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ТЕЧЕНИЕМ ГРИППА А, НАРУШАЕТ САЙТ СВЯЗЫВАНИЯ ФАКТОРА 

МИЕЛОИДНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ PU.1 И СНИЖАЕТ 
АКТИВНОСТЬ ПРОМОТОРА ГЕНА CD55/DAF В МАКРОФАГАХ
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Ингибитор системы комплемента CD55/DAF экспрессируется на многих типах клеток. Нарушения 
экспрессии CD55 ассоциированы с повышенной тяжестью инфекции, вызванной вирусом гриппа 
типа А, а также с сосудистыми осложнениями на фоне патологий, связанных с избыточной актива-
цией системы комплемента. С использованием люциферазной репортерной системы нами проведен 
функциональный анализ однонуклеотидного полиморфизма rs2564978, расположенного в промо-
торе гена CD55, минорный T-аллель которого ассоциирован с тяжелым течением гриппа А(H1N1)
pdm09. Показано снижение активности промотора гена CD55 в присутствии минорного вариан-
та rs2564978(T) в клеточной модели макрофагов человека – активированных клетках линии U937. 
С использованием биоинформатических ресурсов определен потенциальный транскрипционный 
фактор PU.1, который может аллель-специфически связываться с промотором CD55 в области, со-
держащей rs2564978. Участие PU.1 в модуляции активности промотора CD55 верифицировано пу-
тем генетического нокдауна PU.1 с помощью малых интерферирующих РНК и с использованием 
специфической активации моноцитов.
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Сокращения: DAF – decay accelerating factor (фактор ускорения распада комплемента); SNP – single-nucleotide polymor-
phism (однонуклеотидный полиморфизм); ChIP-Seq – Chromatin Immunoprecipitation-sequencing (иммунопреципита-
ция хроматина); ЛПС – липополисахарид; PMA – phorbol-12-myristate 13-acetate (форбол-12-миристат-13-ацетат); 
PBS – phosphate-buffered saline (фосфатно-солевой буфер); siРНК – small interfering RNA (малые интерферирующие 
РНК); 5′-НТО – 5′-нетранслируемая область; ТФ – транскрипционный фактор.

ВВЕДЕНИЕ
Мембранный белок CD55, также извест-

ный как DAF (decay accelerating factor, фактор 
ускорения распада комплемента), является 
ингибитором системы комплемента, широко 
представленным на  иммунных клетках, а  так-
же на  клетках стромы, эпителия и  эндоте-

лия [1]. Ген CD55 располагается на хромосоме 
1 и имеет 23 охарактеризованных транскрипта, 
10  из  которых белоккодирующие по  данным 
Ensembl [2]. Согласно FANTOM5 hg38 human 
promoterome (https://fantom.gsc.riken.jp/zenbu/) 
основной старт транскрипции располагается 
в 5′-нетранслируемой области (5′-НТО) первого 



271

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

АЛЛЕЛЬ rs2564978(T)
экзона, общего для всех белоккодирующих изо-
форм [3]. CD55 обнаруживается в растворимой 
форме, но наиболее он представлен в мембран-
ной форме, содержащей С-концевой глико-
зилфосфатидилинозитольный якорь [4]. CD55 
защищает собственные клетки от  системы ком-
племента с помощью дестабилизации конвертаз 
С3 и C5 [5]. Система комплемента, являющаяся 
частью врожденной иммунной системы, состоит 
из  каскада протеолитических взаимодействий, 
которые приводят к  непосредственному унич-
тожению патогена/инфицированной клетки, 
а  также к  рекрутированию иммунных клеток, 
участвующих в реакции воспаления [6]. CD55, 
экспрессирующийся на моноцитах, также может 
участвовать в адаптивных иммунных реакциях, 
подавляя активность Т-клеток за  счет взаимо-
действия с молекулой адгезии CD97 на их по-
верхности [7]. 

