

99

99

99

99

100

100

100

77

77

93

64

72

72

67

65

61

79

86

86

99

51

83

52
59

98

60
50

62

A

B

C

D

L18-1 ADig/GCA 000222465.2
L18-1 AFlo
L18-1 ASel
L18-1 Alnt

L18-1 AHya
L18-1 AMur

L18-1 ADig/GCA 014834085.1
L18-1 PDam
L18-1 PVer

L18-1 AGem
L18-1 ATen

L18-1 ACyt
L18-1 AEch
L18-1 AMil/GCA 004143615.1

L18-1 AAwi
L18-1 AMic

L18-1 ANas
L18-1 AMil/GCA 013753865.1

L18-1 MCac
L18-1 MEff
L18-1 AMyr

L18-1 AYon
L18-1 PSpe

L18-1 MCap
L18-1 OFav/GCA 001896105.1
L18-1 OFav/GCA 002042975.1

L18-1 NVec
L18-1 PRus

L18-1 SPis
L18-2 AMil/GCA 004143615.1
L18-2 AMil/GCA 013753865.1

L18-2 ADig/GCA 000222465.2
L18-2ANas

L18-2 AGem
L18-2 AMic
L18-2 Alnt
L18-2AAm
L18-2 AYon

L18-2 AAcu
L18-2 AMur

L18-2 ATen
L18-2 ADig/GCA 014634065.1

L18-2 AFlo
L18-2 ACyt
L18-2 ASel

Mariner-18 CGi (https://www.girinst.org)
L18 Amphiprion ocellaris (Puzakov et al. 2018)

L18-1 TSp
L18 Apostichopus parvimensis (Puzakov et al. 2018)

L18-1 HVir/GCA 014706445.1
L18-1 HVir/GCA 004118115.1

L18-1 HVul/GCA 000004095.1
L18-1 HVul/GCA 000219015.1

TLEWI (DD36E)
Traveler (DD35E)

ctmTLE (DD34E)
TRT (DD37E)

Incomer (DD36E)
Zvezda (DD16E)

Passport (CAB51371)
Тс1 (X01005)
Quetzal (AAB02109)
Intruder (DD38E)

MLE (DD34D)

TLE (DD34-46E)

L18 (DD37E)



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ, РАЗНООБРАЗИЕ И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ 485

шало 20. Число полноразмерных копий 10 эле-
ментов L18 распределялось таким образом: семь
имели не более 10 копий и только у трех элемен-
тов количество полноразмерных копий было уме-
ренно высоким – 22, 35 и 46 (табл. 2). Подобное
распределение позволяет предположить, что эле-
менты L18-1_HVul/GCA_000219015.1 и L18-1_
AMyr могут быть активными в геномах данных ор-
ганизмов в настоящее время, поскольку они име-
ют много полноразмерных копий (46 и 22), в том
числе и одну–две потенциально функциональ-
ных. Элементы L18-1_PSpe могли быть активны-
ми в недавнем прошлом, поскольку на фоне до-
вольно высокого общего числа копий (56) обнару-
жено много (35) их полноразмерных копий, но ни
одной потенциально функциональной. Общее вы-

сокое число копий и отсутствие полноразмерных
копий, как, например, у элементов L18-1_AHya,
L18-1_AInt, L18-1_ASel, может свидетельствовать
о высокой активности этих элементов в прошлом,
что привело к их амплификации, но в настоящее
время наблюдается элиминация этих элементов из
геномов хозяина. Низкое общее число копий и от-
сутствие полноразмерных копий, которое встреча-
ется в большинстве случаев (табл. 2), может свиде-
тельствовать о том, что эти элементы завершают
свой жизненный цикл в геноме данных хозяев и
большая их часть уже элиминирована. Это согла-
суется с данными, приведенными в работе [50], в
которой выдвинута гипотеза о том, что активное
заселение видов МГЭ осталось в далеком про-
шлом, сегодня же мы наблюдаем лишь завершаю-

Таблица 3. Внутривидовое разнообразие L18-транспозонов у Cnidaria

Организм Место сбора Время сбора Элемент/Сборка

Перекрытие/
идентичность

гена транс-
позазы, %

Перекрытие/
идентичность 

транспозазы, %

H. viridissima
Австралия 2014-04-15 L18-1_HVir/ 

GCA_014706445.1
4/76.60 75/32.51

Лабораторная линия 
Европа Нет данных L18-1_HVir/

GCA_004118115.1

H. vulgaris

Лабораторная линия 
№ 105 Нет данных L18-1_HVul/ 

GCA_000004095.1
100/100 100/100

Лабораторная линия 
№ 105 Нет данных L18-1_HVul/

GCA_000219015.1

A. digitifera

Япония 2015-05 L18-1_ADig/
GCA_014634065.1

80/89.72 74/79.59
Кунигами, Окинава, 
Япония 2008 L18-1_ADig/

GCA_000222465.2

Япония 2015-05 L18-2_ADig/
GCA_014634065.1

87/88.11 74/75.60
Кунигами, Окинава, 
Япония 2008 L18-2_ADig/

GCA_000222465.2

A. millepora

Индонезия 2017 L18-1_AMil/
GCA_013753865.1

30/97.62 31/96.43
Магнетик-Айленд, 
Австралия 1999-10-28 L18-1_AMil/

GCA_004143615.1

Индонезия 2017 L18-2_AMil/
GCA_004143615.1

95/93.36 100/86.05
Магнетик-Айленд, 
Австралия 1999-10-28 L18-2_AMil/

GCA_013753865.1

Orbicella faveolata
Флорида, США 2011-08 L18-1_OFav/

GCA_001896105.1
100/95.73 99/95.24

Панама 2013-08 L18-1_OFav/
GCA_002042975.1
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щую стадию жизненного цикла подавляющего
большинства элементов.

Эволюция элементов L18

Элементы семейства L18 обнаружены только в
двух из шести классов стрекающих (полные гено-
мы которых представлены в NCBI): Hydrozoa и
Anthozoa (рис. 3). Наибольшее их число (в 29 из
30 геномов) выявлено у организмов отряда Scle-
ractinia (подкласс Hexacoralia; класс Anthozoa),
при этом у 16 представителей подотряда Astrocoe-
niina найдены по два различных МГЭ группы L18
(рис. 2, табл. 1). В другом отряде (Actiniaria) того
же подкласса в исследованных 9 геномах L18-
транспозон обнаружен только в одном семействе
(Edwardsiidae). В подклассе Octocorallia у трех орга-

низмов также обнаружен только один L18-транс-
позон (подотряд Stolonifera; отряд Alcyonacea).
МГЭ группы L18 идентифицированы также в че-
тырех геномах (из семи) представителей класса
Hydrozoa (подотряд Aplanulata). Элементы семей-
ства L18 представителей Hydrozoa входят в кла-
стер D и имеют большую идентичность с L18-
транспозоном иглокожих, тогда как элементы
представителей Anthozoa с достаточно высокой
значимостью (бутстреп 50%) формируют отдельную
группу, включающую кластеры A, B и C (рис. 2). Со-
поставление результатов филогенетического ана-
лиза и распространенности L18 среди представите-
лей Cnidaria дает основания полагать, что имели
место несколько инвазий L18-транспозонов в ге-
номы древних стрекающих. Горизонтальный пе-

Рис. 3. Представленность элементов L18 у представителей стрекающих. На таксономическом дереве приведены толь-
ко те группы организмов, геномы представителей которых секвенированы. В столбцах (в серых прямоугольниках)
указано количество доступных для анализа полногеномных последовательностей и число геномов, в которых обнару-
жены соответствующие группы ДНК-транспозонов.

Класс Подкласс Отряд Подотряд/семейство Геномыa L18
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ренос Тc1/mariner-элементов встречается относи-
тельно часто [51–53].

Согласно данным TimeTree (http://www.time-
tree.org/), дивергенция представителей класса An-
thozoa и представителей классов Hydrozoa,
Cubozoa и Scyphozoa произошла в диапазоне от
540 до 667 м.л.н. Поскольку L18-транспозоны
обнаружены в обоих подклассах, то инвазия
предкового транспозона могла произойти в этот
период. С другой стороны, в подклассе Octocoral-
lia обнаружен только один L18-транспозон (L18-
1_TSp) – в кладе Stolonifera (рис. 3). При этом на
филогенетическом дереве он занял обособленное
место, не войдя ни в один из кластеров (рис. 2)
других Anthozoa. Кластеры A, B и C оказались
ближе к элементу моллюсков (Mariner-18_CGi),
чем к L18-1_TSp. Данные о времени возникнове-
ния клады Stolonifera отсутствуют, тогда как от-
ряд Alcyonacea (включающий эту кладу) дивергиро-
вал 368 м.л.н. (TimeTree, http://www.timetree.org/).
По-видимому, предок L18-1_TSp вторгся в геном
организма позднее 368 м.л.н. Эти временные
оценки согласуются с тем, что данный элемент
представлен всего двумя достаточно сильно по-
врежденными копиями. Нельзя исключить как
более ранней инвазии элемента и полной элими-
нации из геномов других представителей Octocor-
allia, так и более поздней инвазии, слабой транс-
позиционной активности и быстрой деградации.
Более точные заключения можно будет сделать с
появлением новых данных.

L18-транспозоны подкласса Hexacorallia пред-
ставлены тремя кластерами A, B и C. Если эти
элементы являются потомками одного транспо-
зона, то предположительное время инвазии –
540–667 м.л.н. С другой стороны, каждый кластер
может быть результатом независимых событий
горизонтального переноса. Но поскольку в кла-
стерах присутствуют элементы различных таксо-
нов подкласса Hexacorallia, то вероятно, что гори-
зонтальные переносы происходили в рамках этой
группы животных, тогда время этих событий оце-
нить затруднительно.

В классе Hydrozoa L18-транспозоны выявлены
только в отряде Anthoathecata, который обосо-
бился 440–459 м.л.н. (TimeTree, http://www.time-
tree.org/). Виды H. viridissima и H. vulgaris дивер-
гировали около 193 м.л.н. (TimeTree, http://
www.timetree.org/). Таким образом, мы предпола-
гаем, что L18-транспозоны появились у организ-
мов этой группы в результате горизонтального
переноса в промежутке от 193 до 459 м.л.н. Одна-
ко, опираясь на то, что у обоих видов гидр сохрани-
лись потенциально функциональные копии L18, и
они, соответственно, являются относительно мо-
лодыми, мы полагаем время инвазии ближе к
193 м.л.н. Более точные оценки можно будет дать
после того, как будут секвенированы и станут до-

ступными для анализа геномы представителей
других подотрядов Anthoathecata.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе впервые описаны структу-

ра, распространение, разнообразие и эволюция
элементов L18 (DD37E) в геномах стрекающих.
В результате филогенетического анализа уста-
новлено, что группа L18 – это самостоятельное
семейство (а не подсемейство группы TLE, как
считалось ранее), входящее в суперсемейство
Tc1/mariner. Среди 44 представителей Anthozoa об-
наружен только один МГЭ, имеющий потенциаль-
но функциональную копию (L18-1_AMyr), тогда
как среди семи представителей Hydrozoa выявлены
четыре потенциально функциональные копии
трех элементов: L18-1_HVul/GCA_000004095.1,
L18-1_HVul/GCA_000219015.1, L18-1_HVir/GCA_
014706445.1. В связи с этим предполагается, что
элементы L18 имеют древнее происхождение, а у
L18-транспозонов, обнаруженных в геномах ор-
ганизмов классов Anthozoa и Hydrozoa, нет обще-
го предка внутри типа Cnidaria. Возможно, в ге-
номах организмов подотряда Aplanulata (класс
Hydrozoa) L18-транспозоны появились в резуль-
тате горизонтального переноса в более поздний
период времени. Сравнение внутривидового раз-
нообразия элементов L18 показывает высокую
гомогенность по “старым” транспозонам, кото-
рые уже утратили свою активность. В то же время,
отдаленные популяции, как в случае H. viridissi-
ma, могут различаться представленностью ДНК-
транспозонов и количеством их копий. Получен-
ные данные дополняют знания о разнообразии и
эволюции Tc1/mariner-транспозонов и будут спо-
собствовать изучению влияния МГЭ на эволю-
цию многоклеточных.

Данное исследование проведено в рамках го-
сударственного задания ФИЦ ИнБЮМ “Функ-
циональные, метаболические и токсикологиче-
ские аспекты существования гидробионтов и их
популяций в биотопах с различным физико-хи-
мическим режимом”, номер гос. регистрации
121041400077-1.

Настоящая статья не содержит исследований с
использованием животных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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PREVALENCE, DIVERSITY AND EVOLUTION OF L18 (DD37E) 
TRANSPOSONS IN THE GENOMES OF CNIDARIANS

M. V. Puzakov1, * and L. V. Puzakova1

1 Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol, 299011 Russia
*e-mail: puzakov@ngs.ru

Transposable elements have a significant impact on the structure and functioning of multicellular genomes,
and also serve as a source of new genes. Studying the diversity and evolution of transposable elements in dif-
ferent taxa is necessary for a fundamental understanding of their role in genomes. Tc1/mariner elements rep-
resent one of the most widespread and diverse groups of DNA transposons. In this work, the structure, dis-
tribution, diversity, and evolution of L18 (DD37E) elements in the genomes of cnidarians (Cnidaria) were
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studied for the first time. As a result, it was found that the L18 group is an independent family (and not a sub-
family of the TLE family, as previously thought) in the Tc1/mariner superfamily. Of the 51 detected elements,
only four had potentially functional copies. It is assumed that the L18 transposons are of ancient origin, and,
in addition, the elements found in the genomes of organisms of the Anthozoa and Hydrozoa classes do not
come from a common ancestral transposon within the phylum Cnidaria. In organisms of the class Hydrozoa,
L18 transposons appeared as a result of horizontal transfer at a later time period. An intraspecific comparison
of the diversity of the L18 elements demonstrates high homogeneity with respect to “old” transposons, which
have already lost their activity. At the same time, distant populations, as in the case of Hydra viridissima, have
differences in the representation of DNA transposons and the number of their copies. The data obtained sup-
plement the knowledge about the diversity and evolution of Tc1/mariner transposons and will contribute to
the study of the influence of mobile genetic elements on the evolution of multicellular organisms.

