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ВВЕДЕНИЕ

Геномное редактирование CRISPR/Cas – одна 
из наиболее востребованных технологий направ-
ленного изменения генома и эпигенома млекопи-
тающих. Благодаря своей простоте, доступности, 

точности, высокой эффективности и огромному 
потенциалу, эта технология активно используется 
для решения различных задач фундаментальной 
биологии, биотехнологии, медицины и сельского 
хозяйства. С помощью геномного редактирования 

DOI: 10.31857/S0026898424040013, EDN: INFPUZ

Современные технологии генной инженерии, такие как редакторы оснований и праймированное 
редактирование, зарекомендовали себя как эффективные и надежные инструменты редактирования 
геномов, которые не требуют внесения двухцепочечных разрывов в  молекулу ДНК и  наличия 
донорских матриц. Появившись относительно недавно, эти технологии получили быстрое признание 
благодаря своей точности, простоте и  возможностям мультиплексирования. В  представленном 
обзоре суммированы новые данные об этих технологиях, их архитектуре и методах конструирования 
редакторов, специфичности, эффективности, универсальности. Обсуждаются преимущества, 
недостатки и  перспективы использования редакторов в  фундаментальных и  прикладных 
исследованиях. Сведения, приведенные в  обзоре, могут быть востребованы для планирования 
исследований по геномному редактированию и анализа их результатов в ходе решения различных 
задач фундаментальной биологии, биотехнологии, медицины и сельского хозяйства.

Ключевые слова: CRISPR/Cas-технология, редактирование оснований, нуклеозиддезаминазы, 
праймированное редактирование, обратная транскриптаза, системы репарации
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Сокращения: ABE – редактор оснований A→G; BE – редак-
тор оснований (Base Editor); BER – эксцизионная репара-
ция оснований (Base Excision Repair); Cas – CRISPR-ассо-
циированная нуклеаза; CBE – редактор оснований C→T; 
CGBE – редактор оснований C→G; CRISPR – короткие 
палиндромные повторы, разделенные уникальными по-
следовательностями-спейсерами; crРНК – направляющая 
РНК (crispr RNA); dCas – мутантная форма нуклеазы Cas, 
лишенная ферментативной активности в обоих каталити-
ческих доменах (dead или deactivated); DdCBE – редактор 
для замены пары C•G на T•A в дцДНК; EXO1 – экзону-
клеаза 1; FEN1 – flap-специфичная эндонуклеаза 1; flap – 
отделенный от основной цепи ДНК “болтающийся/свиса-
ющий” олигонуклеотид; HDR – гомологичная рекомбина-
ция (Homologous Recombination); HNH – каталитический 
домен нуклеазы Cas9, вносящий одноцепочечный разрыв 
в целевой участок ДНК и связывающийся со спейсером 
crРНК; MLH1dn  – белок-репрессор MMR-репарации; 

M–MLV RT  – обратная транскриптаза вируса лейкоза 
мышей Молони; MMR – репарация неспаренных нукле-
отидов (Mismatch Repair); nCas – мутантная форма нукле-
азы Cas, способная разрезать только одну из цепей ДНК 
(nickase); NHEJ – негомологичное соединение концов ДНК 
(Nonhomologous DNA End Joining); NLS – последователь-
ность ядерной локализации; PAM – смежный протоспей-
серный мотив (Protospacer Adjacent Motif); PE – прайми-
рованное редактирование (Prime Editing); PFS – последо-
вательность нуклеотидов, фланкирующая протоспейсер 
(Protospacer Flanking Sequence); RT – обратная транскрип-
таза; RuvC – каталитический домен нуклеазы Cas9, вно-
сящий одноцепочечный разрыв в  целевой участок ДНК 
(протоспейсер); tracrРНК  – транс-активирующая РНК 
(trans-activating RNA); UGI – ингибитор урацил-ДНК-гли-
козилазы; UNG – урацил-ДНК-гликозилаза; гРНК – ги-
довая РНК (sgRNA – single-guide RNA); ДЦР – двухцепо-
чечные разрывы.
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можно изучать функции генов млекопитающих, 
создавать модели генетических заболеваний и раз-
рабатывать подходы к их коррекции, улучшать зна-
чимые для сельского хозяйства виды. Вместе с тем, 
технология CRISPR/Cas не лишена таких недо-
статков, как относительно высокая вероятность 
образования нецелевых мутаций, зависимость эф-
фективности редактирования целевых участков 
от геномного контекста и  структуры хроматина, 
низкая эффективность гомологичной рекомбина-
ции (HDR) и доставки компонентов CRISPR/Cas 
в клетки. Одним из ключевых этапов CRISPR/Cas 
является целенаправленная индукция сайт-специ-
фических двухцепочечных разрывов (ДЦР) в ДНК, 
что приводит к серьезным повреждениям клетки. 
ДЦР могут быть причиной потери сегментов хро-
мосом и хромосомных перестроек, вызывать ги-
бель клеток или возникновение злокачественных 
новообразований. Для повышения эффективности 
и  безопасности редактирования разрабатывают-
ся новые усовершенствованные версии CRISPR/
Cas. Так, в  последние годы появились альтерна-
тивные версии редактирования геномов, которые 
не требуют введения ДЦР. К ним относятся новые 
стратегии редактирования оснований и прайми-
рованного редактирования, получившие быстрое 
признание благодаря своей точности, простоте 
и возможностям мультиплексирования. Эти под-
ходы основаны на применении химерных белков, 
состоящих из модифицированного белка Cas, не 
способного вносить ДЦР в  ДНК, и  ковалентно 
связанных с ним ферментов – нуклеозиддезами-
назы (редактирование оснований) или обратной 
транскриптазы вируса лейкоза мышей Молони 
(M–MLV RT) (праймированное редактирование). 
В этих технологиях не используются синтетические 
экзогенные донорные молекулы ДНК и дополни-
тельные экзогенные/эндогенные белковые факто-
ры. В настоящем обзоре обобщены современные 
знания о  редактировании оснований и  прайми-
рованном редактировании: описаны общие прин-
ципы конструирования редакторов, суммированы 
сведения об их архитектуре, специфичности, эф-
фективности, универсальности. Обсуждаются пре-
имущества, недостатки и перспективы использо-
вания этих редакторов в фундаментальных и при-
кладных исследованиях.

РЕДАКТИРОВАНИЕ ОСНОВАНИЙ

Редактирование оснований – это способ пря-
мого изменения последовательности нуклеотидов 
целевого участка генома. Редактирование прово-
дится путем дезаминирования гетероциклического 
основания в ДНК без введения ДЦР, HDR, в от-
сутствие донорской матрицы и дополнительных 
экзогенных/эндогенных белковых факторов. Ос-
новными составляющими единицами редакторов 
оснований (ВЕ) являются нуклеозиддезаминаза, 

каталитически неактивная Cas-нуклеаза и  РНК, 
направляющая комплекс к  целевому локусу для 
преобразования пар оснований. Точечные мута-
ции могут быть внесены как в ДНК, так и в транс-
крипты РНК. В последнем случае происходит пря-
мое редактирование патогенных транскриптов без 
изменения генетической информации. Поскольку 
редактирование РНК носит временный характер, 
в геномной ДНК не возникнут побочные продукты 
или нежелательные мутации, которые могут быть 
переданы дочерним клеткам во время митоза. Та-
кой подход перспективен для лечения заболеваний, 
не имеющих генетического происхождения, и ими-
тации генетических вариантов, которые обеспечи-
вают преимущества для организма [1].

ТРАНСВЕРСИЯ ЦИТИДИНА В ТИМИДИН

Первыми редакторами оснований стали ВЕ, 
обеспечивающие направленное введение замен 
C→T, поскольку природные цитидиндезаминазы, 
входящие в  суперсемейство APOBEC/AID, спо-
собны на уровне РНК или ДНК дезаминировать C 
до U, имеющего такие же комплементарные свой-
ства, как и T. Первыми охарактеризованными чле-
нами этого суперсемейства стали белки APOBEC1 
и AID. Белок APOBEC1 является каталитической 
субъединицей ферментного комплекса, редакти-
рующего мРНК аполипопротеина B. Фермент AID 
играет ключевую роль в соматическом гипермута-
генезе и рекомбинации генов иммуноглобулинов 
в В-клетках при переключении классов антител. 
Также в суперсемейство входит группа цитидин-
дезаминаз APOBEC3 Homo sapiens (hA3), которые 
инактивируют геномы патогенных ретровиру-
сов, таких как вирус иммунодефицита человека, 
с помощью случайных мутаций  [2–4]. Цитидин-
дезаминазы суперсемейства APOBEC/AID силь-
но различаются по активности дезаминирования 
и  предпочтениям в  отношении нуклеотидного 
окружения мишени. Например, APOBEC1 Rattus 
norvegicus (rAPO1) выбирает ближайших соседей 
в  следующем порядке: TC≥CC≥AC>GC  [5]. Все 
семь дезаминаз группы hA3, несмотря на их струк-
турное сходство, сильно различаются активностью 
дезаминирования и предпочтениями в отношении 
ДНК-субстрата [6–11]. На базе цитидиндезаминаз 
суперсемейства APOBEC/AID почти одновремен-
но были разработаны три разных ВЕ, которые па-
раллельно прошли схожие пути усовершенствова-
ния. Первые ВЕ были сконструированы на основе 
природной rAPO1 и названы редакторами цитиди-
новых оснований (CBE) [5]. На основе ферментов, 
дезаминирующих ДНК, разработаны редакторы 
Target-AID и TAM. В Target-AID задействован ор-
толог AID – цитидиндезаминаза Petromyzon marinus 
CDA1 (PmCDA1), объединенная с N-концом ката-
литической субъединицы dCas или nCas (d/nCas), 
ингибитором урацил-ДНК-гликозилазы (UGI) 
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и гРНК [12]. Редактор TAM сконструирован с ис-
пользованием цитидиндезаминазы AID, гибриди-
зированной с d/nCas и гРНК, а также при участии 
UGI [13]. Все три ВЕ обладают не только высокой 
эффективностью, но и такими формами индиви-
дуальной специфичности, как температурная чув-
ствительность, размер окна активности, предпо-
чтение нуклеотидной последовательности прото-
спейсера. Эти различия предполагают, что разные 
редакторы должны дополнять друг друга и обеспе-
чивать возможность выбора [14].

Рассмотрим механизм функционирования пер-
вого редактора – CBE [5]. СВЕ первого поколения 
получен путем гибридизации цитидиндезаминазы 
rAPO1 с  N-концом неактивной нуклеазы dCas9, 
содержащей мутации, препятствующие образо-
ванию ДЦР в ДНК [5]. CBE1 дезаминирует C до 
U, который затем заменяется на T (рис. 1). Одна-
ко в  технологии CBE1 есть нюанс, снижающий 

эффективность редактирования – это работа ура-
цил-ДНК-гликозилазы (UNG). В нормальных ус-
ловиях эксцизионная репарация оснований (BER) 
является первичным ответом клетки на несоответ-
ствие пары G•U, который инициируется выреза-
нием U с помощью UNG для предотвращения на-
копления мутаций в результате спонтанного окис-
лительного дезаминирования C [15]. В процессе 
редактирования оснований промежуточная пара 
G•U может репарироваться клеточной системой 
BER с  образованием исходной пары G•C. Поэ-
тому, чтобы защитить урацил, входящий в неком-
плементарную пару G•U, от удаления с  помо-
щью UNG, CBE1 модифицировали, присоединив 
83-аминокислотный UGI к  С-концу комплекса 
rAPO1-dCas9  [5] (рис.  1). UGI включены также 
в Target-AID и TAM [12, 13]. В этой новой версии 
CBE2 урацил не удаляется путем BER с участием 
UNG, что существенно повышает эффективность 
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Рис. 1. Схематичное изображение функционирования CBE, осуществляющих трансверсию цитидина в тимидин 
(C→T); ABE, осуществляющих трансверсию аденозина в гуанозин (A→G); CGBE, осуществляющих трансверсию 
цитидина в гуанозин (C→G).
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редактирования C→T. Для дальнейшего повыше-
ния эффективности редактирования разработана 
версия CBE3, в которой вместо неактивной нукле-
азы dCas9 используется nCas9 (альтернативное на-
звание D10A) [5]. В этом случае разрыв происходит 
в паре G•U недезаминированной (G-содержащей) 
цепи ДНК. Разрыв стимулирует использование де-
заминированной (U-содержащей) цепи в качестве 
матрицы для репарации с переходом в промежу-
точное состояние с  парой A•U, которая в  ито-
ге преобразуется в  A•T  [16]. Эта модификация, 
а также присоединение второго домена UGI (мо-
дификация CBE4) и белка Gam бактериофага Mu, 
который, как известно, защищает концы ДЦР от 
деградации, дополнительно повысило эффектив-
ность редактирования C (рис. 1) [17]. Дальнейшее 
усовершенствование ВЕ осуществлено в  версии 
CBE4max путем модификации последовательно-
сти ядерной локализации (NLS) и оптимизации 
кодонов [18].

Доступный для дезаминазы участок оцДНК-ми-
шени в пределах протоспейсера R-петли, называе-
мый “окном редактирования/активности”, остает-
ся критичным звеном целевого редактирования ос-
нований. Классическое окно составляет примерно 
5 из 20 п. н. всего протоспейсера. Это означает, что 
для дезаминирования доступен только C, локали-
зованный между позициями 4 и 8, при этом PAM 
соответствует положениям с 21 по 23 (рис. 1) [5]. 
Расширение окна активности считается одним 
из направлений повышения эффективности ре-
дактирования. При этом, если в окне активности 
или в  непосредственном окружении присутству-
ют несколько нуклеотидов-мишеней, то они мо-
гут подвергнуться сопутствующей нежелательной 
трансверсии. В связи с этим необходимо учитывать 
оба направления корректировки размера окна ак-
тивности и выбирать оптимальный в зависимости 
от последовательности протоспейсера в  каждом 
эксперименте. На окно активности может влиять 
ряд факторов, например, рядом с целевой после-
довательностью должен находиться подходящий 
PAM. Так, ВЕ, в которых задействованы d/nCas9 
Streptococcus pyogenes (d/nSpCas9), ограничены ре-
дактированием геномных локусов, содержащих 
NGG PAM. Для расширения возможностей ре-
дактирования разработаны ВЕ, содержащие орто-
логи d/nCas9, распознающие PAM, отличные от 
NGG, окно активности которых смещается или 
расширяется до целевых оснований. В  против-
ном случае эти основания становятся недоступ-
ными из-за отсутствия оптимального PAM. Вари-
анты ВЕ, созданные на основе разных ортологов 
SpCas9, подробно рассмотрены [14, 19], сопостав-
лены их активности и размеры окон редактирова-
ния. Важно отметить, что у редактора оснований 
Staphylococcus aureus окно редактирования шире, 
чем у S. pyogenes, а именно позиции 3–12, что по-
зволяет редактировать основания, расположенные 

ближе к PAM [20–27]. Интересный вариант Cas9 
с циклической перестановкой (Cas9-CP) изменяет 
локализацию домена нуклеозиддезаминазы по от-
ношению к R-петле и таким образом может обе-
спечить более эффективное преобразование осно-
ваний в более широком окне редактирования [28]. 
BE с  участием Cas12a (Cpf1) распознает TTTV 
PAM для трансверсии C в расширенном до 6 п. н. 
окне редактирования  [29]. Напротив, BE, вклю-
чающий миниатюрный вариант Cas12f (CasMINI), 
имеет очень узкое окно, всего из 2 п. н. [30]. А ис-
пользование оптимизированной версии nCas12a 
Acidaminococcus sp. демонстрирует улучшенную 
трансверсию C→T [31].

Другим подходом к уменьшению зависимости 
BE от структуры PAM стало создание нуклеазы 
SpRY – структурно модифицированного варианта 
SpCas9. С помощью BE, несущих в своей структу-
ре SpRY, стало возможным воздействовать на гены, 
ранее недоступные для редактирования [32]. Од-
нако такая “релаксация” PAM снижает специфич-
ность и способствует нецелевому редактированию 
оснований ДНК. В  таких случаях можно преду-
смотреть возникновение “опечаток” редактиро-
вания и принять ряд мер по нивелированию про-
блемы. Рассмотрены два типа нецелевых эффектов 
BE: независимые и зависимые от гРНК [33]. Зави-
симое от гРНК нецелевое редактирование про-
исходит, когда комплекс BE направляется гРНК 
к  последовательностям ДНК, схожим с  прото-
спейсером. Хотя зависимое от гРНК нецелевое ре-
дактирование оснований происходит относитель-
но редко, идентификация этих “опечаток” край-
не важна. Для оценки потенциальных нецелевых 
эффектов BE используют полногеномное секве-
нирование и методы GUIDE-seq [34], Digenome-
seq [35] и EndoV-seq [36]. Нивелировать эту про-
блему можно с  помощью тщательного дизайна 
гРНК с использованием высокоточных вариантов 
Cas и  РНП-комплексов для доставки BE в  клет-
ки. Возникновение случайных нецелевых мутаций 
также не зависит от гРНК, особенно при высоком 
уровне экспрессии комплекса редактирования, 
и наблюдается существенно реже при использова-
нии дезаминаз AmAPOBEC1, PpAPOBEC1, RrA3F, 
SsAPOBEC3B  [37] и  YE1  [38]. Сильное влияние 
на уровень нецелевого редактирования оказыва-
ет специфика гибридизации дезаминазы с белком 
Cas [39]. Так, при соединении с Cas через N-конец 
опечатки редактирования возникают чаще, чем 
при встраивании редактирующих ферментов в цен-
тральную зону (середину) nCas9 (такой вариант 
конструкции называют CE “Cas Embedding”) [40]. 
Логично, что BE с более узкими окнами активно-
сти демонстрируют более низкий уровень нецеле-
вого редактирования всего генома, потому что для 
редактирования как в целевых, так и в нецелевых 
сайтах доступно меньше нуклеотидов [38], хотя та-
кой подход часто приводит к компромиссу между 
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эффективностью и  точностью редактирования. 
Как и в случае гРНК-зависимых опечаток BE, сни-
зить независимое от гРНК нецелевое редактирова-
ние можно, используя для доставки в клетку РНП 
или мРНК, что ограничивает экспрессию BE по 
времени, уменьшая нецелевое редактирование [37].

На расположение и ширину окна активности, 
точность и специфичность редактирования могут 
влиять различные варианты дезаминазы [11]. На-
пример, классическая дезаминаза rAPO1 в составе 
CBE3 имеет окно активности из 5 п. н. (позиции 
4–8 протоспейсера) [5], но изменения аминокис-
лотных остатков rAPO1, участвующих в катализе 
и  связывании ДНК, могут привести к  сужению 
окна редактирования. Так, внесение мутаций 
W90Y или W90F в  rAPO1 может снижать гидро-
фобность ее активного центра и, соответственно, 
внутреннее сродство к ДНК. Такие замены умень-
шают неспецифическое дезаминирование и  со-
кращают окно редактирования до 3 п. н., сохраняя 
при этом высокий уровень целевого дезамини-
рования. Оба варианта мутаций (R126Е и R132Е) 
в rAPO1 влияют на доступность оцДНК, сужают 
окно активности до 3 п. н., но снижают эффек-
тивность BE. Показано, что комбинация мутаций 
W90Y и R126E в rAPO1 (эта мутантная rAPO1 на-
звана YE1, или YE), W90Y и R132E (YE2), R126E 
и R132E (EE) приводит к сужению окна активности 
до 2 п. н. при изменении эффективности редакти-
рования в ряду дезаминаз в следующем порядке: 
rAPO1 ≈ YE1 > YE2 ≈ EE. При этом, если пойти 
дальше и ввести в rAPO1 тройную мутацию, объ-
единив W90Y или W90F с R132E и R126E (мутант 
YEE), окно активности не только сократится до 
2 п. н., но область редактирования сконцентрирует-
ся на C‑6 протоспейсера, если в положении 5 так-
же будет C. В связи с этим упоминается, что у BE, 
в состав которого входит YEE, окно сужается до 1 
п. н. В этой ситуации точность BE сильно повыша-
ется, но эффективность при этом резко падает [20]. 
Анализ BE по соотношению “размер окна активно-
сти/эффективность редактирования” показал, что 
именно мутация R132E в дезаминазе ответственна 
за снижение эффективности, поэтому исследовали 
и альтернативные варианты мутаций в rAPO1. Так, 
rAPO1 с мутацией Y120F, расположенной вблизи 
активного центра rAPO1 и  имеющей решающее 
значение для контакта с  С-мишенью, показала 
высокую эффективность, что подтолкнуло к соз-
данию тройного мутанта rAPO1, аналогичного 
YEE. В итоге эффективность BE, в состав которого 
вошла rAPO1 с мутациями W90Y, Y120F и R126E, 
оказалась сопоставимой с BE4 при сужении окна 
активности до 3 п. н. [41].

Напротив, использование цитидиндезамина-
зы hA3A расширяет, по разным данным, окно ре-
дактирования от 9 (позиции 3–11 протоспейсе-
ра) [42] до 12 п. н. (позиции 2–13 протоспейсера) 

и улучшает превращение C→T в метилированных 
областях генома [9]. Включение оцДНК-связыва-
ющего домена белка RAD51 между nCas9 и hA3A 
расширяет окно редактирования до 13 п. н. (по-
зиции 3–15(~17) протоспейсера)  [42]. Одновре-
менное включение нескольких доменов дезами-
назы в BE увеличивает доступность нуклеотидов 
ДНК-мишени в  R-петле, расширяя тем самым 
окно редактирования. Представителем этой техно-
логии является система “BE-PLUS”, которая вклю-
чает комплекс nCas9, SunTag, scFv-APOBEC-UGI-
GB1, гРНК, где SunTag – полипептидный мотив, 
содержащий 10 копий эпитопа GCN4. С SunTag 
специфически взаимодействует одноцепочечный 
вариабельный фрагмент scFv. Таким образом, дей-
ствующий ВЕ собирается при помощи указанного 
взаимодействия и содержит гРНК, nCas9 и 10 мо-
лекул гибридного белка scFv-APOBEC-UGI-GB1. 
При этом для предотвращения агрегации этой 
белковой конструкции используется домен GB1 
G-белка Streptococcus [43]. В свою очередь, амино-
кислотная замена N57G, привела к повышению 
точности редактирования hA3A. Цитидиндезами-
наза eA3A вошла в состав ВЕ третьего поколения 
(BE3). eA3A-BE3 показывает специфичность вы-
сокоточного даже по сравнению с описанными ВЕ 
суженного окна редактирования C в мотиве TCR 
(R = A или G) [10]. Вместе с тем проблемой оста-
ется высокоточное редактирование C в других мо-
тивах, в частности, в целевых сайтах, содержащих 
несколько остатков C. Решением этой проблемы 
стала модернизация цитидиндезаминазы H. sapiens 
APOBEC3G (hA3G) и создание на базе BE4max ре-
дактора eA3G-BE с контекстной специфичностью 
CC. Цитидиндезаминаза hA3G содержит С-конце-
вой каталитический домен и второй псевдокатали-
тический домен на N-конце, который сохраняет ту 
же пространственную укладку, но не обладает ка-
талитической активностью. В улучшенную версию 
hA3G встроен С-концевой каталитический домен 
(CTD, C-terminal domain), что приводит к  обра-
зованию hA3G-CTD (eA3G), который преимуще-
ственно дезаминирует C в соответствии с иерар-
хией CCC>CCC>CC. Эффективность и точность 
eA3G-BE показана на клетках человека и эмбри-
онах кролика, что указывает на возможность ис-
пользования этого редактора в терапии генетиче-
ских заболеваний и создании животных моделей 
с измененным геномом для фундаментальных и до-
клинических исследований [44].

Сузить окно редактирования можно также 
с использованием цитидиндезаминазы PmCDA1. 
Target-AID позволяет сузить окно активности до 
4 п. н. (позиции 16–19 протоспейсера)  [12]. Кро-
ме того, можно сузить окно редактирования и пу-
тем укорачивания дезаминазы PmCDA1 с C-кон-
ца, что приводит к  возможности выборочного 
редактирования C в положениях 15 или 16 прото-
спейсера [45]. Укорачивание PmCDA1 не только 
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с  С-конца, но и  с  N-конца способствует сниже-
нию ее сродства к ДНК, сводя тем самым к мини-
муму неспецифическое дезаминирование C. Од-
новременное усечение N- и C-концов приводит 
к уменьшению количества участков с “открытыми” 
гидрофобными остатками, что делает поверхность 
дезаминазы более “гладкой”, а внесение мутаций 
W122E и W139Q в эти гидрофобные остатки зна-
чительно повышает активность модернизирован-
ной цитидиндезаминазы (tCDA1EQ). В tCDA1EQ 
был удален UGI, в  присутствии которого увели-
чивалась скорость мутаций. Поскольку tCDA1EQ 
имеет низкое сродство к ДНК и менее стабильна, 
чем исходная PmCDA1, архитектура ее присоеди-
нения к nCas9 может влиять на редактирующую 
активность. Для минимизации данной проблемы 
tCDA1EQ можно не только соединить с N-концом 
nCas9, но и встроить в середину этого белка. Дей-
ствительно, tCDA1EQ, присоединенная к N-концу 
nCas9, показала нестабильную эффективность ре-
дактирования, тогда как версия, встроенная внутрь 
nCas9, имела стабильно высокую эффективность, 
сравнимую с Target-AID. Cтруктура “tCDA1EQ-N-
конец nCas9” была названа AID‑2S, где 2S означа-
ет “Small & Specific” (маленький и специфичный), 
а встроенная в nCas9 – AID‑3S, где 3S это “Small 
& Specific & Superior” (маленький, специфичный 
и улучшенный). Показано, что AID‑2S имеет более 
узкую область редактирования, тогда как у AID‑3S 
окно активности сдвинуто в  сторону последова-
тельности PAM по сравнению с исходным Target-
AID. Эффективность AID‑2S и AID‑3S находилась 
на уровне Target-AID, YE1 и YE2, при этом нецеле-
вые эффекты были значительно снижены [46].

Использование улучшенной цитидиндезамина-
зы AID в составе ВЕ четвертого поколения, eAID-
BE4max, обеспечивает окно редактирования из 11 
п. н. и редактирование C в контексте GC [47], а ис-
пользование нескольких егРНК (последователь-
ности crРНК, связанные линкерной петлей с кар-
касной последовательностью tracrРНК), позволяет 
еще больше расширить окно редактирования [13].

Окно редактирования может быть изменено так-
же путем изменения ориентации доменов в составе 
ВЕ и/или свойств связывающего их линкера [11]:

•  В  целом, дезаминазы, присоединенные 
к  N-концу d/nCas9, имеют более широкие окна 
редактирования, чем присоединенные к C-концу, 
поскольку эта ориентация обеспечивает, вероят-
но, более легкий доступ к оцДНК внутри R-пет-
ли [48, 49]. В структурах, где дезаминаза встрое-
на в середину nCas, размер окна редактирования 
будет варьировать в  зависимости от положения 
дезаминазы в белке [28, 39]. Предполагается, что, 
уменьшение расстояния между дезаминазой и бел-
ком Cas9 приводит к более точному позициониро-
ванию дезаминазы на последовательности-мише-
ни [45, 48].

•  Модификация линкера между дезамина-
зой и  белком Cas путем укорачивания линкера 
и/или изменения его свойств, например увеличе-
ния жесткости, приводит к сужению окна актив-
ности при сохранении высокой эффективности 
редактирования  [11, 48]. Однако укороченный 
линкер не влияет существенно на окно редактиро-
вания [10, 20].

С целью внесения случайных мутаций в заранее 
выбранные участки генома разработана стратегия, 
использующая CRISPR-направляемые ДНК-по-
лимеразы. ДНК-полимеразы способны создавать 
все 12 замен, а  также делеции. Так, ДНК-поли-
меразы, транслирующие одноцепочечный разрыв 
ДНК, способны инициировать синтез на одноце-
почечном разрыве дцДНК, замещая расположен-
ные по ходу репликации нуклеотиды, т. е. в сторону 
3'-конца, а их flap-эндонуклеазный домен впослед-
ствии разрушает смещенные нуклеотиды, оставляя 
лигируемый одноцепочечный разрыв. ДНК-по-
лимеразы, транслирующие одноцепочечный раз-
рыв ДНК, участвуют в  конструировании новых 
BE. Показано, что введение в nCas9 трех мутаций 
(K848A, K1003A и R1060A), способствующих дис-
социации комплекса nCas9 с ДНК после разрыва 
целевого локуса, увеличивает частоту целевых му-
таций. Усовершенствованная версия nCas9 названа 
enCas9. В итоге гибридизация enCas9 с N-концом 
ДНК-полимеразы I Escherichia coli (PolI), несущей 
мутации D424A, I709N и A759R (PolI3M), привела 
к созданию enCas9-PolI3M, названной EvolvR. По 
сравнению с использованием направленного му-
тагенеза на основе dCas9-AIDx, где окно редакти-
рования заключено в пределах 5 п. н., EvolvR спо-
собна непрерывно диверсифицировать все нукле-
отиды в пределах настраиваемой длины окна, до 
350 п. н., в определяемых локусах. Следовательно, 
nCas9-PolI3M генерирует более широкий спектр 
замещающих мутаций, чем dCas9-AIDx, что при-
менимо для крупномасштабных генетических 
скрининговых исследований [50, 51].