Врожденные нарушения экспрессии CD55 
ассоциированы с развитием аутоиммунных за-
болеваний [8, 9], CHAPLE-синдрома (включа-
ет в  себя гиперактивацию комплемента, анги-
опатический тромбоз, энтеропатию с  потерей 
белка) [10], пароксизмальной ночной гемогло-
бинурией [11]. Снижение экспрессии CD55 
и последующая активация системы комплемен-
та ассоциированы с микрососудистыми ослож-
нениями на фоне сахарного диабета типа 2 [12, 
13]. У пациентов с ишемической болезнью серд-
ца наблюдалась более низкая экспрессия CD55 
на поверхности моноцитов, чем у здоровых ин-
дивидов [14]. При многих онкологических за-
болеваниях (колоректальный рак, рак желудка, 
рак яичников, лейкоз и  др.) уровень экспрес-
сии CD55, наоборот, повышается, что приводит 
к  снижению комплементзависимой противо-
опухолевой цитотоксичности [1]. CD55 может 
способствовать прогрессии энтеровирусных 
инфекций, поскольку он  является клеточным 
рецептором для ряда энтеровирусов [15]. Ви-
рус иммунодефицита человека типа 1  (HIV-1), 
Т-лимфотропный вирус человека типа 1 (HTLV-
1), цитомегаловирус человека (HCMV) и неко-
торые другие вирусы могут включать в  свои 
вирионы CD55 для уклонения от системы ком-
племента [16]. Показано также участие CD55 
в  проникновении в  эритроциты малярийного 
плазмодия, однако при церебральной малярии, 
в развитии которой система комплемента играет 
важную роль, CD55, видимо, выполняет защит-
ную функцию [17]. В целом из-за сложных взаи-
модействий компонентов системы комплемента 
с ее регуляторами, патогенами и эффекторными 
клетками при инфекциях тяжесть заболевания 
и смертность могут быть связаны как с избыточ-
ной, так и с недостаточной активацией системы 
комплемента. Так, при инфицировании виру-
сом гриппа типа А матриксный белок M1 бло-
кирует взаимодействие между IgG и C1qA, тем 

самым ингибируя классический путь активации 
комплемента [18]; при этом дисрегуляция CD55 
увеличивает тяжесть гриппозной инфекции, 
вызванной вирусом гриппа А, вследствие гипе-
рактивации системы комплемента и поврежде-
ния клеток хозяина [19]. Аналогичная ситуация 
наблюдается при инфицировании SARS-CoV-2: 
избыточная активация системы комплемента 
сопровождается компенсаторным повышением 
уровня CD55 на моноцитах [20]. 

В промоторной области гена CD55 распола-
гается однонуклеотидный полиморфизм (SNP) 
rs2564978(C>T), минорный Т-аллель которо-
го ассоциирован с  тяжелой формой гриппа 
А(H1N1)pdm09 [21‒23]. Кроме того, известно, 
что уровень мРНК CD55 в моноцитах инфици-
рованных пациентов с генотипом rs2564978(TT) 
значительно снижен по сравнению с носителя-
ми C-аллеля [21]. При этом в репортерных те-
стах при наличии мажорного С-аллеля rs2564978 
наблюдалось снижение активности промотора 
CD55 в  клетках рака легкого, а  в  популяцион-
ных исследованиях найдена ассоциация этого 
варианта с повышенным риском возникновения 
немелкоклеточного рака легкого, рака пищево-
да, а  также с  энтеровирусным везикулярным 
стоматитом [24‒26].

В  представленной работе нами показана 
rs2564978-зависимая регуляция активности про-
мотора CD55 в  клеточной модели макрофагов 
человека, а также выявлен потенциальный фак-
тор транскрипции (ТФ), который в этих клетках 
может аллель-специфически связываться с об-
ластью, содержащей rs2564978.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Биоинформатическое определение границ 