Keywords: DNA transposons, Tc1/mariner, L18, cnidarians, Cnidaria, genome evolution
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ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЕЙ мРНК ГЕНОВ ДНК-МЕТИЛТРАНСФЕРАЗ
В ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ, ОБРАБОТАННЫХ МИТОМИЦИНОМ
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ДНК-метилтрансферазы катализируют метилирование остатков цитозина в CpG-сайтах ДНК, что
играет важную роль в регуляции транскрипции, стабильности хромосом и других процессах. Пока-
зано, что уровень метилирования ДНК изменяется под действием генотоксического стресса, вы-
званного различными кластогенными агентами. Генотоксический стресс, в свою очередь, является
одним из триггеров эндотелиальной дисфункции. С помощью количественной полимеразной цеп-
ной реакции мы оценили изменения уровней мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B в линиях
эндотелиальных клеток коронарной (HCAEC) и внутренней грудной (HITAEC) артерий человека,
экспонированных алкилирующим мутагеном – митомицином С. Установлено, что непосредствен-
но после мутагенного воздействия уровень мРНК гена DNMT1 в культурах клеток HCAEC повыша-
ется в 1.7 раза по сравнению с контролем. После удаления мутагена из культуральной среды и по-
следующего культивирования клеток HCAEC в “чистой” среде в течение 1 суток уровень мРНК ге-
на DNMT3B в культурах, обработанных митомицином С, возрастал в 2 раза по сравнению с
контролем. Одновременно с этим не обнаружено изменения уровней мРНК генов изученных ДНК-
метилтрансфераз в экспонированных мутагеном культурах HITAEC. По-видимому, изменения
уровней мРНК генов ДНК-метилтрансфераз могут вносить вклад в формирование эндотелиальной
дисфункции в ответ на мутагенную нагрузку в эксперименте in vitro.

Ключевые слова: эндотелиальные клетки, ДНК-метилтрансферазы, митомицин С, мутагенез, мети-
лирование, эндотелиальная дисфункция
DOI: 10.31857/S0026898422030156

ВВЕДЕНИЕ
ДНК-метилтрансферазы, катализирующие пе-

ренос метильных групп с S-аденозилметионина на
остатки цитозина в ДНК, играют важную роль в
развитии млекопитающих [1]. Семейство ДНК-ме-
тилтрансфераз человека состоит из четырех чле-
нов – DNMT1, DNMT3A, DNMT3B и DNMT3L,
из которых только последний не обладает выражен-
ной ферментативной активностью [2]. DNMT1,
DNMT3A и DNMT3B играют важную роль в под-
держании стабильности генетического аппарата,
нарушение которой приводит к повреждению хро-
мосом, генотоксическому стрессу и канцерогенезу.
Роль генов семейства DNMT в развитии различных
онкопатологий изучена достаточно хорошо в экс-
периментах in vivo, в то время как возможные изме-
нения их экспрессии в клеточных культурах (в том
числе в эндотелиоцитах), обработанных различны-
ми генотоксическими и канцерогенными агента-

ми, не изучены [3]. Известно также, что метили-
рование промоторных участков генов, катализи-
руемое ДНК-метилтрансферазами, приводит к
нарушению транскрипции и вносит вклад в раз-
витие атеросклероза [4–6].

На сегодняшний день установлено, что гено-
токсический стресс (как и классические факторы
риска – курение, сахарный диабет, дислипиде-
мия и другие) служит триггером эндотелиальной
дисфункции, считающейся первым этапом ате-
рогенеза [7–9]. Недавно обнаружены изменения
экспрессии генов-маркеров эндотелиальной дис-
функции, вовлеченных в атерогенез, в эндотели-
альных клетках человека, обработанных мутагеном
алкилирующего механизма действия – митомици-
ном С (ММС) [10, 11]. Вместе с тем, механизмы
развития эндотелиальной дисфункции, индуциро-
ванной мутагенным воздействием, остаются не-
изученными. Учитывая высокий уровень заболе-

УДК 575.224.46:577.21

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

EDN: BTQXHG



492

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

СИНИЦКИЙ и др.

ваемости и смертности от сердечно-сосудистых
заболеваний (в частности, от атеросклероза) [12],
понимание молекулярных механизмов развития
эндотелиальной дисфункции в ответ на генотокси-
ческий стресс представляется чрезвычайно важ-
ным как для фундаментальной, так и прикладной
науки.

В нашей работе проведен анализ изменений
уровней мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B
в первичных эндотелиальных клетках человека,
обработанных алкилирующим мутагеном ММС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование эндотелиальных клеток. Ис-

следование выполнено на коммерческих культу-
рах эндотелиальных клеток коронарной (Human
Coronary Artery Endothelial Cells, HCAEC) и внут-
ренней грудной (Human Internal Thoracic Artery En-
dothelial Cells, HITAEC) артерий человека (“Cell
Applications Inc.”, США).

Все работы с клеточными культурами прово-
дили в асептических условиях. Клетки культиви-
ровали в культуральных флаконах Т-75, содержа-
щих 15 мл среды Human MesoEndo Cell Growth
Medium (“Cell Applications Inc.”), при температу-
ре 37°C, 5% CO2 и повышенной влажности до до-
стижения 90% конфлюентности. После четырех
пассажей клетки снимали смесью трипсин/EDТА
(“Cell Applications Inc.”), 2 × 105 клеток пересевали
в 6-луночные планшеты (восемь планшетов на

каждую клеточную культуру HCAEC и HITAEC),
в каждую лунку добавляли 2 мл среды Human Me-
soEndo Cell Growth Medium и культивировали
планшеты в стандартных условиях в течение еще
24 ч. По истечении этого времени старую среду
удаляли, в каждую лунку планшета приливали 2 мл
свежей среды, содержащей 500 нг/мл ММС
(“AppliChem”, Испания) (экспериментальная
группа), либо 0.9%-ный раствор NaCl (контроль-
ная группа). После 6 ч культивирования четыре
планшета с клетками каждой линии (два экспери-
ментальных и два контрольных) выводили из экс-
перимента (точка 1), в оставшихся четырех план-
шетах культуральную среду заменяли чистой сре-
дой (без добавления каких-либо агентов) и
культивировали планшеты в течение еще 1 суток,
после чего выводили из эксперимента (точка 2).
Дизайн исследования представлен на рис. 1. Кон-
центрацию ММС и схему культивирования выби-
рали с учетом рекомендаций по моделированию
мутагенеза в экспериментах in vitro [13, 14] и полу-
ченных нами ранее результатов [10].

Выделение РНК. Из каждой лунки 6-луночного
планшета после окончания культивирования уда-
ляли культуральную среду, клетки отмывали 2 раза
холодным фосфатно-солевым буфером и лизиро-
вали 1 мл регента QIAzol® Lysis Reagent (“Qiagen”,
Германия). Выделение суммарной РНК из клеток
и ее очистку от геномной ДНК осуществляли с по-
мощью набора RNeasy® Plus Universal Mini Kit
(“Qiagen”) согласно протоколу производителя. Вы-

Рис. 1. Дизайн эксперимента (ММС – митомицин С).
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деленную РНК хранили при температуре –80°C.
Все рабочие поверхности и оборудование, исполь-
зованное для выделения РНК, обрабатывали ин-
гибитором РНКаз RNaseZap™ RNase Decontami-
nation Solution (“Invitrogen”, США). Целостность
РНК оценивали по величине индекса RIQ (RNA
Integrity and Quality), который определяли с ис-
пользованием набора реагентов Qubit RNA IQ As-
say Kit (“Invitrogen”) и флуориметра Qubit 4 (“Invi-
trogen”). Концентрацию и чистоту РНК определяли
на спектрофотометре NanoDrop™ 2000 (“Thermo
Scientific, США).

Синтез кДНК. кДНК синтезировали с помощью
коммерческих наборов High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (“Applied Biosystems”, США), со-
гласно рекомендациям производителя. В качестве
матрицы использовали 10 мкл раствора суммарной
РНК (100 нг/мкл). Полученную кДНК хранили
при температуре –20°C.

Оценка изменений уровня мРНК генов DMNT.
Уровень мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DNMT3B
определяли в образцах эндотелиальных клеток
(точки 1 и 2) с помощью количественной ПЦР на
амплификаторе ViiA7 (“Applied Biosystems) с ис-
пользованием праймеров с флуоресцентным кра-
сителем SYBR Green (“Евроген”, Москва) (табл. 1).
ПЦР проводили в 96-луночном планшете, содер-
жащем 26 анализируемых образцов, пять стан-
дартов (кДНК с известной концентрацией) с дву-
кратным разведением и отрицательный контроль
(реакционная смесь без кДНК). Каждый образец,
стандарт и отрицательный контроль анализиро-
вали в трех технических повторностях. Для каж-
дого образца готовили 10 мкл реакционной сме-
си, включающей 5 мкл мастер-микса PowerUp
SYBR Green Master Mix (“Applied Biosystems”), по
500 нМ прямого и обратного праймеров (“Евро-
ген”) и образец кДНК в конечной концентрации

10 нг/мкл. Амплификацию проводили по следую-
щей схеме: 50°C, 2 мин; 95°C, 2 мин; затем 40 цик-
лов – 95°C, 15 с и 60°C, 60 с. Результаты ПЦР нор-
мировали на среднее геометрическое значение Ct
трех референсных генов HPRT1, GAPDH и B2M
(“Евроген”) в соответствии с имеющимися реко-
мендациями [15] (табл. 1).

Уровни мРНК генов DNMT1, DNMT3A и DN-
MT3B рассчитывали по методу ΔCt (Уровень
транскрипции = 2Ct [референсные гены] – Ct [ген интереса]).
Качество амплификации оценивали с использо-
ванием кривых амплификации и стандартных
кривых в программе QuantStudio™ Real-Time
PCR Software v.1.3 (“Applied Biosystems”). Ампли-
фикацию считали успешной при эффективности
90–110%, значении R2 > 0.990 и отсутствии реак-
ции в отрицательном контроле. Все работы по
определению уровня транскрипции генов выпол-
нены в соответствии с международными стандар-
тами MIQE [16].

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили в программе Graph-
Pad Prism 8. Рассчитывали медиану (m) и межк-
вартильный размах (IQR) количественных пока-
зателей. Различия между группами оценивали с
помощью рангового U-критерия Манна–Уитни
и считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для оценки уровней мРНК генов DNMT ис-

пользовали препараты суммарной РНК с концен-
трацией 260.4–601.8 нг/мкл, достаточной чисто-
той (A260/280 и A260/230 составили 2.05–2.09 и 1.82–2.25
соответственно) и целостностью (индекс RIQ
больше 93%), выделенные из эндотелиальных
клеток. На основе выделенной РНК синтезиро-
вано от 1512.6 до 1861.2 нг/мкл кДНК.

Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных в эксперименте

Примечание: F ‒ прямой праймер; R ‒ обратный праймер.

Ген Праймер

DNMT1
F:CTGGTCCGCATGGGCTATCA
R:TCCGGGAACAGAGGGAGCTT

DNMT3A
F:ACCCTGTTTGCCTCCCTGAG
R:ACAATCACCCAGCCCTCTCC

DNMT3B
F:AACTGGAGCCACGACGTAACA
R:GGCATCCGTCATCTTTCAGC

HPRT1
F:TTGCTTTCCTTGGTCAGGCA
R:TCGTGGGGTCCTTTTCACCA

GAPDH
F:AGCCACATCGCTCAGACAC
R:GCCCAATACGACCAAATCC

B2M
F:TCCATCCGACATTGAAGTTG
R:CGGCAGGCATACTCATCTT
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В результате проведения количественной ПЦР
установлено, что в точке 1 (непосредственно по-
сле обработки клеток ММС) в культурах HCAEC
статистически значимо (p = 0.014) повышен уро-
вень мРНК гена DNMT1 по сравнению с контро-
лем (0.1384 ± 0.0542 и 0.0816 ± 0.0653 усл. ед. со-
отв.) (рис. 2). После удаления мутагена (точка 2) в
экспонированных ММС образцах HCAEC выяв-
лено статистически значимое (p = 0.021) двукрат-
ное увеличение уровня мРНК гена DNMT3B
(0.0010 ± 0.0003 против 0.0005 ± 0.0002 усл. ед. в
контрольной группе) (рис. 2). Кратность измене-

ний уровней мРНК изученных генов в экспониро-
ванных мутагеном культурах по сравнению с не-
экспонированным контролем приведена в табл. 2.

В клеточных культурах HITAEC не обнаруже-
но статистически значимых изменений уровней
мРНК ни одного из генов ДНК-метилтрансфераз
(рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что ДНК-метилтрансфераза DNMT1
наиболее активно метилирует полуметилирован-
ные CpG-сайты ДНК [17]. Фермент может прояв-
лять аномальную метилирующую активность, в
частности, метилировать CpG-пары в области пет-
ли оцДНК, уже содержащей метилированные сай-
ты CpG. Известно, что инактивация гена DNMT1
приводит к значительному (до 70%) уменьшению
метилирования генома, что делает этот ген одним
из наиболее важных в регуляции уровня метили-
рования ДНК у млекопитающих [18]. Кроме того,
DNMT1, благодаря своей способности рекрути-
роваться в область двойных разрывов ДНК, мо-
жет участвовать в процессах репарации поврежде-
ний ДНК напрямую, посредством механизма, не
связанного с метилированием (в частности, путем

Рис. 2. Уровни мРНК генов DNMT в эндотелиальных клетках (HCAEC – эндотелиальные клетки коронарной артерии;
HITAEC – эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии).
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Таблица 2. Относительные уровни мРНК генов DNMT
в эндотелиальных клетках, экспонированных ММС, в
сравнении с контролем (кратность изменения)

* Значимое увеличение уровня мРНК по сравнению с кон-
тролем.

Ген
Точка 1 Точка 2

HCAEC HITAEC HCAEC HITAEC

DNMT1 1.70* 0.82 1.16 1.34

DNMT3A 1.37 0.85 0.78 0.93

DNMT3B 1.38 1.29 2.00* 1.20
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модуляции функции протеинкиназы CHK1 и под-
держания активности сенсорных киназ ATM и
ATR, вовлеченных в репарацию повреждений гене-
тического аппарата) [19–21]. ДНК-метилтрансфе-
раза DNMT3B метилирует полуметилированные
и неметилированные CpG-сайты, в частности,
сателлитные повторы в области центромерного
линкера [22].