Эффективность направленного мутагенеза до-
полнительно повышается при использовании 
CRISPR-X. В  CRISPR-X неактивная нуклеаза 
dCas9 и цитидиндезаминаза AID взаимодейству-
ют посредством MS2-шпилек и  MS2-связываю-
щих белков. Две шпильки MS2, входящие в  со-
став егРНК, рекрутируют два MS2-связывающих 
белка, которые соединены с  AID, лишенной 
С-конца (ΔAID). Использование MS2-ΔAID огра-
ничивает локализацию AID в  ядре и  улучшает 
эффективность мутагенеза по сравнению с  пол-
норазмерным AID. Более того, гиперактивный 
вариант AID с  усиленной активностью сомати-
ческой гипермутации увеличивал скорость мута-
генеза до ~1/1000 оснований. Экспериментально 
показана возможность использования CRISPR-X 
в  направленной эволюции GFP в  усиленный 
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GFP с более высокой интенсивностью излучения 
(eGFP), а также для идентификации вариантов ге-
нов, устойчивых к бортезомибу [52]. Кроме того, 
CRISPR-X использовали для получения монокло-
нальных антител человека с повышенной аффин-
ностью к антигену в клетках HEK293 [53].

В  качестве альтернативного подхода к  уве-
личению точности редактирования можно рас-
сматривать систему нековалентного привлече-
ния цитидиндезаминазы к конкретной геномной 
С-мишени. Этот подход предполагает отход от 
классического ковалентного взаимодействия де-
заминазы с  Cas9, которое неразрывно связыва-
ет события дезаминирования C как на целевых 
участках генома, так и на близлежащих нежела-
тельных мишенях. Напротив, нековалентное свя-
зывание должно способствовать разделению со-
бытий редактирования на целевом сайте и рядом 
с ним, тем самым повышая вероятность точных 
мутаций с заменой одного основания. Ключевы-
ми игроками этой системы становятся белки, ко-
торые связывают дезаминазу, не блокируя актив-
ный сайт от взаимодействия с С-мишенью. Эти 
белки, связанные с комплексом Cas9n/гРНК, ис-
пользуются для привлечения коэкспрессируемого 
фермента APOBEC для редактирования. По ассо-
циации с физическим процессом магнетизма эта 
технология была названа “магнитным редакто-
ром” (MagnEdit) [54].

ТРАНСВЕРСИЯ АДЕНОЗИНА В ГУАНОЗИН

Альтернативным подходом в разработке BE ста-
ло использование дезаминаз A. Редактор основа-
ния A (ABE) включает nCas, аденозиндезаминазу, 
гРНК и функционирует подобно CBE3. Комплекс 
ABE связывается с ДНК-мишенью, после чего аде-
нозиндезаминаза катализирует превращение A→I, 
создавая из T•A пару Т•I, которая путем репара-
ции неспаренных оснований (MMR) последова-
тельно превращается в C•I и затем в C•G. Отсут-
ствие природной ДНК-аденозиндезаминазы для 
нацеливания и перехода A→G привело к созданию 
из тРНК-аденозиндезаминазы E. coli (TadAwt), му-
тантного варианта TadA*, способного эффектив-
но дезаминировать около 53% остатков A в ДНК 
(рис. 1). Создано несколько поколений ABE, ко-
торые различаются вводимыми в гомодимер TadA 
мутациями  [55]. Среди них выделяют наиболее 
эффективные ABE6.3, ABE7.8, ABE7.9 с  окна-
ми редактирования 3 п. н. (позиции 8–10 прото-
спейсера) и ABE7.10 с окном редактирования из 
4 п. н. (позиции 4–7 протоспейсера). ABE7.10 со-
стоит из гетеродимера TadA*-TadAwt, она обеспе-
чивает высокоэффективное редактирование A 
в линиях клеток мышей [56] и человека [55]. Ак-
тивность ABE7.10 была дополнительно повышена 
путем модификации NLS и оптимизации кодонов 
до версии ABEmax [18]. Стратегии изменения окна 

активности ABE развивались таким же путем, как 
и в CBE. Окно редактирования в зависимости от 
поставленной экспериментальной задачи можно 
сузить, вводя, например, мутацию F148A в домен 
TadA [57], или расширить, используя Cas9-CP [28], 
а также SpRY [32]. Подход с заменой классического 
SpCas9 ортологами позволил осуществлять тран-
сверсию A→C в геномных сайтах, содержащих не-
NGG PAM [22, 58]. Например, для создания ABE, 
действующих на сайты, содержащие NNNRRT 
и NGA PAM, соответственно, nSpCas9 был заменен 
на nSaKKH или nSpCas9-VQR в ABE7.10 и ABEmax. 
При этом Sa-ABEmax и  SaKKH-ABEmax имеют 
большое окно редактирования (позиции 4–14 про-
тоспейсера), хотя эффективность редактирования 
невысока [28, 59]. Использование xCas9 (вариант 
SpCas9), созданного для работы с широким спек-
тром последовательностей PAM  [26], в  ABE7.10 
и  ABEmax позволило распознавать широкий 
спектр последовательностей не-NGG PAM, включая 
NR, NG, GAA и GAT [28]. Однако в отличие от усо-
вершенствованных версий CBE, ABE, содержащие 
ортологи SpCas9, имели более низкую эффектив-
ность редактирования оснований, чем канониче-
ский ABE, потому что белок TadA был изначально 
усовершенствован и представлен в виде гибрида 
с SpCas9. В следующей версии ABE8 гетеродимер 
TadA*-TadAwt не содержит TadAwt, а TadA* дополнен 
восьмью новыми мутациями, что позволило улуч-
шить кинетику дезаминирования. Удаление TadAwt 
не влияет на активность редактирования ABE8 
и указывает на то, что новые аденозиндезамина-
зы TadA‑8e и TadA‑8s могут эффективно работать 
как мономеры [34, 60]. Так, эффективность ABE8 
с TadA‑8e была выше, чем у ABE7.10 при сочетании 
дезаминазы не только с SpCas9, но и с SpnCas9-NG, 
SaCas9, SaCas9-KKH, LbCas12a, enAsCas12a, а окно 
активности было шире (позиции 3–10 протоспей-
сера)  [60]. ABE8 с  TadA‑8s также показал высо-
кую эффективность редактирования в сочетании 
с SaCas9 и SpCas9-NG [34]. Менее эффективной по 
сравнению с TadA‑8, но не менее интересной явля-
ется новая версия аденозиндезаминазы, в которую 
добавили мутации V82G и A56G, а также удалили 
TadAwt из гетеродимера. Смысл этой двойной му-
тации заключается в том, что замена V82G (версия 
miniABE) нивелирует неспецифическое сродство 
к РНК-субстратам [61], представляющее пробле-
му как для ABE, так и CBE, которые могут инду-
цировать независимое от гРНК редактирование 
оснований РНК в масштабах всего транскрипто-
ма  [62]. Однако мутация V82G также снижает 
сродство TadA к  ДНК-субстратам, что в  резуль-
тате отрицательно влияет на эффективность ре-
дактирования. Поэтому для увеличения сродства 
к ДНК-мишени в miniABE добавили вторую му-
тацию A56G. Полученная TadA-A56G&V82G эф-
фективно редактировала ДНК-мишени и  харак-
теризовалась сниженной нецелевой активностью 



	 СОВРЕМЕННЫЕ ЗНАНИЯ О РЕДАКТИРОВАНИИ ОСНОВАНИЙ � 515

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

дезаминирования РНК [63]. Дополнительно с мо-
дификациями ABE можно ознакомиться в работе 
Jeong Y. K. и соавт. [14].

ТРАНСВЕРСИЯ ЦИТИДИНА В ГУАНОЗИН

Следующей ступенью в  развитии технологии 
ВЕ стала трансверсия C→G. Сначала был получен 
GBE, состоящий из nCas9, цитидиндезаминазы 
и UNG. После дезаминирования и образования 
остатка дезоксиуридина UNG вырезает урацил, 
что приводит к появлению AP-сайта. В то же са-
мое время nCas9 вносит одноцепочечный разрыв, 
создавая предпосылки для удлинения 3'-конца раз-
рыва с использованием в качестве матрицы цепи 
ДНК, содержащей AP-сайт. В трансверсии C→G 
в  клетках млекопитающих участвует rAPO1. Си-
стема rAPOBEC-nCas9-UNG показала высокую 
специфичность редактирования в шестой позиции 
протоспейсера, эффективность которой состави-
ла 5.3–53.0%  [64]. Параллельно на основе плат-
формы BE4max был разработан ВЕ C→G [65]. На 
первом этапе из BE4max удалили две UGI и  по-
лучили BE4maxΔUGI, что привело к увеличению 

количества трансверсий C→G; при этом также на-
блюдалось наиболее эффективное редактирование 
в шестом положении протоспейсера [65]. В каче-
стве цитидиндезаминазы была выбрана rAPO1 
с мутацией R33A и сниженной нецелевой активно-
стью редактирования РНК и ДНК [62]. Добавление 
к N-концу BE4maxΔUGI ортолога UNG из E. coli 
(eUNG) привело к формированию BE4max(R33A)
ΔUGI, названной CGBE1 (рис.  1). Однако ВЕ 
CGBE1, несмотря на высокую эффективность це-
левого редактирования C→G, оказался довольно 
громоздким, поэтому пришлось его значитель-
но уменьшить, удалив домен eUNG, что привело 
к умеренному снижению эффективности и полу-
чению нового редактора miniCGBE1 [65].

Кроме UNG-опосредованной трансверсии 
C→G [64, 65], где количество переходов C•G→G•C 
прямо зависит от генерации AP-сайтов, разрабо-
тан новый редактор CGBE, основанный на ма-
нипулировании репарацией ДНК после создания 
AP-сайта. Так, при создании AP-сайта в Cas9-ин-
дуцированной R-петле клеточный фермент UNG 
замещается эндонуклеазой APE1, после чего белок 
XRCC1 (X‑ray repair cross‑complementing protein 1), 

A&C-BEäö ÄÍÊ

dCas & åãÐÍÊ-MS2-AID
CRISPR-X

ACBE

AGBE

Äåçàìèíèðîâàíèå
öèòîçèíà Äåçàìèíèðîâàíèå

Àäåíîçèíäåçàìèíàçà

nCas9nCas9 (D10A)

nCas9 (D10A)

dCas9

åãÐÍÊ

åãÐÍÊ

åãÐÍÊ

MS2 øïèëüêè

ìóòàöèÿ

PAM
PAM

PAM

NLS

NLS

ABE7.10

ABE7.10

ãèäîâàÿ 
ÐÍÊ

ðàçðûâ
ðàçðûâ

ðàçðûâ

Öèòèäèíäåçàìèíàçà

ÄÍÊ 
ðåïëèêàöèÿ

BER/
ÄÍÊ ðåïëèêàöèÿ

ðåïàðàöèÿ
îñíîâàíèé ÄÍÊ
MMR

III. Âîññòàíîâëåíèå íàäðåçàííîé
íåîòðåäàêòèðîâàííîé íèòè ÄÍÊ
ïðè èñïîëüçîâàíèè
äåçàìèíèðîâàííîé íèòè
â êà÷åñòâå ìàòðèöû

II. AP-ñàéò èíèöèèðóåò ïðîöåññ
âîññòàíîâëåíèÿ îñíîâàíèÿ, ÷òî
ïðèâîäèò ê âîçìîæíûì
ïðåîáðàçîâàíèÿì:

I. AP-ñàéò ãåíåðèðóåò ðàçðûâ
ñ ïîìîùüþ AP-ëèàçû èëè
ñïîíòàííîãî ëèçèñà â öåëåâîì
ñàéòå, è ðÿäîì îáðàçóåòñÿ
nCas9-îïîñðåäîâàííûé
äâóõöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ ÄÍÊ,
êîòîðûé âîññòàíàâëèâàåòñÿêîòîðûé âîññòàíàâëèâàåòñÿ
ïî ïóòè NHEJ

Òðè âîçìîæíûõ ïóòè ðåïàðàöèè ÄÍÊ

NHEJ

óäàëåíèå eUNG
ìîäèôèêàöèÿ
miniAGBE-4

ïðîòîñïåéñåð

àäåíîçèí (À) èíîçèí (I) öèòèäèí (Ñ) óðèäèí (U)

ÀÐ ñàéò

ÄÖÐ

I

T G
nick

TG

TG

IU

TG

AC

G

C

DddA

Öèòèäèíäåçàìèíàçà
DddA

TALE

TALE

TG

AC

AC

I U

GG

GT

CG

GC

CC

CT

GA

GT

TG

TG

CA
A

T

A

U

U

G

3’
3’ 5’
5’

3’
3’ 5’

5’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

5’

3’
5’ 3’

3’
5’5’

3’
5’ 3’

3’
5’5’

3’
5’ 3’

3’
5’5’

Рис. 2. Схематичное изображение редактирования оснований в дцДНК; синхронной трансверсии A→G и C→T в од-
ном целевом сайте (A&C-BE, ACBE); одновременного введения четырех типов трансверсий: C→G, C→T, C→A, A→G, 
а также InDel на одной и той же цепи ДНК в сайтах-мишенях (AGBE).
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участвующий в эксцизионной репарации ДНК, ре-
крутирует такие компоненты BER, как ДНК-по-
лимераза β (Pol β) и ДНК-лигазы, для заполнения 
бреши G. Последующая репарация ДНК преобра-
зует пару G•G в G•C (рис. 1) [66]. Каждый редак-
тор описывается как высокоэффективный и обла-
дающий широким потенциалом применения в на-
учных и терапевтических целях. Для предсказания 
эффективности той или иной модификации ВЕ, 
частоты редактирования C•G→G•C и  определе-
ния его оптимальных стратегий разработаны мо-
дели машинного обучения CGBE-Hive [67].

Недавно стало возможным редактирование ос-
нований в контексте дцДНК, ранее недоступное 
из-за специфичной к  оцДНК активности цити-
дин- и аденозиндезаминаз. Показано, что DddA – 
токсин, секретируемый бактериями Burkholderia 
cenocepacia для индукции репликативного стресса 
ДНК [68] и нестабильности генома у других бакте-
рий, проявляет цитидиндезаминазную активность 
в отношении дцДНК [69]. Для замены C•G → T•A 
в  дцДНК как клеточных линий, так и  мышей, 
сконструирован редактор DdCBE: токсичный до-
мен DddA был разделен на две нетоксичные ча-
сти, которые соединили с  UGI и  ДНК-связыва-
ющими активаторами транскрипции TALE, что 
позволило восстановить функциональный домен 
цитидиндезаминазы (рис. 2) [70, 71]. Этот ВЕ мо-
жет работать не только с яДНК, но и с мтДНК, что 
предоставляет большие возможности для изуче-
ния митохондриальных заболеваний, поскольку 
более 90% патогенных мутаций мтДНК являются 
точечными [72]. Следует отметить, что известные 
BE, управляемые РНК, не подходят для редакти-
рования мтДНК, поскольку гРНК не могут быть 
доставлены в митохондрии [73]. Для расширения 
возможностей подобных систем разработан ВЕ 
TALED, превращающий A в G в мтДНК. Отличие 
редактора TALED от DdCBE заключается в  ис-
пользовании нетоксичного полноразмерного ва-
рианта DddA с мутацией E1347A в активном сайте 
дезоксиаденозиндезаминазы, полученной из TadA 
и слитой с TALE [74].

В принципе, используя описанные режимы BE, 
можно осуществить многоэтапное редактирование. 
Например, C в паре C•G может быть первоначаль-
но превращена в U с помощью CBE (U•G), а U•G, 
в свою очередь, в T•A с помощью механизмов ре-
пликации и репарации клеточной ДНК. В качестве 
альтернативы C•G можно превратить в G•C с по-
мощью CGBE с  последующим опосредованным 
CBE переходом G•C → A•T. Затем с использова-
нием этой стратегии целевой C можно превратить 
в T (CBE), G (CGBE) или A (CGBE + CBE). Точно 
так же A можно преобразовать в G (ABE), C (ABE 
+ CGBE) или T (ABE + CGBE + CBE). Тем не ме-
нее, многоэтапное редактирование трудно прове-
сти с высокой эффективностью и специфичностью 

из-за ряда ограничений, таких как окно высокой 
дезаминазной активности, расположенное в опре-
деленном положении относительно PAM. Кроме 
того, на результат и эффективность редактирова-
ния может влиять контекст последовательности 
целевого локуса, а наличие нескольких редакти-
руемых азотистых оснований в окне активности, 
а иногда и за его пределами, может быть причиной 
нежелательных мутаций [64, 75–77]. Несмотря на 
широкий спектр BE с различными характеристика-
ми и свойствами, в том числе обладающих высокой 
эффективностью и специфичностью, совместная 
трансфекция редакторов разных оснований дает 
низкий коэффициент совместной трансверсии 
A→G и C→T. Скорее всего, это связано и с конку-
ренцией разных BE за целевой сайт [78].

СИНХРОННЫЕ ТРАНСВЕРСИИ 
НЕСКОЛЬКИХ ОСНОВАНИЙ

В 2020 году опубликован ряд BE для синхронно-
го введения замен A→G и C→T в одном и том же це-
левом сайте. Путем гибридизации цитидиндезами-
назы и адениндезаминазы вместе с nCas9 и гРНК 
были сконструированы двойные ВЕ как для расте-
ний, так и для млекопитающих:

1.  STEME (saturated targeted endogenous muta-
genesis editors) в протопластах риса одновременно 
редактирует C и A в одном и том же сайте-мишени 
с эффективностью 15.10% [79].

2. SPACE создан на платформах miniABEmax-
V82G (A→G) и  Target-AID (C→T) с  добавлением 
двух UGI [80].

3.  Target-ACEmax объединяет цитидиндеза-
миназу PmCDA1 и аденозиндезаминазу TadA для 
эффективного синхронного редактирования A→G 
и C→T в клетках HEK293T [81].

4. A&C-BEmax сконструирован из цитидинде-
заминазы hAID, соединенной с N-концом ABE7.10. 
Комплекс ABE7.10-N-hAIDmax содержит NLS, что 
увеличивает активность двухкомпонентного редак-
тирования в большей степени за счет повышения 
активности CBE, чем ABE. Версия A&C-BEmax 
дополнена двумя копиями UGI (рис. 2). Коэффи-
циент одновременной трансверсии A и C при со-
вместной трансфекции CBE и ABE7.10 с шестью 
егРНК был в большинстве случаев существенно 
ниже, чем при использовании A&C-BEmax. A&C-
BEmax даже рассматривают в качестве возможного 
терапевтического агента [78].

5. ACBE объединяет возможности редакторов 
Target-AID и ABE7.10 (рис. 2). В ACBE цитидинде-
заминаза PmCDA1 и UGI в составе Target-AID со-
единены через С-конец с ABE7.10, который присо-
единен к nCas9 через N-конец, при этом NLS нахо-
дится в N- и C-концевых участках. Особенностью 
ACBE считают одновременное введение точечных 
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мутаций A→G и C→T в соматические клетки мле-
копитающих для получения с  трансгенных жи-
вотных и  коррекции генетических заболеваний 
человека [82].

6. AGBE сконструирован на платформах CGBE 
и ABE для одновременного введения четырех ти-
пов трансверсий C→G, C→T, C→A, A→G, а  так-
же InDel в  сайтах-мишенях на одной и  той же 
цепи ДНК (рис. 2). В максимально эффективной 
и компактной версии miniAGBE‑4 eUNG удалена, 
CGBE содержит мутантную цитидиндезаминазу 
APOBEC3Ai, а ABE – высокоэффективную моно-
мерную аденозиндезаминазу ecTadA8e(V106W) [83].

Интересным направлением, расширяющим ди-
апазон применения BE, стало введение преждевре-
менного стоп-кодона в середину гена-мишени с це-
лью дестабилизации его экспрессии. Два независи-
мых подхода (CRISPR-STOP и iSTOP) показывают, 
что BE3 может превращать кодоны CAA, CAG, 
CGA и/или TGG в стоп-кодоны TAA, TAG и TGA 
в целевых генах [84, 85]. Вносить мутации в стар-
товый кодон ATG может также редактор ABEmax. 
Эта стратегия, названная i-Silence, включает тран-
сверсию ATG в GTG/ACG, подавляя тем самым 
экспрессию целевого гена. В отличие от CRISPR-
STOP и iSTOP дестабилизация генов с помощью 
i-Silence не приводит к образованию укороченных 
вариантов белка, поскольку блокируется начало 
трансляции [86]. Еще одна система, CRISPR-pass, 
превращает преждевременный стоп-кодон в кодо-
ны глутамина (CAA или CAG) или аргинина (CGA), 
обеспечивая продолжение трансляции  [87]. BE 
способны также вызывать программируемый про-
пуск экзонов путем мутации оснований ДНК-ми-
шени в акцепторных сайтах сплайсинга. Система 
CRISPR-SKIP в акцепторных сайтах сплайсинга 
осуществляет трансформацию G, которым закан-
чивается большинство интронов, в A через редак-
тирование C в  комплементарной цепи целевого 
сайта. В  результате соответствующие экзоны не 
включаются в зрелые транскрипты, тогда как дру-
гие экзоны экспрессируются нормально [88].

ПРАЙМИРОВАННОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ

На основе технологии редактирования осно-
ваний и CRISPR/Cas9 разработана молекулярная 
платформа праймированного редактирования ге-
нома (PE), применение которой позволяет выпол-
нять все 12 возможных преобразований, вставок 
и делеций от основания к основанию. В отличие 
от HDR, PE не зависит от ДЦР ДНК или синте-
тических экзогенных донорных молекул ДНК для 
замены целевых геномных последовательностей. 
Более того, PE расширяет возможности редакти-
рования генома, позволяя, теоретически, испра-
вить до 89% мутаций более чем в 75 000 генетиче-
ских заболеваний человека, о которых сообщается 

в ClinVar [89, 90]. Метод PE более универсален, чем 
HDR, так как способен вносить точечные мутации 
не только в пределах 10 п. н. от места разрыва, но 
и на больших (> 30 п. н.) расстояниях [91]. Хотя эф-
фективность редактирования PE и BE еще не срав-
нима, но этот подход непрерывно модернизируется 
и при определенных условиях его эффективность 
может превышать 50% [91–93]. Технология PE мо-
жет применяться в фундаментальных и приклад-
ных исследованиях не только на клеточных куль-
турах [89] и мелких лабораторных животных [94], 
но и на моделях органоидных культур [95], Danio 
rerio [96], Drosophila melanogaster [97], кроликах [98], 
а также растениях [93, 99, 100].

Редакторы PE сконструированы путем слияния 
M–MLV RT с С-концом nCas9. В этой технологии 
используется специфическая 3'-удлиненная егРНК, 
содержащая PBS и RT-матрицу (pegРНК). Общий 
принцип работы PE заключается в том, что систе-
ма, направляемая pegРНК, связывается с ДНК-ми-
шенью, nCas9 создает разрыв в цепи ДНК, содер-
жащей PAM. Созданный таким образом одноце-
почечный участок ДНК со свободным 3'-концом 
связывается с PBS на pegРНК. Далее RT связывает-
ся с 3'-концом экспонированной цепи ДНК-мише-
ни и выполняет обратную транскрипцию участка 
pegРНК, после чего нередактируемый выступаю-
щий 5'-flap на цепи, содержащей PAM, разруша-
ется клеточными эндонуклеазами. Наконец, про-
исходит лигирование и репарация ДНК с образо-
ванием нужной последовательности (рис. 3) [89]. 
Более высокая специфичность редакторов PE по 
сравнению с классическим методом CRISPR/Cas9 
может быть обусловлена тремя последовательными 
гибридизациями: между ДНК-мишенью и спейсе-
ром в молекуле pegРНК (гРНК, содержащей PBS 
и RT-матрицу), между ДНК-мишенью и PBS в мо-
лекуле pegРНК и между ДНК-мишенью и редакти-
руемым участком flap-ДНК [92].

Разработаны три основные версии PE. Редак-
тор первого поколения (PE1) получен путем сли-
яния С-конца nCas9 (H840A) с M–MLV RT, при 
участии pegРНК его эффективность составила 
0.7–5.5% при использовании точечных трансвер-
сий  [89]. Во второй версии (PE2) в  M–MLV RT 
для увеличения активности при более высоких 
температурах были внесены три мутации (D200N, 
L603W и T330P), а также две дополнительные му-
тации (T306K и W313F) для усиления связывания 
с комплексом pegРНК. В итоге вариант PE2 ока-
зался в  1.6–5.1 раза эффективнее PE1  [92]. PE3 
разработан для устранения неопределенности в ре-
дактировании 5'-flap, который спаривается с немо-
дифицированной цепью ДНК. С этой целью при-
меняют дополнительную гРНК, которая с помо-
щью nCas9 вносит разрыв в нередактируемую цепь 
ДНК, используя эндогенный путь восстановления 
несоответствия для сохранения информации об 
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отредактированной цепи. Благодаря этому подхо-
ду можно с эффективностью 33% получить все 12 
комбинаций оснований. Количество нецелевых 
эффектов и нежелательных мутаций при этом ста-
новится ниже, чем при использовании CRISPR/
Cas9 (рис. 3)  [16]. Развитие PE следующих поко-
лений основано на подавлении MMR-пути [101]. 
Предложены более эффективные системы, где ре-
дактирование осуществляется на фоне временной 

экспрессии белка-репрессора MMR (MLH1dn). 
На основе PE2 и PE3 сконструированы редакторы 
с подавленной активностью MMR, названные PE4 
и PE5 соответственно. Кроме того, редакторы вто-
рого–пятого поколений были модернизированы 
до версии PEmax за счет использования кодон-оп-
тимизированной RT человека, линкера из 34 ами-
нокислотных остатков, двухкомпонентной после-
довательности NLS SV40, которая увеличивает 
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Рис. 3. Схематичное изображение функционирования основных модификаций PE.
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соотношение ядерной и цитоплазматической кон-
центраций белка, дополнительной C-концевой 
последовательности (c-Myc NLS), включающей 
остатки Pro320-Asp328, что позволяет осущест-
влять транспорт в ядро, а также за счет включения 
в SpCas9 мутаций R221K и N394K, улучшающих 
ее активность. В клетках с MMR эта новая систе-
ма превзошла по эффективности редактирования 
классический PE2 в 2.8 раза, а в клетках с дефици-
том MMR в 1.2 раза [101, 102].

В  оценке эффективности технологии PE су-
ществуют некоторые расхождения [101, 103‒106]. 
В  настоящее время основными ограничениями 
PE считаются его крупный размер, зависимость 
от целевых сайтов и  типов клеток, более слож-
ный дизайн гРНК. В стремлении усовершенство-
вать систему разработаны различные модифика-
ции PE, в которых в той или иной степени были 
устранены многие из ограничений. Например, эф-
фективность PE2 повысили, добавив на N-конец 
пептиды IGFpm1 и NFATC2IPp1, связанные с ре-
парацией ДНК (модификация IN-PE2) [107], или 
ДНК-связывающий домен Rad51 (модификация 
hyPE2) [108].

Расширение диапазона редактирования PE за-
висит в основном от белка Cas, который распозна-
ет последовательность PAM. PE первых трех поко-
лений сконструированы на основе SpCas9, распоз-
нающей NGG-последовательности PAM, которые 
встречаются в среднем 1 раз в каждых 16 случайно 
выбранных геномных локусах, что сильно ограни-
чивает диапазон мишеней для редактирования [89]. 
Использование таких вариантов SpCas9, как NG, 
SpG, SpRY, VQR, VRQR и VRER, после введения 
мутации H840A в PE второго поколения привело 
к следующим результатам [109]:

• модификации PE2-NG, PE2-SpG и PE2-SpRY 
позволяют редактировать сайты рядом с  PAM 
NGN;

• оба варианта PE2-VQR и PE2-VRQR активны 
в пяти из семи сайтов NGA PAM;
• PE2-VRER предпочитает NGCG другим по-

следовательностям PAM;
• PE2-SpG имеет самую высокую активность 

в сайтах NGA/C/T;
• PE2-SpRY функционирует независимо от ва-

риаций последовательности PAM (активен в 43 из 
58 сайтов), хотя и со сниженной активностью.

Модификация pegРНК и ее компонентов тоже 
способствует повышению эффективности PE. Так 
показано, что увеличение длины PBS позволяет 
повысить активность pegРНК с 3.29% для 9-нукле-
отидного PBS до 16.6% для 13-нуклеотидного [109]. 
Добавление в RT-матрицу синонимичных мутаций, 
т. е. мутаций, при которых изменение нуклеотид-
ной последовательности гена не приводит к изме-
нению аминокислотной последовательности белка, 

формирует версию spegРНК, которая увеличива-
ет эффективность PE в разы [110]. Классическая 
pegРНК циклизуется во время отжига, поскольку 
PBS на ее 3'-конце комплементарен части спейсера 
на 5'-конце, а это препятствует работе редакторов 
PE. Предотвратить этот феномен можно, защитив 
3'-конец шпилечной структурой, полученной пу-
тем присоединения сайта узнавания рибонуклеа-
зы Csy4 из 20 п. н. Гибридизация Csy4-T2A с nCas9 
и комплексом RT на базе PE третьего поколения 
привела к созданию более эффективной версии 
ePE [111]. Также 3'-конец pegРНК нуждается в за-
щите от экзонуклеазной деградации, которая может 
привести к потере PBS и, как следствие, снизить 
эффективность редактирования PE. Для решения 
этой проблемы решили добавить к 3'-концу псев-
доузел, представляющий собой модифицирован-
ный аптамер evopreQ1. Этот аптамер, состоящий 
из 42 п. н., относится к классу природных РНК ми-
нимального размера с четко определенной третич-
ной структурой. pegРНК с псевдоузлом на 3'-кон-
це (epegРНК) дополнительно усовершенствовали, 
вставив 8-нуклеотидный линкер между 3'-концом 
PBS и evopreQ1, чтобы уменьшить влияние апта-
мера на функцию pegРНК [106]. Защитить pegРНК 
от 3'-деградации можно и присоединив к 3'-концу 
мотив, устойчивый к вирусной экзорибонуклеазе 
(версия xrРНК) [112]. Сходным образом работает 
и  технология добавления на 3'-конец G-квадру-
плекса hTR (теломеразная РНК человека)  [113]. 
Другой подход к увеличению стабильности pegРНК 
с целью повышения эффективности PE состоит во 
включении C•G или замены других пар оснований 
на C•G в шпильке гРНК. Этот вариант гРНК на-
зван аpegРНК [110]. Расширить спектр применений 
PE можно с использованием сразу двух pegРНК. 
В сочетании с сайт-специфичной рекомбиназой 
PE c двумя pegРНК (twinPE) способна реализовать 
целевую интеграцию ДНК-плазмид размером бо-
лее 5000 п. н. и инверсию последовательностей из 
40 т. п. н. в клетках человека [114].