промоторной области и поиск транскрипционно-
го фактора, аллель-специфически связывающе-
гося в  области SNP. Область промотора CD55 
уточняли при помощи данных ENCODE [27], 
Roadmap [28] и  ChromHMM [29], визуализи-
рованных в геномном браузере UCSC Genome 
Browser (http://genome.ucsc.edu/), на основании 
эпигенетических признаков регуляторных об-
ластей: пиков ацетилирования Lys27 гистона 
H3 (H3K27Ac), моно- и триметилирования Lys4 
гистона H3 (H3K4me1, H3K4me3), а также дан-
ных о чувствительности к ДНКазе I и наличию 
сайтов посадки ТФ. Для поиска потенциаль-
ных ТФ, аллель-специфически связывающих-
ся с  областью вокруг rs2564978, использовали 
биоинформатический ресурс ADASTRA (Allelic 
Dosage-corrected Allele-Specific human Transcrip-
tion factor binding sites) [30] и параметры: FDR 
threshold = 0.05; ES  threshold = 0. Этот ресурс 
содержит обширные данные об  аллель-специ-
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фическом связывании ТФ  с  полиморфизмами 
в  разных типах клеток, базирующиеся на  дан-
ных о  предсказании мотива ТФ  (HOCOMO-
CO v11, SPRy-SARUS) и  аллель-специфичных 
ChIP-Seq.

Клонирование репортерных конструкций. Ак-
тивность промотора CD55, содержащего альтер-
нативные варианты rs2564978, оценивали с ис-
пользованием двойного люциферазного теста. 
Для этого промоторную последовательность 
CD55 (chr1:207320724-207321763; GRCh38/hg38, 
без учета инсерции rs28371582(TAGTTACTTC-
CCCTCCTTCCC)) амплифицировали с  геном-
ной ДНК (“Promega”, США) при помощи ПЦР 
с  использованием специфических праймеров, 
содержащих сайты рестрикции HindIII и NcoI 
(промотор-CD55-HindIII-Fw  TTAAGCTTAC-
GTGATTCTAATGTGTGGCCA; промотор-
CD55-NcoI-Rev TTTTCCATGGCGCGCCGG-
GTTAGAACAA). Затем промоторную область 
CD55 клонировали по соответствующим сайтам 
рестрикции перед репортерным геном люцифе-
разы Firefly в  вектор pGL3-basic (“Promega”). 
Минорный Т-аллель rs2564978 в  последова-
тельность промотора вводили с использованием 
ПЦР-направленного мутагенеза с перекрываю-
щимися праймерами (промотор-CD55-overlap-
rs2564978-T-Fw TGTGTTATTCAACCTGTTTC-
CCCA; промотор-CD55-overlap-rs2564978-C-Rev 
GGTTGAATAACACAGTAGGGAGT) с  помо-
щью метода, описанного ранее [31]. Плазмиды 
выделяли с  помощью набора Plasmid Midiprep 
(“Евроген”, Россия) и верифицировали секве-
нированием по  Сэнгеру (ЦКП “Геном”, Рос-
сия).

Культивирование клеток, трансфекция и лю-
циферазный тест. Моноциты U937 культивиро-
вали в  среде RPMI 1640 (“ПанЭко”, Россия) 
с  добавлением 10% FBS (“Corning”, США), 
2 мМ L-глутамина, 1 мМ пирувата натрия, 100 
ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на (все  – “ПанЭко”), 1% раствора заменимых 
аминокислот и  10  мМ  HEPES (все  – “Gibco”, 
США). Клетки активировали, добавляя в куль-
туральную среду форбол-12-миристат-13-ацетат 
(PMA; “Sigma-Aldrich”, США) в концентрации 
1 мкг/мл и/или липополисахарид (ЛПС; E. coli 
O111:B4, L2630, “Sigma-Aldrich”) в концентра-
ции 100 нг/мл за 24 ч до трансфекции плазми-
дами, в  качестве контроля активации добав-
ляли фосфатно-солевой буфер (PBS). Клетки 
трансфицировали с  использованием системы 
для электропорации Neon Transfection Sys-
tem (“Thermo Scientific”, США). На одну точку 
брали 2.5  млн клеток, добавляли к  ним 5  мкг 
тестируемых плазмид в  сочетании с  0.5  мкг 
контрольного вектора pRL-CMV (“Promega”), 
экспрессирующего люциферазу Renilla под 

сильным CMV-промотором. Клетки подвергали 
электропорации с  параметрами: один импульс 
напряжением 1400 В  и  длительностью 30  мс. 
Через 24 ч после трансфекции клетки лизиро-
вали с  использованием набора Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (“Promega”) и  измеряли 
сигнал от люцифераз Firefly и Renilla на люми-
нометре 20/20n (“Turner BioSystems”, США) со-
гласно протоколу производителя.