Показано, что метилирование ДНК и клеточ-
ный ответ на повреждения ДНК, вызванные как
экзогенными, так и эндогенными агентами, связа-
ны друг с другом. Это подтверждается, главным об-
разом, гиперметилированием промоторов и по-
давлением экспрессии генов репарации ДНК
при различных онкологических заболеваниях
[23]. DNMT1 рекрутируется в области двойных
разрывов ДНК (вызванных, в том числе, и действи-
ем ММС) посредством взаимодействия с ядерным
антигеном пролиферирующих клеток (PCNA)
[20]. Известно, что гиперметилирование промо-
торных CpG-сайтов вызывает значительное по-
давление транскрипции, что инактивирует кле-
точные пути, приводя к эффектам, сходным с
эффектами генетических мутаций [23]. Так, ги-
перметилирование промоторов таких генов ре-
парации ДНК, как MLH1, MSH2, MSH3, MSH6
(мисматч-репарация), MBD4, TDG, OGG1, XPC,
XRCC1, RAD23B (эксцизионная репарация нук-
леотидов), BRCA1, BRCA2, FANC (гомологичная
рекомбинация) и ряда других приводит к сни-
жению их экспрессии, уменьшению активности
синтезируемых ферментов репарации ДНК и,
как следствие, снижению эффективности репа-
рации повреждений генетического аппарата [3].
Кроме подавления активности отдельных генов,
гиперметилирование ДНК нарушает процесс
активации сенсорных киназ ATM и ATR, распо-
знающих повреждения ДНК [24], что приводит
к снижению эффективности репарации двойных
разрывов ДНК, образующихся, главным образом,
в результате воздействия алкилирующих мутаге-
нов (к числу которых относится и ММС, исполь-
зованный нами). Однако следует отметить, что в
подавляющем большинстве случаев связь мети-
лирования ДНК с повреждением генетического
материала изучали при различных онкологиче-
ских заболеваниях, поэтому естественно, что ос-
новной интерес вызывала роль генов семейства
DNMT в развитии рака [3].

Опубликованы данные о снижении уровня мар-
керов окислительного стресса в микрососудах сет-
чатки глаза крысы при ингибировании генов семей-
ства Dnmt [25]; культивирование клеток эпителия
легкого человека А549 в присутствии ингибиторов
ДНК-метилтрансфераз существенно снижало уро-
вень радиационно-индуцированных повреждений
ДНК, радиочувствительности этих клеток и по-
вышало уровень экспрессии генов репарации
ДНК FANCA, BRCA1 и RAD51C [26]. При этом

нам не удалось найти публикаций, в которых
изучали ассоциацию экспрессии генов семейства
DNMT со степенью проявления генотоксических
эффектов и уровнем повреждения ДНК в эндо-
телиальных клетках, обработанных мутагеном.
Полученные нами результаты свидетельствуют
о том, что в клеточных культурах HCAEC, в ко-
торых повышен уровень транскрипции генов
DNMT1 и DNMT3B, повышен также уровень по-
вреждений ДНК [27], что может быть связано с
усилением метилирования генов репарации.

Помимо участия метилирования ДНК в форми-
ровании ответа клеток на генотоксический стресс,
этот эпигенетический механизм вовлечен в форми-
рование эндотелиальной дисфункции и в атероге-
нез [4–6]. Так, известно, что осцилляторный режим
эндотелиального напряжения сдвига (ЭНС), ас-
социированный с повышенным риском разви-
тия атерогенных эффектов, может повышать
уровень транскрипции генов DNMT1 и DNMT3,
что, в свою очередь, увеличивает риск развития
эндотелиальной дисфункции, воспаления и по-
давляет синтез оксида азота эндотелиальными
клетками [6]. Одновременно с этим пульсирую-
щий режим ЭНС не вызывает изменения уровня
экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз и ха-
рактеризуется атеропротективным эффектом [28].
Полученные нами результаты полностью согласу-
ются с опубликованными данными – повышенный
уровень экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз
выявлен в эндотелиальных клетках коронарной ар-
терии (осцилляторный режим ЭНС), характери-
зующихся более выраженным повышением экс-
прессии молекулярных маркеров эндотелиаль-
ной дисфункции в ответ на мутагенную нагрузку
(по сравнению с клетками внутренней грудной ар-
терии, крайне редко поражаемой атеросклерозом за
счет своих гемодинамических и физиологических
особенностей) [11].

Таким образом, можно предположить, что уси-
ление транскрипции генов ДНК-метилтрансфераз
может быть одним из молекулярных механизмов,
лежащих в основе формирования эндотелиаль-
ной дисфункции в ответ на мутагенную нагрузку
в эксперименте in vitro.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (№ 21-75-10052 “Моле-
кулярные механизмы развития эндотелиальной
дисфункции в ответ на генотоксический стресс”,
https://rscf.ru/project/21-75-10052/).

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

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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TRANSCRIPTION OF DNA-METHYLTRANSFERASES IN ENDOTHELIAL 
CELLS EXPOSED TO MITOMYCIN C

M. Yu. Sinitsky1, *, A. V. Sinitskaya1, D. K. Shishkova1, A. G. Kutikhin1,
V. I. Minina2, and A. V. Ponasenko1

1 Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, 650002 Russia
2 Kemerovo State University, Kemerovo, 650000 Russia

*e-mail: max-sinitsky@rambler.ru

DNA-methyltransferases catalyze DNA methylation in the CpG sites, which play an important role in the
maintaining of genome stability. The association between DNA methylation and genotoxic stress resulting to
the action of various clastogens has been shown. Genotoxic stress is one of the triggers of endothelial dysfunc-
tion. In this study, the transcription of DNMT1, DNMT3A and DNMT3B genes in coronary (HCAEC) and
internal thoracic (HITAEC) artery endothelial cells exposed to alkylating mutagen mitomycin C were studied
using quantitative polymerase chain reaction. In HCAEC exposed to mitomycin C, the DNMT1 transcription
is 1.7-fold higher compared to the unexposed control. After elimination of the mutagen from the cultures fol-
lowing by 24-hours cultivation, a 2-fold increased transcription of DNMT3B in HCAEC exposed to mitomy-
cin C compared to the control was observed. At the same time, no changes in transcription of the studied
DNA-methyltransferases were found in the HITAEC exposed to the mutagen. Thus, an increased transcrip-
tion of DNA-methyltransferase can be a possible molecular mechanism underlying endothelial dysfunction
in response to mutagenic load in an in vitro experiment.

Keywords: endothelial cells, DNA-methyltransferases, mitomycin C, mutagenesis, methylation, endothelial
dysfunction
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СУПЕРЭНХАНСЕР KLF6 РЕГУЛИРУЕТ ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК 
ГЕПАТОМЫ ЧЕЛОВЕКА, РЕКРУТИРУЯ GATA2 И SOX101
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Суперэнхансеры состоят из большого кластера транскрипционных энхансеров, которые регулиру-
ют экспрессию генов, играющих важную роль в росте и развитии злокачественных опухолей. Функ-
ции суперэнхансеров в опухолевых клетках не установлены, несмотря на попытки их идентифика-
ции. В настоящей работе изучены функциональные свойства суперэнхансера гена KLF6, связанные
с регуляцией роста клеток HepG2 и с взаимодействием с факторами транскрипции. С использова-
нием системы CRISPR/Cas9 и малых интерферирующих РНК идентифицированы некоторые фак-
торы транскрипции, определяющие свойства суперэнхансера KLF6. Оценено действие этих факто-
ров транскрипции на экспрессию генов-мишеней KLF6. С помощью МТТ-метода определено их
влияние на пролиферацию опухолевых клеток. Показано, что активные энхансеры KLF6 рекрути-
руют факторы транскрипции GATA2 и SOX10 для контроля экспрессии гена-мишени KLF6, что ре-
гулирует пролиферацию клеток. Полученные данные свидетельствуют о том, что активность супер-
энхансера KLF6 регулируется двумя факторами транскрипции (GATA2 и SOX10), воздействие на
которые может быть потенциальной терапевтической стратегией при раке печени.

Ключевые слова: суперэнхансер (SE), ген KLF6, CRISPR/Cas9, GATA2, SOX10, siРНК
DOI: 10.31857/S0026898422030144

KLF6 SUPER-ENHANCER REGULATES CELL PROLIFERATION
BY RECRUITING GATA2 AND SOX10 IN HUMAN HEPATOMA CELLS
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Super-enhancer consists of a large cluster of transcription enhancers that regulates the expression of genes
playing an important role in the growth and development of malignant tumors. Recently, several attempts for
the identification of super-enhancers have been made, but their functional role in tumor cells remains un-
clear. This paper aims at elucidating the functional properties of KLF6 super-enhancer related to the growth

1 Статья представлена авторами на английском языке.
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regulation of HepG2 cells, in relation to transcription factors (TFs). First, some TFs specifying KLF6 super
enhancer were identified using CRISPR/Cas9 system and siRNA. Then, their effects on the expression of the
target gene KLF6 were assessed. Last, their influence on the proliferation of tumor cells was considered using
the MTT method. The study shows that the active enhancers of KLF6 super-enhancer recruit GATA2 and
SOX10 TFs to control the expression of the target gene, KLF6. Our findings suggest that the activity of KLF6
super-enhancer is regulated by two TFs (GATA2 and SOX10), and its targeting may be a potential therapeutic
strategy for the liver cancer therapy.

Keywords: super-enhancer, KLF6, CRISPR/Cas9, GATA2, SOX10, siRNA
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И ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ ТРАНСПЛАНТАЦИИ 

ИНДУЦИРОВАННЫХ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В МОЗГ1
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Понимание характеристик пересаженных клеток, таких как выживание, рост и распределение, не-
обходимо для оптимизации клеточной терапии, а мультимодальная визуализация на анатомиче-
ском и молекулярном уровнях предназначена для достижения этой цели. Нами сконструирован
лентивирусный вектор, несущий гены тяжелой цепи-1 ферритина (FTH1), флуоресцентного белка
ближнего инфракрасного диапазона (iRFP) и усиленного зеленого флуоресцентного белка (egfp).
Создана культура индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (iPSCs), стабильно экспрес-
сирующих эти три репортерных гена. Эти iPSCs флуоресцировали в зеленой и ближней инфракрас-
ной области спектра, а также обладали способностью поглощать железо in vitro. После трансплан-
тации меченых iPSCs в мозг крысы прижившиеся клетки можно было до 60 суток визуализировать
in vivo с помощью магнитно-резонансной (MRI) и флуоресцентной спектроскопии в ближней ин-
фракрасной области (NIF) на анатомическом уровне. Кроме того, эти клетки можно было обнару-
жить с помощью иммуноокрашивания EGFP и окрашивания берлинской лазурью. Разработанную
нами технологию можно рассматривать как новый инструмент для изучения поведения трансплан-
тированных клеток мультимодальным способом, что важно при оценке эффективности и безопас-
ности клеточной терапии.

Ключевые слова: мультимодальная визуализация, магнитно-резонансная визуализация, флуорес-
центная визуализация, клеточная терапия, мозг
DOI: 10.31857/S002689842203020X
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The understanding of the engrafted cell behaviors such as the survival, growth and distribution is the prereq-
uisite to optimize cell therapy, and a multimodal imaging at both anatomical and molecular levels is designed
to achieve this goal. We constructed a lentiviral vector carrying genes of ferritin heavy chain 1 (FTH1), near-
infrared f luorescent protein (iRFP) and enhanced green fluorescent protein (egfp), and established the in-
duced pluripotent stem cells (iPSCs) culture stably expressing these three reporter genes. These iPSCs
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showed green and near-infrared f luorescence as well as the iron uptake capacity in vitro. After transplanted
the labeled iPSCs into the rat brain, the engrafted cells could be in vivo imaged using magnetic resonance im-
aging (MRI) and near-infrared f luorescent imaging (NIF) up to 60 days at the anatomical level. Moreover,
these cells could be detected using EGFP immunostaining and Prussian blue stain at the cellular level. The
developed approach provides a novel tool to study behaviors of the transplanted cells in a multimodal way,
which will be valuable for the effectiveness and safety evaluation of cell therapy.

Keywords: multimodal imaging, magnetic resonance imaging, f luorescent imaging, cell therapy, brain
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ЭКСПРЕССИЯ БЕЛКА LAMP1 ЧЕЛОВЕКА ПОВЫШАЕТ ПРОДУКЦИЮ 
ВИРУСОВ SARS-CoV-1 И SARS-CoV-2 В ТРАНСГЕННЫХ КЛЕТОЧНЫХ 
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Coronaviridae ‒ семейство вирусов с одноцепочечной РНК (оцРНК). Некоторые из них вызывают
серьезные инфекционные заболевания у человека. Например, коронавирус-1 тяжелого острого ре-
спираторного синдрома (SARS-CoV-1) и коронавирус ближневосточного респираторного синдрома
(MERS-CoV) стали причиной вспышек с высокими показателями смертности в 2002‒2003 гг. и 2012 го-
ду соответственно. Новая коронавирусная инфекция, COVID-19, вызванная вирусом SARS-CoV-2,
появилась в 2019 году в городе Ухань (Китай) и уже привела более чем к 5 млн смертей по всему ми-
ру. Проникновение SARS-CoV-2 внутрь клетки происходит за счет взаимодействия вирусного белка
шипа (S) с белком на поверхности клетки ‒ ангиотензинконвертирующим ферментом-2 (ACE2). В
инфицированных клетках сборка вируса происходит в эндосомах, отделяющихся от аппарата Голь-
джи. Высвобождаются вирусные частицы посредством экзоцитоза. Одним из возможных участни-
ков этого процесса считается ассоциированный с лизосомами мембранный белок-1 (LAMP1). На-
ми созданы трансгенные клеточные линии на основе клеток Vero с повышенной экспрессией гена
LAMP1 человека, проанализирована их чувствительность к заражению и репликативная активность
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2. Обнаружено повышение продукции обоих вирусов в трансгенных
клетках по сравнению с исходной клеточной культурой, особенно при заражении клеток в присут-
ствии трипсина. На основании полученных данных можно предположить, что LAMP1 способствует
репликации SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 за счет усиления экзоцитоза.

Ключевые слова: SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, LAMP1, COVID-19, Vero, трансгенные клетки
DOI: 10.31857/S0026898422030053

Коронавирусы (CoV) относятся к семейству
Coronaviridae отряда Nidovirales. Это вирусы,
содержащие одноцепочечную плюс-цепь РНК
(оцРНК), некоторые из них вызывают серьез-
ные респираторные и кишечные инфекции у че-
ловека и животных [1]. В XX веке представители
этого семейства стали причиной двух вспышек
серьезных заболеваний человека: тяжелого острого
респираторного синдрома (SARS) в 2002‒2003 гг.
и ближневосточного респираторного синдрома
(MERS) в 2012 году ‒ и продолжающейся уже тре-
тий год пандемии коронавирусного инфекционно-
го заболевания COVID-19. В первом случае был
идентифицирован коронавирус, получивший на-
звание SARS-CoV (по современной терминологии
SARS-CoV-1), а в 2012 году ‒ MERS-CoV. В ре-

зультате этих вспышек в общей сложности погиб-
ло 1398 человек [2]. В конце декабря 2019 года в
городе Ухань (Китай) появился новый вид коро-
навируса ‒ SARS-CoV-2, ‒ который стал причи-
ной пандемии COVID-19 [3], быстро распростра-
нившейся по всему миру и продолжающейся до
сих пор. На сегодняшний день зарегистрирова-
но более 5 млн летальных исходов, вызванных
COVID-19 (https://www.who.int/emergencies/diseas-
es/novel-coronavirus-2019, данные на 08.12.2021).