Таким образом, следует отметить, что техноло-
гии PE и BE произвели революцию в области ре-
дактирования генома. Вместе с тем, нерешенными 
остаются такие проблемы, как повышение эффек-
тивности и специфичности редактирования, оп-
тимизация методов доставки и устранение неце-
левых эффектов. Ранее мы показали, что несмо-
тря на значительный прогресс PE2, оптимальной 
технологией целевого редактирования генома мы-
шей остается егРНК-направленное расщепление 
ДНК-мишени Cas9 с последующей гомологичной 
рекомбинацией с использованием оцДНК-матри-
цы  [104]. Однако попытки модернизации техно-
логий PE и BE не стоят на месте и ведутся парал-
лельно. Предложена новая стратегия DAP “Drive-
And-Process” мультиплексного редактирования 
оснований до 31 локуса и мультиплексного прай-
мированного редактирования до трех локусов. 



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

520	 Аверина и др.

DAP существенно снизила нецелевое редактиро-
вание и была адаптирована для доставки с помо-
щью векторов на основе аденоассоциированного 
вируса и лентивируса для одновременного редак-
тирования нескольких локусов [115]. Технологии 
PE и BE широко обсуждаются в сфере генной те-
рапии и, несмотря на обеспокоенность по поводу 
возможной генотоксичности [116], результаты до-
клинических испытаний формируют мнение, что 
однажды PE и BE будут использоваться для лече-
ния генетических заболеваний [117].
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Modern genetic engineering technologies, such as base editing (BE) and prime editing (PE), have proven 
to be effective and reliable genome editing tools that do not require the introduction of double-strand 
breaks in DNA and the presence of donor templates. Relatively new, they quickly gained recognition 
for their accuracy, simplicity and multiplexing capabilities. This review summarizes new literature on 
these technologies: architecture and methods for creating editors, specificity, efficiency and versatility. 
The advantages, disadvantages and prospects for using these editors in basic and applied research are 
discussed. The information presented in the review may be useful for planning genome editing studies 
and for analyzing their results when solving various problems in fundamental biology, biotechnology, 
medicine and agriculture.
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ВВЕДЕНИЕ

Новые стратегии и  подходы к  направленно-
му редактированию генома, разработанные за 
последние десятилетия, активно используются 

для решения различных задач фундаментальной 
биологии, биотехнологии, медицины и  сельско-
го хозяйства. Появление геномного редактирова-
ния позволило изучать функциональную роль ге-
нов млекопитающих, создавать животные модели 

DOI: 10.31857/S0026898424040029, EDN: INFKTE

Появление технологии CRISPR/Cas направленного редактирования генома позволило с высокой 
эффективностью проводить генно-инженерные манипуляции с эукариотическими геномами. Один из 
ключевых этапов этой технологии – целенаправленная индукция сайт-специфических расщеплений 
(разрывов) ДНК. Репарация этих разрывов проходит по одному из двух путей: негомологичного 
соединения концов или гомологичной рекомбинации. Выбор пути репарации обусловлен архитектурой 
участков в  месте разрыва ДНК, образующихся в  результате резекции концов, и  зависит от фазы 
клеточного цикла. Негомологичное соединение концов – основной путь репарации двухцепочечных 
разрывов ДНК в  клетках млекопитающих  – включает неспецифическую реакцию лигирования, 
точность которой зависит от структуры концов разрыва, а результатом могут быть различные вставки или 
делеции в целевом участке генома. Встраивание в геном нужной последовательности проходит по пути 
гомологичной рекомбинации, для реализации которого необходима матрица с участками гомологии 
по обеим сторонам от двухцепочечного разрыва. Введение генетической конструкции в заданное место 
генома является важной, но на данный момент сложной и трудозатратной задачей. Вместе с тем, выбор 
пути репарации может иметь принципиальное значение для фундаментальных исследований функции 
генов и создания трансгенных животных, моделирующих заболевания человека, с целью разработки 
методов их терапии. В  настоящем обзоре предпринята попытка объединить и  структурировать 
информацию о подходах к увеличению эффективности репарации ДНК с участием гомологичной 
рекомбинации. Перечислены наиболее эффективные стратегии, позволяющие сдвинуть равновесие 
в сторону гомологичной рекомбинации, такие как использование ингибиторов негомологичного 
соединения концов, регуляция ключевых факторов гомологичной рекомбинации, контроль клеточного 
цикла, статуса хроматина, конструирование матриц для гомологичной рекомбинации.

Ключевые слова: редактирование генома, технология CRISPR/Cas, нуклеазы, системы репарации, 
гомологичная рекомбинация
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КАК СМЕСТИТЬ РАВНОВЕСИЕ РЕПАРАЦИИ РАЗРЫВОВ ДНК 
В  ПОЛЬЗУ ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ

УДК 577.21

ОБЗОРЫ

Сокращения: CRISPR – короткие палиндромные повторы, 
разделенные уникальными последовательностями-спейсера-
ми (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats); 
CRISPR/Cas-ассоциированная нуклеаза; PAM – смежный 
протоспейсерный мотив (Protospacer Adjacent Motif); PFS – 
последовательность нуклеотидов, фланкирующая прото-
спейсер (Protospacer Flanking Sequence); NHEJ – негомоло-
гичное соединение концов (Nonhomologous DNA End Joining); 
MMEJ – соединение концов ДНК на основе микрогомологии 
(Microhomology-Mediated End Joining); HDR – гомологичная 

рекомбинация (Homology Directed Recombination); гРНК – 
гидовая РНК (sgRNA  – single-guide RNA), tracrРНК  – 
транс-активирующая РНК (trans-activating RNA); crРНК – 
направляющая РНК (crisprRNA); ОЦР – одноцепочечные 
разрывы; ДЦР – двухцепочечные разрывы; RuvC – катали-
тический домен нуклеазы Cas9, вносящий одноцепочечный 
разрыв в целевой участок ДНК (протоспейсер); HNH – ката-
литический домен нуклеазы Cas9, вносящий одноцепочечный 
разрыв в целевой участок ДНК и связывающийся со спейсе-
ром crРНК; аминокислотные остатки – а. к. (при цифре).
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генетических заболеваний человека и разрабаты-
вать подходы к их диагностике и лечению, усовер-
шенствовать значимые для сельского хозяйства 
виды растений. Конструирование генетических 
редакторов, позволяющих избирательно активи-
ровать, модифицировать или выключать целевые 
гены-мишени, в том числе ассоциированные с па-
тологическими процессами и  генетическими за-
болеваниями, является одним из приоритетных 
направлений развития генетических технологий. 
Знание принципов создания генетических редак-
торов, обладающих высокой эффективностью, 
точностью редактирования, безопасностью и до-
ступностью для широкого круга исследователей, 
позволит ученым успешно решать задачи высоко-
точного редактирования генома растений, живот-
ных и человека. В настоящем обзоре суммированы 
сведения об усовершенствовании и разработке но-
вых высокоточных геномных редакторов CRISPR/
Cas с повышенной эффективностью гомологичной 
рекомбинации (HDR), что позволит вводить целе-
вые генетические конструкции в заданные участки 
генома.

ЭНДОНУКЛЕАЗНАЯ СИСТЕМА 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМА CRISPR/CAS

Изначально CRISPR/Cas – это система адаптив-
ного иммунитета архей и бактерий, нацеленная на 
чужеродные генетические элементы вторгшихся 
фагов. Система CRISPR/Cas включает геномные 
локусы CRISPR, состоящие из коротких палин-
дромных повторов, разделенных уникальными 
последовательностями-спейсерами, встроенны-
ми в геном в ходе адаптивного иммунного ответа, 
и белков Cas, кодируемых фланкирующими локус 
генами. Белки Cas обеспечивают реализацию моле-
кулярного механизма адаптивного иммунитета, ко-
торый можно разделить на три стадии: адаптации – 
встраивания в CRISPR-кассету новых спейсеров; 
процессинга, во время которого происходит транс-
крипция CRISPR-массива в пре-crРНК (предше-
ственник crРНК) и  ее специфичный гидролиз 
с образованием зрелых crРНК; интерференции – 
распознавания целевой нуклеиновой кислоты и ее 
разрушения. На стадии интерференции белки Cas 
эффекторного комплекса, сформированного с уча-
стием CRISPR-РНК (crРНК), расщепляют ДНК 
или РНК атакующих фагов, содержащих участок, 
комплементарный последовательности спейсера, 
и тем самым дезактивируют их. Специфичность 
в отношении целевого участка нуклеиновой кисло-
ты фагов достигается за счет малых некодирующих 
РНК, известных как направляющие, или гидовые 
РНК (гРНК), которые составляют клеточную па-
мять о прошлых инфекциях. гРНК представляет 
собой молекулу РНК, которая содержит вариа-
бельную спейсерную последовательность, направ-
ляющую Cas в  гомологичную целевую область 

протоспейсера в геноме инфекционных элементов. 
гРНК может содержать два сегмента: сегмент на-
целивания ДНК (crРНК) и сегмент, связывающий 
белок (tracrРНК).

Этот механизм лег в основу системы редактиро-
вания генома CRISPR/Cas для изучения функций 
генов, создания мутантных клеточных линий и жи-
вотных, методов диагностики и терапии различных 
заболеваний.

CRISPR-системы подразделяют на два класса 
в  зависимости от архитектуры их эффекторных 
комплексов, в каждом из которых выделяют по три 
типа (табл. 1) [1]:

– в системах первого класса несколько белко-
вых единиц образуют эффекторный комплекс 
с crРНК для распознавания и расщепления целе-
вой последовательности;

– системы второго класса состоят из односубъе-
диничных эффекторных нуклеаз с разнообразны-
ми функциональными свойствами.

Белки Cas играют важнейшую роль на всех эта-
пах работы этой защитной системы. Они облада-
ют различными функциональными свойствами 
и ферментативной активностью. Так, белки Cas1 
и Cas2, задействованные в большинстве систем 
CRISPR/Cas на этапе адаптации, формируют ком-
плекс, где белки Cas1 функционируют как метал-
лзависимые оцДНК/дцДНК-эндонуклеазы, кото-
рые вырезают фрагмент из вирусной ДНК и вносят 
разрывы в локус CRISPR, а также как интегразы, 
которые встраивают новый спейсер в бактериаль-
ный геном. Белки Cas2 обладают рибонуклеазной 
(РНКаза, специфичная к U-богатым участкам) или 
дезоксирибонуклеазной (дцДНКаза) активностью 
в зависимости от системы, к которой принадлежат, 
и играют структурную роль. Белок Csn системы 
CRISPR/Cas класса 2 (тип 2) участвует во встраи-
вании новых спейсеров. Белки Cas3–Cas10, Cas12 
и  Cas13 являются компонентами эффекторного 
комплекса и участвуют в интерференции. Так, бел-
ки Cas3' содержат хеликазный домен и обладают 
хеликазной активностью, благодаря чему расплета-
ют двойную спираль ДНК-мишени, а также имеют 
нуклеазный домен (HD-домен), который разреза-
ет оцДНК-мишень. Белки Cas3'' – это металлзави-
симые дцДНК-эндонуклеазы, а белки Cas4 – ну-
клеазы с  трехцистеиновым C-концевым класте-
ром, обладающие 5'-экзонуклеазной активностью 
(оцДНКаза). Рибонуклеазы Cas5 и Cas6 участвуют 
в процессинге пре-crРНК, Cas7 участвует в связы-
вании crРНК, а Cas8 – в узнавании PAM. Нуклеа-
зы Cas9 (дцДНК-эндонуклеазы) и Cas12 (оцДНК/
дцДНК-эндонуклеазы) участвуют в  разрезании 
ДНК-мишени, а Cas13 расщепляют оцРНК. Cas10 
содержат Palm-домен (РНК-распознающий домен) 
и обладают ДНКазной активностью.
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Для создания мутантных животных наибо-
лее широко используется система CRISPR/Cas9 
второго класса подтипа II-A Streptococcus pyogenes 
(SpCas9), поскольку она относительно просто 
устроена и  хорошо изучена  [2]. Для адресации 
Cas9 на целевой участок генома в некоторых ис-
следованиях используют гРНК с отдельными ком-
понентами crРНК и tracrРНК. Этот вариант хорош, 
когда необходимо одновременно использовать 
множество различных crРНК, сочетаемых с одной 
tracrРНК. Для единичного разрезания более удоб-
но использовать единую гидовую РНК (eгРНК), 
где специально разработанная короткая последова-
тельность crРНК связана линкерной петлей (тетра-
петля) с каркасной последовательностью tracrРНК 
(рис. 1)  [3]. В итоге eгРНК стала наиболее попу-
лярным форматом направляющих РНК, поэтому 
термины егРНК и гРНК часто применяют в сооб-
ществе CRISPR в одном и том же значении.

Для более эффективного использования и по-
вышения стабильности по отношению к нуклеаз-
ной деградации crРНК и tracrРНК модифицируют, 
включая в их структуру неприродные фрагменты. 
Так, в обзоре Филипповой и соавт. подробно опи-
саны стратегии создания искусственных гРНК, со-
держащих модифицированный углеводофосфат-
ный остов, нативные структурные мотивы и метки 

для визуализации. Описаны различные подходы 
к улучшению функции синтетической гРНК [4]. 
Отмечается, что химические модификации ком-
понентов гРНК могут повышать ее устойчивость 
к  гидролизу, изменять термодинамическую ста-
бильность комплексов РНК-белок и  РНК-ДНК, 
снижать иммуногенный и  цитотоксический эф-
фекты. В  целом, можно проводить широкомас-
штабные химические модификации, изменяя 
около 70% нуклеотидов, при этом избегая моди-
фикации 2'-OH и фосфатных групп в eгРНК, ко-
торые взаимодействуют с белком Cas9. Продемон-
стрировано, что химически модифицированные 
направляющие РНК сохраняют в среднем высокую 
специфичность [5, 6]. При этом неудачный дизайн 
cгРНК может привести к более низкой специфич-
ности и более высокому проценту нецелевых му-
таций. Так, например, удаление с 5'-конца cгРНК 
2–3 нуклеотидов значительно снижает количе-
ство нецелевых мутаций при сохранении эффек-
тивности, но если eгРНК укоротить до 16 нукле-
отидов или менее, то ее активность резко падает, 
как и при удалении с 3'-конца или добавлении на 
5'-конец динуклеотида GG [7]. Для конструирова-
ния оптимальной структуры cгРНК используют 
различные вычислительные инструменты, такие 
как CRISPR-P 2.0, E-CRISP и CasFinder [8]. Таким 
образом, оптимальный дизайн направляющей РНК 

Таблица 1. Классификация и организация системы CRISPR/Cas

Класс Тип Подтип Белки Cas Организация оперонов для типа Cas 
в зависимости от вида бактерий и архей

Класс 1

Тип 1
I-A, I-B, I–C, I-D, 

I-E, I-F,
I-U

Cas1, Cas2, Cas3', 
Cas3'', Cas4, Cas5, 
Cas6, Cas7, Cas8

I-A: Archaeoglobus fulgidus
I-B: Clostridium kluyveri
I–C: Bacillus halodurans

I-D: Cyanothece sp.
I-E: Escherichia coli K12

I-F: Yersinia pseudotuberculosis
I-U: Geobacter sulfurreducens

Тип 3 III-A, III-B, III–C, 
III-D

Cas1, Cas2, Cas5, 
Cas6, Cas7, Cas9, 

Cas10

III-A: Staphylococcus epidermidis
III-B: Pyrococcus furiosus

III–C: Methanothermobacter thermautotrophicus
III-D: Synechocystis sp.

Тип 4 Cas1, Cas2, Cas5, 
Cas6, Cas7 IV: Thioalkalivibrio sp. K90mix

Класс 2

Тип 2 II-A, II-B, II–C Cas1, Cas2, Cas4, 
Cas9, Csn

II-A: Streptococcus pyogenes
II-B: Legionella pneumophila str. Paris

II–C: Neisseria lactamica 020–06

Тип 5 V-A, V-B,
V–C, V-D, V-E

Cas1, Cas2, Cas4, 
Cas12

V-A: Francisella cf. novicida Fx1
V-B: Alicyclobacillus acidoterrestris

V–C: Oleiphilus sp.
V-D: Bacterium CG09_39_24

V-E: Deltaproteobacteria bacterium

Тип 6 VI-A, VI–C, VI-B1, 
VI-B2 Cas1, Cas2, Cas13

VI-A: Leptotrichia shahii
VI–C: Fusobacterium prefoetens

VI-B1: Prevotella buccae
VI-B2: Bergeyella zoohelcum
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является ключом к CRISPR/Cas-опосредованному 
точному редактированию генома.

Впервые систему CRISPR/Cas9 применили 
в 2013 году для локального редактирования гено-
ма в клетках млекопитающих. В настоящее время 
с использованием CRISPR/Cas9 создают животные 
модели с точечными мутациями в геноме, встав-
ками или делециями нескольких нуклеотидов без 
добавления иных генетических элементов вблизи 
места редактирования, например, маркеров для 
селекции клеток по чувствительности к препарату 
в культуральной среде и рекомбинантных элемен-
тов, таких как loxP- или FRT-сайты [9]. Внедрение 
системы CRISPR/Cas9 позволило получать му-
тантных мышей на генетическом фоне, недоступ-
ном для редактирования генома с использовани-
ем более ранних подходов, например, иммуноде-
фицитной линии NOD/Scid-ILgamma (NSG) [10]. 
Также CRISPR/Cas9 была адаптирована для биал-
лельного редактирования в разных локусах и соз-
дания мышей с  мутациями в  двух генах  [11–14]. 
Прямое сравнение системы редактирования ге-
нома CRISPR/Cas с предыдущими платформами, 
такими как ZFN (введение двухцепочечных раз-
рывов (ДЦР) в ДНК с помощью нуклеаз с моти-
вом цинковых пальцев), TALEN (введение разры-
вов с использованием нуклеаз TALE (transcription 
activator-like effector nucleases)) (рис. 2) и методами 
направленной модификации генома с помощью 
эмбриональных стволовых клеток (ES), ясно по-
казывает, что CRISPR/Cas обладает рядом преи-
муществ, таких как более высокая эффективность, 
простота использования, относительно низкая сто-
имость, компактность и ряд других [9].

Высокая эффективность SpCas9 позволила 
идентифицировать потенциально важные гены 
с  помощью полногеномного функционального 
скрининга. Так, используя лентивирусные гРНК 

для генерации большого количества клеток с но-
каутом, после проведения положительной и  от-
рицательной селекции можно идентифициро-
вать важные гены и мишени для лекарственных 
средств [15–17].

Метод SpCas9 проявил себя мощным и универ-
сальным инструментом генной инженерии, со-
вершившим революцию в  биологических и  био-
медицинских исследованиях, однако он имеет ряд 
ограничений. Так, иногда могут образовываться 
нежелательные ДЦР в нецелевом геномном локу-
се [18]. Специфичность расщепления ДНК опре-
деляется структурой Cas9, комплементарностью 
гРНК к  ДНК и  наличием последовательности 
PAM, прилегающей к  целевой последовательно-
сти (рис. 3). Однако в процессе гибридизации воз-
можно несовпадение нуклеотидов между гРНК 
и ДНК [19] или ограничения в доступности и рас-
познавании сайтов PAM, так как SpCas9 может 
узнавать последовательности PAM, отличные от 
5′-NGG‑3'. Эффективность расщепления в этом 
случае становится значительно ниже (как, напри-
мер, в случае 5'-NAG‑3')  [20]. Другим фактором 
может стать количество ошибок при спаривании 
оснований, когда при возникновении двух и более 
ошибок активность эндонуклеазы падает [21]. По-
сле возникновения незапланированных ДЦР мо-
гут появиться случайные мутации, обусловленные 
запуском подверженного ошибкам пути репара-
ции ДНК – негомологичного соединения концов 
(NHEJ) [22]. Эти нежелательные нецелевые ДЦР 
также могут привести к аномалиям хромосомно-
го масштаба [23]. Так, при работе с Cas9 непред-
намеренно возникали крупные делеции (тысячи 
пар нуклеотидов), нацеленные на различные ло-
кусы в  разных хромосомах, которые вызывают 
большую интерстициальную “потерю гетерозигот-
ности” [24–26]. Самое опасное, что такие непред-
виденные большие делеции трудно обнаружить 
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Рис. 1. Варианты гидовой РНК.
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с помощью классических методов скрининга. Опи-
саны случаи обнаружения делеции в 5.2 т. п. н. с по-
мощью количественной ПЦР и флуоресцентной 
гибридизации in situ [25] и от 100 п. н. до 9.5 т. п. н. – 
с помощью ПЦР длинных фрагментов [27].

К недостаткам SpCas9 относится его большой 
размер, что ограничивает выбор вирусных век-
торов для доставки. Так, емкость аденоассоции-
рованных вирусов (AAB) равна приблизительно 
4.7 т. п. н., тогда как SpCas9 вместе с гРНК занима-
ет около 4.2 т. п. н. [28]. Клиническое применение 
технологии сдерживается ее иммуногенностью, от-
сутствием безопасной и эффективной системы до-
ставки, нецелевыми разрезаниями и этическими 
проблемами [29].

Для решения обозначенных проблем разрабо-
таны усовершенствованные системы и технологии.

Во-первых, сконструирована серия высо-
коточных вариантов SpCas9 (eSpCas9 1.0 & 1.1, 

SpCas9-HF1, HypaCas9, Sniper-Cas9, SpG-HF1, 
SpRY-HF1, HiFi-iSpyMac), а также вариантов, спо-
собных распознавать широкий спектр последо-
вательностей PAM (SpCas9-EQR/VQR/ VRER/ 
VRQR/ NRRH/ NRCH/ NRTH, xCas9  [30]). 
Во-вторых, в качестве альтернативы SpCas9 мож-
но использовать нуклеазы Cas9 Staphylococcus 
aureus (SaCas9) и Campylobacter jejuni (CjCas9), ко-
торые имеют пониженную нецелевую нуклеазную 
активность, поскольку распознают более длин-
ные последовательности PAM, 5'-NNGRRT‑3 'и 
5'-NNNVRYAC‑3', соответственно  [31, 32], или 
варианты Cas10 и Cas14, которым вообще не тре-
буется последовательность PAM  [33]. Мутант-
ный вариант Acidaminococcus sp. BV3L6 Cas12a 
(AsCas12a) – E174R/S542R/K548R распознает раз-
личные PAM, включая 5'-TTYN‑3', 5'-VTTV‑3' и 5'-
TRTV‑3', а другие мутанты AsCas12a – RR и RVR, 
распознают TYCV и 5'-TATV‑3' PAM соответствен-
но [34]. Кроме того, мутации G532R/K595R были 
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Рис. 2. Технологии редактирования генома ZFN, TALEN, CRISPR/Cas. ZFN – сайт-специфическое расщепление 
ДНК химерной ZF-нуклеазой, сконструированной на основе ДНК-связывающего домена типа “цинковых паль-
цев” (30 а. к., взаимодействующих с триплетом нуклеотидов в ДНК) и каталитического домена эндонуклеазы ре-
стрикции FokI. TALEN – расщепление ДНК химерной нуклеазой TALE, сконструированной путем присоединения 
к ДНК-узнающим белкам TALE каталитического домена эндонуклеазы FokI; один мономер ДНК-связывающего 
домена TALEN (34 а. к.) узнает один нуклеотид целевой последовательности ДНК. CRISPR/Cas – узнавание целевой 
последовательности ДНК происходит с помощью гРНК, состоящей из направляющей и трансактивирующей РНК 
(либо с помощью егРНК, в которой направляющая и трансактивирующая РНК связаны линкером), а расщепле-
ние – нуклеазой Cas. PAM – короткий NGG-мотив, необходимый для связывания Cas и внесения разрывов в ДНК. 
Репарация ДНК проходит по одному из двух путей: негомологичного соединения концов (NHEJ) или гомологичной 
рекомбинации (HDR) с участием донорной ДНК-матрицы. В результате репарации разрывов в ДНК происходит но-
каут определенного гена (Knockout) или встраивание в геном целевой генетической конструкции (Knock-in). тр.ак. 
crРНК ‒ трансактивирующая crРНК.
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введены в  Lachnospiraceae bacterium ND Cas12a 
(LbCas12a) для создания варианта LbCas12a-RR, 
который распознает 5'-TYCV‑3' PAM, расширяя 
область нацеливания [35]. В-третьих, во избежа-
ние появления хромосомных транслокаций, не-
целевых и неконтролируемых мутаций, образую-
щихся в результате ДЦР (см. выше), разработаны 
дополнительные инструменты редактирования 
генов, в которых не происходит образования ДЦР. 
Так, инактивация одного из нуклеазных доменов 
Cas9 (как расщепляющего цепь, на которую на-
правлена гРНК, так и расщепляющего нецелевую 
цепь ДНК), приводит к образованию никазы Cas9 
(nCas9), осуществляющей только одноцепочечный 
разрыв (ОЦР) ДНК  [3, 36]. Инактивация обоих 
нуклеазных доменов приводит к образованию ка-
талитически полностью неактивной формы Cas9 
(dead Cas9, или dCas9) [37]. Белки nCas9 и dCas9 
составляют строительные блоки редакторов в усо-
вершенствованных технологиях редактирования 
CRISPR/Cas: редактирования оснований и прай-
мированного редактирования. В последующих по-
колениях генетических редакторов белок dCas был 
объединен с белками-регуляторами транскрипции 
или ферментами, модифицирующими хроматин, 
чтобы регулировать только уровень транскрипции 
без необратимого изменения генома. Это приве-
ло к созданию систем интерференции (CRISPRi) 
и активации (CRISPRa). Так, в системах CRISPRi 

репрессор KRAB (Krüppel-associated box), объеди-
ненный с dCas9, взаимодействует с комплексами, 
образующими гетерохроматин. Эти комплексы 
могут индуцировать метилирование и деацетили-
рование гистонов и, как следствие, ингибирование 
связывания РНК-полимераз с энхансерными или 
промоторными областями и инактивацию транс-
крипции [38]. Напротив, системы CRISPRa акти-
вируют транскрипцию с помощью доменов акти-
вации VP16 или более эффективных in vivo VP64 
и VP192 путем взаимодействия с ТАТА-связываю-
щим белком, транскрипционным фактором TFIIB 
и гистон-ацетилазой SAGA [39, 40]. Технологии 
CRISPRi и  CRISPRa представляют интерес для 
проведения генетического скрининга, иммуноте-
рапии опухолей и перепрограммирования плюри-
потентных стволовых клеток [41–43].

Получить устойчивую наследуемую моди-
фикацию метилирования ДНК, подавляющую 
транскрипцию генов, можно с  помощью вре-
менной экспрессии эпигенетического редакто-
ра CRISPRoff, созданного путем слияния dCas9 
с  KRAB и  ДНК-(цитозин‑5)-метилтрансфера-
зой 3A (DNMT3A). Ранее было показано, что 
комплекс dCas9-DNMT3A может индуциро-
вать сайт-специфическое метилирование CpG, 
приводящее к  сайленсингу транскрипции. 
CRISPRoff может найти применение в скрининге 
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генома, клеточной инженерии, подавлении энхан-
серов и генетическом механизме эпигенетической 
модификации [44].

Уменьшить нецелевые эффекты CRISPR/Cas9 
можно также путем снижения чрезмерной и дли-
тельной экспрессии этой системы. С  этой це-
лью используют механизм, защищающий фаги от 
CRISPR/Cas-опосредованного иммунитета бакте-
рий, а именно, белки Acr, нацеленные на нукле-
азы Cas. В общей сложности идентифицировано 
44 белка Acr для CRISPR/Cas типа I, II и V, но не 
для подтипа II-B и типа VI [45]. Известны три ме-
ханизма Acr-опосредованного ингибирования: по-
давление связывания Cas9 с ДНК, воздействие на 
связывание Cas9 с гРНК и блокирование активно-
сти Cas9 [46, 47]. В настоящее время для снижения 
нецелевых эффектов используют только AcrIIA2 
и AcrIIA4. Конкурируя с сайтом PAM и/или други-
ми участками ДНК за Cas9, белки Acr блокируют 
расщепляющую активность Cas9, предотвращая 
чрезмерную и  длительную активацию CRISPR/
Cas9, и  уменьшают таким образом нецелевые 
эффекты [48].

Решить проблемы, связанные с большим раз-
мером нуклеазы SpCas9, можно, используя ее ор-
тологи меньшего размера, которые легче упаковать 
в вирусные векторы. Однако в этом случае необхо-
димо учитывать архитектуру нуклеаз, разнообразие 
необходимых последовательностей PAM и относи-
тельную эффективность редактирования. Так, бел-
ки CjCas9 размером 2.95 т. п. н., SaCas9 (3.16 т. п. н.), 
CasX/Cas12e (2.94 т. п. н.), Cas14 (2.85 т. п. н.), Cas13d 
(2.79 т. п. н.) и даже более крупный белок Cas12a 
размером 3.6–3.9 т. п. н. можно упаковать в адено-
ассоциированные вирусные векторы [49–52].

Значительные успехи в  применении системы 
CRISPR/Cas9 дали толчок к изучению других си-
стем CRISPR/Cas для достижения потенциально 
более высокой эффективности редактирования 
и новых приложений.