Генетический нокдаун SPI1 (PU.1), измерение 
экспрессии генов. Экспрессию гена SPI1 (PU.1) 
в  клетках U937 подавляли методом РНК-ин-
терференции c  использованием малых интер-
ферирующих РНК (siРНК), комплементарных 
кодирующим участкам генов. Для нокдауна 
SPI1 и  в  качестве контрольных scramble РНК 
использовали ранее опубликованные последо-
вательности пар siРНК [32], синтезированные 
фирмой “ДНК-синтез” (Россия) (табл. 1). Для 
получения дуплекса siРНК эквимолярные ко-
личества смысловых и  антисмысловых олиго-
нуклеотидов смешивали в буфере (10 мM Tрис, 
20 мM NaCl pH 8.0), нагревали раствор до 98 °C 
и медленно охлаждали до комнатной температу-
ры. В первый день клетки U937 электропориро-
вали дуплексами siРНК в количестве 500 пмоль 
на 2.5 млн клеток. Через 24 ч клетки U937 ак-
тивировали PMA+ЛПС. На третий день клетки 
подвергали электропорации экспериментальны-
ми конструкциями и добавляли еще 300 пмоль 
того же дуплекса siРНК. На 4-й день измеряли 
активность люциферазы с  помощью двойного 
люциферазного теста, а  также отбирали часть 
клеток для выделения тотальной РНК и  даль-
нейшего измерения экспрессии генов. Тоталь-
ную РНК выделяли с использованием реактива 
ExtractRNA (“Eвроген”, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Обратную транс-
крипцию осуществляли с использованием прай-
меров олиго(dT)18  и  набора реактивов MMLV 
RT kit (“Евроген”) в соответствии с протоколом 
производителя. Количество полученной кДНК 
измеряли на  приборе Real-time CFX96 Touch 
(“Bio-Rad”, США) с  использованием готовой 
смеси qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”) и спец-
ифических праймеров (табл.  1) по  протоколу 
производителя. 

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистический анализ данных проводили с помо-
щью программного обеспечения GraphPad Prism 
(версия 9.0.0. для Windows, GraphPad Software, 
США; www.graphpad.com). Для определения сте-
пени статистической значимости использовали 
непарный t-критерий Стьюдента. Данные полу-
чены не менее чем в трех независимых экспери-
ментах и представлены как среднее значение ± 
стандартная ошибка среднего (SEM). Значимое 
различие идентифицировали при P < 0.05.
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, используемые для 
проведения генетического нокдауна и измерения 
экспрессии мРНК

Нуклеотидные последовательности siРНК
PU.1-sense GUCCGUAUGUAAAUCAGAUdTdT
PU.1-antisense AUCUGAUUUACAUACGGACdTdT
scrambled-sense GGAUGAACUUACGAUUCUAdTdT
scrambled-antisense UAGAAUCGUAAGUUCAUCCdTdT

Праймеры для количественной ПЦР в реальном времени
PU.1-Fw GCGTGCAAAATGGAAGGGTTT
PU.1-Rev GGTATCGAGGACGTGCATCT
ACTB-Fw ACTGGGACGACATGGAGAAA
ACTB-Rev GGCGTACAGGGATAGCACAG
CD55-Fw TGCTCTCCAATCATGGTGAA
CD55-Rev CAGCACCACCACAAATTGAC

клеток CD55 наиболее высоко экспрессируется 
в CD14+ моноцитах. Поэтому мы  решили изу-
чить влияние альтернативных аллелей rs2564978 
на активность промотора CD55 в клеточной ли-
нии U937 (модель моноцитов человека).

Мы  выбрали область промотора CD55 
(chr1:207320724-207321763; GRCh38/hg38), 
включающую полиморфизм rs2564978, опи-
раясь на  эпигенетические маркеры активного 
хроматина в CD14+ моноцитах (высокие уровни 
модификации гистонов H3K4me3 и  H3K27ac, 
сайты гиперчувствительности к ДНКазе I и кла-
стеры сайтов связывания ТФ), а также на ранее 
опубликованные данные [21] (рис. 1). Геномный 
фрагмент, выбранный в качестве промотора для 
дальнейшего анализа, имеет общую длину около 
1 т. п. н. и кодирует всю 5’-НТО CD55. 