Геном коронавируса представляет собой
(+)оцРНК размером примерно 30 тыс.н. с 5'-ке-
пом и 3′-поли(A)-хвостом. Геномная РНК коди-
рует полипротеины и служит матрицей для син-
теза субгеномной РНК. Анализ последовательно-
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сти генома SARS-CoV-2 выявил высокое сходство
с геномами других инфекционных агентов из ро-
да Betacoronavirus: bat-SARS-like (SL) ZC45, bat-
SL ZXC21, SARS-CoV-1 и MERS-CoV [4]. Вероят-
ным природным резервуаром этого патогена счи-
таются летучие мыши и пальмовые циветты. Про-
никновение вируса в клетки опосредовано связы-
ванием гликопротеина шипа (S), находящегося
на поверхности вириона, с его рецептором на хо-
зяйской клетке. В качестве основного клеточного
рецептора SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 идентифи-
цирован ангиотензинконвертирующий фермент-
2 (ACE2). Во взаимодействие с клеточным рецеп-
тором вовлечен рецепторсвязывающий домен
(RBD) S-белка. Уже показано, что SARS-CoV-2
распознает ACE2 некоторых видов животных [1, 5].

Кроме того, показано, что SARS-CoV-2 исполь-
зует сериновую протеазу TMPRSS2 для праймиро-
вания S-белка при проникновении в клетку, а ме-
ханизм этого процесса аналогичен таковому для
SARS-CoV-1 [6, 7]. Сообщалось, что RBD SARS-
CoV-2 обладает более сильным сродством к ACE2
по сравнению с SARS-CoV-1 [8]. Протеолитиче-
ская активация S-белка – один из важнейших эта-
пов жизненного цикла коронавируса. В дополне-
ние к праймированию посредством TMPRSS2
S-белок может расщепляться также протеазами
хозяина (катепсин, фурин, трипсин) по различ-
ным сайтам. В случае заражения клеток линий
Vero или Vero E6 в лабораторных условиях добав-
ление трипсина приводило к такому же эффекту,
как и в присутствии катепсина [9].

Стандартной клеточной линией для вирусоло-
гических исследований, в том числе для культи-
вирования и изучения коронавирусов, считается
линия Vero, полученная из клеток почки афри-
канской зеленой мартышки. К важным характе-
ристикам этих клеток относится их неспособ-
ность продуцировать интерферон – важный ком-
понент клеточного иммунного ответа [10]. Часто
используют линию Vero E6, которая представляет
собой клон-вариант культуры Vero с контактным
ингибированием – торможением деления кле-
точной массы при контакте с соседними клетка-
ми. Ранее показано, что SARS-CoV-1 вызывает
литическую инфекцию при заражении ряда кле-
точных культур, включая Vero и Vero E6. Так, че-
рез 12 ч после заражения клеток Vero E6 средняя
инфекционная доза (CCID50/мл) вируса состав-
ляла 5.2 × 103 [11, 12].

С помощью электронной микроскопии пока-
зано, что вирусные частицы SARS-CoV-1 при-
крепляются к поверхности клеток Vero E6 и через
7 ч после инфицирования в шероховатом эндо-
плазматическом ретикулуме и аппарате Гольджи
появляются вирусные нуклеокапсиды, заключен-
ные в эндосомы. В пузырьках аппарата Гольджи

происходит гликозилирование вирусных белков
S, M (мембранный белок) и E (белок оболочки),
что необходимо для корректной сборки вирусных
частиц, а также сама сборка [13]. Заключительная
стадия инфекционного цикла ‒ перенос лизо-
сом, содержащих вирусные частицы, на клеточ-
ную мембрану и их высвобождение посредством
экзоцитоза. Ранее обнаружена колокализация
акцессорного белка ORF6 SARS-CoV-1 с белком
LAMP1 в инфицированных клетках Vero E6 [14].
LAMP1 – ассоциированный с лизосомами мем-
бранный белок, который участвует в экзоцитозе
[15]. Известно, что гликопротеин (GP) вируса
Ласса после проникновения вирионов в клетку
связывается с белком LAMP1 [16].

Мы предположили, что увеличение количе-
ства LAMP1 в клетке приведет к усилению экзо-
цитоза, что вызовет повышение продукции виру-
сов SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 инфицированны-
ми клетками. С целью проверить эту гипотезу мы
создали трансгенные клеточные линии на основе
культуры Vero, экспрессирующие ген LAMP1 че-
ловека, и оценили продукцию обоих вирусов в
полученных трансгенных линиях и исходной кле-
точной культуре. В результате проведенного ана-
лиза обнаружены различия в продукции вирусов в
зависимости от экспрессии LAMP1 и присут-
ствия/отсутствия трипсина, использованного в ка-
честве сериновой протеазы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение и клонирование открытой рамки счи-

тывания (ORF) гена LAMP1. РНК выделяли из
клеток HEK293A (Клеточное хранилище ГНЦ ВБ
“Вектор” Роспотребнадзора, Россия) с помощью
реактива TRIzol (“Thermo Fisher Scientific”, США).
Реакцию обратной транскрипции проводили с
помощью обратной транскриптазы RevertAid H
Minus Reverse Transcriptase (“Thermo Fisher Scien-
tific”) с использованием специфичного праймера
к последовательности ORF LAMP1: 5'-GTGCAC-
CAGGCTAGATAGTCTG-3' ‒ по следующей про-
грамме: снижение температуры с 75 до 55°C
(1.5°C/5 с); 3 мин при 55°С и 1 ч при 42°C. Полу-
ченную кДНК использовали для амплификации
ORF. Реакцию проводили с использованием прай-
меров: 5'-TAAGCAGAATTCGCCTCGCGCCATG-
GCGGC-3' и 5'-TAAGCAGTCGACGTGCAC-
CAGGCTAGATAGTCTGGT-3' ‒ по следующей
программе: 11 циклов (3 мин при 94°C, 50 с при
94°C, 1 мин при 56°C, 14 мин при 68°C), 32 цикла
(50 с при 94°C, 10 мин 15 с при 61°C) и 10 мин при
68°C.

Синтезированную последовательность секве-
нировали по Сэнгеру и клонировали под контроль
промотора цитомегаловируса (CMV) в плазмиду,
полученную из pSBi-GP (#60511, “Addgene”,
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США). Последовательность IRES с последую-
щим геном пуромицин-N-ацетилтрансферазы
клонировали после рамки считывания LAMP1.
Далее клетки Vero (Клеточное хранилище ГНЦ
ВБ “Вектор” Роспотребнадзора, Россия) транс-
фицировали с помощью реагента Lipofectamine
3000 (“Thermo Fisher Scientific”) собранной ген-
но-инженерной конструкцией и плазмидой, со-
держащей транспозон pCMV (CAT) T7-SB100
(#34879, “Addgene”). Стабильные трансформан-
ты отбирали с помощью селекции на среде
DMEM/F12, содержащей антибиотик пуроми-
цин (10 мкг/мл), в течение одной недели с после-
дующим культивированием в среде с пуромицином
(5 мкг/мл) в течение 6 недель. Экспрессию LAMP1
в трансгенной клеточной культуре оценивали ме-
тодом ПЦР в реальном времени с использова-
нием набора BioMaster HS-qPCR SYBR Blue
(“Биолабмикс”, Россия) и праймеров: 5'-AACT-
CATGAGCTGGACGCTG-3' и 5'-CTCCTGTG-
GAAAAGAGAACAC-3' ‒ к кДНК, полученной с
помощью набора OT-M-MuLV-RH (“Биолаб-
микс”) и вырожденных праймеров. Результаты

нормализовали по экспрессии гена домашнего
хозяйства гипоксантинфосфорибозилтрансфе-
разы-1 (HPRT1).

Эксперимент по анализу уровня экспрессии
мРНК LAMP1 в клеточной линии Vero проведе-
ны в трех технических и четырех биологических
повторах. Исходные данные обрабатывали мето-
дом 2‒ΔΔСt [17]. Графические результаты представ-
лены как средние значения биологических повто-
ров со стандартными отклонениями (SD). Стати-
стические различия между клеточными линиями
Vero.Lu3, Vero.Lu5 и Vero определяли методом
дисперсионного анализа ANOVA. Достоверность
различий оценивали с использованием HSD-те-
ста значимости Тьюки. Различия считали досто-
верными при значении p < 0.05.

Заражение клеточных культур вирусами SARS-
CoV-1 и SARS-CoV-2. Работы с живыми вирусами
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 проводили в соответ-
ствии с утвержденными Санитарно-эпидемио-
логическими правилами работы с патогенами
II группы биобезопасности (https:// www.ros-
potrebnadzor.ru/documents/details.php?ELE-

Рис. 1. Схема получения трансгенных клеточных линий и их заражение коронавирусами. Схема конструктов для по-
лучения трансгенных клеточных линий Vero.Lu3 и Vero.Lu5 (а) и экспрессия в них гена LAMP1 (б). Анализ числа ге-
ном-эквивалентов вирусов SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 на клеточный геном клеток Vero и трансгенных линий
Vero.Lu3 (в) и Vero.Lu5 (г) через 48 ч после заражения в присутствии (+) и в отсутствие (‒) трипсина. *p < 0.05.
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MENT_ID=3552). Клетки высевали в лунки
24-луночного планшета (105 клеток/лунка) и ин-
кубировали до достижения 90%-ной конфлюэнт-
ности. В экспериментах, предполагающих обработ-
ку монослоя клеток трипсином, к 1 мл культу-
ральной среды DMEM/F12 (“Биолот”, Россия),
содержащей антибиотики, добавляли трипсин
(до 4 мкг/мл), обработанный тозилфенилаланил-
хлорметилкетоном (TPCK) (“Sigma-Aldrich”,
США), и инкубировали в течение 25 мин при ком-
натной температуре. В экспериментах, не преду-
сматривающих присутствия трипсина, клетки ин-
кубировали в тех же условиях, но без трипсина.
В каждую лунку 24-луночного планшета добав-
ляли 100 мкл среды DMEM/F12, содержащей
4.6 lg ФОЕ/мл (ФОЕ ‒ фокусобразующие едини-
цы) вирусных частиц SARS-CoV-1 (штамм Urbani,
Erasmus University Medical Center, Rotterdam;
GenBank Acc. No. AY278741.1) или SARS-CoV-2
(штамм SARS-CoV-2/human/AUS/VIC01/2020,
GenBank Acc. No. MT007544.1) и инкубировали
1 ч при комнатной температуре. Планшет про-
мывали бессывороточной средой Игла (MEM). В
планшеты, предназначенные для культивирова-
ния клеточной культуры в присутствии трипсина,
добавляли 1 мл раствора трипсина в DMEM/F12
(2 мкг/мл). В планшет, где культивирование про-
исходило без трипсина, добавляли только среду
DMEM/F12. Планшеты инкубировали в течение
48 ч при 37°C и 5% CO2. Для выделения вирусного
генетического материала планшеты трижды за-
мораживали и оттаивали с последующим лизисом
с помощью набора РИБО-преп (“AmpliSens”,
Россия). Каждый эксперимент проводили в трех
биологических повторах.

Для определения количества вируса в моно-
слое клеток и культуральной среде по отдельно-
сти среду собирали, центрифугировали 5 мин при
1 000 g и замораживали для последующего лизиса,
как описано выше. К монослою добавляли све-
жую среду, после чего лизировали.

ПЦР в реальном времени для определения ге-
ном-эквивалентов вируса. Число геном-эквива-
лентов SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 измеряли с
помощью диагностического набора для выявления
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР с
флуоресцентными зондами Вектор-OneStepПЦР-
CoV-RG (ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнадзора,
Россия) согласно рекомендациям производителя.
Результаты нормировали относительно плаз-
мидной ДНК pJet1.2_SARS, которая содержала
фрагмент вирусного генома (последовательность
28670‒28826 по штамму MN997409.1). Количество
геномной ДНК клеток Vero измеряли с помощью
ПЦР в реальном времени методом SYBR Green
с использованием реагентов BioMaster HS-qPCR
SYBR Blue (“Биолабмикс”) с использованием

праймеров vero_chr11-F (5'-TCCTATGACGGG-
GGCTGTTA-3') и vero_chr11-R (5'-GGCCCAA-
GAGGTCGAATTGT-3'). Поскольку кариотип кле-
точной линии Vero вариабелен, для амплифика-
ции был выбран фрагмент хромосомы 11
(chr11:6570784‒6570896), для которого показана
стабильность числа копий на геном клетки [18].
Число копий генома определяли с помощью ка-
либровочной кривой путем разбавления геномной
ДНК, выделенной из клеток Vero, с известной кон-
центрацией. Для исследования количества вируса
на одну клетку использовали следующую формулу:

где a – общее число эквивалентов вирусного ге-
нома, b – общее количество геномной ДНК кле-
ток Vero в каждом образце. Для определения ста-
тистической значимости полученных отличий
между клеточными культурами использовали три
биологических и три технических повтора. Нор-
мальность распределения определяли по тесту
Шапиро‒Уилка. Для определения статистиче-
ской значимости полученных различий между
клеточными культурами использовали t-крите-
рий Стьюдента для независимых выборок с нор-
мальным распределением. Значения считали до-
стоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Интеграция последовательности LAMP1
в геном клеток Vero

Открытую рамку считывания LAMP1 амплифи-
цировали с кДНК, полученной из клеток HEK-
293A, и клонировали в плазмидную конструкцию
на основе транспозона Sleeping Beauty. Стандарт-
ную клеточную линию Vero трансфицировали по-
лученной генно-инженерной конструкцией путем
липофекции и отбирали стабильные трансфор-
манты путем селекции на пуромицине. Таким об-
разом получили две трансгенные клеточные ли-
нии Vero.Lu3 и Vero.Lu5. Экспрессию открытой
рамки считывания LAMP1 оценивали методом
ПЦР в реальном времени. В клеточных линиях
Vero.Lu3 и Vero.Lu5 обнаружено соответственно
11.01- и 12.94-кратное увеличение экспрессии ге-
на интереса по сравнению с исходной клеточной
линией Vero. Различия в уровне экспрессии до-
стоверны при сравнении как Vero.Lu3 и Vero.Lu5,
так и относительно исходной клеточной линии
Vero (p < 0.05). Таким образом, обе трансгенные
клеточные линии подходили для дальнейших
экспериментов (рис. 1а и 1б).