К наиболее хорошо изученным, после Cas9, от-
носятся белки Cas12 и Cas13 (рис. 3). Cas12 пред-
ставляет собой эффекторный белок класса 2 типа 
V. У этого белка отсутствует каталитический до-
мен HNH, вместо него для индукции расположен-
ных в шахматном порядке “ступенчатых” разры-
вов с липкими концами за пределами сайта PAM 
используется домен RuvC-подобной нуклеазы, 
тогда как Cas9 имеет оба домена и создает разре-
зы с тупыми концами в области PAM. Показано, 
что Cas12 успешно распознает дцДНК (Cas12a/
Cpf1) и может расщеплять оцДНК (Cas12f/Cas14). 
Кроме того, Cas12 регулируется единственной 
относительно компактной crРНК и  не нужда-
ется в tracrРНК. Cas12 удобно использовать для 
мультиплексного редактирования, поскольку она 
обладает активностью РНКазы III (катализирую-
щий процессинг пре-crРНК в зрелые crРНК), что 

позволяет получать множество crРНК из едино-
го предшественника. В отличие от Cas9, нуклеаза 
Cas12 может расщеплять целевую последователь-
ность (цис-расщепление), а также активировать 
свою способность расщеплять нецелевые после-
довательности (транс- или коллатеральное расще-
пление) [53]. Благодаря транс-расщепляющей ак-
тивности, Cas12 можно использовать для обнару-
жения нуклеиновых кислот [54]. Белок Cas12 был 
перепрофилирован в  нацеленный на ДНК-эн-
донуклеазу CRISPR трансрепортер (DETECTR), 
способный обнаруживать присутствие оцДНК. 
Эта технология применима для детекции ДНК-ви-
русов в клинических образцах [53]. Известно мно-
жество вариантов семейства Cas12: Cas12a (Cpf1), 
Cas12b, Cas12d (CasY), Cas12e (CasX), Cas12f 
(Cas14), Cas12j (CasF), Cas12h, Cas12i и Cas12c [33]. 
Эффективность наиболее известного из них, 
Cas12a, сравнима с эффективностью SpCas9, од-
нако широкого применения в клетках млекопи-
тающих этот вариант не нашел, в основном из-за 
строгой потребности в последовательности смеж-
ного мотива протоспейсера TTTV (PAM). Напро-
тив, его ортолог Mb3Cas12a (Moraxella bovoculi 
AAX11_00205) может эффективно редактировать 
геном мыши (последовательность TTV PAM). Бо-
лее того, использование Mb3Cas12a, меченного 
мономерным стрептавидином, в сочетании с био-
тинилированной донорной ДНК-матрицей для 
HDR приводит в 40% случаев к рождению мышей 
F0 с нужной отредактированной последователь-
ностью  [55]. Недавно при реконструкции эво-
люции эндонуклеаз Cas9 и Cas12 как в прокари-
отических, так и в эукариотических клетках об-
наружили семейство кодируемых транспозонами 
РНК-управляемых систем, названных OMEGA. 
Хотя эти программируемые нуклеазы, включая 
IscB, IsrB и TnpB, имеют большие перспективы 
для нацеливания и редактирования генома, их ак-
тивность и биологическая значимость до сих пор 
не полностью охарактеризованы [56].

Cas13 представляет собой белок класса II 
и типа VI. Члены семейства CRISPR/Cas13 рабо-
тают как двухкомпонентные системы, в которых 
crРНК без участия tracrРНК образует комплекс 
с белком Cas13, состоящим из двух нуклеотидсвя-
зывающих доменов HEPN. Каждый из этих доме-
нов содержит сайт расщепления РНК. Для Cas13, 
также как для Cas9 и  Cas12, требуются фланки-
рующие последовательности протоспейсеров 
(PFS), которые действуют аналогично PAM Cas9 
и, следовательно, необходимы для расщепления 
РНК. Недавно обнаружили, что PFS нужны не для 
всех систем типа VI–Cas13 (например, для Cas13d 
(930 а. к.)), что обеспечивает большую гибкость для 
нацеливания и расщепления любой последователь-
ности нуклеиновых кислот. Кроме того, Cas13 – 
единственная известная прокариотическая систе-
ма CRISPR/Cas, нацеленная на одиночную РНК, 
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т. е. нуклеаза Cas13, обладая уникальной двойной 
РНКазной активностью, способна катализиро-
вать HEPN-независимый процессинг пре-crРНК 
в зрелую crРНК и производить HEPN-зависимое 
расщепление РНК  [33, 51]. Cas13  также можно 
перепрофилировать в редактор оснований РНК. 
Так, каталитически неактивный ортолог Cas13 из 
Prevotella sp. (dPspCas13b) был объединен с дезами-
назой ADAR2 для разработки редактора REPAIR, 
который может преобразовать A→I в РНК. В про-
цессе трансляции и сплайсинга инозин читается 
как гуанин, поэтому инструмент REPAIR может 
восстанавливать патогенные мутации G→A. Впо-
следствии получили систему RESCUE, которая не 
только сохраняет исходную активность дезаминазы 
A→I, но также осуществляет переход C→U. Эффек-
тивность редактирования и специфичность редак-
торов оснований РНК пока невысоки, поэтому не-
обходимы дальнейшие исследования [57, 58]. Как 
уже упоминалось, существуют различные варианты 
Cas13 (Cas13a (1250 а. к.), Cas13b (1150 а. к.), Cas13d 
(930 а. к.)), одним из самых перспективных из ко-
торых считается Cas13d (CasRx). Cas13d имеет ряд 
преимуществ, особенно при работе с млекопитаю-
щими, в том числе:

1. небольшой размер, подходящий для упаковки 
в вирусные векторы;

2. низкая нейротоксичность;
3. двойная нуклеазная активность;
4. для расщепления РНК не требуется фланки-

рующая последовательность протоспейсера;
5. значимо низкая нецелевая активность, более 

высокая эффективность и специфичность в расще-
плении целевой РНК.

Характеристики Cas13d делают его важным кан-
дидатом для пространственно-временной инже-
нерии транскриптома, обнаружения нуклеиновых 
кислот, мультиплексной регуляции генов, пост-
транскрипционного сайленсинга генов, альтерна-
тивного сплайсинга, отслеживания и эпигенетиче-
ской регуляции РНК [51].

РАЗРЫВЫ ДНК

Клеточная ДНК постоянно подвергается много-
численным спонтанным повреждениям (до 105 на 
клетку ежедневно), потенциально нарушающим 
стабильность генома, провоцирующим хромосом-
ные перестройки, дестабилизирующим структуру 
и функции генов и приводящим к развитию пато-
логических состояний [59–61]. Известны различ-
ные виды повреждений ДНК, включая модифи-
кации гетероциклических оснований и углеводо-
фосфатного остова, разрыв N-гликозидных связей, 
образование ковалентных связей между цепями 
ДНК, а также между ДНК и белками (например, 
гистонами). Наиболее радикальными среди них 

являются ДЦР. В этом случае оба конца ДНК ока-
зываются топологически разделенными, что может 
вызвать изменения кариотипа. Разрывы ДНК за-
нимают центральное место в важнейших биологи-
ческих процессах, включая мейоз [62] и V(D)J-ре-
комбинацию, при которой гены, кодирующие ком-
поненты антител, рекомбинируют с образованием 
огромного разнообразия конечных продуктов [63]. 
Целенаправленная индукция сайт-специфических 
расщеплений ДНК стала краеугольным камнем 
технологий редактирования генома. Так, нуклеазы 
Cas вносят различные разрывы, например, Cas9 
может производить ДЦР с тупыми концами, Cas12a 
(Cpf1) – с “липкими’, а nCas9 вносит парные или 
одиночные ОЦР [64].

В  свою очередь, клетки развили способность 
восстанавливать повреждения ДНК, инициируя 
сложный сигнальный ответ, который модулирует 
клеточный цикл, изменяет хроматиновое окруже-
ние и рекрутирует факторы репарации [64]. Счи-
тается, что оба варианта разрывов ДНК репариру-
ются с использованием различных путей, хотя на 
практике граница между восстановлением ОЦР 
и ДЦР размыта, так как ОЦР могут превращаться 
в ДЦР, например, в результате прохождения репли-
кативной вилки или когда два соседних ОЦР спон-
танно образуют ДЦР с липкими концами [65].

Клетки млекопитающих используют два основ-
ных механизма репарации разрывов ДНК: NHEJ 
и репарацию с помощью HDR. Восстановление 
ДЦР на протяжении всего клеточного цикла про-
исходит преимущественно путем NHEJ. Этот путь 
может приводить к  мутациям, чаще всего к  не-
большим вставкам и/или делециям (InDel) раз-
мером 1–4 п. н. Однако при наличии гомологич-
ной матрицы в виде сестринской хроматиды или 
искусственно добавленных донорных ДНК-ма-
триц в  поздней S-фазе и  в  фазе G2 запускает-
ся путь HDR. HDR может пойти по нескольким 
направлениям в зависимости от типа и размера 
матричной ДНК. Так, в  присутствии донорной 
дцДНК-матрицы со средними плечами гомоло-
гии >200  п. н. репарация может осуществляться 
путем одноцепочечного отжига по прямым повто-
рам (SSA, single strand annealing). При более длин-
ных плечах (≥ 400 п. н.) восстановление пойдет по 
пути HDR, а если плечи гомологии равны пример-
но 30 н. и используется донорная оцДНК-матри-
ца, то выбирается путь синтеззависимого отжига 
цепей (SDSA, synthesis-dependent strand annealing). 
Донорная дцДНК-матрица без плеч гомологии 
может быть встроена в  место ДЦР ДНК путем 
гомологичной независимой целевой интегра-
ции – этот путь обозначен как HITI (Homology-
Independent Targeted Integration). Альтернативным 
путем репарации является путь микрогомологич-
ного соединения концов (MMEJ), который имеет 
сходство как с NHEJ, так и с HDR. Подобно NHEJ, 
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MMEJ активен в большинстве стадий клеточного 
цикла, однако, как и HDR, нуждается в первона-
чальной резекции концов ДЦР, при этом исполь-
зуются чрезвычайно короткие плечи гомологии – 
5–40 п. н. (рис. 4) [66].

Понимание детерминант, которые направля-
ют восстановление Cas-индуцированного разре-
зания ДНК по определенному пути репарации, 
имеет решающее значение для прогнозирования 

и контроля результата редактирования генома; на 
эффективность этого процесса влияет также регу-
ляция ключевых факторов конкурирующих путей 
репарации ДНК.

ИНГИБИТОРЫ NHEJ

Выбор пути репарации ДЦР ДНК может 
иметь принципиальное значение при создании 
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Рис. 4. Репарация разрывов ДНК. Приведены пути репарации HDR, NHEJ, MMEJ, проходящие с участием белко-
вых факторов и ферментов нуклеинового обмена (указаны рядом со стрелками, указывающими направление пути 
репарации), и соответствующие донорные ДНК-матрицы.
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трансгенных животных. Пути NHEJ и HDR – это 
конкурирующие пути репарации Cas9-индуциру-
емых ДЦР. При этом NHEJ является основным 
путем восстановления ДЦР в клетках млекопита-
ющих, поскольку HDR зависит от фаз клеточно-
го цикла и наличия эндогенных матриц. Если не-
обходимо только нарушить функцию гена, “сбив” 
рамку считывания, то путь NHEJ считается опти-
мальным, однако, если требуется внести точные 
правки в целевые участки гена, то необходимо за-
действовать путь HDR. В этом случае нужно искус-
ственно сместить баланс в сторону HDR. Самым 
очевидным решением становится подавление пути 
NHEJ. Известно несколько регуляторов ключевых 
факторов NHEJ. Сравним их эффективность, до-
стоинства и недостатки.

В основе пути NHEJ лежит механизм прямого 
лигирования разъединенных концов ДНК незави-
симо от степени гомологии между нуклеотидны-
ми последовательностями. На данном этапе пода-
вить NHEJ можно с помощью регуляции каскада 
(комплекса) хроматинсвязывающего белка 53BP1 
с  белками-эффекторами RIF1, Шелдин и  CST, 
участвующими в  репарации ДЦР (53BP1–PTIP/
RIF1–Шелдин-CST). Этот комплекс ингибирует 
резекцию концов ДНК в фазе G1 клеточного цик-
ла (рис. 5). Ключевым фактором каскада является 
белок 53BP1; вычленяя его из процесса репарации, 
можно подавить NHEJ-путь. Существуют два под-
хода к контролю 53BP1. Один из них заключает-
ся в подавлении его рекрутирования в ДЦР. Так, 
Е3 убиквитин-протеин-лигаза RAD18 связывает 

убиквитинированный гистон H2AK15Ub с  боль-
шей аффинностью, чем белок 53BP1, тем самым 
ингибируя рекрутирование 53BP1 в ДЦР. Анало-
гичным образом белок DN1S, доминантно-нега-
тивный мутант 53BP1, конкурирует с эндогенным 
53BP1 или вытесняет его, уменьшая привлечение 
эффекторов NHEJ [67–69]. Другой подход предпо-
лагает удаление 53BP1 из участка ДЦР, например, 
полиубиквитинированием 53BP1, опосредованным 
убиквитинлигазой E3 SPOP [70].

На следующем этапе пути NHEJ гетеродимеры 
белка Ku70/Ku80 (ДНК-связывающий компонент 
ДНК-зависимой протеинкиназы (ДНК-ПК, Ku) 
распознают концы ДЦР и  связываются с  ними, 
защищая свободные концы ДНК в  месте разры-
ва и предотвращая резекцию 5'-конца. Комплекс 
Ku70/Ku80 рекрутирует и активирует ДНК-зави-
симую каталитическую субъединицу, активность 
которой необходима для реализации пути NHEJ. 
Несмотря на решающую роль субъединиц Ku на 
ранних этапах пути NHEJ, разработано ограни-
ченное количество ингибиторов Ku70/80, а их эф-
фективность дает неоднозначные результаты. Так, 
использование Ku-специфической малой интер-
ферирующей РНК (siРНК) подавляло Ku70/Ku80 
и  в  2 раза увеличивало CRISPR/Cas9-опосредо-
ванную эффективность HDR в фибробластах сви-
ньи [71]. Многообещающие результаты получены 
с использованием низкомолекулярных ингибито-
ров Ku70/80. Показано, что использование ари-
лалкиловых эфиров производных арилпиразолон-
карбоновой кислоты уменьшало связывание Ku до 

В течение нескольких секунд после появления ДЦР
активируются три PI3K-подобные киназы (PIKK), в том
числе мутированная при атаксии-телеангиэктазии
(ATM)

Активированная АТМ приводит к фосфорилированию
гистона H2AX, обозначаемому как γH2AX, что приводит к
рекрутированию и фосфорилированию MDC1
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Фосфорилированный 53BP1
взаимодействует с RIF1,
который рекрутирует
комплекс Шелдин

В первой модели Шелдин связывается с концом ДНК,
чтобы защитить 5'-хвост от резекции

Альтернативная модель предполагает, что Шелдин рекрутирует CST,
Polα и Праймазу в ДЦР. CST связывает дцДНК-оцДНК для защиты
5'-хвоста, а Polα и Праймаза выполняют достройку, что стимулируется
CST для противодействия резекции конца

Фосфорилированный 53BP1
взаимодействует с PTIP и
ингибирует резекцию конца,
хотя функция PTIP остается неясной

Активация
HDR

или

Убиквитинированный H2A вместе с H4K20me2
рекрутирует 53BP1 на хроматин, прилегающий к ДЦР

G0

G1

G2

S

M

Рис. 5. Схема активации каскада 53BP1-PTIP-RIF1-Шелдин-CST. Стрелками обозначена последовательность эта-
пов активации, в прямоугольных вставках приведено их описание. Вверху справа приведены сведения о роли белка 
BRCA1, вовлеченного в процесс HDR, на разных фазах клеточного цикла.
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50% [72], а замена сложноэфирной связи на амид-
ную приводила к  четырехкратному увеличению 
способности подавлять связывание Ku-ДНК. В ре-
зультате дальнейших модификаций этих соедине-
ний создан отдельный класс ингибиторов Ku-DBi – 
высокоэффективных и специфичных ингибиторов 
связывания Ku-ДНК, которые напрямую взаимо-
действовали с Ku и подавляли NHEJ [73]. Ингиби-
рование Ku70 и Ku80 с помощью CRISPR значи-
тельно повышало эффективность HDR [74]. Так, 
активация системы CRISPRi (CRISPR interference) 
приводила к  увеличению эффективности HDR 
в 1.85 раза при ингибировании Ku70 и в 1.58 раза 
в случае Ku80 [75]. Вместе с тем, в некоторых ис-
следованиях показано, что подавление Ku не вли-
яет на эффективность HDR [76], а  также может 
приводить к снижению эффективности обоих пу-
тей репарации ДНК [77].

Интересно отметить, что ингибирование Ku не 
всегда может сместить равновесие в сторону HDR. 
Например, в качестве ингибитора гетеродимеров 
Ku70/Ku80 предложено низкомолекулярное соеди-
нение L – STL127705, идентифицированное с по-
мощью скрининга библиотеки in silico  [78]. Хотя 
нет отчетов о проверке влияния непосредственно 
этого ингибитора на эффективность HDR, изуче-
ние его 4-фторфенильного аналога STL127685 не 
влияло на снижение эффективности пути NHEJ 
или увеличение эффективности HDR [79].

Низкомолекулярные ингибиторы комплекса 
Ku70/Ku80 устраняют до 90% активности холофер-
мента ДНК-ПК, содержащего помимо ДНК-свя-
зывающего комплекса Ku70/Ku80 еще и  катали-
тическую субъединицу [72]. Каталитическая субъ-
единица ДНК-ПК отвечает за распознавание ДЦР, 
фосфорилирование компонента X семейства гисто-
нов H2A (H2AX) и рекрутирование/активацию ме-
ханизма репарации для индукции пути NHEJ [80]. 
Обработка клеток HEK293T ингибиторами ДНК-
ПК NU7441 (или KU57788) и KU‑0060648 приво-
дила к двукратному увеличению эффективности 
HDR  [81], в  эмбрионах рыбок Danio rerio соеди-
нение NU7441 увеличивало эффективность HDR 
в 13.4 раза [82]. Эти данные согласуются с резуль-
татами, полученными на плюрипотентных ство-
ловых клетках, где еще один ингибитор ДНК-ПК, 
NU7026, повышал эффективность интеграции до-
норных олигонуклеотидов примерно в 1.6 раза [79]. 
Более мощным ингибитором ДНК-ПК считается 
M3814, его активность вызывает увеличение HDR 
в  4 раза и  позволяет проводить редактирование 
нескольких локусов одновременно [83]. Комбина-
ция нескольких ингибиторов может иметь синер-
гический эффект. Например, ингибитор M3814 
в  сочетании с  трихостатином A в  3 раза снижал 
эффективность NHEJ [84], а в сочетании с лине-
аризацией донорной плазмиды и транзиентного 
нокдауна ДНК-полимеразы θ (метод BiPoD) почти 

полностью подавлял NHEJ/MMEJ и обеспечивал 
создание биаллельных knock-in в эмбриональных 
стволовых клетках мышей [13].

ДНК-ПК фосфорилирует множество субстра-
тов, включая Artemis, XRCC4, ДНК-лигазу IV 
и XLF, что способствует удержанию концов ДЦР 
ДНК и облегчает рекрутирование ферментов про-
цессинга и лигирования.

Использование ингибиторов ДНК-лигазы IV, 
играющей важную роль в  лигировании концов 
ДЦР в процессе NHEJ, крайне актуально для по-
давления этого пути и смещения равновесия в сто-
рону HDR. Наиболее хорошо охарактеризованным 
ингибитором ДНК-лигазы IV является низкомо-
лекулярное производное дигидроптерина  – сое-
динение SCR7, механизм действия которого под-
робно рассмотрен в  работах  [85, 86]. Отмечено, 
что совместная инъекция компонентов CRISPR/
Cas9 и SCR7 в зиготы повышает эффективность 
HDR-опосредованного инсерционного мутагене-
за, что приводит к появлению мышей со вставками 
в нескольких локусах. Применение SCR7 смещает 
баланс в сторону HDR в 10 раз в эмбрионах мышей 
и на 46% у крыс, а также в широком диапазоне кле-
точных линий, включая клетки рака легкого, мо-
лочной железы, толстой кишки, меланомы, и пер-
вичные фибробласты. В случае вставок длинных 
фрагментов ДНК использование SCR7 повышает 
результативность до 13 раз, а с короткими вставка-
ми – до 19 раз [76]. Комбинация SCR7 с другими 
факторами может значительно повысить эффек-
тивность пути HDR, например, при использова-
нии Rad52 до 40% [87], а при совместной инъекции 
с компонентами CRISPR/Cas9 в зиготы можно по-
лучить вставки в нескольких локусах [88]. Показа-
но, что применение SCR7 увеличивает результатив-
ность стратегии повышения эффективности HDR 
до 30 раз [89]. Однако вопрос о роли SCR7 в по-
вышении эффективности HDR за счет снижения 
эффективности NHEJ остается спорным. В целом, 
активность SCR7, по-видимому, является ткане- 
и организмспецифичной. Об этом свидетельству-
ют сообщения о слабом влиянии SCR7 на подавле-
ние NHEJ или усиление HDR в локусах ROSA26-
like (RLL) генома кролика [90], MALAT1 клеток 
HEK293T [91], pROSA26 в эмбриональных фибро-
бластах свиньи [92], при обработке линии эмбри-
ональных стволовых клеток H1 [93], клеток U2OS 
DR-GFP [94], HSPC [95] и линии клеток миело-
генного лейкоза K562 [96], при создании CRISPR/
Cas12a-опосредованного нокаута в плюрипотент-
ных стволовых клетках человека [97], а также в эм-
брионах D. rerio [82]. Представлены и модифици-
рованные варианты SCR7. Так, более стабильная 
циклическая форма SCR7 может быть дополни-
тельно окислена до SCR7-пиразина с сохранени-
ем способности подавлять NHEJ [98]. Показано, 
что SCR7-пиразин увеличивает эффективность 
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генетического редактирования на 50% в клетках 
MCF7  [99], но в создании нокаута в Xenopus это 
соединение было менее эффективным [100], что 
также свидетельствует о ткане- и видоспецифич-
ности SCR7. Другая модификация SCR7, иденти-
фицированная как SCR130, индуцирует апоптоз 
и обладает противоопухолевой активностью [101]. 
Блокировать активность ДНК-лигазы IV можно 
также путем shРНК-опосредованного (shРНК  – 
образующая шпилечные структуры малая РНК) 
сайленсинга генов и  совместной экспрессии си-
стемы Cas9 и белков E1B55K и E4orf6 аденовиру-
са 4 вплоть до повышения эффективности HDR 
до 8 раз и практически полного подавления NHEJ 
в клеточных линиях человека и мыши [74].

Когда концы ДЦР невозможно напрямую ли-
гировать с  помощью комплексов XLF-XRCC4 
и  ДНК-лигазы IV (например, из-за выступаю-
щих фрагментов нескольких нуклеотидов), та-
кие нуклеазы, как Artemis, полинуклеотидки-
наза‑3'-фосфатаза (PNKP) и  ДНК-полимеразы 
(Polµ и Polλ) могут модифицировать места разры-
вов оцДНК-дцДНК с образованием совместимых 
тупых концов [85, 102].

Если не задействовать описанные механизмы 
подавления NHEJ, то на заключительном эта-
пе этого пути лигирование выполняет комплекс 
XRCC4-ДНК-лигаза IV–XLF. Основания ДНК 
случайным образом добавляются и  удаляются 
ДНК-полимеразами и нуклеазами, что приводит 
к образованию вставок, небольших по сравнению 
с исходной геномной матрицей, которая составляет 
основу подверженного ошибкам редактирования 
на основе NHEJ.

Повысить эффективность направленного ре-
дактирования генома можно не только с помощью 
ингибирования NHEJ, но и путем прямой актива-
ции HDR. Последнее может быть более безопас-
ным для клеток, так как не приводит к их гибели 
из-за нерепарируемых разрывов ДНК.

РЕГУЛЯЦИЯ КЛЮЧЕВЫХ ФАКТОРОВ  
ПУТИ HDR

Репарация ДНК по пути HDR протекает значи-
тельно медленнее, чем по пути NHEJ. Этот процесс 
продолжается в течение 7 ч и более и приводит к ре-
зекции не менее 103 нуклеотидов с 5'-конца от ме-
ста разрыва с образованием 3'-выступающего конца 
ДНК. Концевая резекция – это важная часть ме-
ханизмов MMEJ и HDR. Наличие участка оцДНК 
необходимо для гибридизации с  комплементар-
ной последовательностью матрицы для HDR, что-
бы при удлинении этого конца ДНК-полимеразой 
можно было точно восстановить последователь-
ность, утраченную, возможно, в месте разрыва.

Большинство вариантов пути HDR, таких как 
канонический путь, путь синтеззависимого отжига 

цепей (SDSA), путь индуцированного разрыва ре-
пликации (BIR) и  одноцепочечного отжига по 
прямым повторам (SSA), протекают при наличии 
матрицы, и ДНК-трансфераза RAD51 опосредует 
поиск донорной ДНК-матрицы в процессе HDR. 
Так, сборка нуклеопротеиновых филаментов 
RAD51-оцДНК необходима для реализации путей 
HDR, SDSA и некоторых BIR, но путь SSA не за-
висит от RAD51 [103].

Недавно было показано, что компоненты пути 
анемии Фанкони (Fanconi Anemia, FA) – пути ре-
парации межцепочечных сшивок в ДНК, участву-
ют и в репарации ДЦР ДНК. Анемия Фанкони – 
генетическое заболевание, вызываемое мутациями 
в генах, регулирующих зависимое от репликации 
удаление межцепочечных сшивок ДНК, характе-
ризуется недостаточностью костного мозга и пред-
расположенностью к  раку. Сигнальный путь FA 
координирует сложный механизм, в  котором за-
действованы элементы трех классических путей 
репарации ДНК: HDR, эксцизионной репарации 
нуклеотидов и транслезионного синтеза ДНК. Для 
этого в  пути FA используется уникальный ядер-
но-белковый комплекс, который убиквитинирует 
белки FANCD2 и FANCI, приводя к образованию 
структур репарации ДНК. В сигнальном пути FA 
задействованы 19 белков – от FANCA до FANCT, 
а также множество ассоциированных белков. Счи-
тают, что HDR является одним из этапов пути FA, 
в котором реализуется SSTR-путь рекомбинации 
с использованием олигонуклеотидных оцДНК-ма-
триц (Single-Stranded Templated Repair). Белки FA – 
FANCD1 (BRCA2), FANCR (RAD51) и FANCD2, 
участвуют в инициации репарации ДЦР ДНК по 
механизму HDR. Изучение взаимодействия меж-
ду FA и путями репарации ДЦР приводит к появ-
лению все большего числа доказательств того, что 
FA не только участвует в репарации межцепочеч-
ных поперечных сшивок дцДНК, но также игра-
ет роль в ДЦР-опосредованном редактировании 
генома [104].

Как уже отмечено, основным шагом, который 
определяет выбор HDR в качестве пути репарации 
ДЦР, является 5'-3'-резекция конца ДНК с  об-
разованием 3'-выступающего одноцепочечного 
фрагмента. Этот процесс инициируется белковым 
комплексом MRN (MRX у дрожжей), состоящим 
из белков MRE11, RAD50 и NBS1, который име-
ет решающее значение для короткой концевой ре-
зекции [105]. Одной из стратегий, применяемых 
для смещения равновесия репарации разрывов 
ДНК в сторону HDR, стала разработка химерной 
конструкции Cas9 для привлечения комплекса 
MRN к участку ДЦР. В этой системе белок SpCas9 
слит с  доменом из 126 а. к. щелочной нуклеазы 
HSV‑1 (UL12), который и рекрутирует комплекс 
MRN [106].
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Неоднозначная ситуация наблюдается и с уча-
стием в выборе пути репарации ДНК белка PARP1, 
представителя семейства поли(ADP-рибозо)поли-
мераз, участвующего в  репарации повреждений 
ДНК и ремоделировании хроматина. С одной сто-
роны, этот белок может способствовать привлече-
нию комплекса MRN, что стимулирует пути MMEJ, 
SSA или HDR [107], однако PARP1 быстро рекру-
тируется в новые ДЦР и может ингибировать ре-
зекцию и привлекать Ku-комплекс, способствуя 
реализации пути NHEJ [108].

Установлено, что фосфорилированный фактор 
резекции CtIP и комплекс BRCA1-BARD1 стиму-
лируют процесс резекции с помощью MRN, в ходе 
которого субъединица MRN NBS1 генерирует ко-
роткие выступающие концы [109, 110]. На данном 
этапе сместить равновесие в пользу HDR можно, 
используя нуклеазу Cas9, гибридизованную с HE, 
N-концевым фрагментом CtIP, за счет рекрутиро-
вания эндогенного CtIP в месте расщепления. Этот 
эффект показан на клеточных линиях человека, 
iPS-клетках и зиготах крыс. Его результативность 
зависела от сrРНК и варьировала в зависимости от 
локуса [111].