Затем мы  клонировали в  вектор pGL3-ba-
sic выбранную последовательность промотора 
CD55 с альтернативными вариантами полимор-
физма rs2564978 (рис. 2а) и трансфицировали 
полученными репортерными конструкциями 
неактивированные (после добавления PBS) 
и стимулированные PMA или PMA+ЛПС клет-
ки U937. Известно, что активация PMA сти-
мулирует дифференцировку моноцитов U937 
в  макрофагоподобные клетки с  М0-подоб-
ным фенотипом, тогда как стимуляция клеток 
PMA совместно с  ЛПС поляризует их  в  M1-
подобный фенотип [34, 35]. Экспрессия репор-
терного гена под контролем промотора CD55 
существенно возрастала в клетках U937 после 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Активность промотора гена CD55 снижает-

ся в присутствии минорного аллеля rs2564978(Т) 
в клеточной модели макрофагов человека по срав-
нению с промотором, содержащим С-аллель

Известно, что моноциты/макрофаги челове-
ка играют важную роль в противовирусном им-
мунном ответе [33], а уровень мРНК CD55 в мо-
ноцитах пациентов с генотипом rs2564978(TT), 
инфицированных вирусом, значительно снижен 
по сравнению с носителями C-аллеля [21]. Кроме 
того, согласно данным FANTOM5 (hg38, https://
fantom.gsc.riken.jp/zenbu/), среди иммунных 

Изоформы
CD55

H3K27ac

H3K4me1

H3K4me3

ДНКаза 1
Сайты ТФ

ChromHMM
ChromHMM tracks from Roadmap

rs2564978

Transcription Factoe ChIP-seq Clusters (340 factors, 129 cell types) from ENCODE 3

DNase-seq tracks

CD14-positive monocyte H3K4me3 ChIP-seq signal

CD14-positive monocyte H3K4me1 ChIP-seq signal

CD14-positive monocyte H3K27ac ChIP-seq signal

207, 321, 000| 207, 321, 500| 207, 322, 000|
hg38

GENCODE V43 (6 items filtered out)

1 kb

Рис. 1. Схематическое изображение расположения rs2564978 в промоторе гена CD55, визуализированное с помо-
щью UCSC Genome Browser (GRCh38/hg38). Синим обозначена область промотора гена CD55. Красной вертикаль-
ной линией обозначено местонахождение однонуклеотидного полиморфизма rs2564978. Гистограммы показывают 
расположение модификаций гистонов, ассоциированных с активными регуляторными участками генома (моно/
триметилирование H3K4, ацетилирование H3K27; Roadmap), в CD14+ моноцитах. Прямоугольниками отмечены 
кластеры гиперчувствительности к ДНКазе I в CD14+ моноцитах и сайты связывания транскрипционных факто-
ров (ChIP-seq ENCODE). ChromHMM характеризует активность хроматина в нескольких субпопуляциях CD14+ 
моноцитов (по данным Roadmap): красным и оранжевым обозначены промотороподобные, желтым – энхансеро-
подобные области. 
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их активации (рис. 2б), наблюдалась также тен-
денция к повышению экспрессии эндогенной 
мРНК CD55 (рис.  2в). В  нестимулированных 
моноцитах отсутствовала статистически значи-
мая разница в активности промоторов, содер-
жащих альтернативные аллели полиморфизма 
rs2564978, тогда как после стимуляции промо-
тор, несущий минорный rs2564978(T) аллель, 
оказался менее активным по сравнению с про-
мотором, содержащим мажорный С-аллель 
(рис. 2б). 