= ,ax
b
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Репликация вирусной РНК в трансгенных 
клеточных культурах

Трансгенные клеточные культуры заражали ви-
русами SARS-CoV-1 или SARS-CoV-2. Инфициро-
ванные клетки инкубировали в двух условиях: в
присутствии трипсина и без него ‒ по протоколу,
описанному ранее [19, 20]. Образцы, содержащие
вирусный и клеточный геномный материал, соби-
рали через 48 ч [21]. Определяли число геном-экви-
валентов вируса относительно модельной плазми-
ды, содержащей фрагмент вирусного генома
SARS-CoV-1. Результаты представляли в виде чис-
ла геном-эквивалентов вируса в образце и числа ге-
ном-эквивалентов вируса на единицу массы ге-
номной ДНК клеток Vero. Обнаружено увеличение
продукции SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 в клетках
Vero.Lu3 и Vero.Lu5 по сравнению с клетками
Vero (рис. 1в и 1г соответственно). Достоверная
разница в продукции вируса между клетками Vero
и трансгенными клетками была более очевидной
и значимой в присутствии трипсина в питатель-
ной среде при заражении (p < 0.05). Так, в клеточ-
ных линиях Vero.Lu3 и Vero.Lu5 наблюдали соот-
ветственно 5- и 6-кратное увеличение продукции
SARS-CoV-1 по сравнению с исходными клетка-
ми (рис. 1в и 1г). Для SARS-CoV-2 различия были
еще более выражены: продукция вируса увеличи-
лись в 1 236 и 362 раз соответственно. Пересчет
числа геном-эквивалентов вируса с поправкой на
геномные эквиваленты клеток Vero внес лишь не-
значительные изменения. В отсутствие трипсина
продукция SARS-CoV-1 в трансгенных клетках
повышалась всего в 1.3‒3.0 раза, а SARS-CoV-2
практически не отличалась от таковой в исходной
линии. Преобразование в клеточные геномы при-
вело к аналогичным профилям. Однако все раз-
личия в отсутствие трипсина не были достовер-
ными.

Также показано, что через 48 ч после зараже-
ния без трипсина количество вируса в монослое
клеток выше, чем в питательной среде в 1.6 раза в
клетках Vero.Lu3, в 1.4 раза в клетках Vero.Lu5 и в
1.3 раза в исходной линии Vero. При заражении с
трипсином эти значения равны 1.5, 1.5 и 1.4 соот-
ветственно.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе работы исследована продукция вирусов

SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 в трансгенных клет-
ках Vero, экспрессирующих ген LAMP1 человека.
Проанализировано число геном-эквивалентов
вируса, а также число геном-эквивалентов виру-
са, нормированных на геномный эквивалент кле-
ток Vero. Установленные различия в профилях
вирусной продукции между трансгенными лини-
ями и исходными клетками были статистически
значимыми. В экспериментах по заражению ис-

пользовали равное число клеток и равное число
вирусных частиц. Однако коронавирусы прояв-
ляют цитопатическое действие, поэтому может
наблюдаться понижение продукции вируса из-за
гибели монослоя клеток. Обнаружены различия в
продукции вирусных частиц при заражении кле-
ток в присутствии трипсина и без него. Значимая
разница выявлена между исходной клеточной
культурой Vero и трансгенными линиями клеток,
экспрессирующими LAMP1, в присутствии трип-
сина. Ранее показано, что трипсин способствует
процессингу и активации S-белка путем его гид-
ролиза с образованием двух субъединиц – S1 и S2.
Активированный белок взаимодействует с ACE2
и вирус проникает в клетку [22]. Известно, что
зрелые вирионы коронавируса выходят из клетки
через 12 ч после заражения [11, 12], что может
приводить к вторичному заражению клеточной
культуры и увеличению продукции вируса.

Нами показано, что повышенная экспрессия
LAMP1 приводит к увеличению продукции иссле-
дованных коронавирусов в обеих линиях транс-
генных клеток Vero. Следует заметить, что в ис-
ходной клеточной линии Vero продукция SARS-
CoV-2 была выше, чем SARS-CoV-1, что может
быть связано с его повышенной вирулентностью.
Что касается белка LAMP1, то его важнейшая
функция ‒ регуляция экзоцитоза лизосом [15].
Ранее сообщалось об участии LAMP1 в жизнен-
ном цикле вирусов, использующих эндосомы для
проникновения в клетку. Так, этот белок увели-
чивает общую эффективность заражения клеток
вирусом Ласса [23]. LAMP1 позволяет вирусным
частицам выйти из эндоцитарного пути до того,
как они столкнутся с более кислой протеолитиче-
ской средой, что приводит к сохранению жизне-
способности большего числа вирионов.

В проведенном исследовании нами показано
повышение продукции вирусов SARS-CoV-1 и
SARS-CoV-2 в клетках Vero со сверхэкспрессией
гена LAMP1. Также через 48 ч после заражения
обнаружено повышенное количество вируса в
клетках относительно его содержания в культу-
ральной среде в трансгенных линиях по сравне-
нию с исходной. На основании полученных дан-
ных можно предполагать, что белок LAMP1 во-
влечен в жизненный цикл вирусов SARS-CoV-1 и
SARS-CoV-2, и рассматривать его в качестве по-
тенциальной мишени для терапии коронавирус-
ной инфекции.

Исследование выполнено при поддержке Ми-
нистерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (соглашение № 075-15-2019-
1665).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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INCREASED LAMP1 EXPRESSION ENHANCES SARS-CoV-1 
AND SARS-CoV-2 PRODUCTION IN Vero-DERIVED 

TRANSGENIC CELL LINES
A. A. Dolskiy1, I. V. Grishchenko1, S. A. Bodnev1, A. A. Nazarenko1, A. M. Smirnova1,

A. K. Matveeva1, L. E. Bulychev1, A. S. Ovchinnikova1, T. V. Tregubchak1,
A. V. Zaykovskaya1, I. R. Imatdinov1, O. V. Pyankov1, E. V. Gavrilova1,

R. A. Maksyutov1, and D. V. Yudkin1, *
1State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Rospotrebnadzor, World-Class Genomic Research Center 

for Biological Safety and Technological Independence, Federal Scientific and Technical Program 
on the Development of Genetic Technologies, Koltsovo, Novosibirsk Region, 630559 Russia

*е-mail: yudkin_dv@vector.nsc.ru

Coronaviridae is a family of viruses with single-stranded RNA that could cause diseases with high mortality
rates. SARS-CoV-1 and MERS-CoV appeared in 2002‒2003 and 2012, respectively. A novel coronavirus,
SARS-CoV-2, emerged in 2019 in Wuhan (China) and has caused more than 5 million of deaths in world-
wide. SARS-CoV-1 entry into the cell is due to the interaction of the viral spike (S) protein and the cell protein
angiotensine-converting enzyme 2 (ACE2). After infection, virus assembly occurs in Golgi apparatus-derived
vesicles during exocytosis. One of the possible participants in this process is LAMP1 protein. We established
transgenic Vero cell lines with increased expression of human LAMP1 gene and evaluated SARS-CoV-1 and
SARS-CoV-2 production. An increase in the production of both viruses in the LAMP1-expressing cells com-
pared with Vero cells was observed, especially in the presence of trypsin during infection. On the base results
obtained one supposes that LAMP1 promote SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 production due to enhanced
exocytosis.

Keywords: SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, LAMP1, COVID-19, Vero, transgenic cells
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Разработка лекарственных средств против SARS-CoV-2 – важнейшая задача, стоящая перед миро-
вой наукой и здравоохранением. На сегодняшний день основным подходом к созданию средств,
эффективных при COVID-19, остается репозиционирование, т.е. перепрофилирование препаратов,
допущенных к клиническому применению, например, Ремдесивира (препарат против лихорадки
Эбола), Фавипиравира (против гриппа) и др. Однако очевидно, что эти препараты недостаточно
специфичны и эффективны. Другой перспективный подход предполагает создание новых молекул,
однако нужно отметить, что реализация этого подхода требует гораздо больше времени и затрат.
Тем не менее, продолжается поиск новых противовирусных агентов, специфичных к SARS-CoV-2.
Цель нашей работы состояла в получении новых 5-замещенных производных уридина – потенци-
альных ингибиторов РНК-зависимой РНК-полимеразы коронавируса. Такие вещества получены с
высоким выходом по реакции Сузуки–Мияуры и охарактеризованы с помощью современных фи-
зико-химических методов. Однако тестирование антивирусной активности этих веществ в отноше-
нии SARS-CoV-2 не выявило существенного ингибиторного эффекта.

Ключевые слова: коронавирус, SARS-CoV-2, аналоги нуклеозидов, флексимеры, реакция Сузуки–
Мияура
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ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 – высококонтагиозное респиратор-

ное заболевание, вызываемое бетакоронавирусом
SARS-CoV-2. После того, как в конце декабря
2019 года в Китае были зарегистрированы первые
случаи заболевания, SARS-CoV-2 быстро распро-
странился по миру, что привело к развитию пан-
демии, в результате которой количество умер-
ших приближается к 5 млн. человек [1]. Несмот-
ря на многочисленные исследования, которые
позволили лучше понять механизмы патогенеза
SARS-CoV-2, этот вирус остается общемировой
проблемой. Наблюдаются новые вспышки этого
заболевания, обусловленные появлением и рас-
пространением мутантных вариантов вируса.

Структура и жизненный цикл SARS-CoV-2 хо-
рошо изучены [2, 3]. Главный фермент реплика-
ции вируса – РНК-зависимая РНК-полимераза
(RdRp, nsp12), функционирует в составе репли-
казно-транскриптазного комплекса (RTC), кон-

тролирующего синтез вирусной РНК [3]. Ключе-
вая роль RdRp в репликации SARS-CoV-2 делает
этот фермент привлекательной терапевтической
мишенью, а отсутствие ее аналогов в клетках мле-
копитающих предполагает высокую селектив-
ность ингибирования. В настоящее время интен-
сивно разрабатываются ингибиторы RdRp, кото-
рые потенциально могут обладать выраженной
противовирусной активностью. Существующие в
настоящее время ингибиторы RdRp делятся на
два основных класса – нуклеозидные (НИ) и не-
нуклеозидные ингибиторы (ННИ), связывающи-
еся в активном центре и аллостерическом сайте
соответственно [4].

Создание НИ считается перспективной стра-
тегией, направленной на остановку репликации
вирусной РНК, обусловленной высокой степе-
нью консервативности активных сайтов RdRp и
относительно низкой скоростью мутаций в этих
областях, что обеспечит широкую противовирус-

УДК 577.113.3

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ
БИОПОЛИМЕРОВ И ИХ КОМПЛЕКСОВ

EDN: XPWGGW
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ную активность и высокий порог резистентности.
Основной механизм действия нуклеозидных ана-
логов включает их внутриклеточное превращение
в соответствующие трифосфаты, которые, конку-
рируя с трифосфатами природных нуклеозидов,
становятся терминаторными субстратами вирус-
ных полимераз. Для эффективного ингибирова-
ния репликации вирусной РНК нуклеотидный
аналог, встроенный в растущую цепь, не должен
выщепляться за счет корректирующей активно-
сти, характерной для значительной доли полиме-
раз, либо скорость его включения должна много-
кратно превышать скорость выщепления. Проти-
вовирусные НИ делятся на три типа: облигатные
терминаторы цепи, необлигатные терминаторы
цепи и мутагенные. Облигатные терминаторы це-
пи не содержат 3'-гидроксильную группу в рибо-
зидной части молекулы, что делает невозможным
дальнейшее удлинение нуклеотидной цепи. Не-
облигатные терминаторы цепи содержат природ-
ное основание и 3'-гидроксил на остатке сахара,
но они имеют дополнительный заместитель в по-
ложениях C-1' или C-2' рибозного кольца, блоки-
руя последующее образование фосфодиэфирной
связи с подходящим нуклеозидтрифосфатом [5].
Механизм летального мутагенеза заключается в
неспособности распознавать аналоги нуклеози-
дов в качестве обычных нуклеотидных основа-
ний, что вызывает несоответствие в спаривании
оснований и увеличение количества мутаций, и
приводит в конечном итоге к появлению нежиз-
неспособных геномов.

Оценена способность многих препаратов, пер-
воначально нацеленных на RdRp других РНК-ви-
русов, таких как Ремдесивир (вирус Эбола), Фа-
випиравир (вирус гриппа), NHD EIDD-2801 (ши-
рокий спектр действия) и Софосбувир (вирус
гепатита C), ингибировать SARS-CoV-2 [6]. Со-
фосбувир – высокоактивный уридиновый нук-
леотид, специфично ингибирующий репликацию
вируса гепатита С. Сходство циклов репликации
вируса гепатита С и коронавируса позволило пред-
положить, что Софосбувир можно будет приме-
нять в терапии COVID-19 [7]. Первым специфиче-
ским противовирусным препаратом, одобренным
Ассоциацией университетов Европы для лечения
пациентов с тяжелым течением COVID-19, стал
Ремдесивир. Один из основных недостатков Рем-
десивира – необходимость внутривенного введе-
ния, ограничивает широкое применение этого
препарата и вынуждает использовать его в усло-
виях больничного стационара. Для изменения
ситуации создана ингаляционная форма, которая
в настоящее время проходит 1 фазу клинических
испытаний. Ряд клинических исследований по-
казал эффективность Фавипиравира в терапии
COVID-19, однако эксперименты на животных
выявили потенциальную тератогенную актив-
ность этого препарата [8]. Тем не менее, Фавипи-

равир одобрен к применению в ряде стран. Мол-
нупиравир (EIDD-2801) представляет собой пе-
роральное биодоступное пролекарство – аналог
нуклеозида β-D-N4-гидроксицитидина, действу-
ющего по механизму летального мутагенеза с ши-
роким спектром действия. Показано, что N4-гид-
роксицитидин более чем в 100 раз активен, чем
Рибавирин или Фавипиравир в отношении коро-
навируса SARS-CoV-2, причем его противовирус-
ная активность коррелирует с уровнем мутагенеза в
вирусной РНК. Молнупиравир оказался безопас-
ным в 1 фазе клинических испытаний, в настоящее
время продолжаются его клинические испытания.
Однако показана также способность N4-гидрокси-
цитидина вызывать геномные мутации в клетках
человека in vitro [9].