Короткие одноцепочечные фрагменты, гене-
рируемые MRN, служат местом связывания таких 
ферментов, как экзонуклеаза 1 (EXO1), хеликаза 
Блума (BLM) и нуклеаза DNA2 [112]. EXO1 гене-
рирует длинные 3'-одноцепочечные последова-
тельности ДНК за счет своей процессирующей 
5'-экзонуклеазной активности. Стимулировать ре-
зекцию с помощью EXO1 может гетеротримерный 
комплекс SOSS1, связывающий оцДНК [113]. Сам 
комплекс MRN также рекрутирует и  усиливает 
процессивность EXO1, а хеликаза BLM увеличива-
ет сродство EXO1 к местам разрыва ДНК [112]. От-
мечено, что репликативный белок А (RPA) может 
как стимулировать, так и ингибировать активность 
EXO1 в зависимости от того, фосфорилирован он 
или нет [114]. Комплекс BLM/DNA2 обладает как 
5'-, так и  3'-эндонуклеазной активностью: хели-
каза BLM разделяет нити ДНК, позволяя нукле-
азе DNA2 расщеплять оцДНК [112]. Хеликазная 
активность BLM увеличивается при взаимодей-
ствии с фактором резекции CtIP, который усили-
вает также DNA2-опосредованное расщепление 
ДНК  [115]. RPA ингибирует 3'-эндонуклеазную 
активность DNA2, одновременно стимулируя ее 
5'-эндонуклеазную активность, чтобы обеспечить 
5'-3'-направление резекции  [114]. Как уже упо-
миналось, регуляторный механизм 53BP1–PTIP/
RIF1–Шелдин-CST ингибирует дальнюю резек-
цию концов (Long Range Resection), причем хро-
матинсвязывающий белок 53BP1 блокирует при-
влечение белка BRCA1 к ДЦР во время G1-фазы, 
в то время как белок BRCA1 предотвращает обра-
зование очагов 53BP1 и RIF1 в ДЦР во время фазы 
S/G2 [116]. Антагонистические отношения между 

BRCA1-BARD1 (BARD1 – белок, ассоциирован-
ный с  BRCA1, BRCA1-associated RING domain 
protein 1) и 53BP1 могут быть связаны с двумя со-
стояниями посттрансляционной модификации ги-
стонов H2A и H4: убиквитинированием лизина‑15 
гистона H2A и метилированием лизина‑20 гистона 
H4, что влияет на выбор пути репарации ДЦР [117]. 
Также RAD18, а именно его улучшенный вариант 
e18, подавляя локализацию 53BP1 в ДЦР, стиму-
лирует CRISPR-опосредованную HDR, тем самым 
повышая эффективность точного редактирования 
генома [118].

Поскольку образующиеся одноцепочечные 
фрагменты ДНК очень нестабильны, они связы-
ваются с белком RPA, который защищает оцДНК 
от нуклеазной деградации и предотвращает обра-
зование вторичных структур. С помощью “посред-
ников” рекомбинации, таких как белки BRCA1, 
BRCA2, а также партнера BRCA2 – белка PALB2, 
RPA вытесняется белком RAD51, который затем 
образует протяженные спиральные нуклеопротеи-
новые филаменты на оцДНК путем блокирования 
гидролиза АТР. RPA представляет собой барьер для 
сборки филаментов RAD51. В G2/S-фазе циклин-
зависимая киназа 1 (CDK1) фосфорилирует 
RAD51, что усиливает способность RAD51 конку-
рировать с RPA за оцДНК [119]. Установлено, что 
небольшая молекула RS‑1, идентифицированная 
в результате скрининга библиотеки из 10 000 сое-
динений, может усиливать ДНК-связывающую ак-
тивность RAD51, что в несколько раз увеличивает 
эффективность Cas9-опосредованной HDR в клет-
ках HEK293A, плюрипотентных стволовых клетках 
человека, в эмбрионах кроликов и D. rerio. После 
формирования нуклеопротеинового филамента 
RAD51-оцДНК происходит поиск комплементар-
ной ДНК-матрицы для HDR. Инвазия 3'-высту-
пающего конца ДНК в матрицу приводит к обра-
зованию D-петли, за которым следует удлинение 
3'-выступающего конца ДНК с помощью ДНК-по-
лимеразы δ. Способствовать инвазии ДНК может 
сверхэкспрессия дрожжевого RAD52 (yRAD52), но 
не его человеческого аналога, HDRAD52. Показа-
но, что применение слитого белка yRAD52-Cas9 
приводит к  увеличению эффективности HDR 
в клетках разных организмов. Предполагается, что 
после образования D-петли процесс репарации 
может пойти тремя путями, в зависимости от того, 
образуются одна или две структуры Холлидея. За-
тем действует группа ферментов, называемых резо-
львазами, которые завершают процесс репарации 
и восстанавливают хромосому до ее неповрежден-
ного состояния [68].

Скрининг около 4000 малых молекул выявил 
две небольшие молекулы, L755507 и брефельдин A, 
способных повысить эффективность HDR. Так, ис-
пользование соединения L755507, агониста β3-адре-
нергических рецепторов, приводило к увеличению 
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эффективности вставки GFP в 3 раза по сравнению 
с контрольными клетками. Применение брефель-
дина A, ингибитора внутриклеточного транспорта 
белка из эндоплазматического ретикулума в аппа-
рат Гольджи, также приводило к повышению эф-
фективности встраивания в 2 раза [120].

Следует отметить, что активность некоторых 
ключевых факторов, участвующих в HDR в клет-
ках дрожжей и млекопитающих, регулируется с по-
мощью высококонсервативного белка SUMO (не-
большой белок примерно из 100 а. к.), способного 
регулировать активность того белка, к  которому 
он присоединяется  [121]. Как правило, сумоили-
рование положительно воздействует на концевую 
резекцию. Например, SUMO оказывает сильное 
влияние на функционирование CtIP [122] и способ-
ствует стабильности белка EXO1 в клетках млекопи-
тающих [123]. Следовательно, можно предположить, 
что сумоилирование этих ключевых факторов может 
обеспечить более высокую эффективность HDR.

Из-за неравномерного распределения актив-
ности NHEJ и HDR по клеточному циклу, когда 
NHEJ активен на протяжении всего цикла, а HDR 
ограничена лишь поздней фазой G2 и S, когда про-
исходит репликация ДНК перед делением клетки, 
ингибиторы клеточного цикла используют для по-
вышения эффективности HDR, останавливая или 
задерживая клетки-мишени в фазах S или G2.

КОНТРОЛЬ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА

Поскольку репарация разрывов в ДНК по пути 
HDR ограничена фазами S и G2 клеточного цик-
ла, синхронизация клеток в этих фазах с помощью 
химических соединений может значительно по-
высить ее эффективность. Такими соединениями 
стали блокаторы G1/S: афидиколин, гидроксимо-
чевина, мимозин и тимидин, повышающие вероят-
ность восстановления ДНК по пути HDR в неона-
тальных фибробластах [124]. Нокодазол и ABT‑751 
останавливают клетки в  фазе G2/M, ингибируя 
полимеризацию микротрубочек. Нокодазол спо-
собствует увеличению эффективности HDR в 1.38 
раза в клетках HEK293T [124], а ABT‑751 увеличи-
вает в 6 раз эффективность редактирования генома 
в линиях стволовых клеток человека [93]. Некото-
рые блокаторы M/G1 не всегда показывают высо-
кие результаты в стимуляции HDR, как например, 
ловастатин в  неонатальных фибробластах  [124]. 
Недавно было показано, что низкомолекулярное 
соединение XL413, ингибитор киназы CDC7, уча-
ствующей в инициации репликации ДНК, замед-
ляет S-фазу, удлиняя фазы S/G2/M, и увеличивает 
эффективность HDR до 3.5 раз [96]. Тиазольное 
производное хинона, соединение RO‑3306, мо-
жет временно останавливать переход от фазы G2 
к фазе M путем ингибирования функции циклин-
зависимой киназы (CDK1), увеличивая количество 

клеток в фазах S и G2 [125]. Соединение RO‑3306, 
ингибитор CDK1, применяемое в сочетании с бел-
ком Cas9, нуклеазная активность которого сниже-
на в фазе G1, может улучшить соотношение путей 
HDR/NHEJ в 20 раз в пользу HDR [126]. Вместе 
с тем, эффекты блокаторов клеточного цикла зави-
сят от типа клеток-мишеней и могут иметь ограни-
чения для использования in vivo из-за потенциаль-
ной токсичности. Зависимая от фазы клеточного 
цикла экспрессия Cas9 может быть дополнитель-
ным подходом к синхронизации образования ДЦР 
с  фазами клеточного цикла. Стратегия контро-
ля экспрессии Cas9 в фазах S и G2 основана на 
создании комплекса Cas9-hGem (Cas9-геминин). 
Слияние первых 110 а. к. геминина с Cas9 приво-
дит к протеолитической деструкции такого гибрид-
ного белка, вызванной APC/CDH1-опосредован-
ным убиквитинированием в поздних фазах M и G1, 
и в итоге увеличивает эффективность HDR до 87% 
в  клетках HEK293T  [91]. Эффективность этого 
подхода подтверждена на плюрипотентных стволо-
вых клетках человека и фибробластах свиньи, что 
делает его многообещающим инструментом для 
повышения эффективности HDR [127, 128]. Кро-
ме того, существуют непрямые методы замедления 
клеточного цикла. Так, например, инкубация эм-
брионов D. rerio на льду увеличивает результатив-
ность HDR в 1.5 раза [82].

СТАТУС ХРОМАТИНА

Статус хроматина, его компоненты и структура 
значительно влияют на выбор пути репарации ДЦР, 
однако детальные механизмы этого процесса оста-
ются неясными. Система CRISPR-Cas функциони-
рует в различных хромосомных контекстах, таких 
как эухроматин или гетерохроматин.

Фундаментальной единицей хроматина являет-
ся нуклеосома, состоящая из двух копий каждого 
корового гистона (H3, H4, H2A и H2B), обернутых 
147 парами оснований ДНК. Неструктурированные 
концевые области коровых гистонов подвергаются 
множеству различных посттрансляционных моди-
фикаций, среди которых наиболее хорошо изучены 
фосфорилирование, метилирование, ацетилирова-
ние и убиквитинирование. Посттрансляционные 
модификации гистонов, а  также метилирование 
ДНК помогают сформировать эухроматин и гете-
рохроматин. Эухроматин соответствует открытому 
состоянию хроматина, он связан с активной транс-
крипцией и обогащен метилированными (напри-
мер, H3K4me3, H3K36me3) и ацетилироваными 
гистонами. Напротив, гетерохроматин более ком-
пактен, менее доступен для аппарата транскрип-
ции и  обогащен репрессивными гистоновыми 
посттрансляционными модификациями и, таким 
образом, транскрипционно неактивен. Гетерохро-
матин разделяют на факультативный, конститу-
тивный и  центромерный. Последний включает 
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вариант гистона H3, CENP-A, который эпигенети-
чески определяет расположение центромер и пере-
межается с активными гистоновыми посттрансля-
ционными модификациями H3K4me3, H3K36me3, 
но лишен репрессивного H3K9me3, характерного 
для конститутивного гетерохроматина [129, 130].

Установлено, что триметилирование остатка 
лизина‑36 гистона H3 (H3K36me3) играет кри-
тическую роль в  репарации ДНК по пути HDR 
в эухроматине [130]. Триметилированный гистон 
H3K36me3 обнаружен также в участках, которые 
репарируются по пути NHEJ [131]. Установлено, 
что содержание аналогичного гистона, содержа-
щего диметилированный лизин‑36 (H3K36me2), 
снижено в ДЦР, которые репарируются по пути 
HDR, и характерно для ДЦР, которые репариру-
ются по пути NHEJ [130]. Модифицированный ги-
стон H3, содержащий диметилированный остаток 
лизина‑4 (H3K4me2) в центромерах, способству-
ет репарации по пути HDR в фазе G1 клеточного 
цикла [132], триметилирование лизина‑9 гистона 
H3 (H3K9me3) также способствует восстановле-
нию разрывов в ДНК по пути HDR и уменьшает 
эффективность репарации по пути NHEJ.

В среднем для гетерохроматина более характер-
ны пути репарации HDR и  MMEJ. Так, исполь-
зование системы KRAB (Krüppel-associated box), 
которая рекрутирует компоненты ремоделирова-
ния хроматина и нуклеосом, создавая локальные 
гетерохроматиновые области в  геноме, в  конеч-
ном счете приводит к смещению баланса от NHEJ 
к HDR [133, 134]. Показано подобное смещение 
равновесия и от NHEJ к MMEJ [129]. Такое рас-
пределение выглядит логичным, так как NHEJ по 
умолчанию (особенно на этапе G1) более активен, 
чем MMEJ или HDR и,  следовательно, в  эухро-
матине может реализоваться в  основном NHEJ. 
В то же время ремоделирование участка разрыва 
ДНК в гетерохроматине может быть медленным, 
что дает время для активации MMEJ и HDR. Ис-
пользование ингибиторов гистоновых деацети-
лаз HDAC1 или HDAC2, которые поддерживают 
компактную природу гетерохроматина, показало 
значительное увеличение скорости как NHEJ, так 
и HDR – примерно в 2–3 раза [135]. Так, приме-
нение трихостатина А, ингибитора HDAC класса 
I/II, увеличивало примерно в 2.2 раза эффектив-
ность редактирования генов в экспрессирующих 
nCas9 клетках, а применение вальпроевой кислоты, 
также ингибитора HDAC класса I/II, в сочетании 
со сверхэкспрессией RAD51 значительно повыси-
ло эффективность биаллельной HDR в клетках ES/
iPS человека [136]. Следует отметить, что в более 
раннем исследовании не зафиксировано очевид-
ных различий в соотношении HDR/NHEJ в раз-
личных состояниях хроматина [137].

Таким образом, выбор пути репарации ДЦР 
контролируется статусом метилирования H3K36, 

а  посттрансляционные модификации H3K4me2 
и H3K9me3 способствуют реализации HDR [138]. 
На сегодняшний день вопрос о точном механизме 
того, как структуры хроматина влияют на выбор 
пути репарации Cas9-опосредованного ДЦР, оста-
ется открытым. В отношении репарации опосредо-
ванных Cas9 разрывов ДНК существует обобщен-
ное мнение, что структура хроматина влияет на 
активность Cas9 как in vivo, так и in vitro, при этом 
гетерохроматин препятствует CRISPR-Cas-опосре-
дованному редактированию генома [139].

ДНК-МАТРИЦЫ  
ДЛЯ ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ

Выбор правильного варианта ДНК-матрицы 
для репарации по пути HDR может значительно 
повлиять на результативность редактирования ге-
нома. Существуют три основных варианта донор-
ных матриц: дцДНК, оцДНК, а также линейная 
оцДНК аденоассоциированного вируса.

Матрицы дцДНК удобно получать, они имеют 
низкую стоимость и  поэтому широко использу-
ются. HDR c использованием в качестве доноров 
дцДНК менее эффективна, чем с оцДНК-матри-
цами, однако дцДНК позволяет создавать вставки 
больших фрагментов (до 7.1 т. п. н.) [66]. Плечи го-
мологии, необходимые для дцДНК-матриц, обыч-
но относительно длинные (0.5–2 т. п. н.), но успеш-
но используются и плечи гомологии <100 п. н. [140]. 
Размер плеча является ограничивающим фактором, 
поскольку эффективность knock-in HDR (HDR 
с введением в целевое место генома заданной по-
следовательности) положительно коррелирует 
с длиной плеча гомологии дцДНК и отрицательно 
коррелирует с размером вставки [76].

Матрицы оцДНК имеют короткие плечи гомо-
логии (70–100 нуклеотидов), их легко синтезиро-
вать с введением различных модификаций для по-
вышения эффективности трансформации и  ста-
бильности in vivo. Общий уменьшенный размер 
оцДНК делает ее более подходящей для точечного 
редактирования со стратегией короткой вставки 
(<100 нуклеотидов) вместо целых генов [66].

Один из вариантов оцДНК – короткий одноце-
почечный олигонуклеотид (оцОНК) длиной около 
200 нуклеотидов. оцОНК содержит плечо гомологии 
≥30 нуклеотидов как на 5'-, так и на 3'-конце, где бо-
лее длинное плечо гомологии может повысить эф-
фективность редактирования, но при этом прояв-
ляет более выраженную цитотоксичность. Ограни-
ченная длина оцОНК не позволяет делать крупные 
вставки, хотя использование нескольких оцОНК 
с перекрывающимися областями увеличивает воз-
можность вставок крупных фрагментов ДНК [66]. 
Повышение результативности редактирования при 
использовании оцОНК достигнуто путем фосфоро-
тиоатной модификации, которая стабилизировала 
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матрицу за счет уменьшения вне- и внутриклеточ-
ной деградации нуклеазами и увеличивала ее спо-
собность проникать через плазматическую мембра-
ну клетки-мишени [141]. В настоящее время оцОНК 
стали рутинным инструментом редактирования как 
in vitro, так и in vivo, особенно в экспериментах по 
изменению нескольких генов [142].

Для расширения использования оцОНК разрабо-
тана система Easi-CRISPR, в которой в качестве до-
норных матриц используется длинная оцДНК [143], 
которая позволяет получать вставки более крупных 
фрагментов, чем оцОНК, заменять гены в выбран-
ных местах генома и получать условные аллели. Как 
и в случае оцОНК, расстояние между участком целе-
вой модификации и сайтом Cas-расщепления долж-
но быть как можно меньше. Средняя длина такой 
ДНК составляет 0.2–2 т. п. н. (максимальная длина 
5 т. п. н., после чего ДНК склонны к спонтанным 
разрывам). При этом используется короткое плечо 
гомологии, обычно 55–329 нуклеотидов на каждом 
конце. Длинная оцДНК обладает рядом недостатков: 
она более токсична, чем оцОНК, а ее получение до-
роже и сложнее, кроме того, репарация с помощью 
длинной оцДНК приводит к большей частоте оши-
бок, чем в случае дцДНК [66, 119].

В  дополнение к  оцОНК и  длинным оцДНК 
в качестве матриц для HDR используется линей-
ная оцДНК аденоассоциированного вируса (ААВ), 
упакованная в капсид после удаления всех вирус-
ных генов. Сообщается, что оцДНК-ААВ-матри-
ца обладает высокой эффективностью точечных 
мутаций и  вставок больших фрагментов ДНК, 

поскольку вирус обладает естественной способно-
стью стимулировать HDR [144, 145]. В целом, длина 
плеча гомологии оцДНК-ААВ-матрицы составляет 
400–800 нуклеотидов. Средняя длина вставки при 
использовании оцДНК-ААВ матрицы составляет 
771–3300 нуклеотидов и не может превышать 3800. 
Однако c помощью двух доноров оцДНК-ААВ-ма-
триц и нуклеазы CRISPR-Cas в HSPC и Т-клетки 
можно вставить ДНК длиной 5700 оснований [146].

HDR с использованием донорной дцДНК-ма-
трицы проходит в основном по пути HDR, тогда 
как при использовании оцДНК матрицы репарация 
проходит по пути одноцепочечного отжига (SSA) 
и синтез-зависимого отжига цепи (SDSA) [103]. Од-
нако донорные дцДНК-матрицы как плазмидные, 
так и линейные, задействованы в системах репара-
ции HMEJ, Tild и PITCh в качестве альтернативы 
HDR. В качестве донорных ДНК-матриц в HMEJ 
использовали суперскрученные плазмиды, несущие 
сайты-мишени синтетической гРНК, и два плеча 
гомологии (600–900 п. н.) [147], которые в страте-
гии Tild были заменены линейными дцДНК с дву-
мя плечами гомологии по 800 п. н. [148]. При этом 
оба типа донорных ДНК-матриц могли эффектив-
но и точно встраивать экзогенную ДНК в сайт-ми-
шень. В системе PITCh также используются сверх-
скрученные плазмиды, несущие сайты-мишени 
синтетической гРНК, но с микрогомологичными 
последовательностями в качестве плеч гомологии 
(5–25 п. н.). В итоге донорная последовательность 
встраивалась в  геном по MMEJ-пути  [149], что 
позволило работать системе во время G1/ранних 
S-фаз клеточного цикла в отличие от HDR. В целом 

Трансген Трансген

Трансген

Линейные дцДНК доноры для HDR
с мусорными последовательностями,
прилегающими к плечам гомологии

Линейные дцДНК доноры Tild для HMEJ

Трансген

Суперскрученные дцДНК плазмиды PITCh для MMEJ с короткими
плечами гомологии, фланкированными сайтами-мишенями erPHK

Трансген

500−1000 н.

500−1000 н. 800 н. 800 н.

800 н. 800 н.

500−1000 н.

200−2000 н.200−2000 н.

20 н. 20 н.

500−1000 н.

суперскрученные дцДНК плазмиды для HDR 
с длинными плечами гомологии

суперскрученные дцДНК плазмиды для HMEJ с плечами 
гомологии, фланкированными сайтами-мишенями егРНК

Рис. 6. Схемы гомологичной репарации (HDR) ДЦР ДНК с использованием в качестве донорных матриц дцДНК.
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разработка этих стратегий позволила в разы увели-
чить эффективность HDR в следующем порядке 
Tild > HMEJ > PITCh ≥ HDR, где разрыв между Tild 
и HDR достигал шести порядков (рис. 6) [148].

Также показано, что встроить донорную последо-
вательность можно и с использованием пути NHEJ. 
В этом случае ДЦР вводятся как в целевой геном, так 
и в донорную матрицу. Сначала донорную плазмиду 
линеаризуют и разрезают (при этом донорная ма-
трица с двойным разрезом менее эффективна, чем 
с единичным, так как в первом случае образуются 
два фрагмента ДНК, конкурирующих за геномную 
интеграцию), а  затем напрямую лигируют с  кон-
цами разрезанной геномной ДНК по пути NHEJ. 
NHEJ эффективно повторно лигирует концы ДНК 
без ошибок и не требует областей гомологии для 
точной вставки. Однако донорная матрица может 
быть вставлена в любой ориентации относительно 
концов разорванной геномной ДНК, и нецелевые 
ДЦР также могут привести к  непреднамеренной 
вставке в случайные участки генома. Чтобы обойти 
эту проблему, в донорную плазмиду вводили корот-
кую гомологичную последовательность – “приман-
ку”. Оказалось, что вставка не зависит от гомоло-
гии между локусом-мишенью и “приманкой” в до-
норной плазмиде [150, 151]. Аналогичный результат 
можно получить с  использованием белка Cas12a 
(Cpf1), который в отличие от Cas9 генерирует ДЦР 
с липкими концами, потенциально способствующи-
ми точному редактированию генома [152]. Недавно 
обнаружено, что матрица репарации короткой дцД-
НК, содержащая липкий конец, соответствующий 
одному из концов Cpf1-опосредованного ДЦР, и го-
мологичное плечо, разделяющее гомологию с геном-
ной областью, примыкающей к другому концу ДЦР, 
обеспечивает точную репарацию и вводит желаемую 
нуклеотидную замену. Эта стратегия задействует 
механизмы как HDR, так и MMEJ, и названа HDR 
с помощью лигирования [153].

Таким образом, оптимальные результаты ре-
дактирования могут быть получены путем выбора 
подходящей донорной ДНК-матрицы в  соответ-
ствии с экспериментальными требованиями. Од-
нако важны также формат предоставления матри-
цы донорной ДНК, ее доступность и концентра-
ция в ядре. Обычно матрица добавляется в виде 
очищенной или “голой” ДНК, но в нормальной 
клеточной среде спираль ДНК обернута вокруг 
кластера белков – гистонов. Показано, что скон-
струированные ДНК-матрицы в  форме, имити-
рующей хроматин, наряду со сниженной цито-
токсичностью демонстрируют в  2.3–7.4 раза бо-
лее высокую эффективность HDR по сравнению 
с развернутой ДНК [154]. Для сближения компо-
нентов CRISPR с донорной ДНК-матрицей внутри 
клеток разработано несколько систем. Во-первых, 
модульная стратегия РНК-аптамер-стрептавидин 
(S1mplex), состоящая из егРНК, дополненной 

стрептавидинсвязывающим РНК-аптамером, са-
мого стрептавидина и  белка Cas, созданная для 
формирования комплекса рибонуклеопротеинов 
CRISPR-Cas9 с  биотинилированной донорной 
оцДНК-матрицей (bio-оцДНК) [155]. Во-вторых, 
получен вариант Cas9, слитый с авидином через 
гибкий линкер и соединенный мостиком с моди-
фицированной биотином оцДНК (bio-оцДНК) для 
увеличения сродства [156], а также с использовани-
ем SNAP-метки сконструирован комплекс рибону-
клеопротеинов CRISPR-Cas9 и bio-оцДНК [157].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эволюция развития технологии CRISPR/Cas 
привела к получению гибкой, простой в исполь-
зовании молекулярной платформы для редакти-
рования генома различных организмов. За послед-
ние годы разработаны разнообразные стратегии 
CRISPR-опосредованного редактирования генома, 
включая новые эффективные подходы к редакти-
рованию генома CRISPR-Cas9 с повышенной эф-
фективностью HDR для встраивания в  геномы 
протяженных фрагментов ДНК. Это позволяет до-
биться значительных достижений в фундаменталь-
ных и биомедицинских исследованиях и расширя-
ет понимание биологии живых организмов и пато-
генетических основ болезней человека.
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With the practical implementation of the CRISPR/Cas technology for targeted genome editing, it 
has become possible to carry out genetic engineering manipulations with eukaryotic genomes with 
high efficiency. One of the key stages of this technology is the targeted induction of site-specific DNA 
cleavages (breaks). The cell repairs these breaks via one of two pathways: nonhomologous end joining or 
homologous recombination. The choice of DNA repair pathway is determined by the architecture of the 
sites at the DNA break area formed as a result of terminal resection and depends on the phases of the 
cell cycle. Nonhomologous end joining is the main pathway for repair of double-stranded DNA breaks 
in mammalian cells. It involves a nonspecific ligation reaction, the accuracy of which depends on the 
structure of the ends of the break, and can result in various insertions or deletions in the target region of 
the genome. Integration of the desired sequence into the genome occurs along the path of homologous 
recombination, the implementation of which requires a matrix with homology regions on both sides of 
the double-strand break. The introduction of a genetic construct into a given location in the genome 
is an important, but currently complex and labor-intensive task. At the same time, for fundamental 
studies of gene function and the creation of animal models of human diseases, the choice of the repair 
pathway can be of fundamental importance. This review is an attempt to combine and structure all 
known information on approaches to increasing the efficiency of DNA repair involving homologous 
recombination. The article lists the most effective strategies to shift the balance towards homologous 
repair, such as the use of inhibitors of the non-homologous end joining mechanism, regulation of 
key factors of homologous recombination, control of the cell cycle, chromatin status, construction of 
templates for homologous recombination.
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Белки Е6 и  Е7 вируса папилломы человека (ВПЧ) играют ключевую роль в  онкогенезе 
папилломавирусной инфекции. Данные по изменчивости этих онкобелков ограничены, а факторы, 
влияющие на их изменчивость, малоизучены. Нами проанализирована вариабельность известных 
к  настоящему времени последовательностей белков Е6 и  Е7  ВПЧ типа 16 (ВПЧ16) с  учетом их 
географического происхождения и года cбора образцов, а также направления их эволюции в основных 
географических регионах мира. Из базы данных GenBank NCBI 6 октября 2022 года были выгружены 
все последовательности, относящиеся к фрагментам генома ВПЧ16, кодирующим онкобелки Е6 и Е7. 
Образцы отфильтровали по следующим параметрам: последовательность включает хотя бы одну 
из двух интересующих рамок считывания целиком, известны дата сбора и страна происхождения. 
Всего отобрали 3 651 полногеномную нуклеотидную последовательность, кодирующую белок Е6, 
и 4 578 полногеномных нуклеотидных последовательностей, кодирующих белок Е7. Полученные 
после выборки и выравнивания нуклеотидные последовательности переводили в аминокислотные 
и анализировали с применением программ MEGA11, R, RStudio, Jmodeltest 2.1.20, BEAST v1.10.4, 
Fastcov и Biostrings. Наибольшая изменчивость первичной структуры белка Е6 зарегистрирована 
в позициях 17, 21, 32, 85 и 90 а. о., а для Е7 ‒ в позициях 28, 29, 51 и 77 а. о. Выборка разделилась 
по географическому признаку на 5 гетерогенных групп: африканскую, европейскую, американскую, 
регион Юго-Западной и Южной Азии и регион Юго-Восточной Азии. Для ряда стран были выявлены 
уникальные аминокислотные замены (АК-замены) в  белках Е6/Е7  ВПЧ16, предположительно, 
характерные для отдельных этнических групп. В основном они локализуются в сайтах известных  
В- и  Т-клеточных эпитопов и  относительно редко в  структурно-функциональных доменах. 
Выявленные различия в АК-заменах у различных этнических групп и их колокализация с кластерами 
B- и T-клеточных эпитопов позволяют предположить их возможную взаимосвязь с географическим 
распределением аллелей и гаплотипов главного комплекса гистосовместимости (HLA). Это может 
приводить к распознаванию различного набора В- и Т-клеточных эпитопов вируса, что обусловливает 
региональные различия в  направлении эпитопного дрейфа. В  результате филогенетического 
анализа нуклеотидных последовательностей, кодирующих белок Е6 ВПЧ16, выявлен общий предок, 
подтверждена региональная кластеризация последовательностей гена белка Е6 по набору наиболее 
распространенных АК-замен, а  также обнаружены случаи реверсии отдельных АК-замен при 
изменении региона распространения вируса. Для белка Е7 аналогичный анализ был невозможен из-
за высокой гомологии последовательностей. Ковариационный анализ совокупной выборки выявил 
отсутствие взаимосвязи между аминокислотными остатками в белке Е6, в белке Е7, а также между 
Е6 и Е7. Полученные в работе данные важны для разработки терапевтических вакцин против ВПЧ 
высокого канцерогенного риска.

Ключевые слова: вирус папилломы человека, белок Е6, белок Е7, первичная структура, эволюция, 
филогенетический анализ, ковариационный анализ, В-клеточные эпитопы, Т-клеточные эпитопы
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Вирус папилломы человека (ВПЧ) – ДНК-со-
держащий вирус диаметром 45‒55 нм, семейства 
Papillomaviridae. На сегодняшний день известно 
более 200 штаммов папилломавирусов, патогенных 
для человека, которые можно разделить на три ос-
новные группы по степени онкогенного риска [1]:

‒ неонкогенные типы (1, 2, 3 и 5);
‒ типы низкого канцерогенного риска (6, 11, 42, 

43 и 44);
‒ типы высокого канцерогенного риска (16, 18, 

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 и 82).
Штаммы ВПЧ высокого канцерогенного риска 

относятся к  основным этиологическим агентам 
развития рака шейки матки (РШМ), а также других 
злокачественных новообразований: ротоглотки, 
полового члена, анальной области, вульвы и влага-
лища [2]. Продукты трансляции ранних генов: он-
кобелки Е5, Е6 и Е7 ‒ вовлечены в пролиферацию 
и малигнизацию инфицированных клеток.