Транскрипционный фактор PU.1 (SPI1) 
участвует в аллель-зависимом влиянии 

полиморфизма rs2564978 на активность 
промотора CD55 в клеточной модели макрофагов

Разница в  активности регуляторных эле-
ментов, содержащих альтернативные вариан-
ты SNP, может быть связана с  аллель-зависи-
мым связыванием конкретного ТФ  в  области 
SNP [36, 37]. Для поиска потенциального ТФ, 
аллель-специфически связывающегося с обла-
стью вокруг rs2564978, мы использовали биоин-
форматический ресурс ADASTRA, основанный 
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Рис. 2. Активность промотора гена CD55 снижается в присутствии минорного rs2564978(Т) аллеля в клеточной 
модели макрофагов. а – Схема люциферазной репортерной конструкции pGL3-basic, содержащей промотор гена 
CD55 с альтернативными аллелями rs2564978. б – Стимуляция моноцитов U937 с помощью PMA или PMA+ЛПС 
увеличивает аллель-зависимую разницу в активности промотора CD55. Экспрессия репортерной люциферазы была 
нормализована по экспрессии люциферазы внутреннего контроля (Renilla). в – Относительный уровень экспрес-
сии мРНК CD55 в неактивированных U937 (PBS) и после стимуляции PMA или PMA+ЛПС. На графиках пред-
ставлены результаты трех экспериментов в виде средних значений ± SEM. *P < 0.05 – различие между вариантами 
rs2564978(С) и rs2564978(Т), ###P < 0.0001 – различие между нестимулированными (PBS) и активированными 
клетками (непарный t-критерий Стьюдента). 

на метаанализе данных ChIP-Seq [30]. Согласно 
ADASTRA, для CD14+ моноцитов предсказано 
более эффективное связывание ТФ PU.1 с обла-
стью промотора CD55, содержащей мажорный 
rs2564978(С) аллель, но не минорный T-вариант 
(рис.  3а). PU.1  кодируется геном SPI1 и  явля-
ется основным регулятором дифференцировки 
клеток миелоидного ряда [38]. Мы проанализи-
ровали изменение уровня транскрипции SPI1 
в  зависимости от  активации моноцитов U937. 
Наибольший уровень экспрессии эндогенной 
мРНК SPI1 наблюдается при “поляризации” 
моноцитов U937 в макрофагоподобные клетки 
(рис. 3б), что согласуется с результатами репор-
терного анализа (рис. 2б). 

Для подтверждения участия PU.1  в  ал-
лель-зависимой регуляции активности промо-
тора CD55 проведен siРНК-опосредованный 
генетический нокдаун SPI1 в  активированных 
клетках U937  – эффективность подавления 
транскрипции SPI1 превышала 90% (рис.  3в). 
Интересно, что при подавлении экспрессии 
PU.1  в  активированных моноцитах нивелиро-
валась разница в активности промоторов CD55, 
содержащих альтернативные аллели rs2564978 
(рис.  3г), однако не  наблюдалось статистиче-
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ски значимого снижения экспрессии эндоген-
ной мРНК CD55 (рис.  3д). Полученные дан-
ные свидетельствуют о потенциальном участии 
ТФ  PU.1  в  аллель-специфическом влиянии 
rs2564978 на активность промотора CD55, обу-
словленным менее эффективным связыванием 
PU.1 с областью вокруг rs2564978(Т). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В  настоящее время благодаря полногеном-

ным исследованиям (Genome-Wide Association 
Studies, GWAS) охарактеризовано множество 
ассоциаций SNP с различными заболеваниями, 
при этом примерно 95% клинически значимых 
SNP локализованы в  некодирующих регуля-
торных областях генома [39]. Такое распреде-
ление может быть связано с изменением харак-