Таким образом, в настоящий момент отсут-
ствует высокоэффективное и специфичное ле-
карственное средство против SARS-CoV-2, по-
этому создание новых агентов, нацеленных на
ингибирование активности RdRp коронавируса,
представляется крайне важным и требующим не-
замедлительного решения. В нашей работе описан
синтез и определение противовирусной активности
шести 5-замещенных производных уридина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали 5-бромуридин (“Sigma”,
США), бороновые кислоты и растворители высо-
кой степени чистоты (“Acros”, Бельгия). Коло-
ночную хроматографию проводили на обращен-
но-фазовом носителе LiChroprep RP-18, элюиро-
вали водой. Спектры ЯМР регистрировали на
спектрометре AMX III-400 (“Bruker”, США) с ра-
бочей частотой 400 МГц для 1H (Me4Si в качестве
внутреннего стандарта для органических раствори-
телей и 3-(триметилсилил)-1-пропансульфонат на-
трия ((DSS) для D2O) и 100.6 МГц для 13С-ЯМР (с
подавлением углерод-протонного взаимодей-
ствия). Контроль за ходом реакций осуществляли
методом ТСХ на пластинах Кизельгель 60 F254
(“Merck”, Германия), элюировали системой ди-
оксан-25% водный NH3 (4 : 1).

Общая методика получения соединений 1a–g.
К 5-бромуридину, растворенному в смеси воды
(4 мл) и метанола (2 мл), приливали раствор боро-
ната (1 экв) в тетрагидрофунане (TГФ) (4 мл), про-
дували аргоном. Добавляли катализатор тетрак-
си(трифенилфосфин)палладий (0.1 экв) и гидрок-
сид натрия (10 экв). Реакционную массу кипятили
в течение 7 ч, затем упаривали, растворяли в хлоро-
форме (15 мл) и экстрагировали водой (15 мл). Вод-
ную фракцию промывали хлороформом (2 × 5 мл),
концентрировали и выделяли целевое вещество ко-
лоночной хроматографией на RP-18, элюировали
водой. Выход продуктов 1a–g составил 37–59%.
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МАСЛОВА и др.

1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гидрокси-
метил)тетрагидрофуран-2-ил)-5-(пиридин-2-ил)пи-
римидин-2,4(1H,3H)-дион (1a) светло-желтые
кристаллы, 41% 1H ЯМР (CD3OD): 3.76–3.95 (2H, м,
H1), 4.08–4.06 (5'H, м, H4'), 4.25–4.28 (2H, м, H3′,
H2'), 5.98–5.99 (1H, д, H1′), 7.43–7.47 (1H, м, H5 Py),
8.06–8.10 (1H, м, H4 Py), 8.44–8.46 (1H, д, H6 Py),
8.49 (1H, с, H6), 8.77–8.78 (1H, д, H2 Py). 13C ЯМР
(D2O): 60.13, 68.90, 74.08, 83.73, 90.03, 112.46,
123.94, 130.12, 137.44, 139.19, 147.62, 147.98, 155.05,
169.10.

5-(3-аминофенил)-1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-ди-
гидрокси-5-(гидроксиметил)тетрагидрофуран-2-
ил)пиримидин-2,4(1H,3H)-дион (1b) серые кри-
сталлы, 37% 1H NMR (CD3OD): 3.77–3.87 (2H, м,
H5′), 4.02–4.04 (1H, м, H4′), 4.19–4.27 (2H, м, H3′,
H2′), 5.96–5.98 (1H, д, H1′), 6.63–6.67 (1H, м, Ph),
6.89–6.96 (2H, м, Ph), 7.06–7.11 (1H, д, Ph), 7.92
(1H, с, H6). 13C ЯМР (D2O): 60.52, 69.24, 73.91,
83.65, 89.93, 115.55, 116.35, 116.54, 129.41, 135.44,
138.07, 146.09, 157.63, 172.64.

5-(4-аминофенил)-1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-ди-
гидрокси-5-(гидроксиметил)тетрагидрофуран-2-
ил)пиримидин-2,4(1H,3H)-дион (1c) бежевые кри-
сталлы, 39% 1H ЯМР (CD3OD): 3.71–3.90 (2H, м,
H5′), 4.00–4.02 (1H, м, H4′), 4.18–4.27 (2H, м, H3′,
H2′), 5.95–5.97 (1H, д, H1′), 6.72–6.75 (2H, м, Ph),
7.28–7.33 (2H, м, Ph), 7.82 (1H, с, H6). 13C ЯМР
(CD3OD): 60.38, 69.26, 74.00, 83.81, 90.15, 114.39 × 2,
122.53, 128.55 × 2, 130.78, 135.88, 148.32, 150.88,
165.91.

4-(1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гид-
роксиметил)тетрагидрофуран-2-ил)-2,4-диоксо-
1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ил)бензамид (1d)
желтые кристаллы, 53% 1H ЯМР (D2O): 3.72–3.91
(2H, м, H5′), 4.06–4.10 (1H, м, H4′), 4.20–4.24 (1H,
т, H3′), 4.30–4.33 (1H, т, H2′), 5.93–5.94 (1H, д,
H1′), 7.52–7.56 (2H, м, Ph), 7.77–7.80 (2H, м, Ph),
7.92 (1H, с, H6). 13C ЯМР (D2O): 56.95, 59.84,
66.08, 73.54, 83.07, 89.60, 114.88, 127.01, 128.33,
130.84 × 2, 138.32, 138.45, 157.62, 163.24, 172.51.

N-(4-(1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-
(гидроксиметил)тетрагидрофуран-2-ил)-2,4-ди-
оксо-1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ил)фенил)аце-
тамид (1e) белые кристаллы, 57% 1H ЯМР (D2O):
2.13 (3H, с, CH3 ), 3.71–3.88 (2H, м, H5′), 4.04–4.08
(1H, м, H4′), 4.18–4.22 (1H, т, H3′), 4.29–4.32 (1H,
т, H2′), 5.92–5.94 (1H, д, H1′), 7.39 (4H, с, Ph), 7.78
(1H, с, H6). 13C ЯМР (D2O): 22.34, 56.93, 60.00,
68.70, 73.40, 83.08, 89.46, 115.41, 121.28, 128.25,
128.87, 129.25, 135.52, 137.57, 158.13, 165.77, 172.49.

4-(1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-дигидрокси-5-(гид-
роксиметил)тетрагидрофуран-2-ил)-2,4-диоксо-
1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ил)-N-метилбен-
замид (1g) белые кристаллы, 54% 1H ЯМР (D2O):
2.91 (3H, с, CH3), 3.73–3.92 (2H, м, H5′), 4.06–4.11

(1H, м, H4′), 4.21–4.25 (1H, т, H3′), 4.31–4.34 (1H,
т, H2′), 5.94–5.95 (1H, д, H1′), 7.51–7.55 (2H, м,
Ph), 7.71–7.73 (2H, м, Ph), 7.91 (1H, с, H6). 3C ЯМР
(D2O) : 26.39, 48.90, 60.31, 69.05, 74.05, 83.57, 90.08,
115.38, 127.01, 127.52, 128.84, 138.25, 138.79, 157.81,
163.24, 171.13, 172.67.

Исследование противовирусной активности. Сто-
ковые растворы тестируемых соединений в кон-
центрации 5 мкМ готовили в 100% ДМСО.

Противовирусную активность оценивали на
штамме ПИК35 вируса SARS-CoV-2 (GISAID ID
EPI_ISL_428851). Линия клеток почки зеленой
мартышки Vero получена из “Biologicals”, ВОЗ,
Швейцария (RCB 10-87). Клетки культивировали в
среде ДМЕМ (ФГБНУ “ФНЦИРИП им. М.П. Чу-
макова РАН”, Россия) с фетальной сывороткой
крупного рогатого скота (“Gibco”, США, 5%),
стрептомицином (0.1 мг/мл) и пенициллином
(100 ед./мл) (“ПанЭко”, Россия).

Методика оценки противовирусной активно-
сти описана ранее [10]. Готовили восемь двукрат-
ных разведений стоковых растворов соединений
в среде ДМЕМ (“ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова
РАН”), которые смешивали с равными объемами
вирусной суспензии, содержащей 50–200 ТЦД50
на лунку, инкубировали в течение 1 ч при 37°C.
Далее смеси вирус–соединение добавляли к мо-
нослоям клеток Vero в двух повторностях. Цито-
патический эффект (ЦПЭ) оценивали микроско-
пически после 5-дневной инкубации при 37°C.
Значения ЕС50 рассчитывали по методу Кербера.
Эксперимент повторяли не менее 2 раз с каждым
соединением. В качестве положительного кон-
троля использовали N4-гидроскицитидин, в ка-
честве отрицательного – ДМСО, дозу вируса кон-
тролировали титрованием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее группой ученых под руководством К. Se-

ley-Radtke был разработан новый тип модифици-
рованных нуклеозидов, несущих гибкие или “рас-
щепленные” аналоги пуриновых оснований, на-
званные флексимерами [10]. Гетероциклические
основания флексимеров состоят из имидазольного
и пиримидинового колец, связанных одной угле-
род-углеродной связью, а не сконденсированных,
как в обычных пуринах (рис. 1). В результате азоти-
стое основание сохраняет необходимые водород-
ные связи и ароматические свойства, которые
требуются для распознавания, получая при этом
гибкость для адаптации к сайту связывания фер-
мента и потенциальным мутациям. Показано, что
такие соединения способны ингибировать репли-
кацию коронавирусов HCoV-NL63 и MERS-CoV в
культуре клеток [11, 12]. Идея флексимерных со-
единений получила развитие в виде синтеза “об-
ратных” флексимеров (рис. 1), в которых каркас
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пуринового основания соединен с сахарным фраг-
ментом по N-3 пиримидинового кольца, а не N-9
имидазольного кольца. Это меняет конформацию
флексимерного основания, которое также можно
рассматривать как C5-замещенный пиримидин
[13]. В продолжение этих работ мы решили синте-
зировать серию 5-замещенных производных ури-
дина (1a–g), которые можно рассматривать как об-
ратные флексимеры, в надежде получить вещества,
обладающие противовирусной активностью в от-
ношении SARS-CoV-2. Для получения целевых со-
единений мы рассмотрели различные современ-
ные методы создания С-С-связи.

Ключевое место в синтезе сложных органиче-
ских молекул с помощью реакций кросс-сочетания
занимает палладиевый катализ. Многолетний ин-
терес к этой области объясняется двумя основны-
ми причинами. Во-первых, такие каталитические
системы позволяют легко создавать углерод–угле-
родные и углерод–азотные связи в устойчивых
условиях с отличным выходом. Во-вторых, мягкие
условия реакции позволяют осуществить синтез,
требующий селективного связывания молекул в
определенных положениях без воздействия на дру-
гие функциональные группы [14].

Хотя катализируемые палладием реакции кросс-
сочетания хорошо известны для широкого диапазо-
на соединений, в случае нуклеозидов возникает
ряд трудностей. Помимо проблем, обусловлен-
ных перекрестным связыванием многофункци-
ональных гетероциклических субстратов, поляр-
ная природа производных нуклеозидов часто при-
водит к тому, что они плохо растворяются в
типичных органических растворителях [15]. Один
из распространенных подходов к устранению этого
недостатка – защита гидроксильных групп угле-

водного фрагмента с целью получения более гид-
рофобного субстрата. Этот метод включает две
дополнительные стадии синтеза, что приводит к
снижению выхода. Более привлекательным пред-
ставляется использование незащищенных нук-
леозидных, нуклеотидных или олигонуклеотид-
ных производных в реакциях кросс-сочетания.
Это может быть достигнуто с помощью полярных
органических растворителей. Нуклеозиды и про-
изводные нуклеотидов эффективно растворяют-
ся в воде или в ее сочетании с органическими рас-
творителями, что позволяет проводить реакции в
гомогенных условиях без необходимости приме-
нения защитных групп [15].

Описаны варианты постановки реакции Сузу-
ки–Мияуры с незащищенными нуклеозидгало-
генидами в различных системах из воды и сорас-
творителей. Так Western Е.С. и соавт. [16] арили-
ровали 5-йод-2-дезоксиуридин в присутствии
катализаторов (три-(4,6-диметил-3-сульфонато-
фенил)фосфина и ацетата палладия) в системе
растворителей вода–ацетонитрил 2 : 1. Описано
также проведение первой стадии синтеза произ-
водного уридина с помощью реакции кросс-соче-
тания Сузуки между 5-йод-2-дезоксиуридином и
4-формилфенилбороновой кислотой в смеси ме-
танол–вода 5 : 1 в присутствии катализатора тет-
ракис(трифенилфосфин)палладия [17]. Несмотря
на нерастворимость трифенилфосфина в воде,
показано [18], что реакция между арилбороновы-
ми кислотами и 5-йод-2-дезоксиуридином в воде
в качестве единственного растворителя успешно
катализируется Pd(OAc)2/PPh3 при 120°C с ис-
пользованием микроволнового излучения.

Рис. 1. Примеры структур флексимеров, обратных флексимеров и целевых соединений.
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МАСЛОВА и др.

Схема 1. Синтез 5-замещенных производных уридина 1a–g.