Белок Е6 принимает непосредственное участие 
в трансформации инфицированных клеток в не-
опластические. Он ингибирует остановку клеточ-
ного цикла и апоптоз путем блокады активности 
главного онкосупрессора  – белка р53,  ‒ способ-
ствует потере полярности клеток и  инициирует 
гиперплазию [3]. Белок Е6 также подавляет интер-
фероновый ответ организма через взаимодействие 
с IRF3 (interferon regulatory factor 3) [4].

Онкобелок Е7 способствует дестабилизации ге-
нома и накоплению хромосомных альтераций. Вза-
имодействие белка Е7 с IRF1 (interferon regulatory 
factor 1) приводит к уклонению инфицированных 
клеток от интерферонового ответа иммунной си-
стемы организма и тем самым поддерживает дли-
тельную персистенцию ВПЧ [5], что считается ве-
дущим звеном в ВПЧ-ассоциированном канцеро-
генезе. Также белок Е7 ингибирует один из главных 
онкосупрессоров – белок RB1 (retinoblastoma 1), ‒ 
способствуя бесконтрольному делению инфициро-
ванных клеток [6].

В отличие от капсидных белков L1 и L2, онко-
белки Е6 и Е7 высококонсервативны [7]. Тем не 
менее, согласно ряду исследований, определенные 
аминокислотные замены (АК-замены) в этих бел-
ках ассоциированы с хронической персистенцией 
ВПЧ и последующей малигнизацией инфициро-
ванных клеток [8‒10].

В силу их роли в ВПЧ-ассоциированном кан-
церогенезе онкобелки Е6 и Е7 рассматривают как 
основу для разработки терапевтических вакцин 
против ВПЧ высокого канцерогенного риска, по-
этому большое значение имеет информация отно-
сительно их вариабельности и ее определяющих 
параметрах.

Нами проведен анализ глобальной изменчиво-
сти первичной структуры онкобелков Е6 и Е7 ВПЧ 
типа 16 (ВПЧ16) и  направлений их эволюции 

с привязкой к основным географическим регионам 
мира. Выбор ВПЧ16 обусловлен тем, что он прева-
лирует среди генотипов высокого канцерогенного 
риска и ассоциирован с развитием ряда злокаче-
ственных опухолей. Кроме того, полногеномные 
последовательности ВПЧ16 широко представлены 
в международных базах данных, что важно для кор-
ректного филогенетического анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Отбор образцов из баз данных. Из международ-
ной базы GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/nuccore) 6 октября 2022 года были выгру-
жены все имеющиеся на тот момент фрагменты 
генома ВПЧ16, кодирующие белки Е6 и Е7. С ис-
пользованием программы MEGA11 (https://www.
megasoftware.net/) были отобраны образцы, содер-
жащие полную нуклеотидную последовательность 
в пределах хотя бы одной из двух интересующих 
нас рамок считывания (ORF). Полученные после 
выборки и выравнивания нуклеотидные последо-
вательности были переведены в аминокислотные 
в программе MEGA11. Оценку стабильности гено-
ма проводили на основе сравнения с референсны-
ми последовательностями белков Е6 и Е7 ВПЧ16: 
NP_041325.1 (GeneID: 1489078) и  NP_041326.1 
(GeneID: 1489079) соответственно.

Филогенетический анализ. Для выявления по-
пуляционноспецифических АК-замен ВПЧ16 из 
исследуемой выборки были отобраны образцы 
с известной датой сбора биоматериала и страной 
происхождения. Всего была выгружена 3 651 по-
следовательность гена Е6 и 4 578 последовательно-
стей гена Е7. Для филогенетического анализа базы 
образцов проверяли на избыточность и исключа-
ли все последовательности, идентичность которых 
превышала 99.8%. Для построения филогенетиче-
ских деревьев для гена Е6 было отобрано 356 ну-
клеотидных последовательности, для Е7–143.

Для оценки временного сигнала полученных 
выборок использовали программу TempEst (https://
www.beast.community/tempest). Параметры для рас-
чета модели замен для построения филогенетиче-
ских деревьев выбирали с помощью программы 
Jmodeltest 2.1.20 (https://www.mybiosoftware.com/
tag/jmodeltest). Оптимальным оказался вариант 
GTR (General Time Reversible) с Gamma, равным 4. 
Для построения филогенетического дерева исполь-
зовали программы из пакета BEAST v1.10.4 (https://
www.beast.community/2018‑11‑14.10.4_released.html). 
Вначале были сгенерированы тестовые запуски, 
позволившие на основании AIC-критерия (Akaike 
Information Criterion) выбрать оптимальный ва-
риант комбинации параметров, а именно: Fixed 
local clock, Skyline Growth. Длина MCMC (Markov 
chain Monte Carlo) составила 100  млн генера-
ций. Для дальнейшей визуализации использована 
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программа FigTree‑1.4.4 (https://www.mybiosoft-
ware.com/figtree‑1‑3‑1-produce-figures-phylogenetic-
trees.html). Выделение кластеров для последующе-
го анализа было основано на принципе гомологии 
нуклеотидных последовательностей.

Ковариационный анализ. Для анализа кова-
риаций использовали пакет Fastcov (http://www.
yanlilab.github.io/fastcov), а также пакет Biostrings 
(https://www.doi.org/10.7554/eLife.08932.001).

Данные по локализации В- и Т-клеточных эпи-
топов белков Е6 и  Е7 были получены из между-
народной базы данных открытого доступа IEDB 
Analysis Resource (http://www.tools.iedb.org, даты 
выгрузки  – 02.07.2019 и  12.10.2022). Эпитопные 
карты строили в программе JalView 2.11.14 (https://
www.www.jalview.org/).

Статистический анализ. Для выявления ста-
тистически значимых различий между группами 
сравнения применяли двусторонний тест Фишера. 
Различия считались значимыми при p < 0.05. Ана-
лиз проводили с  помощью языка R с  визуализа-
цией через Rstudio (https://www.posit.co/download/
rstudio-desktop/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Общая характеристика вариабельности 
онкобелков Е6 и  Е7

В  общей сложности нами проанализирована 
3 651 нуклеотидная последовательность, кодирую-
щая белок Е6 ВПЧ16, из 29 стран и 4 578 нуклео-
тидных последовательностей, кодирующих белок 
Е7, из 23 стран. Все страны оказались распределе-
ны по 5 регионам мира: Европе, Африке, Америке, 
Юго-Западной и Южной Азии, а также Юго-Вос-
точной Азии (рис. 1).

Из 158 аминокислотных остатков (а. о.) Е6 39 
оказались консервативными во всех анализируе-
мых последовательностях, хотя в кодирующих их 
триплетах нуклеотидов встречались синонимичные 
замены. В остальных 119 а. о. белка Е6 выявлены 
АК-замены.

Из 99 а. о. Е7 43 оказались консервативными 
(100%) во всех анализируемых последовательно-
стях, при этом в соответствующей им нуклеотид-
ной последовательности встречались синонимич-
ные замены. Остальные 56 кодонов содержали 
замены нуклеотидов, приводящие к АК-заменам. 
Частота наиболее распространенных АК-замен 
в белках Е6 и Е7 ВПЧ16 представлена на рис. 2а 
и 2б соответственно.
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Рис. 1. Распределение отобранных образцов последовательностей генов белков Е6 и Е7 ВПЧ16 по географическим 
регионам: Европе (серая рамка), Африке (оранжевая рамка), Америке (фиолетовая рамка), Юго-Восточной Азии 
(зеленая рамка), Южной и Юго-Западной Азии (красная рамка). N ‒ число последовательностей Е6 и Е7, депони-
рованных в базе GenBank, с указанием представительства отдельных стран в каждом из регионов.
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В 170 из 356 (47.8%) анализируемых образцов Е6 
выявлено не менее двух АК-замен (рис. 2в). Заме-
тим, что среди последовательностей одновремен-
но с двумя АК-заменами наиболее частым было 
их сочетание в позициях 21 и 85, а также различ-
ные тандемы с аминокислотой валин в позиции 90. 
Стоит отметить, что сочетание замен в  позици-
ях 85 и 90 встречалось крайне редко. Среди трех 
и более замен чаще встречалась комбинация Q21H, 
H85Y и L90V.

Для последовательностей белка Е7 подобных 
сочетаний не выявлено, в большинстве образцов 
АК-замены были единичные (рис. 2г).

Вариабельность по отдельным 
географическим  регионам

На втором этапе был проведен анализ нуклео-
тидных последовательностей для выявления гео-
графических и/или популяционных особенностей 

белков Е6 и Е7 ВПЧ16 на основании образцов, для 
которых была известна страна и  год сбора. Рас-
пределение АК-замен в популяции указывало на 
кластеризацию последовательностей белков Е6 
и Е7 ВПЧ16 по географическому признаку. Выяв-
лено, что характер вариабельности различался в 5 
географических группах: страны Европы (EU), Аф-
рики (AF), Америки (AM), Юго-Западной и Юж-
ной Азии (AS1) и  Юго-Восточной Азии (AS2). 
Значимыми АК-заменами для региона считали те, 
частота встречаемости которых в данной позиции 
достоверно превышала таковую в других позициях 
этой выборки.

Так, в странах Африки (AF) в белке Е6 в 52.8% 
случаев в  позиции 90 преобладала замена L→V 
(p  = 0.0306). Частыми в  этой географической 
группе были также замены H85Y (48.6%), E120D 
(30.3%), Q21D (30.9%) и R17I (23.9%) (p < 0.0001 
для всех вариантов; табл. 1, рис. 3).
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Рис. 2. Изменчивость онкобелков Е6 и Е7 ВПЧ16. Аминокислотные замены, встречающиеся в >1% последователь-
ностей Е6 (а) и Е7 (б); распределение образцов по числу АК-замен в обогащенных выборках белка Е6 (284 образца 
из 356 последовательностей) (в) и белка Е7 (92 образца из 132 последовательностей) (г). Обогащенные выборки 
исключали последовательности, идентичность которых превышала 99.8%. Цветовое обозначение числа АК-замен 
общее для панелей (в) и (г).
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Таблица 1. Частота встречаемости АК-замен в белке Е6 изолятов ВПЧ16 из стран Африки (выборка AF, N = 142)

АК-позицияа

АК-заменыb

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3
АК n (%) АК n (%) АК n (%)

R17 G 9 (6.3%) I 34 (23.9%) T 2 (1.4%)
Q21 D 44 (31%) E 2 (1.4%) H 9 (6.3%)
A68 G 3 (2.1%) ‒ ‒ ‒ ‒
D71 E 11 (7.7%) ‒ ‒ ‒ ‒
H85 Y 69 (48.6%) ‒ ‒ ‒ ‒
L90 V 75 (52.8%) ‒ ‒ ‒ ‒
E120 D 43 (30.3%) ‒ ‒ ‒ ‒

Здесь и далее: аВ качестве референсной аминокислотной последовательности белка E6 выбрана NCBI Reference Sequence 
NP_041325.1.
bТаблица не включает АК-замены, встречающиеся один раз. Приведены варианты АК-замен, их число (n) и частота встре-
чаемости (%). АК-замены, встречающиеся в >10% последовательностей, выделены жирным шрифтом.
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Рис. 3. Тепловые карты встречаемости АК-замен в пяти основных географических регионах мира. Карта распре-
деления частот встречаемости: паттерн АК-замен в белках Е6 и Е7, цветовая шкала справа отражают частоту встре-
чаемости замены для региона; обведены ячейки с частотой встречаемости >20% (а). Карта значимости АК-замены 
в белках Е6 и Е7 для региона при попарном сравнении с частотой встречаемости данной замены в общей популяции. 
Цветовая шкала справа отражает величину значимости, р. Сравнение проводили с использованием критерия Фи-
шер (б). Тепловые карты сделаны с помощью языка R с визуализацией через Rstudio. Отметка “x” означает отсут-
ствие АК-замены в регионе, поэтому сравнение не проводили.
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В США и странах Центральной и Южной Аме-
рики (AM) наиболее распространенными в белке 
Е6 были замены L90V (46.1%, p = 0.0020), H85Y 
(15.2%, p = 0.0582), а  также Q21H, хотя частота 
ее встречаемости достоверно не превышала этот 
показатель в других позициях (11.6%, p = 0.2425; 
табл. 2, риc. 3).

В европейских странах (EU) наиболее распро-
страненной была замена L90V, встречавшаяся 
в 60.6% образцов (p < 0.0001; табл. 3, рис. 3).

В странах Юго-Западной и Южной Азии (AS1) 
в онкобелке Е6 замены L90V, H85Y и Q21H встре-
чались в 73.9, 49.1 и 49.1% образцов соответственно 
(p <0.0001 для всех вариантов; табл. 4, рис. 3).

В  странах Юго-Восточной Азии (AS2) в  бел-
ке Е6 довольно часто встречались замены D32E 
(46.7%), L90V (20.5%) и E120D (13.5%), а в позиции 
29 белка Е7 преобладал серин (55%) (p < 0.0001 для 
всех вариантов; табл. 5, 6; рис. 3).

При анализе полученных данных замечено, 
что в разных регионах в одних и тех же позициях 

Таблица 2. Частота встречаемости АК-замен в белке Е6 изолятов ВПЧ16 из США и стран Центральной 
и Южной Америки (выборка AM, N = 1 963)

АК-позиция
АК-замены

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3 Вариант 4 Вариант 5
АК n (%) АК n (%) АК n (%) АК n (%) АК n (%)

M1 L 23 (1.17%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
K4 E 2 (0.1%) N 1 (0.05%) Q 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒
T6 P 4 (0.2%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Q10 E 2 (0.1%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R17 G 66 (3.36%) I 43 (2.2%) T 19 (0.97%) ‒ ‒ ‒ ‒
K18 T 4 (0.2%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
Q21 H 228 (11.6%) D 66 (3.36%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
Q27 R 3 (0.15%) L 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
H31 N 5 (0.25%) Y 4 (0.2%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D32 E 27 (1.4%) N 22 (1.12%) H 3 (0.15%) A 1 (0.05%) G 1 (0.05%)
I34 R 33 (1.68%) L 10 (0.5%) T 2 (0.1%) K 1 (0.05%) ‒ ‒
L35 V 3 (0.15%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
E36 Q 18 (0.9%) K 1 (0.05%) G 1 (0.05%) A 1 (0.05%) ‒ ‒
R47 H 2 (0.1%) C 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
E48 K 3 (0.15%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D51 N 6 (0.3%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
I59 V 11 (0.56%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D63 H 1 (0.05%) Y 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
N65 S 2 (0.1%) ‒ - ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D71 N 6 (0.3%) E 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
S78 C 5 (0.25%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
H85 Y 298 (15.2%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
L90 V 904 (46.1%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
E120 D 3 (0.15%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
K128 E 2 (0.1%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R136 K 2 (0.1%) T 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R138 L 2 (0.1%) - - ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
S145 C 1 (0.05%) F 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
C147 S 2 (0.1%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R148 T 3 (0.15%) I 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
Q157 R 1 (0.05%) H 1 (0.05%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
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встречаются различные аминокислоты. Так, в белке 
Е6 в африканской группе, а также в странах Юго-Вос-
точной Азии в позиции 17 преобладала АК-замена 
R17I, в то время как в американской и европейской 
группах – R17G. В странах Юго-Западной и Южной 

Азии в этой позиции встречался только вариант R17G 
(табл. 1‒5).

Аналогично для позиции 21 белка Е6 в африкан-
ской и европейской группе преобладала АК-замена 
Q21D, в то время как в Америке (AM) и Азии (AS1 
и AS2) – Q21H (табл. 1‒5).

Таблица 3. Частота встречаемости АК-замен в белке Е6 ВПЧ16-изолятов из стран Европы (выборка EU, N = 296)

АК-позиция
АК-замены

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3
АК n (%) АК n (%) АК n (%)

R5 K 1 (0.3%) S 1 (0.3%) T 1 (0.3%)
T6 P 1 (0.3%) S 1 (0.3%) ‒ ‒

Q10 H 1 (0.3%) E 1 (0.3%) ‒ ‒
E14 D 1 (0.3%) K 1 (0.3%) ‒ ‒
R15 P 2 (0.6%) ‒ ‒ ‒ ‒
R17 G 22 (7%) I 11 (3.7%) T 2 (0.6%)
Q21 D 17 (6%) H 8 (2.4%) ‒ ‒
D32 E 4 (1.2%) N 1 (0.3%) ‒ ‒
I34 L 1 (0.3%) R 1 (0.3%) ‒ ‒
E36 Q 1 (0.3%) K 1 (0.3%) G 1 (0.3%)
H85 Y 26 (8.8%) ‒ ‒ ‒ ‒
L90 V 176 (59.5%) ‒ ‒ ‒ ‒
R131 T 2 (0.6%) ‒ ‒ ‒ ‒

Таблица 4. Частота встречаемости АК-замен в белке Е6 ВПЧ-изолятов из стран Юго-Западной и Южной Азии 
(выборка AS1, N = 230)

АК-позиция
АК-замены

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3
АК n (%) АК n (%) АК n (%)

D11 H 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
R17 G 8 (3.5%) ‒ ‒ ‒ ‒
Q21 H 113 (49.1%) D 1 (0.4%) ‒ ‒
D32 E 3 (1.3%) H 1 (0.4%) N 4 (1.7%)
E48 G 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
A53 G 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
F54 V 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
S78 C 5 (2.2%) ‒ ‒ ‒ ‒
R84 S 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
H85 Y 113 (49.1%) ‒ ‒ ‒ ‒
L90 V 170 (73.9%) ‒ ‒ ‒ ‒
P102 L 2 (0.87%) A 1 (0.4%) ‒ ‒
D105 N 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
L106 V 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
Q114 K 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
R131 S 1 (0.4%) T 1 (0.4%) ‒ ‒
E155 K 2 (0.87%) ‒ ‒ ‒ ‒
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Следует заметить, что при сравнении частот 
встречаемости наиболее значимых замен по реги-
онам замена N29S в белке Е7, широко представ-
ленная в  AS2-регионе (55%), обнаружена также 
в американской и европейской группах (4.1 и 4.5% 
образцов соответственно; табл. 6), в то время как 
в регионе AS1, расположенном географически на-
много ближе к AS2, эта замена не встречалась во-
обще. Это позволяет предположить, что некоторые 
АК-замены в региональных образцах ВПЧ16 могут 
быть связаны с глобальными процессами мигра-
ции населения.

Частота встречаемости АК-замен значительно 
различалась внутри регионов (табл. 1‒6). Региональ-
ное распределение замен проиллюстрировано на 
рис. 4, анализ частот распространения замен в реги-
онах ‒ тепловыми картами на рис. 3 (см. также табл. S1,  

рис. S1, рис. S2, Дополнительные материалы на сай-
те http://www.molecbio.ru/downloads/2024/4/supp_
Zelenova_rus.pdf, а также доступны по DOI: 10.31857/
S0026898424040036). В белке Е6 ВПЧ16 замена R17I до-
стоверно чаще встречалась в AF-выборке (р < 0.0001),  
Q21H – в AS1, Q21D – в AF (по сравнению с дру-
гими выборками p < 0.0001; рис. 3, рис. 4). Замена 
D32Е чаще всего встречалась в группе AS2, часто-
ты ее встречаемости в других выборках не различа-
лись. Замена H85Y была одинаково распростране-
на в группах AF и AS1, немного реже в выборке AM 
и достоверно реже в EU и AS2. Замена L90V была 
широко распространена во всех выборках, кроме 
AS2. Замена E120D была характерна только для изо-
лятов AF и AS2 (рис. 3). Анализ региональных вы-
борок последовательностей высококонсервативно-
го белка Е7 выявил высокую частоту встречаемости 

Таблица 5. Частота встречаемости АК-замен в белке Е6 ВПЧ16-изолятов в странах Юго-Восточной Азии 
(выборка AS2, N = 750)

АК-позиция
АК-замены

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3 Вариант 4
АК n (%) АК n (%) АК n (%) АК n (%)

M1 K 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R5 G 22 (2.93%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
M8 R 2 (0.26%) K 3 (0.4%) L 1 (0.13%) ‒ ‒
Q10 E 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R17 G 5 (0.67%) I 9 (1.2%) T 1 (0.13%) ‒ ‒
K18 N 1 (0.13%) Q 1 (0.13%) ‒ ‒ ‒ ‒
L19 F 1 (0.13%) V 1 (0.13%) ‒ ‒ ‒ ‒
Q21 H 22 (2.93%) D 9 (1.2%) ‒ ‒ ‒ ‒
T29 S 3 (0.4%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D32 E 350 (46.67%) H 1 (0.13%) N 8 (1.07%) Y 1 (0.13%)
I34 R 5 (0.67%) L 2 (0.26%) T 2 (0.26%) M 2 (0.26%)
L35 V 9 (1.2%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
E36 Q 6 (0.8%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R46 Q 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D51 E 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R62 K 4 (0.53%) I 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒
N65 S 28 (3.7%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
P66 A 2 (0.26%) S 1 (0.13%) ‒ ‒ ‒ ‒
D71 N 1 (0.13%) E 6 (0.8%) ‒ ‒ ‒ ‒
F76 L 3 (0.4%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
H85 Y 41 (5.5%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
L90 V 154 (20.5%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

D105 H 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
N112 Y 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
C118 G 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
E120 D 101 (13.5%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R151 T 2 (0.26%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
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замены N29S в выборке AS2, причем достоверно 
чаще, чем в AM и EU; в то время как в группе AS1 
эта замена не обнаружена (рис. 3, рис. 4). Замена 
G88R в белке Е7 наблюдалась только в выборках 
AS2 и АS1, причем в AS1 чаще, чем в AS2 (р < 0.0001; 
рис. 3, рис. 4).

Распределение образцов белка Е6 ВПЧ16 вну-
три одного региона отличалось неравномерностью 

(характерно для AM, AF, EU). Несмотря на это, 
сравнение спектров АК-замен в стране, лидирую-
щей по числу образцов, и в других странах каждого 
из этих регионов достоверно значимых различий 
не выявило. Заметим, что для ряда стран, в том 
числе с немногочисленной выборкой, в дополне-
ние к регионспецифичным АК-заменам находили 
1‒2 уникальные (табл. 7, рис. 3). Различия в частоте 

Таблица 6. Частота встречаемости АК-замен в белке Е7 ВПЧ-изолятов в различных регионах мира

АК-позицияa

АК-заменыb

Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3 Вариант 4
АК n (%) АК n (%) АК n (%) АК n (%)

Африканская группа (AF, N = 2)
N29 S 1 (50%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Американская группа (AM, N = 3263)
D4 N 2 (0.06%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

N29 S 133 (4.1%) P 1 (0.03%) H 1 (0.03%) ‒ ‒
E33 K 3 (0.09%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
A42 T 2 (0.06%) V 1 (0.03%) ‒ ‒ ‒ ‒
H51 R 1 (0.03%) N 13 (0.4%) ‒ ‒ ‒ ‒
D62 H 1 (0.03%) N 1 (0.03%) ‒ ‒ ‒ ‒
R77 C 2 (0.06%) G 1 (0.03%) S 1 (0.03%) ‒ ‒
P92 L 2 (0.06%) S 1 (0.03%) ‒ ‒ ‒ ‒

Европейская группа (EU, N = 242)
N29 S 11 (4.5%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
D75 N 2 (0.83%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Азиатская группа 1 типа (AS1, N = 129)
L15 S 2 (1.6%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
T20 S 2 (1.6%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
G88 R 10 (7.8%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
I93 T 2 (1.6%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
C94 S 2 (1.6%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

Азиатская группа 2 типа (AS2, N = 656)
D14 H 2 (0.3%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
L28 F 29 (4.4%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
N29 S 361 (55%) H 20 (3%) D 1 (0.15%) T 1 (0.15%)
D39 N 1 (0.15%) H 1 (0.15%) ‒ ‒ ‒ ‒
H51 N 2 (0.3%) Y 1 (0.15%) ‒ ‒ ‒ ‒
S63 A 2 (0.3%) F 6 (0.9%) ‒ ‒ ‒ ‒
D75 Y 2 (0.3%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
R77 C 17 (2.6%) L 1 (0.15%) H 1 (0.15%) ‒ ‒
G88 Q 1 (0.15%) E 1 (0.15%) R 1 (0.15%) ‒ ‒
P92 S 2 (0.3%) ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒
Q96 R 1 (0.15%) H 1 (0.15%) ‒ ‒ ‒ ‒

аВ качестве референсной аминокислотной последовательности белка Е7 выбрана NCBI Reference Sequence NP_041326.1.
bТаблица не включает АК-замены, встречающиеся один раз. Приведены варианты АК-замен, их число (n) и частота встре-
чаемости (%). АК-замены, встречающиеся в >10% последовательностей, выделены жирным шрифтом.
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распространения АК-замен обнаружены и между 
отдельными провинциями Китая. Так, в централь-
ных и восточных преобладали замены, характер-
ные для региона AS2 (N29S), с минимальной пред-
ставленностью замены L90V. Для северо-западных 
провинций паттерн АК-замен оказался близким 
к европейскому: высокая частота L90V с низкой 
встречаемостью “азиатской” N29S (рис. 4, табл. 7). 
В  целом, на основании полученных результатов 
можно сделать вывод о циркуляции в различных 
географических локациях регионспецифичных 
вариантов ВПЧ16, различающихся по паттернам 
АК-замен в онкобелках Е6 и Е7.

Ковариационный анализ нуклеотидных 
и  аминокислотных замен

Присутствие АК-замен в определенных сочета-
ниях позволяет предположить наличие ковариа-
ционных связей (сцепления) между аминокислот-
ными остатками и/или кодирующими их нукле-
отидами. Для проверки этой гипотезы проведен 
ковариационный анализ нуклеотидных и амино-
кислотных последовательностей Е6 и Е7.

При анализе выборки из 356 нуклеотидных по-
следовательностей, кодирующих белок Е6 ВПЧ16, 
выявлено два паттерна сцепления четырех 

нуклеотидов: 63T‑204A‑207G‑253T с  вероятно-
стью 0.9312 и 63G‑204T‑207A‑253C с вероятностью 
0.9795 (этот паттерн входит в состав референсной 
последовательности). Замены нуклеотидов в  по-
зициях 204 и 207 были синонимичными. Замена 
нуклеотидов G63T определяла две самые встречае-
мые АК-замены в позиции 21: Q21H и Q21D, ‒ а за-
мена 253 нуклеотида – одну из распространенных 
АК-замен – H85Y. На основании вышеизложенно-
го можно предположить сцепление аминокислот-
ных остатков в позициях 21 и 85. Однако анализ 
ковариаций полного набора аминокислотных по-
следовательностей белка Е6 не подтвердил нали-
чия групп сцепления по отдельным АК-заменам, 
в частности в положениях 21 и 85; сцепленность со-
хранилась только на уровне Е6-кодирующей ДНК.

При проведении анализа ковариаций для пол-
ной выборки нуклеотидных последовательно-
стей, кодирующих белок Е6, помимо двух выше-
описанных паттернов выявлены еще два допол-
нительных  ‒ со сцеплением трех нуклеотидов: 
50G‑61C‑321A с вероятностью 0.9937 (этот паттерн 
входит в  состав референсной последовательно-
сти) и 50T‑61G‑321G с вероятностью 0.8377. Важ-
но заметить, что сцепленность зарегистрирована 

>70% в популяции E7 E6
L28F R5G

R17I
Q21H
Q21N
D32N

D32E

Детальное изображение
АК-замен на территории Китая

N65S
H85Y
L90Y
E120D

N29S
G88R

<30% в популяции

АК-замена в отдельной стране

50−70% в популяции
30−50% в популяции

Рис. 4. Распределение АK-замен, встречающихся в >10% последовательностей выборок по пяти географическим 
регионам, включая АК-замены в отдельных странах. Фиолетовый блок – США, страны Центральной и Южной 
Америки; синий блок – страны Европы; оранжевый блок – страны Африки; красный блок – страны Юго-Западной 
и Южной Азии; зеленый блок – страны Юго-Восточной Азии.
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на уровне исключительно нуклеотидной после-
довательности (для аминокислот ковариаций не 
выявлено).

Анализ ковариаций выполнен также для ну-
клеотидных и аминокислотных последовательно-
стей Е7 ВПЧ16. В результате не выявлено групп 
сцепления ни по нуклеотидным, ни по отдельным 
АК-заменам.

Анализ проводили на всех образцах ‒ без раз-
деления по регионам мира. Отсутствие групп сце-
пления может быть обусловлено различиями в сце-
плениях между отдельными региональными вы-
борками, с потерей достоверности сцеплений при 
объединении выборок. Для проверки этой гипоте-
зы мы провели анализ ковариации (сцеплений) от-
дельно для каждой из 5 выборок (страны Европы, 
Африки, Америки, Юго-Западной и Южной Азии 

и Юго-Восточной Азии). Анализ проводили с ис-
пользованием второго биоинформатического ме-
тода (пакет Biostrings) с калькулятором MI (http://
www.yanlilab.github.io/fastcov). Для образцов Е6 
американского происхождения (выборка AM) вы-
явлена ковариация аминокислотных остатков в по-
зициях 17, 21, 85 и 90 (рис. 5). Интересно отметить, 
что сцепленными оказались 4 из 6 вариабельных 
позиций Е6 (рис. 2а, табл. 2).

Таким образом, хотя в целом по всей выборке 
позиции подверженных заменам аминокислотных 
остатков в составе как Е6, так и Е7 не сцеплены 
между собой, при ограничении выборки одним ге-
ографическим регионом удалось выявить сцепле-
ние аминокислотных остатков в 4 из 6 вариабель-
ных позиций белка Е6.