теристик регуляторных областей, окружающих 
SNP, с последующим влиянием на экспрессию 
генов, т.  е. SNP играют роль eQTL (Expression 
Quantitative Trait Loci, локус количественного 
признака экспрессии) патогенетически важных 
генов [40]. В представленной работе использо-
ваны генетические конструкции, содержащие 
промотор CD55 с  инсерцией rs28371582(ins) 
размером 21  п.  н., расположенной на  68  п.  н. 
проксимальнее rs2564978. По  данным LDpair 
Tool [41] в  глобальной популяции rs2564978 
и  rs28371582 (также известные как rs3841376 
или rs150046210) находятся в  неравновесном 
сцеплении (linkage disequilibrium, LD), при-
чем генотип rs2564978(С) преимущественно 
встречается вместе с  rs28371582(ins), а генотип 
rs2564978(Т)  – с  делецией rs28371582(del); ис-
ключением является африканская популяция. 
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Рис. 3. Генетический нокдаун PU.1  (SPI1) в  активированных моноцитах U937 снижает активность промотора 
CD55, содержащего мажорный rs2564978(C) аллель. а – Logo-диаграмма сайта связывания PU.1 (SPI1) из базы 
данных HOCOMOCO v11 и наложенные на нее последовательности промотора CD55, содержащие разные аллели 
rs2564978 (выделены цветом). Над последовательностями обозначены значения P-value мотивов, которые характе-
ризуют предсказанную специфичность связывания PU.1 для альтернативных аллелей. б – Относительный уровень 
экспрессии мРНК SPI1 в неактивированных U937 (PBS), в стимулированных PMA или PMA+ЛПС моноцитах 
U937. *P < 0.05 – различие между уровнем экспрессии мРНК SPI1 в PMA+ЛПС стимулированных моноцитах 
U937 и в неактивированных U937 (непарный t-критерий Стьюдента). в – Относительный уровень экспрессии 
мРНК SPI1 в клетках U937 при нокдауне SPI1. *P < 0.05 (непарный t-критерий Стьюдента). г – Относительный 
уровень активности репортерной люциферазы под промотором CD55 с разными вариантами rs2564978 при нок-
дауне SPI1 в активированных клетках линии U937. Нормирование по активности люциферазы внутреннего кон-
троля. Контролем служили немодифицированные клетки (контроль) и трансфицированные неспецифической 
siРНК (siRNA-scr). *P < 0.05 – различие между rs2564978(С) и rs2564978(Т) вариантами (непарный t-критерий 
Стьюдента). #P < 0.05 – различие между вариантом rs2564978(С) при нокдауне SPI1, контролем и siRNA-scr. д – 
Относительный уровень экспрессии мРНК CD55 при нокдауне SPI1. Представлены средние значения ± SEM, 
вычисленные по результатам трех экспериментов.
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Кроме того, в азиатской популяции распростра-
нены сочетания rs2564978(С)/rs28371582(ins) 
и  rs2564978(Т)/rs28371582(del). Показано, 
что генотип rs2564978(Т)/rs28371582(del) свя-
зан с  более низкой активностью промотора 
CD55 по сравнению с генотипом rs2564978(C)/
rs28371582(ins) в  клетках бронхиального эпи-
телия (BEAS-2B) [21]. Результаты определения 
непосредственного влияния полиморфизма 
rs2564978 на  активность промотора гена CD55 
в активированных моноцитах свидетельствуют 
в пользу того, что снижение активности промо-
тора CD55 в присутствии минорного rs2564978 
Т-аллеля, ассоциированного с тяжелой формой 
гриппа А(H1N1)pdm09, в клетках данного типа 
может происходить за счет нарушения связыва-
ния PU.1 с областью, содержащей rs2564978.

Вирус гриппа вызывает сезонные респи-
раторные инфекции во  многом благодаря бы-
строму распространению воздушно-капель-
ным путем, а также присоединению вторичных 
бактериальных инфекций и  суперинфекций 
[19, 43]. При инфицировании вирусом гриппа 

на клетках экспонируются вирусные белки гема-
гглютинин и нейраминидаза – мощная сиалида-
за, расщепляющая сиаловую кислоту в составе 
CD55. В результате нарушается ингибирование 
конвертазы C3  и  происходит гиперактивация 
системы комплемента. Более того, присутствие 
гемагглютинина на клеточной мембране и рас-
познавание десиалилированных поверхност-
ных белков с  помощью паттернраспознающих 
рецепторов может приводить к  усиленной ак-
тивации иммунного ответа и чрезмерному вос-
палению, способствуя повреждению тканей 
и ухудшая исход заболевания [6]. Таким обра-
зом, снижение количества ингибитора системы 
комплемента CD55 на поверхности макрофагов 
является возможным объяснением ассоциации 
rs2564978(Т) с тяжелой формой гриппа А, при-
чем ТФ PU.1 представляется молекулярным ме-
диатором этого процесса (рис. 4). 