На основании анализа опубликованных дан-
ных для проведения реакции Сузуки–Мияуры
между 5-бромуридином и различными боронатами
(схема 1) была подобрана система растворителей
Н2О/МеОН/ТГФ = 2 : 1 : 2. После выделения и
очистки с помощью ионообменной хроматографии
оценена биологическая активность и цитотоксич-
ность синтезированных веществ. Противовирусную
активность определяли по способности исследуемых
соединений ингибировать гибель клеток Vero, зара-
женных штаммом ПИК35 SARS-CoV-2. В качестве
положительного контроля использовали N4-гидрок-
сицитидин (ЕС50 > 5 мкМ). Однако соединения 1a–g
не проявили ожидаемого ингибирующего эффекта
(ЕС50 > 100 мкМ). Очевидно, что для эффективного
подавления SARS-CoV-2 требуется модификация
структуры соединений. В данный момент изучается
активность соединений 1a–g в отношении других ви-
русных патогенов.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках проекта № 20-04-60414 и
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (государственное задание по
теме “Аналоги компонентов нуклеиновых кислот
как потенциальные ингибиторы коронавирусов”).
Исследование физико-химических свойств продук-
тов проведено при поддержке РНФ № 19-74-10048.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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честве объектов исследований.
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NEW ANALOGUES OF URIDINE AS POSSIBLE ANTI-VIRAL AGENTS 
SPECIFIC TO SARS-CoV-2
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The development of specific drugs against SARS-CoV-2 infection is a major challenge facing global science and
healthcare. Despite numerous attempts to create such remedy, still there are no truly effective drugs. Currently, the
main approach to the creation of drugs against COVID-19 is repurposing, i.e. re-profiling of existing drugs ap-
proved for medical use, for example, the use of the drug for the treatment of Ebola ‒ Remdesivir, the use of the
drug for the treatment of influenza – Favipiravir and others. However, it is already obvious that these drugs are not
specific enough and effective enough. Another promising approach is the creation of new molecules, but it should
be noted immediately that its implementation requires much more time and costs. However, the search for new
SARS-CoV-2 specific antiviral agents continues. The aim of our work was a creation of new 5-substituted uridine
derivatives as potential inhibitors of RNA-dependent RNA polymerase of coronavirus. The substances were ob-
tained with high yields by the Suzuki‒Miyaura reaction and characterized using modern physicochemical meth-
ods. However, testing of the antiviral activity against SARS-CoV-2 did not reveal a significant inhibitory effect.
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MикрoРНК – класс малых некодирующих РНК, главные функции которых связаны с развитием и
прогрессией колоректального рака (CRC), где они действуют как супрессоры опухолевого роста
или онкогены. Изучена роль микроРНК miR-485-3p и miR-4728-5p в патогенезе CRC. Образцы
опухолей и прилегающих морфологически нормальных тканей получены от 59 больных CRC
(37 образцов рака толстой кишки и 22 образца рака прямой кишки). Профили экспрессии miR-485-3p и
miR-4728-5p определяли, используя количественную обратную транскрипцию с последующей
полимеразной цепной реакцией. Регуляторные сети факторов транскрипции (TF), связанных с
микроРНК, конструировали с использованием TransmiR v2.0. Регулируемые TF гены-мишени
определяли, используя Human.mirFFL.DB и TRRUST v2.0, функциональную аннотацию и ана-
лиз обогащения с помощью DIANA-mirPath v3.0 и -Tarbase v7.0. Показано значительное снижение
уровней экспрессии и miR-485-3p, и miR-4728-5p в тканях CRC (кратность изменений составила
0.42 ± 0.70 и 0.59 ± 1.06 соответственно; p = 0.000). С другой стороны, более низкие уровни экспрес-
сии miR-485-3p выявлены и в прямой, и в толстой кишке. Более того, снижение уровней экспрессии
miR-4728-5p коррелировало с увеличением возраста. Эти различия были статистически незначимыми
(FDR-значения p составили 0.126 и 0.168 соответственно). С помощью биоинформатического анализа
идентифицированы TF, связанные с miR-485-3p и miR-4728-5p. Некоторые из этих TF, а именно, AR,
CREB1, CEBPB, FOXA1, GTF2I, MAZ, NCOR2, NFIC, NRF1, SIN3A, SREBF1, SREBF2, TP53 и YY1,
по-видимому, ассоциированные с CRC, выбраны для конструирования потенциальных мишеней сетей
микроРНК-TF-ген для ранней диагностики и терапии CRC. Анализ обогащения путей показывает, что
сигнальный путь Hippo строго регулируется miR-485-3p. Предполагается, что снижение экспрессии
miR-485-3p и miR-4728-5p может быть ассоциировано с развитием CRC.

Ключевые слова: колоректальный рак, микроРНК ОТ-ПЦР, опухолевые супрессоры, факторы
транскрипции, биоинформатика
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 miR-485-3p AND miR-4728-5p AS TUMOR SUPPRESSORS
IN PATHOGENESIS OF COLORECTAL CANCER
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MicroRNAs (miRNAs) are a class of small noncoding RNAs that have major functions in the development
and progression of colorectal cancer (CRC) as tumor suppressors or oncogenes. The aim of the current re-
search was to assess the role of miR-485-3p and miR-4728-5p in the pathogenesis of CRC. In this study, fresh
tumor and adjacent non-tumor tissue samples were obtained from a total of 59 CRC patients, 37 from colon
and 22 from rectum. The expression profiles of miR-485-3p and miR-4728-5p were determined using qRT-
PCR. miRNA-related transcription factor (TF) regulatory networks were constructed using the TransmiR
v2.0, TF-regulated target genes were determined using the Human.mirFFL.DB and TRRUST v2.0, func-
tional annotation and pathway enrichment analyses were performed using DIANA-mirPath v3.0 and -Tar-
base v7.0. The results demonstrated that the expression levels of both miR-485-3p and miR-4728-5p were
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very significantly downregulated in CRC tissues (fold changes = 0.42 ± 0.70 and 0.59 ± 1.06, respectively;
both p = 0.000). On the other hand, lower expression levels of miR-485-3p were detected in the both rectum
and colon. Moreover, the decrease in the expression levels of miR-4728-5p was correlated with increasing
age. However, these differences were not statistically significant according to the FDR-related p-values (0.126
and 0.168, respectively). By bioinformatics analyses, miR-485-3p and miR-4728-5p-related TFs were iden-
tified. Some of these TFs, namely, AR, CREB1, CEBPB, FOXA1, GTF2I, MAZ, NCOR2, NFIC, NRF1,
SIN3A, SREBF1, SREBF2, p53 and YY1, appeared to be associated with CRC and were, therefore, selected
to construct miRNA‒TF-gene networks of potential targets for the early diagnosis and treatment of CRC.
Pathway enrichment analysis indicated Hippo signaling pathway as heavily regulated by miR-485-3p. It
seems that the decrease in expression levels of miR-485-3p and miR-4728-5p might be associated with de-
velopment of colorectal cancer.

Keywords: colorectal cancer, qRT-PCR, microRNA, tumor suppressor, transcription factor, bioinformatics
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Предложен новый способ оценки субстратной эффективности дезоксинуклеозидтрифосфатов
(dNTP), содержащих функциональные группы, для селекции модифицированных аптамеров (mod-
SELEX). Метод предполагает проведение трех последовательных раундов ПЦР с комбинаторной
библиотекой и модифицированным dNTP – кандидатом для проведения mod-SELEX. Вывод о при-
менимости конкретного производного dNTP основан на характере изменения амплификационной
кривой в течение трех раундов ПЦР в режиме реального времени и не требует проведения раундов
селекции аптамеров. Если в процессе амплификации библиотека вырождается (становится менее
представительной), значит, конкретная модификация dNTP не может использоваться с выбранной
полимеразой и другими выбранными условиями амплификации библиотеки, поскольку приводит
к конкурентной амплификации. В случае, когда характер амплификационной кривой не меняется,
делается вывод, что используемый модифицированный трифосфат дезоксинуклеозида не влияет на
распределение олигонуклеотидов с различными последовательностями в составе библиотеки, т.е.
не приводит к изменению ее состава с точки зрения применяемого метода детекции. Именно такие
производные могут использоваться в выбранных условиях проведения селекции аптамеров. Метод
применим для быстрой оценки субстратной пригодности модифицированных dNTP для проведе-
ния mod-SELEX и будет полезен при отборе аптамеров для клинической диагностики и научных ис-
следований.

Ключевые слова: модифицированные dNTP, субстратная эффективность, ПЦР в режиме реального
времени, mod-SELEX, аптамеры
DOI: 10.31857/S0026898422030090

ВВЕДЕНИЕ

Аптамеры – нуклеиновые аналоги монокло-
нальных антител, обладающие рядом важных
преимуществ. В настоящий момент аптамеры
применяются как самостоятельные диагностиче-
ские инструменты для выявления заболеваний
различной этиологии, так и в качестве средств те-
рапии. В последовательность аптамеров для уве-
личения их сродства к мишеням вводят модифи-
кации. Отбор модифицированных аптамеров к
белковым мишеням (mod-SELEX) – сложный и
трудоемкий процесс [1, 2]. Из-за низкой совме-
стимости модифицированных dNTP с используе-
мой ДНК-полимеразой ПЦР часто либо ингиби-
руется, либо происходит конкурентная амплифи-
кация с обогащением исходной ДНК-библиотеки
не аптамерами с высоким сродством к мишени, а
легко амплифицируемыми последовательностя-
ми (конкурентная амплификация) [3, 4].

В настоящее время для контроля обогащения
библиотек применяется ряд методических подхо-
дов: секвенирование методом NGS комбинаторных
библиотек, начиная с определенного раунда селек-
ции [5, 6], анализ кривых плавления комплексов
библиотека–лиганд [7], ЯМР [8, 9], ВЭЖХ [10] и
другие [11]. В случае cell-SELEX предложено се-
квенирование после каждого шага селекции [12],
что весьма трудозатратно и дорого.

Все описанные методы основаны на контроле
библиотек в процессе проведения SELEX. Однако
при применении модификаций более рациональ-
ным подходом может стать предварительная про-
верка совместимости модифицированных субстра-
тов (dNTP) с используемой ДНК-полимеразой и
оценка “нецелевого” обогащения модифициро-
ванной библиотеки, обусловленного конкурент-
ной амплификацией, до проведения селекции ап-
тамеров. Несмотря на ряд работ по субстратной
совместимости модифицированных dNTP с
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ДНК-полимеразами [1, 2, 13, 14], до настоящего
времени не разработан экспресс-метод оценки
применимости различных модифицированных
dNTP в селекции аптамеров без проведения раун-
дов SELEX. Субстратная несовместимость в случае
комбинаторных библиотек может не детектиро-
ваться методом ПЦР в режиме реального време-
ни, поскольку быстрая кинетика накопления сиг-
нала при амплификации может быть обусловлена
конкурентной амплификацией “в обход” слож-
ных последовательностей. Так происходит на-
копление сигнала за счет “нецелевого” обогаще-
ния библиотеки (конкурентная амплификация).
Это приводит к необходимости использования
сложных процедур проверки, осуществляемых не
до, а уже в процессе mod-SELEX. Учитывая мно-
гостадийность и трудозатратность процедуры се-
лекции с модифицированными dNTP, особенно в
случае cell-SELEX [12, 15, 16], где требуется про-
ведение трудоемких дополнительных процедур
(наращивание культур чистых клеточных линий,
мягкие методы создания комплексов для предот-
вращения разрушения клеточных стенок, повы-
шенные требования к специфичности амплифи-
кации библиотек из-за присутствия нецелевых
ДНК и РНК), разработка такого метода весьма ак-
туальна.

Нами представлен новый метод определения
субстратной эффективности модифицированных
дезоксинуклеозидов в применении к селекции
аптамеров, осуществляемый до начала процеду-
ры SELEX.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Модифицированные аналоги трифосфатов дез-
оксиуридина. Все использованные в работе соеди-
нения синтезированы в ИМБ РАН. Синтез моди-
фицированных dUTP подробно описан в [17]. Хи-
мические структуры соединений приведены в
табл. 1.

Комбинаторная ДНК-библиотека и праймеры для
ее амплификации. В качестве матрицы использовали
комбинаторную библиотеку Matrix_1f 5′-CTGT-
CAGCTCCATACTGGTAGCC-(N)40-GCGTTC-
GAATCTAGACGGTACGA-3′ длиной 86 н. и
праймеры для ее амплификации: Forw_А CTGT-
CAGCTCCATACTGGTAGCC и Rev_A TCGTACC-
GTCTAGATTCGAACGC, описанные впервые в [18].

ПЦР в режиме реального времени. Реакционная
смесь содержала природные dATP, dCTP и dGTP в
концентрации 0.2 мМ каждого, а также различные
модифицированные dUTP, структуры которых
указаны в табл. 1 (при полной замене природного
dTTP на один из модифицированных аналогов),
также в концентрации 0.2 мМ; 1.5 U Taq- либо 0.5 U
Vent (exo-) ДНК-полимеразы (реакционный буфер
соответствовал примененной полимеразе); прай-

меры; комбинаторную библиотеку в начальной
концентрации 105 копий на реакционный объем
(20 мкл). Для мониторинга амплификации в реак-
ционную смесь добавляли краситель EvaGreen
(“Biotium”, Россия). Реакцию проводили на ДНК-
амплификаторе IQ5 (“Bio-Rad”, США) по следую-
щей программе: предварительная денатурация
при 95°С в течение 3 мин, за которой следовали
50 циклов (95°С, 30 с; 65°С, 30 с; 72°С, 40 с). После
50-го цикла проводили инкубацию при 72°С в те-
чение 5 мин.

После первого раунда амплификации отбира-
ли 1 мкл реакционного объема и использовали
его в качестве матрицы для проведения второго
раунда ПЦР. После второго раунда также отбира-
ли 1 мкл реакционного объема для проведения
третьего раунда амплификации.

Контроль продуктов реакции. Контроль про-
дуктов реакции осуществляли с помощью ПЦР
указанного выше состава (проводили отбор из то-
го же мастер-микса) по тому же температурно-
временному профилю за исключением того, что
число циклов ПЦР сокращали до 32 во избежание
появления артефактов и побочных продуктов ам-
плификации ДНК. Реакцию проводили на ДНК-
амплификаторе MiniCycler (“MJ Research”, США).

Проводили электрофорез ПЦР-продуктов в
денатурирующих условиях. Образцы прогревали
в течение 1 мин при 90°C в присутствии 75%-ого
формамида и наносили на полиакриламидный
гель (T = 15%, C = 7%), содержащий 20 М форма-
мида. Электрофорез проводили в TBE-буфере.
Гели окрашивали красителем SYBR Green. Кон-
троль полноразмерных целевых продуктов осу-
ществляли визуально после электрофореза.

Интерпретация результатов ПЦР в режиме реаль-
ного времени. При анализе процесса амплифика-
ции комбинаторных библиотек (рис. 1) визуально
разделяли несколько типов характеристических
амплификационных кривых: классическую сигмо-
иду, кривую с одним максимумом, кривую с двумя
максимумами, кривую “затухающей” амплифика-
ции (характеризуется низким выходом продукта и
невыраженной формой, стремящейся к прямой
линии с низкими значениями тангенса угла на-
клона). Характеристические типы кривых схема-
тично представлены в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние субстрата (модифицированного dNTP)

на поведение кривой амплификации комбинатор-
ной ДНК-библиотеки оценивали, проводя три по-
следовательных раунда ПЦР в режиме реального
времени (без стадий селекции аптамеров). В каче-
стве матрицы для каждого следующего этапа бра-
ли 1 мкл реакционной смеси из пробирки преды-
дущего этапа.
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Наблюдали несколько типов амплификацион-
ных кривых, форма которых зависела от степени
влияния конкретного модифицированного dNTP
на процесс амплификации библиотеки. На рис. 1
приведены результаты проведения трех раундов
ПЦР с различными производными дезоксиури-
динтрифосфата с полимеразами Taq и Vent (exo-).
Из рис. 1 видно, что кривая амплификации может

сохранять свою форму на протяжении всех трех
раундов ПЦР, может постепенно приходить к ка-
ноническому виду сигмоиды, характерной для
фиксированных нуклеотидных последовательно-
стей матрицы либо вырожденных (обогащенных)
комбинаторных библиотек, также может наблю-
даться ингибирование ПЦР с постепенным зату-
ханием амплификации. В качестве контроля ис-

Таблица 1. Эффективность амплификации комбинаторной ДНК-библиотеки, выход целевого продукта и харак-
тер изменения амплификационных кривых в течение трех последовательных раундов амплификации для раз-
личных mod-dUTP при полном замещении природного dTTP

* Эффективность амплификации и выход продукта (по данным [2]). В качестве матрицы использована комбинаторная состав-
ная ДНК-библиотека (длина 86 н.). Е – эффективность амплификации (Е = 10tgα, где Е – эффективность амплификации, tgα –
тангенс угла наклона прямого участка сигмоидной кривой накопления флуоресцентного сигнала, представленной в логарифми-
ческом масштабе [19]), η – выход продукта, нормированный на выход немодифицированной ДНК (ПЦР с использованием
природного dTTP). К+ ‒ положительный контроль (природный dTTP). Нумерация модифицированных dUTP по [2].
** Характер амплификационных кривых (по данным настоящего исследования). 1, 2, 3 – последовательные раунды ПЦР.
Приведены схематичные кривые накопления сигнала амплификации для каждого раунда ПЦР.

mod-dUTP 
[2] R

Полимераза* Полимераза**

Taq Vent (exo-) Taq Vent (exo-)

Е η Е η 1 2 3 1 2 3

dU2 1.76 0.79 1.94 1.03

dU8 1.75 0.68 1.91 0.77

dU9 1.62 0.19 1.79 0.68

dU10 1.61 0.54 1.82 0.68

dU13 1.67 0.32 1.62 0.55

dT (К+) -H 1.76 1.00 1.85 1.00
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пользовали образец, не содержащий модифици-
рованных дезоксинуклеозидов.