Таблица 7. Распределение АК-замен в белках Е6 и Е7 в отдельных странах*

Страна
Варианты АК-замен в белке Е6 Варианты АК-замен в белке Е7

АК n (%) АК n (%)

Регион AS1 G88R 10 (7.8%)
Индия
(N = 46) G88R 10 (21.7%)

p < 0.0001
Регион AM D32N 22 (1.12%)
Гватемала
(N = 78) D32N 11 (14.1%)

р < 0.0001
Регион AS2 L28F 29 (4.4%)
Япония
(N = 150) L28F 26 (17.3%)

р < 0.0001
Регион AS2 N65S 28 (3.7%)
Индонезия
(N = 40) N65S 13 (32.5%)

р < 0.0001

Регион AS2 R5G
H85Y

22 (2.93%)
41 (5.5%)

Вьетнам
(N = 91)

R5G
H85Y

18 (19.7%)
р < 0.0001
10 (10.9%)
р = 0.0233

Регион AS2 D32E
L90V

350 (46.67%)
154 (20.5%) N29S 361 (55%)

Китай, центральные  
и восточные регионы
(N = 154)

N29S 115 (74.7%)

Китай, юго-западный регион
(N = 47) N29S 25 (53.6%)

Китай, северный регион
(E6 N = 46)
(E7 N = 50)

D32E
L90V

2 (4.3%)
36 (78.2%) N29S 3 (6%)

*Указаны АК-замены, уникальные для страны в сравнении с регионом. По умолчанию все остальные АК-замены в ука-
занной стране встречаются с той же частотой, что и в других странах данного региона (пустая строка).
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Реконструкция истории возникновения 
и  последующего распространения вариантов 

гена  Е6, приводящих к  АК-заменам в  белке Е6
Для реконструкции истории возникнове-

ния и последующего распространения АК-замен 
ВПЧ16 был проведен филогенетический анализ 
356 нуклеотидных последовательностей гена Е6 
(рис. 6). Из анализа были исключены все после-
довательности, идентичность которых превышала 
99.8%. Аналогичное исследование предполагалось 
выполнить и для гена Е7, однако из-за высокой го-
мологии последовательностей временнóй сигнал 
не был зарегистрирован. Принцип кластеризации 
заключался в выделении отдельных клад на основа-
нии близости нуклеотидных последовательностей 
(традиционный принцип сродства последователь-
ностей) с добавлением принципа географическо-
го единства после завершения построения дерева 
(“разрезание дерева”) для интерпретации получен-
ных результатов.

В ходе анализа установлено, что общий предок 
известных современных вариантов ВПЧ16 имеет 
американское происхождение и к настоящему мо-
менту разделился на 9 кластеров (рис. 6, табл. 8), 
различающихся филогенетически и/или по регио-
ну циркуляции. Первое крупное разделение на две 
принципиально разные ветви (группа образцов, 
отходящая от узла на основании возникновения 
ключевой замены нуклеотидов) произошло только 
в 1840–1850 гг. (HPD 95%: 1702‒1948 гг.).

Первая ветвь, преимущественно американской 
выборки в 1880–1890 гг. (HPD 95%: 1796–1965 гг.), 
разделилась на 2 группы, при этом в каждой из них 
с интервалом примерно в 30 лет произошло неза-
висимое отделение африканских линий: в 1895 году 
(HPD 95%: 1852–1973 гг.) и в 1925 году (HPD 95%: 
1873–1979 гг.) (рис. 6, кластеры VII и IX соответ-
ственно). Это разделение на клады (конечная груп-
па образцов, не подлежащая дальнейшему деле-
нию, объединенная на основании максимального 
сходства нуклеотидной последовательности) под-
твердили при оценке состава АК-замен в данных 
группах: для кластера IX это H85Y, в то время как 
изоляты кластера VII, кроме вышеуказанной, несут 
дополнительную ‒ Q21D (табл. 8). Важно подчер-
кнуть, что изоляты этих кластеров сформировались 
в  результате независимой эволюции ВПЧ16 раз-
ных линий. Интересны первичные структуры ана-
лизируемого фрагмента белка Е6 из кластера VIII, 
в котором большинство образцов содержит более 
одной АК-замены, при этом наиболее часто встре-
чается сочетание трех замен: Q21H‑H85Y‑L90V 
(табл.  8; рис.  6, кластер VIII). Описывая эволю-
цию образцов ВПЧ16 первой ветви, стоит так-
же заметить, что в дальнейшем из разных линий 
исходной американской группы со схожим на-
бором АК-замен (Q21H, H85Y, L90V) примерно 
в 1950 году произошло одновременное выделение 
двух групп AS1 в кластере V и кластере VIII (HPD 
95%: 1917–1984 гг. и 1930–1983 гг.) (рис. 6).

Для изолятов второй ветви, образованной от 
общего предка в 1840–1850 гг., характерна более 
четкая кластеризация по географическому призна-
ку (рис. 6). Обращает внимание раннее выделение 
небольшой группы китайского происхождения из 7 
образцов в 1905–1910 гг. (HPD 95%: 1822–1972 гг.) 
(рис. 6, кластер VI), что может быть обусловлено 
завозом штаммов ВПЧ16 из Китая и дальнейшим 
распространением в американской популяции. Эта 
гипотеза подтверждена при анализе аминокислот-
ного состава этой группы изолятов, а именно со-
хранением замены H85Y; в  то время как в  боль-
шинстве образцов, происходящих от второй вет-
ви, произошла реверсивная замена. В отличие от 
H85Y, замена L90V, возникшая еще у гипотетиче-
ского предка, сохранилась как в американском, так 
и в азиатском кластере, что позволяет считать ее не 
связанной с этносом.

Также в  1920  году (HPD 95%: 1860–1975 гг.) 
произошло знаковое разделение изолятов второй 
ветви, что сопровождалось изменением амино-
кислотного состава – появлением L90V вне зави-
симости от географического распределения. Позд-
нее, в 1930 году (HPD 95%: 1893–1978 гг.), прои-
зошло выделение группы AS2 (рис. 6). Примерно 
в это же время, в 1930 г. (HPD 95%: 1943–1964 гг.), 
среди обширной группы изолятов ВПЧ16 с белком 
Е6 без замены L90V четко выделилась группа AS2 

MI graph 2-AM

85

17

21

90

Рис. 5. Ковариационный анализ АК-замен белка Е6 
для образцов американского региона (АМ). Анализ 
проведен с  использованием второго биоинформа-
тического метода с  применением пакета Biostrings 
с  калькулятором MI (http://www.yanlilab.github.io/
fastcov). В окружностях указаны позиции аминокис-
лотных остатков, линии между ними  – сцепление 
двух АК-замен, вероятность сцепления между кото-
рыми p < 0.05 (MI).
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Рис. 6. Филогенетическое дерево с использованием байесовского подхода с временнóй шкалой для последова-
тельностей гена Е6, длина фрагмента – 477 п. н. (координаты по эталонному образцу NC_001526.4:7125–7601). Для 
каждой последовательности указан номер в базе данных GenBank, страна и год выделения. В узлах дерева при-
ведены аминокислотные остатки, предсказанные для гипотетического предка каждой филогруппы. Обозначения: 
EU – страны Европы, AF – страны Африки, AM – страны Америки, AS1 – страны Юго-Западной и Южной Азии, 
AS2 – страны Юго-Восточной Азии.
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Рис. 6. Продолжение.
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Рис. 6. Продолжение.
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с  группоспецифической заменой D32E и  амери-
канская ветвь (рис. 6, кластеры I и II).

Параллельно с  этим, среди изолятов, проис-
ходящих от общего предка с  АК-заменой L90V, 
в 1930‒1940 гг. (HPD 95%: 1894–1979 гг.) произошло 
четкое разделение на образцы американской группы 
и азиатской типа 2 (рис. 6, кластеры III и V). Как 
и среди изолятов первой ветви, из образцов амери-
канского происхождения второй ветви в 1950 году 
отделилась группа AS2 (рис. 6, кластер V). Пример-
но в это же время отделилась и европейская группа 
(HPD 95%: 1967–1969 гг.; рис. 6, кластер IV).

Описываемая нами эволюция ВПЧ16 на основе 
анализа фрагмента его генома, кодирующего белок 
Е6, включает относительно небольшой временнóй 
интервал ‒ продолжительностью всего 150 лет. По 
результатам исследования, АК-замена H85Y фило-
генетически оказалась самой древней, а скорость 
накопления АК-замен в исследованном фрагмен-
те генома ВПЧ16 составляла 10‒5 замен на сайт 
в год. Основные АК-замены в белке Е6 штаммов 
ВПЧ16, циркулирующих в человеческой популя-
ции на современном этапе, возникли в  течение 
последних 50 лет; причем самая “молодая” ‒ F76L, 
обнаруженная в китайских изолятах конца XX века 
(1990 год, HPD 95%: 1966–2016 гг.).

Аминокислотные замены в  белках Е6 и  Е7  ВПЧ16 
и  противовирусный иммунный ответ

Различия в вариантах Е6 и Е7 ВПЧ16, цирку-
лирующих в различных географических регионах 
(рис. 2), а также реверсии АК-замен при перехо-
де ВПЧ16 в другой географический регион (рис. 6) 
могут быть связаны с этническими особенностями 
населения, в частности с различиями в экспрессии 
молекул главного комплекса гистосовместимости 
(HLA) и  их аллелей. Последние ассоциированы 
с различной специфичностью В- и Т-клеточно
го противовирусного иммунного ответа. Это при-
водит к селекции различных вариантов вируса в 
той или иной человеческой популяции, которые 
успешно избегают иммунного ответа хозяина.

Для проверки этой гипотезы выполнено карти-
рование эпитопов Е6 и Е7, взятых из международ-
ной базы данных открытого доступа. Для онкобел-
ка Е6 ВПЧ16 описано 126 эпитопов, для Е7 – 142. 
В ходе анализа установлено, что практически все 
значимые АК-замены, описанные выше, входят 
в состав более 10 эпитопов (рис. 7, 8).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что распространенность генотипов 
ВПЧ в разных регионах мира варьирует. В настоя-
щее время условно выделяют “европейские” типы 
ВПЧ (16, 18, 31, 33, 45 и др.) и “азиатские” (52, 58, 
59, 65 и др.) [11]. В результате секвенирования ге-
номов ВПЧ выявлены популяционные различия 

даже внутри одного генотипа вируса. В литературе 
описано 4 генотипические группы ВПЧ16: A, B, C 
и D [12], а также подгруппы А1‒4, В1‒2, С и D1‒3, 
различающиеся по последовательности капсидно-
го белка L1. Интересно, что эти подгруппы име-
ют четкую региональную представленность  [13]. 
Вышеописанную классификацию активно ис-
пользуют в фундаментальных  и прикладных на-
учных исследованиях, так как именно на белках 
капсида основаны разработки профилактических 
ВПЧ-вакцин [14].

В проведенном нами исследовании акцент сде-
лан на онкобелках Е6 и Е7 ВПЧ16. По сравнению 
с капсидными, белки Е6 и Е7 отличаются большей 
консервативностью. Именно эти вирусные белки 
реализуют канцерогенный потенциал вируса [7], 
который зависит, в  том числе, от их первичной 
структуры и  со временем появляющихся мута-
ций [8‒10]. Именно с этими особенностями бел-
ков Е6 и Е7 связан тот факт, что секвенирование 
и филогенетический анализ этих фрагментов гено-
ма ВПЧ сфокусированы в основном на выявлении 
корреляций между полиморфизмами в  генах Е6 
и Е7, частотой случаев хронической персистенции 
вируса и последующей малигнизацией. И хотя пол-
ногеномные исследования ВПЧ проводят во мно-
гих странах, до сих пор не было сравнительного 
анализа выявленных вариаций в первичной струк-
туре вирусных онкобелков по разным географиче-
ским регионам.

Нами проведен анализ результатов много-
численных исследований и  идентифицированы 
АК-замены в белках ВПЧ16, характерные для раз-
личных регионов мира. Важно отметить, что ген Е6 
имеет два старт-кодона (AUG) и две открытые рам-
ки считывания: 1) ORF-E6(1) между нуклеотидами 
83 и 559, которая кодирует белок длиной 158 а. о.; 
и  2)  ORF-E6(2) между нуклеотидами 104 и  559, 
которая кодирует белок, состоящий из 151 а. о. 
По сравнению с AUG в позиции 104‒106 старт-ко-
дон в  позиции 83 слабее, так как в  его последо-
вательности Козак отсутствует пурин в положе-
нии −3 AUG и G в позиции +4 AUG, что ослабля-
ет связывание мРНК Е6 рибосомой. В силу этого 
старт-кодон AUG в позиции 83 реже используется 
для инициации трансляции, поэтому преимуще-
ственно синтезируется белок длиной 151 а. о. [15]. 
Тем не менее обе формы белка Е6 активно изучают, 
в связи с чем нумерация остатков может различать-
ся. Например, замена R17G может быть представ-
лена как R20G, L90V ‒ как L83V и т. д., что ослож-
няет анализ последовательностей. В проведенном 
исследовании в качестве референсной мы исполь-
зовали нуклеотидную последовательность гена 
Е6 ВПЧ16 (NC_001526, GeneID: 1489078) и белко-
вый продукт, кодируемый ORF-Е6(1) (83‒559 н.), 
то есть длиной 158 а. о.
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В результате проведенного филогенетического 
анализа в белке Е6 выявлено 39 консервативных 
аминокислотных остатка из 158 (24.7%), в то время 
как в белке Е7 доля консервативных остатков была 
выше: 43 из 99 (43.4%). В исследовании, проведен-
ном в Китае в 2020 году, наглядно продемонстри-
рована бóльшая вариабельность гена Е6 по сравне-
нию с Е7 [16].

По нашим данным, замена L90V встречается на 
всех континентах со средней частотой 44.1% (1 609 
из 3 651 образца) и наиболее распространена сре-
ди всех выявленных замен. Полученные данные 
совпадают с результатами научных групп из раз-
личных стран. Например, J. Ortiz-Ortiz и др. [17] 
выявили эту АК-замену во всех 4 группах ВПЧ16 
(A, B, C, D) и отнесли ее к самой высокочастотной 
в белке Е6.

V. Ramas и др. [18] анализировали изоляты ВПЧ, 
выделенные в  уругвайской популяции, и  иден-
тифицировали замены R17G, Q21H, H85Y, L90V, 

D105E в  онкобелке Е6 и  H51N в  Е7. Нами так-
же описаны замены R17G, Q21H, H85Y и  L90V 
в  Е6  ВПЧ16 из стран Америки и  рассчитана ча-
стота их встречаемости: 3.4, 11.6, 15.2 и 46.1% со-
ответственно. АК-замена H51N в онкобелке Е7, по 
нашим данным, наиболее часто встречается в стра-
нах Америки – 14 из 18 образцов с заменой H51N, 
при общем числе образцов американского региона 
3 263 (0.4%). Образцы из Уругвая не представлены 
в нашей выборке (ввиду их отсутствия в GenBank); 
однако, учитывая наличие замены H51N в других 
странах Америки, нельзя исключать ее присутствие, 
в том числе статистически значимое, и в Уругвае.

Для европейского региона, по нашим данным, 
в белке Е6 преобладает АК-замена L90V, которая 
найдена в  61% (175/289) образцов. Полученный 
показатель совпадает с результатами польских ис-
следователей, S. Szostek и др. [19], которые сооб-
щали о преобладании замены L90V в белке Е6 – 
в 64% (51/80) образцов. D. Tsakogiannis и др. [20] на 
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Рис. 7. Фрагменты эпитопной карты онкобелка Е6. Представлены фрагменты 17‒32 (а), 65‒90 (б), 119‒123 (в) ами-
нокислотной последовательности. Выборка включала последовательности, идентичность которых превышала 99.8%. 
Желтым цветом обозначены идентификационные номера (ID) эпитопов в базе данных IEDB (http://www.tools.iedb.
org), светло-желтым – последовательность картированного эпитопа, цифры внутри блока – позиции первых и по-
следних аминокислотных остатков. В рамке внизу каждого блока указаны частоты встречаемости АК-замен в вариа-
бельной позиции белка Е6 в составе эпитопного кластера. Цифры внизу ‒ суммарное число эпитопов, затрагиваемых 
АК-заменами в указанных позициях.
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образцах ВПЧ16, собранных в греческой популя-
ции, выявили высокую частоту замены L90V в бел-
ке Е6: 78.2% при высокодифференцированных 
опухолях шейки матки и несколько ниже, 64.2%, 
при низкодифференцированных. Корректных 
полногеномных данных секвенирования генов Е6 
и Е7 из стран Западной Европы на сегодняшний 
день крайне мало, в связи с чем сравнить АК-за-
мены в странах Восточной и Западной Европы на 
настоящий момент не представляется возможным.

В исследовании J. Zhao и др. [16], проведенном 
на образцах, собранных на территории Шанхая 
(Китай), описаны АК-замены H85Y и E120D в бел-
ке Е6 и N29S в белке Е7 и их связь с канцерогене-
зом (частота выявления данных замен была выше 
в группе пациенток с дисплазией шейки матки). 
Результаты проведенного нами анализа подтвер-
ждают эти данные: замена N29S в белке Е7 широ-
ко распространена на территории Китая (57.2%, 
210/367 образцов). Что касается замены Е120D 
в  белке Е6, нами показано, что она встречается 
в Юго-Восточной Азии с частотой 13.5% (101/750 
образцов), в то время как на территории Китая ‒ 
всего в 7.9% образцов; при этом замена H85Y во-
обще не характерна для региона Юго-Восточной 
Азии ‒ ее наибольшая частота приходится на вьет-
намскую популяцию (10.9%) (рис. 4, табл. 7).

В то же время в Синьцзян-Уйгурском автоном-
ном районе Китая преобладает европейский вари-
ант ВПЧ16 ‒ с характерной заменой L90V в белке 
Е6 и минимальной представленностью “азиатской” 
замены N29S в белке Е7. Согласно нашим данным, 
частота “европейской” АК-замены L90V в  этом 

регионе составляет 78.2% (36/46 образцов), а “ази-
атская” (тип 2) D32E встречается редко (4.3%, 2/46 
образцов) (рис. 4, табл. 7). Эти результаты согласу-
ются с данными Н. He и др. [21], полученными при 
анализе образцов ВПЧ16 из провинции Синьцзян. 
Преобладание определенных вариантов онкобел-
ков Е6 и Е7 характерно не только для отдельных 
провинций Китая, но и для ряда других стран и/
или их отдельных областей, в частности в Японии, 
в странах Африки (рис. 4, табл. 7). Интересно, что 
эти страны и их отдельные области некоторые ис-
следователи считают моноэтническими [22, 23].

V. Pimenoff с соавт. [13] исследовали эволюции 
линий (субгенотипов) ВПЧ16, типированных на 
основании анализа полногеномных последова-
тельностей вируса с последующим типированием 
на основе гена капсидного белка L1. Авторы соста-
вили карту географического распределения субге-
нотипов с выделением регионов с доминантным 
представительством субтипов А1‒3 (Европа), А4 
(Юго-Восточная Азия), В и С (Африка), D (Цен-
тральная и Южная Америка). Интересно, что эти 
регионы в целом совпадают с выявленной нами 
географической распространенностью вариантов 
белков Е6 и Е7. В дальнейшем мы планируем иден-
тифицировать ВПЧ16-субгенотипспецифичные 
паттерны АК-замен в белках Е6 и Е7.

Анализ встречаемости АК-замен в  онкобел-
ках Е6 и Е7 представляется крайне важным ввиду 
предположения о связи определенных а. о. с кан-
церогенезом. Именно поэтому ряд исследований 
был нацелен на сравнение встречаемости АК-за-
мен при РШМ и хронической персистенции ВПЧ 
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Рис. 8. Эпитопная карта онкобелка Е7. Представлены фрагменты 28‒51 (а) и 52‒99 (б) аминокислотной после-
довательности. Выборка включала последовательности, идентичность которых превышала 99.8%. Желтым цветом 
обозначены идентификационные номера (ID) эпитопов в базе данных IEDB, светло-желтым – последовательность 
картированного эпитопа, цифры внутри блока – позиции первых и последних аминокислотных остатков. В рамке 
внизу каждого блока указаны частоты встречаемости АК-замен в вариабельной позиции белка Е7 в составе эпи-
топного кластера. Цифры внизу ‒ суммарное число эпитопов, затрагиваемых АК-заменами в указанных позициях.
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с частотой аналогичных замен в случаях спонтан-
ной элиминации вируса. Таким образом, в настоя-
щее время идет поиск корреляций между наборами 
АК-замен и течением, а также исходом хрониче-
ской ВПЧ-инфекции. P. van der Weele с соавт. [24] 
не выявили в  образцах ВПЧ16 из Нидерландов 
четкой корреляции между полиморфизмами ге-
нов Е6/Е7 и персистенцией вируса и сделали вы-
вод о том, что особенности генома ВПЧ не игра-
ют существенной роли в процессе элиминации/
хронизации инфекции, а  решающий фактор  – 
особенности организма хозяина. Напротив, Noé 
Escobar-Escamilla и  др.  [9] продемонстрировали 
связь замены L90V в белке Е6 ВПЧ16 с длительной 
персистенцией вируса. В Китае с высоким риском 
малигнизации и развитием РШМ ассоциированы 
полиморфизмы D32E и H85Y в белке Е6 ВПЧ16 [8, 
25].

Описанные АК-замены мало затрагивают клю-
чевые структуры белков Е6 и Е7: два “цинковых 
пальца”, образованных мотивами CXXC (63‒66, 
106‒109, 139‒142 а. о.) и PBM (PDZ-binding motif; 
148‒151 а. о.), в белке Е6 и ключевые участки в до-
менах СD2 (22‒26, 31‒32 а. о.) и CD3 (58‒61, 91‒94 
а. о.) белка Е7 [26]. Эти последовательности необ-
ходимы для корректного функционирования он-
кобелков и, как правило, высококонсервативны. 
Исключение составил участок 30‒33 а. о. Е6, несу-
щий один из четырех мотивов CXXC, затронутый 
полиморфизмом D32E. Интересно, что в клетках, 
зараженных in vitro ВПЧ16 с заменой D32E в бел-
ке Е6, экспрессия р53 была снижена по сравне-
нию с клетками, инфицированными вирусом с E6 
дикого типа [8]. Т. Mesplède T и др. [10] показали, 
что замены R17G, L90V и их сочетание R17G/L90V 
в онкобелке Е6 ВПЧ16 ассоциированы со значи-
мым снижением уровня p53 по сравнению с его 
экспрессией в клетках, инфицированных ВПЧ16 с 
Е6 дикого типа. Таким образом, хотя большинство 
полиморфизмов гена Е6 не приводит к изменени-
ям в структурно-фунциональных доменах кодиру-
емого белка, некоторые несинонимичные замены 
все-таки влияют на функционирование Е6, как 
правило, усиливая его онкогенный потенциал. Что 
касается онкобелка Е7, то его неизменная первич-
ная структура, по-видимому, важна для сохране-
ния онкогенных свойств [27].

В этой связи имеет смысл отдельно рассмотреть 
коэволюционные изменения: когда возникнове-
ние АК-замены в  определенной позиции стиму-
лирует появление вторичных адаптивных замен 
в других положениях, что необходимо для сохра-
нения функциональности белка. Коэволюцию вы-
являют методом ковариационного анализа. Такой 
анализ, проведенный нами для общей совокупно-
сти аминокислотных последовательностей, не по-
зволил выявить наличие ковариационных связей 
ни в белке Е6, ни в Е7. Ковариационный паттерн, 

охватывающий вариабельные позиции 17, 21, 85 
и 90 для белка Е6, обнаружен только для последо-
вательностей американского происхождения. Воз-
можно, наличие разных паттернов сцепления для 
генетически отдаленных наборов последователь-
ностей маскирует существующие ковариационные 
связи. Учитывая это, в дальнейшем мы планиру-
ем исследовать наличие групп сцепления амино-
кислотных остатков на генетически однородных 
выборках образцов с  использованием различ-
ных алгоритмов биоинформатической обработки. 
Успешность такого подхода была продемонстриро-
вана нами ранее при проведении ковариационно-
го анализа АК-замен в белке NS5A вируса гепатита 
С [28].

Влияние первичной структуры белка на его 
функции и их изменения в ходе эволюции впол-
не согласуются с появлением естественных мута-
ций в белках длительно циркулирующего в чело-
веческой популяции ВПЧ, хотя трудно понять их 
филогеографию: географические различия рас-
пространенности отдельных АК-замен и их соче-
таний. Возможно, причина кроется в этнически 
обусловленных различиях хозяев, например при 
процессинге вирусных белков и ответе иммунной 
системы. Уже были сообщения о  полиморфиз-
мах системы процессинга антигенов и рецепторов 
иммунных клеток организма-хозяина (TLR, FAS, 
Tap1/2 и др.), об этнических различиях в распро-
страненности аллелей и гаплотипов HLA [29‒31]. 
Совокупность этих факторов обусловливает этни-
ческие и, как следствие, географические различия 
в распознавании В- и Т-клеточных эпитопов. Од-
нонуклеотидные замены в геноме ВПЧ, в том чис-
ле несинонимичные, происходят случайным обра-
зом. Однако, если АК-замена затрагивает структу-
ру эпитопа, то это может нарушить распознавание 
соответствующего антигена иммунными клетками, 
что приводит к  ускользанию вируса-мутанта от 
иммунного ответа хозяина. Конечно, такой вирус 
получает преимущества над родительским и про-
должает циркуляцию в этой популяции, вытесняя 
другие штаммы. Так, по результатам биоинфор-
матического анализа J. He и др. [25] выявили, что 
замены R17G, D32N, D32E, H85Y и L90V в белке 
Е6 затрагивают Т-клеточные эпитопы, а  это оз-
начает появление новых эпитопов или изменение 
аффинности связывания молекулами HLA  [25]. 
К высокоиммуногенной относится область E14‒I34 
а. о. онкобелка Е6 [32]. Экспериментально показа-
но, что замены в позиции 17 белка Е6 влияют на 
распознавание Т-клеточного эпитопа молекулой 
HLA-B7 [33]. Достоверно большее число АК-замен 
в иммуногенных областях E14‒I34 и L45‒A68 у па-
циентов с инвазивной цервикальной карциномой 
по сравнению с пациентами с раком in situ считают 
отражением факта ухода вируса от иммунного от-
вета/эпитопного дрейфа, вызывающего потерю ор-
ганизмом контроля за его репликацией [32]. Такого 
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рода замены могут носить сочетанный характер. 
Так, для гемагглютинина вируса гриппа А выявле-
но сочетанное изменение аминокислотных остат-
ков на поверхности белка в В-клеточных эпитопах 
или вблизи, что определяет ускользание вируса от 
иммунного ответа хозяина [34].

Учитывая различную частоту встречаемости 
АК-замен в  географических популяциях, выяв-
ленную филогенетическим анализом их реверсию, 
а также тот факт, что наиболее частые АК-замены 
Е6 ВПЧ затрагивали структуры эпитопов, мы при-
шли к выводу, что распознавание вирусного анти-
гена клетками иммунной системы хозяина ‒ один 
из ключевых факторов в закреплении новой мута-
ции или, наоборот, элиминации мутировавшего 
варианта вируса из данного региона.

Изменчивость вирусов и  ее направленность, 
особенно при хронических инфекциях, – резуль-
тат действия многих факторов. Случайные ну-
клеотидные замены в геноме вируса, вызванные 
ошибками в  работе вирусной полимеразы, при-
водят к мутациям в белках, влияя на их функци-
онирование и, в итоге, на преобладание опреде-
ленных вариантов вируса [35]. Однако не только 
репликативная активность и эффективность сбор-
ки вирионов определяют успешное распростране-
ние определенных вариантов вирусов. Давление 
со стороны иммунной системы хозяина относится 
к важнейшим факторам, определяющим эволюцию 
вирусов, так как АК-замены в В- и Т-клеточных 
эпитопах вирусных белков позволяют мутантно-
му варианту ускользать от иммунного ответа. Так, 
A. Kumar и др. [36] продемонстрировали важность 
16‒60 и 76‒94 а. о. белка Е6 ввиду их влияния на им-
муногенность вируса, так как эти области содержат 
большинство известных эпитопов. Иммунное дав-
ление зависит от представленности в популяции 
организма-хозяина некоторых иммунных гапло-
типов, которые и определяют различия в генетике 
человека, в том числе из разных этносов. Именно 
поэтому в результате коэволюции вирусного пато-
гена и человека в определенных этнических груп-
пах преобладают разные варианты одного и того же 
вируса, несущие те или иные АК-замены в имму-
ногенных эпитопах. Ранее мы выдвигали гипоте-
зу разнонаправленной эволюции вируса гепатита 
С в 7 этнически разных популяциях под действием 
различного иммунного давления [28, 37]. Адапта-
ция вирусов к HLA-ассоциированному иммунно-
му давлению описана для других вирусов, включая 
ВИЧ‑1 [38] и вирус гепатита В [39].

В  результате проведенного филогенетическо-
го анализа гена Е6 продемонстрировано четкое 
распределение АК-замен в кодируемом белке по 
популяциям, что подтверждает кластеризацию 
нуклеотидных последовательностей по географи-
ческому признаку. Ускользание ВПЧ16 от иммун-
ного давления, приводящее к разнонаправленной 

эволюции вируса в разных этносах (то есть направ-
ление эволюции определяется преобладающими 
в популяции иммунными гаплотипами),  до сих 
пор описано не было. Этноспецифические особен-
ности иммунного ответа на ВПЧ и его адаптивную 
изменчивость ‒ тема дальнейших исследований.

В результате проведенного анализа нами иден-
тифицирован общий предок ВПЧ16 ‒ вирус аме-
риканского происхождения. Однако остался нере-
шенным ряд вопросов:

‒ образовавшиеся варианты ВПЧ16 перешли из 
Америки в другие регионы и сформировали там 
очаги или американские штаммы приобрели те же 

“региональные” нуклеотидные замены, потому что 
попали в те же этнические группы, что в Африке 
и в Азии;

‒ связано ли появление в Америке этноспеци-
фических вариантов ВПЧ16 (по белкам Е6 и Е7) 
с массовой миграцией в конце XIX‒начале XX вв.