Интересно, что мажорный аллель rs2564978(C) 
ассоциирован с повышенной восприимчивостью 
к  везикулярному стоматиту, вызываемому эн-
теровирусом, а  также с  более высоким риском 

• Повреждение клеток эндотелия
• Осложнения при гриппе А (H1N1)pdm09
• Аутоиммунные заболевания
• CHAPLE-синдром
• Пароксизмальная ночная гемоглобинурия
• Осложнения при сахарном диабете 2 типа
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Рис. 4. Гипотетическая схема аллель-специфического влияния rs2564978 на развитие патологических осложнений, 
связанных с гиперактивацией системы комплемента (изображение сделано с помощью BioRender.com). 
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возникновения немелкоклеточного рака легкого 
и рака пищевода [25, 26]. По данным репортер-
ного анализа в клеточных моделях рака легкого 
(A549, NCI-H2030, и NCI-H23) активность про-
мотора CD55, содержащего rs2564978(T), была 
выше, чем у промотора, несущего rs2564978(C) 
[24], тогда как в клетках здорового эпителия лег-
кого (BEAS-2B) отсутствовали достоверные раз-
личия в активности промотора CD55, содержаще-
го альтернативные аллели rs2564978 [21]. Исходя 
из этого, можно предположить, что механизмы 
влияния rs2564978 на экспрессию CD55 являются 
тканеспецифичными. Согласно нашим данным, 
в  миелоидных клетках основным регулятором 
может выступать PU.1, но в эпителиальных клет-
ках с противоположным эффектом полиморфиз-
ма за аллель-зависимое влияние rs2564978 на ак-
тивность промотора может отвечать другой ТФ. 
Например, по  данным ADASTRA, в  эпителии 
пищевода с областью вокруг rs2564978(T) в про-
моторе CD55 лучше связывается многофункци-
ональный ТФ  CTCF, который может опреде-
лять аллель-зависимый эффект в клетках этого 
типа, поскольку PU.1 экспрессируется в эпите-
лиальных клетках на  низком уровне (согласно 
FANTOM5 hg38 human promoterome). 

Также стоит отметить, что гиперактивация 
системы комплемента способствует поврежде-
нию клеток эндотелия сосудов, которое считает-
ся причиной более тяжелого течения вирусных 
заболеваний (грипп, COVID-19) [44], а  также 
сердечно-сосудистых осложнений при других 
патологиях. Так, низкий уровень экспрессии 
CD55 встречается у пациентов с сахарным диа-
бетом типа 2, нефропатией, ретинопатией [46]. 
Мы предполагаем, что в генетическую предрас-
положенность к избыточной активации системы 
комплемента, являющейся причиной широкого 
спектра микрососудистых осложнений, может 
вносить вклад rs2564978(T)-зависимое снижение 
экспрессии CD55 на моноцитах и макрофагах. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 22-24-00987).
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АЛЛЕЛЬ rs2564978(T)

rs2564978(T) ALLELE ASSOCIATED WITH SEVERE INFLUENZA 
A DISRUPTS BINDING SITE FOR MYELOID DIFFERENTIATION 

FACTOR PU.1 AND REDUCES CD55/DAF GENE PROMOTER ACTIVITY 
IN MACROPHAGES
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An inhibitor of the complement system CD55/DAF is expressed on many cell types. Dysregulation of CD55 
expression is associated with increased disease severity during influenza A infection, as well as with vascular 
complications in pathologies involving excessive activation of the complement system. Using a  luciferase 
reporter system, we performed functional analysis of the single nucleotide polymorphism rs2564978 located 
in  the promoter of  the CD55 gene in human pro-monocytic cell line U937. We have shown a decreased 
activity in activated U937 cells of the CD55 gene promoter carrying minor rs2564978(T) allele associated 
with the severe course of  influenza A(H1N1)pdm09. Using bioinformatic resources, we determined that 
transcription factor PU.1 can potentially bind to the CD55 promoter region containing rs2564978 in an al-
lele-specific manner. The involvement of PU.1 in modulating CD55 promoter activity was determined by ge-
netic knockdown of PU.1 using small interfering RNAs under specific monocyte activation conditions. 
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