В табл. 1 приведены структуры использованных
в работе дезоксиуридинтрифосфатов с различны-
ми функциональными группами-заместителями и
показатели их субстратной эффективности. В пра-
вой части таблицы схематично показаны основные
характеристические формы кривых амплифика-
ции, наблюдаемые в зависимости от использован-
ного модифицированного дезоксиуридинтрифос-
фата и ДНК-полимеразы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для успешного отбора модифицированных ап-
тамеров (mod-SELEX) требуется субстратная сов-
местимость модифицированных dNTP с выбран-

ной полимеразой. При их недостаточной совме-
стимости возможна конкурентная амплификация
последовательностей исходной ДНК-библиотеки,
содержащих меньшее количество нуклеотидов или
их повторов, комплементарных модифицирован-
ному dNTP. Часто низкая эффективность встраи-
вания модификаций остается незамеченной в
процессе проведения mod-SELEX. В результате
библиотека будет обеднена модифицированны-
ми аптамерами.

Кривые амплификации исходных комбина-
торных библиотек отличаются от кривых, харак-
терных для амплификации матриц с фиксирован-
ными последовательностями. Различие заключа-
ется в том, что кривая накопления сигнала при
амплификации фиксированной последователь-
ности имеет сигмоидную форму, а в случае ком-

Рис. 1. Кривые амплификации с модифицированными dUTP и ДНК-полимеразами. a – Taq; б – Vent (exo-). Основные
характеристики процесса, а также характеристические типы амплификационных кривых приведены в табл. 1.

2500 Taq, 1-й раунд ПЦР
а

2000

1500

1000

500

0
1 3 5 7 9 11 13151719212325272931333537394143454749

Цикл ПЦР, номер

С
иг

на
л,

 о
.е

. 1

2

3
4

5
6

2500 Taq, 2-й раунд ПЦР

2000

1500

1000

500

0
1 3 5 7 9 11 13151719212325272931333537394143454749

Цикл ПЦР, номер

С
иг

на
л,

 о
.е

.

1
2

3
4

5

6

1800 Taq, 3-й раунд ПЦР

1400
1600

1200

800

400

1000

600

200
0

1 3 5 7 9 11 13151719212325272931333537394143454749
Цикл ПЦР, номер

С
иг

на
л,

 о
.е

. 1

2

3
4

5

6

б

2500
Vent (exo-), 1-й раунд ПЦР

2000

1500

1000

500

0
1 3 5 7 9 11 1315 1719212325272931333537394143454749

Цикл ПЦР, номер

С
иг

на
л,

 о
.е

.

1

2

3

4
5

6

1200

1000

Vent (exo-), 2-й раунд ПЦР

800

600

400

200

0
1 3 5 7 9 11 1315 1719212325272931333537394143454749

Цикл ПЦР, номер

С
иг

на
л,

 о
.е

.

1

2
3

4

5

6

2000
1800

Vent (exo-), 3-й раунд ПЦР

1400
1600

1200

800

400

1000

600

200
0

1 3 5 7 9 11 1315 1719212325272931333537394143454749
Цикл ПЦР, номер

С
иг

на
л,

 о
.е

. 1

2
3

4

5

6

1–dU2 2–dU8 3–dU9 4–dU10 5–dU13 6–K+



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

НОВЫЙ МЕТОД ОЦЕНКИ ВЛИЯНИЯ МОДИФИЦИРОВАННЫХ ТРИФОСФАТОВ 525

бинаторной библиотеки проходит через один или
более максимумов. По всей видимости, это связа-
но с тем, что после определенного цикла ПЦР и
распределения амплифицированных продуктов по
реакционному объему образуются локальные оча-
ги, в которых велика концентрация дуплексов с не-
комплементарной внутренней частью. Это приво-
дит к временному замедлению амплификации и
снижению наблюдаемого накопления сигнала. Од-
нако по мере образования новых комплементар-
ных дуплексов – продуктов амплификации – кри-
вая проходит через максимум. По-видимому, этот
процесс может приводить к появлению более чем
одного максимума, что и наблюдается при ампли-
фикации комбинаторных библиотек (рис. 1).

Ранее было показано, что в процессе обогаще-
ния ДНК-библиотеки кривая ее амплификации в
режиме реального времени с каждым следующим
раундом приближается по форме к канонической
сигмоидной кривой, характерной для фиксиро-
ванной последовательности ДНК [7, 20]. Это слу-
жит показателем обогащения библиотеки специ-
фичными к мишени олигонуклеотидами (рис. 2),
т.е., в процессе обогащения постепенно ослабева-
ют факторы, указанные выше (образование дуп-
лексов с некомплементарными внутренними ча-
стями олигонуклеотидов библиотеки).

Однако библиотека может обогащаться не спе-
цифичными, а наиболее легко амплифицируемы-
ми последовательностями [3]. Наиболее актуаль-
ной эта проблема становится при использовании
модифицированных dNTP, которые служат, как
правило, плохими субстратами для полимераз, ха-
рактеризуются медленной кинетикой встраивания
и/или в той или иной степени ингибируют ПЦР.

Из табл. 1 видно, что характер амплификаци-
онных кривых зависит как от использованного

модифицированного dNTP, так и от полимеразы.
Taq-полимераза оказалась способной амплифи-
цировать библиотеки с применением модифици-
рованного dUTP с линейным алкановым заме-
стителем (dU2). Это подтверждается как показа-
телями эффективности ПЦР “Е” и значением
выхода целевого продукта “η”, так и относитель-
но неизменным характером кривой амплифика-
ции. При этом гетероциклические производные
оказываются для нее сложными субстратами, что
приводит к изменению формы кривой амплифи-
кации – за три цикла ПЦР она либо становится
сигмоидной, либо ингибируется (как в случае
dU8). При этом может наблюдаться как быстрая
кинетика накопления сигнала, так и высокий вы-
ход полноразмерного продукта, т.е. эти показате-
ли не подходят для оценки влияния модифициро-
ванных dNTP на поведение комбинаторных биб-
лиотек в процессе mod-SELEX.

В случае производных с бензильным замести-
телем наблюдали независимое от длины исполь-
зуемого линкера вырождение библиотек и сигмо-
идный характер кривой амплификации после
третьего раунда ПЦР. Причем это было характер-
но и при применении Vent (exo-)-полимеразы.
Интересно, но производное dU13 с конденсиро-
ванным гетероциклом незначительно влияло на
характер кривой амплификации при использова-
нии Vent (exo-)-полимеразы, хотя показатели эф-
фективности амплификации и выхода были низ-
кими.

При изменении характера кривой амплифика-
ции делали вывод о неприменимости конкретного
модифицированного dNTP в выбранных услови-
ях, которые могут содержать несколько значимых
факторов (используемая полимераза, условия ам-

Рис. 2. Амплификационные кривые, получаемые при использовании в ПЦР различных матриц. а –Матрица с фикси-
рованной последовательностью; кривая имеет канонический сигмоидный вид. б – Вырожденная комбинаторная биб-
лиотека (1–6 – стадии обогащения библиотеки, в процессе которых амплификационная кривая постепенно приобре-
тает канонический сигмоидный вид). По данным [20].
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плификации, комбинаторная библиотека и прай-
меры для ее амплификации и др.).

Из табл. 1 видно, что при использовании “пло-
хих” модифицированных субстратов характер кри-
вой менялся на протяжении трех циклов амплифи-
кации, при отсутствии детектируемого влияния
модификаций он оставался неизменным. Если
характер кривой амплификации не менялся на
протяжении трех раундов ПЦР, делали вывод о
том, что влияние модификации dUTP на распре-
деление последовательностей внутри комбина-
торной библиотеки минимально (либо отсутству-
ет), т.е. такое производное не приводит к вырож-
дению библиотеки при амплификации и может
быть применено для проведения mod-SELEX.

ВЫВОДЫ
Нами разработан метод быстрой оценки при-

менимости модифицированных dNTP в mod-
SELEX.

Метод позволяет за три загрузки амплификатора
проверить весь необходимый набор трифосфатов –
кандидатов для планируемого mod-SELEX.

Следует заметить, что предлагаемый подход не
исключает контроля обогащения библиотек в про-
цессе селекции, но в случае mod-SELEX позволяет
предсказать влияние модификаций на обогащение
библиотек и избежать неудач в последующем про-
цессе отбора модифицированных аптамеров.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
(№ 18-29-09151).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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NEW METHOD FOR EVALUATING THE SUBSTRATE EFFICIENCY
OF MODIFIED DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATES FOR SELEX

S. A. Lapa1, *, O. S. Antipova1, and A. V. Chudinov1

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

A new method for evaluating the substrate efficiency of deoxynucleoside triphosphates containing functional
groups for the selection of modified aptamers (mod-SELEX) is proposed. The method involves conducting
three consecutive rounds of PCR with a combinatorial library and a modified dNTP candidate for mod-SELEX.
The conclusion about the applicability of a specific dNTP derivative is made by the nature of the change in
the amplification curve during three rounds of PCR in real time and does not require SELEX rounds. If the
library degenerates during amplification (becomes less representative), it means that a specific modification
of dNTP cannot be used with the selected polymerase and other selected library amplification conditions,
since it leads to competitive amplification. In the case when the nature of the signal accumulation curve does
not change, it is concluded that the modified triphosphate used does not affect the distribution of oligonu-
cleotides with different sequences in the library, that is, it does not affect the change in its composition. It is
precisely such derivatives that can be applied in the selected conditions for the selection of aptamers. The
method is applicable for a quick assessment of the substrate suitability of modifications introduced into de-
oxynucleoside triphosphates for mod-SELEX and will be useful in the selection of aptamers for clinical di-
agnostics, medicine and scientific research.

Keywords: substrate efficiency of modified dNTPs, real-time PCR, mod-SELEX, aptamers
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ПАМЯТИ ВЕРНАТЫ ВИКТОРОВНЫ ГРЕЧКО
(06.02.1930–06.12.2021 гг.)

DOI: 10.31857/S0026898422030119

6 декабря 2021 г. ушла из жизни профессор,
доктор биологических наук Верната Викторовна
Гречко, проработавшая в Институте молекуляр-
ной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН более
55 лет. В.В. Гречко родилась в Москве 6 февраля
1930 г. В 1952 г. она окончила кафедру биохимии
животных биологического факультета Московско-
го государственного университета им. М.В. Ломо-
носова. Затем училась в аспирантуре на кафедре
биофизики того же факультета, по окончании ко-
торой защитила кандидатскую диссертацию, по-
священную доказательству того, что дипептид
карнозин мышечной ткани не является продук-
том распада белков, а синтезируется из бета-ала-
нина и гистидина. В 1959 г. Верната Викторовна
пришла на работу в ИМБ РАН, т.е. пришла в Ин-
ститут вскоре после его организации. Она начала
работать в Лаборатории изотопных методов под
руководством профессора Я.М. Варшавского, за-
нималась изучением свойств молекул ДНК, а
позднее и РНК фага MS2, с использованием тя-
желоводородной воды, эндонуклеаз и красителей,
специфичных к вторичной структуре нуклеиновых
кислот. В 1974‒1980 гг. В.В. Гречко с сотрудниками
опубликовала большой цикл статей, посвященных
выделению и изучению мРНК, кодирующей лег-
кую цепь иммуноглобулинов в клетках плазмаци-
томы мыши.

В 1992 г. Верната Викторовна в совместной ра-
боте с сотрудниками Института молекулярной ге-
нетики РАН разработала оригинальный метод
анализа, позволяющий выявлять различия в ДНК
организмов разных видов. С помощью этого ме-
тода, названного ДНК-таксонопринт, можно бы-
ло оценивать степень родства между видами. Ме-
тод основывается на том, что видообразованию
обычно сопутствуют изменения повторяющихся
последовательностей геномов, в первую очередь,
сателлитной ДНК. В последующие годы В.В. Греч-
ко и ее сотрудники методом ДНК-таксонопринта, а
также путем секвенирования сателлитной ДНК
проделали большую работу по филогении однопо-
лых и двуполых видов скальных ящериц Кавказа из
рода Darevskia. Эти работы подтвердили гипотезу
о гибридном происхождении этих видов ящериц,
размножающихся партеногенетическим путем. В
2000 г. В.В. Гречко защитила диссертацию на соис-
кание степени доктора биологических наук на тему
“Молекулярные маркеры в проблеме партеногене-
за и филогении ящериц сем. Lacertidae”. В последу-
ющие годы группа В.В. Гречко продолжала разви-
вать эту тематику, а кроме того описала рассеянные
по геномам ящериц короткие повторяющиеся по-
следовательности (так называемым SINE), которые
также представляют интерес в отношении изучения
филогении рептилий отряда Squamata.

В.В. Гречко много сил и энергии отдала работе
в журнале “Молекулярная биология” ‒ в течение
25 лет была ответственным секретарем редколле-
гии, почти 50 лет трудилась в качестве научного
редактора.

В годы молодости и зрелости Верната Викто-
ровна принимала активное участие в научной,
общественной и культурной жизни ИМБ РАН.
Она была одной из тех, кто повлиял на дух и тра-
диции этого Института.

Верната Викторовна была ярким ученым и че-
ловеком с широким кругом интересов, обладав-
шим многими способностями. Будучи уже на за-
служенном отдыхе (с 2015 г.), она написала и
опубликовала замечательные многотомные вос-
поминания о своей жизни и жизни своего родно-
го и любимого Института. Верната Викторовна
надолго останется в памяти всех, кто ее знал и лю-
бил, кто с ней работал.
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