Ограниченность выборки нуклеотидных после-
довательностей по времени (самые ранние образ-
цы были собраны в конце 1980 гг.) не позволяет 
ответить на эти вопросы, что определяет необхо-
димость дальнейшего изучения этой темы.

К существенным ограничениям для экстраполя-
ции полученных данных на популяции всех опи-
санных географических регионов относится недо-
статочный охват секвенированием генома ВПЧ16, 
поэтому спектр идентифицированных АК-замен 
и реконструкция их географического распростра-
нения носит мозаичный характер. В дальнейших 
исследованиях мы планируем охватить секвени-
рованием гены Е6 и Е7 изолятов ВПЧ16, циркули-
рующих на европейской и азиатской территориях 
Российской Федерации, а также провести полно-
геномный анализ этих штаммов, что позволит под-
твердить или опровергнуть результаты, полученные 
на фрагментах генома (гены Е6 и Е7).

Нами продемонстрировано, что циркулирую-
щие штаммы ВПЧ16 имеют общего предка, ко-
торый, попав в разные географические регионы, 
эволюционировал по-разному, что подтверждено 
различным спектром АК-замен в белке Е6 в раз-
ных популяциях. Мы считаем, что различия в пат-
тернах мутаций обусловлены этноспецифически-
ми особенностями иммунного ответа. Полученные 
результаты могут быть использованы при надзоре 
за распространением ВПЧ-инфекции, разработ-
ке диагностических тест-систем, а также вакцин 
против ВПЧ-ассоциированных онкологических 
заболеваний.

Авторы декларируют отсутствие внешнего фи-
нансирования для проведения исследования и пу-
бликации статьи.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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The E6 and E7 proteins of human papillomavirus (HPV) play a key role in the oncogenesis of 
papillomavirus infection. Data on the variability of these proteins are limited, and the factors affecting 
their variability are poorly understood. We analyzed the variability of the currently known sequences 
of HPV type 16 (HPV16) E6 and E7 proteins, taking into account their geographic origin and year 
of sample collection, as well as the direction of their evolution in major geographic regions of the 
world. All sequences belonging to HPV16 genome fragments encoding E6 and E7 oncoproteins were 
downloaded from the NCBI GenBank database on October 6, 2022. Samples were filtered according to 
the following parameters: the sequence includes at least one of the two whole open reading frames, the 
collection date and the country of origin are known. A total of 3,651 full-genome nucleotide sequences 
encoding the E6 protein and 4,578 full-genome nucleotide sequences encoding the E7 protein were 
sampled. The nucleotide sequences obtained after sampling and alignment were converted to amino 
acid sequences and analyzed using MEGA11, R, RStudio, Jmodeltest 2.1.20, BEAST v1.10.4, Fastcov, 
and Biostrings software. The highest variability in E6 protein structure was recorded at positions 17, 
21, 32, 85, and 90, while in E7, positions 28, 29, 51, and 77 were the most variable. The samples were 
divided geographically into 5 heterogeneous groups: African, European, American, Southwest and South 
Asia and Southeast Asia. Unique amino acid substitutions (AA-substitutions) in the E6/E7 proteins of 
HPV16, presumably characteristic of certain ethnic groups, were identified for a number of countries. 
They are mainly localized in sites of known B- and T-cell epitopes and relatively rarely in structural 
and functional domains. The revealed differences in AA-substitutions in different ethnic groups and 
their colocalization with clusters of B- and T-cell epitopes suggest their possible relationship with the 
geographical distribution of alleles and haplotypes of the major histocompatibility complex (HLA). This 
may lead to the recognition of a different set of B- and T-cell epitopes of the virus, resulting in regional 
differences in the direction of epitope drift. Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences encoding 
the E6 protein of HPV16 revealed a common ancestor, confirmed regional clustering of the E6 protein 
gene sequences by the set of the most common AA-substitutions, and identified cases of reversion of 
individual AA-substitutions when the virus distribution region changed. For the E7 protein, a similar 
analysis was not possible due to high sequence homology. Covariance analysis of the pooled sample 
revealed that there was no relationship between amino acid residues in the E6 protein, in the E7 protein, 
and between E6 and E7. Data obtained are important for the development of therapeutic vaccines against 
HPV of high carcinogenic risk.

Keywords: human papillomavirus type 16, E6 protein, E7 protein, primary structure, evolution, phylogenetic 
analysis, covariance analysis, B-cell epitopes, T-cell epitopes
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Технологии геномного редактирования с  по-
мощью системы CRISPR/Cas9 позволяют вводить 
направленные изменения в геном клеток млеко-
питающих [1]. Наиболее часто используемая эндо-
нуклеаза Cas9 из Streptococcus pyogenes с помощью 

короткого РНК-гида (гРНК) распознает последо-
вательность-мишень в геноме и вносит двухцепо-
чечный разрыв (double-strand break, DSB) в строго 
определенном месте  [2]. В  клетках млекопитаю-
щих репарация DSB происходит наиболее эффек-
тивно по механизму негомологичного соединения 
концов (non-homologous end joining, NHEJ), что 
приводит к формированию инделов, вызывающих 
сдвиг рамки считывания и нокаут гена. NHEJ – са-
мый быстрый способ репарации и функциониру-
ет в любой фазе клеточного цикла [3]. Другой путь 
репарации DSB – по пути гомологичной реком-
бинации (homology-directed repair, HDR) – проис-
ходит в присутствии донорной ДНК и позволяет 

DOI: 10.31857/S0026898424040044, EDN: INCWAV

Низкая эффективность нокина генетических конструкций, особенно в первичных клетках человека, 
ограничивает применение технологии редактирования генома для терапевтических целей. Таким 
образом, остается актуальным поиск способов повышения нокина. В  представленной работе 
на модели нокина конструкции, кодирующей пептидный ингибитор слияния ВИЧ‑1 MT-C34, 
в локус CXCR4 человека в Т-клеточной линии CEM/R5 изучены возможности нескольких подходов 
к повышению эффективности этой технологии. В первую очередь оценена модификация донорной 
ДНК как способа повышения эффективности транспорта плазмид в  ядро, а  именно: введение 
в донорную плазмиду последовательностей DTS (DNA transporting sequence) вируса‑40 обезьян (SV40) 
или сайтов связывания транскрипционного фактора NF-κB, влияние которых на уровень нокина было 
неизвестно. На использованной нами модели нокина в локус CXCR4 такая модификация оказалась 
неэффективной. Второй подход, заключавшийся в модификации нуклеазы Cas9 путем введения двух 
дополнительных сигналов ядерной локализации (NLS), позволил повысить уровень нокина на 30%. 
Наконец, блокировка репарации ДНК по пути негомологичного соединения концов с помощью 
ингибиторов ДНК-зависимой протеинкиназы вызывала повышение нокина в 1.8 раз. Комбинация 
двух последних подходов давала аддитивный эффект. Таким образом, с  помощью увеличения 
числа NLS в белке Cas9 и ингибирования репарации ДНК по пути негомологичного соединения 
концов нам удалось значительно повысить уровень нокина конструкции, кодирующей пептидный 
ингибитор слияния ВИЧ‑1, в клинически релевантный локус CXCR4, что может быть использовано 
для разработки эффективных генотерапевтических подходов к лечению ВИЧ-инфекции.

Ключевые слова: CRISPR/Сas9, редактирование генома, гомологичная рекомбинация, Т-лимфоциты, 
нокин, ингибиторы NHEJ, DTS, сигнал ядерной локализации
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Сокращения: гРНК – РНК-гид; DNA-PK (DNA-dependent 
protein kinase)  – ДНК-зависимая протеинкиназа; DSB 
(double-strand break) – двухцепочечный разрыв; DTS (DNA 
transporting sequence)  – сигнал транспорта ДНК; HDR 
(homology-directed repair) – репарация по пути гомологичной 
рекомбинации; NHEJ (non-homologous end joining) – него-
мологичное соединение концов; SV40 (Simian virus 40) – ви-
рус‑40 обезьян.
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проводить нокин целевых последовательностей 
в заданный локус генома. Однако эффективность 
репарации DSB по механизму HDR существенно 
ниже по сравнению с NHEJ, а активность HDR 
ограничена только S- и  G2-фазами клеточного 
цикла [3].

Система CRISPR/Cas9 широко применяется 
для разработки новых методов генной терапии 
и уже используется в клинических испытаниях для 
лечения ряда наследственных болезней, включая 
серповидноклеточную анемию и бета-талассемию, 
а также онкологические и инфекционные заболе-
вания [4]. Большое внимание уделяется редактиро-
ванию Т-клеток ex vivo для придания им противоо-
пухолевых свойств или устойчивости к заражению 
ВИЧ [5, 6]. В настоящее время гораздо большие 
успехи достигнуты в случае, когда требуется про-
вести нокаут гена по сравнению с введением но-
вых последовательностей с использованием техно-
логии нокина. Низкий уровень нокина, в особен-
ности в первичных клетках человека, по-прежнему 
остается одним из главных ограничений для при-
менения CRISPR/Cas9 в  терапии. Для решения 
этой проблемы предложены различные подходы 
к повышению эффективности HDR и, как след-
ствие, нокина [7].

Ранее нами разработана CRISPR/Cas9-плат-
форма для нокина коротких нуклеотидных после-
довательностей, кодирующих пептидные ингиби-
торы слияния ВИЧ‑1 c клеткой [8]. Эта техноло-
гия перспективна с точки зрения использования 
в клинике, однако, безусловно, требует дальнейше-
го усовершенствования. В частности, необходим 
эффективный нокин конструкций, кодирующих 
пептидные ингибиторы, в локусы генов-корецеп-
торов ВИЧ. Нами был продолжен поиск спосо-
бов повышения уровня нокина конструкции, ко-
дирующей пептидный ингибитор слияния ВИЧ‑1 
МТ-С34, в  локус CXCR4 (далее: нокин MTC34). 
Во-первых, предложено модифицировать донор-
ную плазмиду для увеличения эффективности до-
ставки целевой плазмиды в ядро. Для этого исполь-
зовали сигналы DTS (DNA transporting sequence), 
которые при введении в плазмиду способствуют 
направленному транспорту плазмид в  ядро  [9]. 
Один из таких сигналов – энхансер SV40, с кото-
рым связываются клеточные транскрипционные 
факторы, включая АР1, AP2 и NF-κB, и благода-
ря своим NLS-последовательностям переносят 
плазмиду из цитоплазмы в ядро [9, 10]. Например, 
плазмиды с DTS-сигналами обеспечивали более 
высокий уровень экспрессии репортера при введе-
нии в различные типы клеток [11, 12]. Кроме того, 
показано, что сайты связывания транскрипци-
онного фактора NF-κB также повышают уровень 
экспрессии репортерного гена люциферазы в клет-
ках HeLa, HЕК293, Hep G2 и U373 [13]; при этом 
максимальный эффект получали при стимуляции 

клеток под действием TNFα, активирующего ядер-
ную транслокацию NF-κB [13]. Мы решили про-
верить, может ли модификация донорной ДНК 
сигналами DTS или сайтами связывания NF-κB 
повысить уровень CRISPR/Cas9-опосредованно-
го нокина. Второй подход был направлен на уси-
ление активности Cas9 за счет увеличения числа 
NLS [14, 15]. Наконец, третий способ повышения 
эффективности нокина состоял в воздействии на 
клеточные пути репарации DSB с помощью низко-
молекулярных соединений, ингибирующих NHEJ 
и стимулирующих HDR [16].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. Клетки линии CEM/R5, по-
лученные на основе Т-клеточной линии CCRF-
СЕМ (АТСС) [8], культивировали на среде DMEM/
F12 (“ПанЭко”, Россия) с  добавлением 10% фе-
тальной сыворотки крупного рогатого скота 
(“HyClone”, США), 4 мМ L‑глутамина и 40 мг/л 
гентамицина (“ПанЭко”) при 37оС в увлажненной 
атмосфере 5% CO2.

Конструирование плазмид. Плазмиды для эука-
риотической экспрессии Cas9 c 0×, 1× и 3× NLS 
конструировали на основе плазмиды pcDNA3.3-
hCas9 (#41815; “Addgene”, США). Для этого ам-
плифицировали С-концевой фрагмент Cas9 на 
матрице плазмиды pcDNA3.3-hCas9 с  помощью 
праймеров 5'-EcoRI‑Cas9 и 3'-C_end-Cas9 (после-
довательности праймеров, использованных в рабо-
те, приведены в табл. 1; плазмидные конструкции, 
использованные и полученные в данной работе, 
указаны в табл. 2) и фрагмент, кодирующий эпитоп 
3×НА, на матрице плазмиды pCMV‑Cas12a‑3×HA 
с праймерами 5'‑3×HA и 3'‑3×HA. Эпитоп 3×НА 
представлял собой трижды повторенную последо-
вательность YPYDVPDYA, соответствующую участ-
ку 98‒106 аминокислотной последовательности ге-
магглютинина (HA) вируса гриппа человека. Далее 
амплифицированные фрагменты объединяли с по-
мощью ПЦР по методу overlap extension и продукт 
реакции клонировали в вектор pJET1.2 (“Thermo 
Fisher Scientific”, США). Фрагмент EcoRI-AgeI из 
pJET1.2 клонировали по соответствующим сайтам 
в плазмиду pcDNA3.3-hCas9, получая pcDNA3.3-
hCas9‑0×NLS‑3×HA. Для создания конструкций 
с  одним и  тремя NLS фрагменты, кодирующие 
одну или три последовательности NLS, амплифи-
цировали на матрице плазмиды SP-Cas9‑3×NLS 
с праймерами 5'-linker-NLS_SV40 и 3'-linker-NLS 
и полученные фрагменты клонировали в вектор 
pBluescript KS(+) (“Stratagene”, США), из которо-
го затем клонировали фрагменты Acc65I-NheI по 
соответствующим сайтам в  плазмиду pcDNA3.3-
hCas9‑0×NLS‑3×HA, получая pcDNA3.3-
hCas9‑1×NLS‑3×HA, кодирующую Cas9 с одним 
NLS из SV40, и  pcDNA3.3-hCas9‑3×NLS‑3×НА, 
кодирующую Cas9 с двумя NLS из SV40 и одним 
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NLS из нуклеоплазмина (второй оснóвный мотив 
PAAKKKK) [17].

Донорные плазмиды получали на основе плаз-
миды pJet-donor_MT-C34, описанной ранее  [8]. 
Для создания плазмиды pJet-donor_MT-C34‑3'DTS 
с одним DTS-сигналом одноцепочечные олигону-
клеотиды 5'-Xba-SV40dts-Nco и 3'-Xba-SV40dts-Nco 
гибридизовали и  полученный двухцепочеч-
ный олигонуклеотид клонировали в  плазмиду 
pJet‑donor_MT-C34 по сайтам XbaI-NcoI.

Для создания плазмиды pJet-donor_MT-C34–
5'‑3'DTS с двумя DTS-сигналами одноцепочечные 
олигонуклеотиды 5'-Not-DTS-Psp и  3'-Not-DTS-
Psp гибридизовали и полученный двухцепочечный 
олигонуклеотид клонировали в  плазмиду pJet-
donor_MT-C34‑3'DTS по сайтам NotI-PspXI.

Для создания плазмиды pJet-donor_MT-C34-
2×5'‑3'DTS с тремя DTS-сигналами одноцепочеч-
ные олигонуклеотиды 5'-PstI-DTS-DraIII и 3'-PstI-
DTS-DraIII гибридизовали и полученный двухце-
почечный олигонуклеотид клонировали в плазмиду 
pJet-donor_MT-C34‑5'‑3'DTS по сайтам PstI-DraIII.

Для получения донорных плазмид с  сайта-
ми связывания NF-κB сначала олигонуклеотиды 
5'-NF-κB_1_BbsI, 3'-NF-κB_1_BbsI, 5'-NF-κB_2 
и 3'-NF-κB_2 гибридизовали и клонировали в плаз-
миду pBluescript KS(+) по сайтам NotI-PspXI. По-
лученную плазмиду обрабатывали рестриктазами 

NotI-PspXI или NcoI‑XbaI для клонирования по-
следовательности с 4 сайтами связывания NF-κB 
на 5'- или 3'-конец донорной ДНК в  плазмиду 
pJet-donor_MT-C34 по соответствующим сайтам 
рестрикции. Далее последовательности всех скон-
струированных на основе вектора pJET1.2 донор-
ных молекул клонировали из вектора pJET в век-
тор pBluescript KS(+) по сайтам PstI‑ClaI.

Нуклеотидные последовательности всех скон-
струированных плазмид верифицировали с  по-
мощью секвенирования по Сэнгеру в компании 

“Евроген” (Россия). Всю плазмидную ДНК, кроме 
донорной, выделяли с помощью набора Plasmid 
Midiprep 2.0 (#BC124; “Евроген”), а плазмидные 
доноры – с использованием набора Plasmid Midi 
Kit (100) (#12145; “Qiagen”, Германия).

Электропорация. Для нокина конструкции, ко-
дирующей пептид MT-C34, в  локус CXCR4 106 
клеток CEM/R5 электропорировали, исполь-
зуя 3 мкг плазмиды pcDNA3.3-hCas9 (#41815; 

“Addgene”), 1 мкг описанной ранее  [8] плаз-
миды pKS-gRNA-X4ex2, кодирующей гРНК 
с  мишенью в  экзоне‑2 гена CXCR4 (спейсер: 
5'-CACTTCAGATAACTACACCG‑3', РАМ: AGG), 
а  также 1 пмоль (~2.9‒3.0 мкг) одной из донор-
ных плазмид (все плазмиды приведены в табл. 2). 
Для трансфекции использовали прибор Neon 
electroporation system со 100-микролитровыми на-
конечниками (“Invitrogen”, США) и следующими 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность, 5'→3'
5'-EcoRI‑Cas9 GAGCAAATAAGCGAATTCTCC
3'-C_end-Cas9 CTAGCACCAGCGGTACCGTCTCCACCGAGCTGAG
5'‑3×HA GGTACCGCTGGTGCTAGCTACCCATACGATGTTCCAG
3'‑3×HA ACTAACCGGTCAGGCATAGTCGGG
5'-linker-NLS_SV40 ATACGGTACCGGCTCCGGCACCCGT
3'-linker-NLS_SV40 GGTAGCTAGCCGAGCCACCGCCCAC

5'-Xba-SV40dts-Nco CTAGATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACC
CTAACTGACACACATTCCACAG

3'-Xba-SV40dts-Nco CATGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG
CAGGCAGAAGTATGCAAAGCAT

5'-Not-DTS-Psp GGCCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACC
CTAACTGACACACATTCCACAG

3'-Not-DTS-Psp TCGACTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG
CAGGCAGAAGTATGCAAAGCAT

5'-PstI-DTS-DraIII GATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTA
ACTGACACACATTCCACAGCT

3'-PstI-DTS-DraIII TGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGC
AGAAGTATGCAAAGCATCTGCA

5'-NF-κB_1_BbsI GGCCGCTCTAGAGGGACTTTCCAGCTGGGGACTTTCCAGCTGGTCTTCAC
3'-NF-κB_1_BbsI TCGAGTGAAGACCAGCTGGAAAGTCCCCAGCTGGAAAGTCCCTCTAGAGC
5'-NF-κB_2 CAGCTGGGGACTTTCCAGCTGGGGACTTTCCCCATGGGC
3'-NF-κB_2 TCGAGCCCATGGGGAAAGTCCCCAGCTGGAAAGTCCCCA
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Таблица 2. Плазмидные конструкции, использованные в работе

Название Описание Источник/ссылка

pKSgRNA-X4ex2 Вектор для экспрессии гРНК против экзона‑2 
локуса CXCR4 [8]

pBluescript KS(+) ‒ “Stratagene”

pJET1.2 ‒ “Thermo Fisher 
Scientific”

pCR-Blunt ‒ “Invitrogen”

SP-Cas9‑3×NLS
Плазмида для бактериальной экспрессии Cas9 
c тремя NLS получена на основе плазмиды 
SP-Cas9 (#62731, “Addgene”)

Не опубликована

pJet-donor_MT-C34
Немодифицированный плазмидный донор 
для нокина конструкции, кодирующей пептид 
МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4

[8]

pKS-donor_MT-C34
Немодифицированный плазмидный донор 
для нокина конструкции, кодирующей пептид 
МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑3'DTS

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса 
CXCR4, модифицированный сигналом DTS 
на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑5'‑3'DTS

Плазмидный донор конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, 
модифицированный двумя сигналами DTS: 
на 5'- и на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑2×5'‑3'DTS

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса 
CXCR4, модифицированный тремя сигналами 
DTS: двумя на 5'- и одним на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑3'-NF-κB

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 
локуса CXCR4, модифицированный 4 сайтами 
связывания NF-κB на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑5'-NF-κB

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 
локуса CXCR4, модифицированный 4 сайтами 
связывания NF-κB на 5'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑5'‑3'-NF-κB

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 
локуса CXCR4, модифицированный 4 сайтами 
связывания NF-κB на 5'- и на 3'-конце

Эта работа

pcDNA3.3-hCas9 Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 c одним NLS без эпитопных меток “Addgene”

pcDNA3.3-hCas9‑0×NLS‑3×HA Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 без NLS Эта работа

pcDNA3.3-hCas9‑1×NLS‑3×HA Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 c одним NLS Эта работа

pcDNA3.3-hCas9‑3×NLS‑3×НА Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 c тремя NLS Эта работа

pCMV‑Cas12a‑3×HA Плазмида для эукариотической экспрессии 
AsCas12aа c тремя HA-эпитопами Не опубликована

аНуклеаза Cas12a из Acidaminococcus sp.
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настройками: 1230  В, 40 мс, один импульс. Уро-
вень нокаута и нокина анализировали c помощью 
проточной цитофлуориметрии на 5 сутки после 
электропорации.

Низкомолекулярные соединения. Сразу после 
электропорации к  клеткам добавляли низкомо-
лекулярные соединения в  следующих конечных 
концентрациях: 1 мкМ SCR7 (SML1546; “Sigma”, 
США), 1 мкМ RS1 (R9782; “Sigma”), 5 мкМ 
L755507 (SML1362; “Sigma”), 2 мкМ KU‑0060648 
(S8045; “Selleckchem”, США), 0.5 мкМ NU7441 
(S2638; “Selleckchem”), 0.05 мкМ трихостатин 
А  (“Cayman Chemical”, США) и  2 мкМ M3814 
(S8586; “Selleckchem”). В  качестве контроля ис-
пользовали растворитель диметилсульфоксид 
(DMSO). Среду меняли через 24 ч после добавле-
ния этих соединений.

Проточная цитофлуориметрия. Для иммунофлу-
оресцентного окрашивания клетки CEM/R5 ин-
кубировали в течение 30 мин при 4°C в фосфат-
но‑солевом буфере (PBS) с описанными ранее [8] 
мышиными моноклональными антителами C24 
против пептида MT-C34 или с мышиными моно-
клональными антителами против CXCR4 (клон 
12G5, “Santa Cruz Biotechnology”, США). Клетки 
дважды промывали в PBS и инкубировали с козьи-
ми антителами, конъюгированными с Alexa488 
или Alexa546, против IgG мыши (“Thermo Fisher 
Scientific”) в течение 30 мин при 4°C. Далее клет-
ки два раза промывали в  PBS и  анализирова-
ли на проточном цитофлуориметре CytoFLEX S 
(“BeckmanCoulter”, США). В качестве отрицатель-
ного контроля использовали клетки, обработанные 
только вторичными антителами.

Иммуноблотинг. Для анализа уровня Cas9 в элек-
тропорированных клетках через 1 сут после элек-
тропорации клетки CEM/R5 лизировали в буфере 
RIPA (20 мM Трис-HCl, pH 8.0, 150 мM NaCl, 5 мМ 
ЭДТА, 1% (w/v) Triton Х‑100, 0.5% (w/v) дезокси-
холат натрия, 0.1% (w/v) додецилсульфат натрия, 
1 мМ фенилметилсульфонилфторид) и инкубиро-
вали при 4°C 15 мин. Затем лизаты центрифуги-
ровали при 12 000 g и 4°C в течение 10 мин, после 
чего образцы супернатантов смешивали с 4× бу-
фером для SDS-PAGE: 250 мМ Трис-HCl, pH 6.8, 
40% глицерин, 8% SDS, 4% 2-меркаптоэтанол 
и 0.2% бромфеноловый синий – и инкубировали 
в течение 5 мин при 80°C. Лизаты анализировали 
электрофорезом в  10%-ном полиакриламидном 
геле в присутствии SDS (SDS-PAGE) в буферной 
системе Лэммли. После SDS-PAGE белки пере-
носили на PVDF-мембрану полусухим методом 
в  приборе Trans-Blot Turbo (“Bio-Rad”, США). 
Мембрану блокировали 5%-ным сухим обезжи-
ренным молоком в PBS с 0.1% Tween‑20. Для де-
текции Cas9 с 3×HA-эпитопом использовали мо-
ноклональные кроличьи антитела против эпитопа 
НА (клон C29F4, #3724; “Cell Signaling”, США), 

для детекции α-тубулина использовали моно-
клональные мышиные антитела клона 12G10 [18]. 
В качестве вторичных антител использовали по-
ликлональные козьи антитела против IgG кроли-
ка (#7074; “Cell Signaling”) или мыши (#7076; “Cell 
Signaling”), конъюгированные с пероксидазой хре-
на. Хемилюминесцентный сигнал детектировали 
на приборе ChemiDoc MP (“Bio-Rad”) с исполь-
зованием реагента Immobilon (“Millipore”, США).

Статистический анализ. Обработку результатов 
проводили с использованием программы GraphPad 
Prism 8.0 (США). Для сравнения средних исполь-
зовали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) для связанных выборок с последующим 
применением теста Тьюки для множественных 
сравнений или с последующим применением те-
ста Даннета для сравнения с контрольной группой 
(эксперимент с низкомолекулярными соединения-
ми). Данные эксперимента с комбинацией подхо-
дов анализировали с использованием двухфактор-
ного дисперсионного анализа с двумя факторами 
(число NLS, добавление соединения M3814) для 
связанных выборок с последующим применением 
теста Сидака для множественных сравнений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Модификация донорной плазмиды с  помощью 
сигналов DTS и  сайтов связывания NF-κB

В качестве модели для оценки влияния различ-
ных модификаций донорной плазмиды на уровень 
нокина MTC34 использовали полученную ранее 
Т-клеточную линию CEM/R5, стабильно экспрес-
сирующую корецептор ВИЧ‑1 CCR5  [8, 18]. Ди-
зайн донорной конструкции для нокина, разра-
ботанный ранее [8], показан на рис. 1а. В резуль-
тате корректного нокина в начало второго экзона 
гена CXCR4 под контролем эндогенного промото-
ра в клетках экспрессируется короткий фрагмент 
белка CXCR4 и  пептидный ингибитор слияния 
MT-C34, разделенные Р2А-пептидом – сигналом 
пропуска рибосомы. В результате ингибиторный 
пептид MT-C34 транслируется отдельно от фраг-
мента белка CXCR4 и локализуется на плазмати-
ческой мембране благодаря наличию лидерной 
последовательности и GPI-якоря (рис. 1а). Таким 
образом, все клетки с нокином МТС34 также но-
каутированы по CXCR4 (нокаут вместе с нокином), 
в то время как клетки, потерявшие способность 
к экспрессии CXCR4, могут иметь как нокаут, так 
и нокаут вместе с нокином.

Мы предположили, что повысить уровень ноки-
на можно за счет увеличения эффективности до-
ставки донорной конструкции в ядро клетки. Для 
этого донорные плазмиды модифицировали пу-
тем введения DTS-сигналов из энхансера SV40 [9] 
или 4 сайтов связывания транскрипционного 
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фактора NF-κB [19]. На основе донорной плазмиды 
pBluescript_KS-donor_MT-C34 (далее: pKS‑don_MT-
C34) были получены плазмиды с одним, двумя или 
тремя сигналами DTS, а также плазмиды с четырь-
мя сайтами связывания NF-κB на 5'-, 3'-конце до-
норной последовательности или с обеих сторон от 
нее (см. рис. 1б).

Для оценки эффективности нокина клетки 
CEM/R5 электропорировали донорными плазми-
дами вместе с  плазмидами, экспрессирующими 
Cas9 и гРНК, и на 5 сутки оценивали уровни но-
кина и  нокаута с  помощью проточной цитофлу-
ориметрии с антителами соответственно против 
пептида МТ-С34 и корецептора CXCR4. Сначала 
определяли уровень нокина при различных дозах 
донорной ДНК и неизменной концентрации плаз-
мид для экспрессии Cas9 и  гРНК. Обнаружено, 
что при увеличении количества донорной ДНК от 
0.5 до 4 пмоль возрастал и уровень нокина (рис. 2а), 
а уровень нокаута значимо не изменялся (рис. 2б). 
В результате соотношение нокина к нокауту увели-
чивалось в 2 раза и достигало 60% (рис. 2в). Важно 
отметить, что при дозе донора в 4 пмоль наблюда-
лось снижение доли живых клеток (рис. S1, допол-
нительные материалы размещены в электронном 
виде по DOI: 10.31857/S0026898424040044 статьи, 

а также размещены на сайте http://www.molecbio.
ru/downloads/2024/4/supp_Golubev_rus.pdf). Кро-
ме того, в работах, описывающих модификации 
донорной ДНК для повышения уровня нокина 
в Т-клетках, было показано, что как при низких, 
так и при высоких дозах донорной ДНК эффект от 
модификаций выражен слабо [20, 21], поэтому для 
дальнейших экспериментов мы выбрали промежу-
точную дозу: 1 пмоль донорной плазмиды.

Далее оценили влияние модификаций донор-
ной плазмиды на уровни нокина и  нокаута при 
выбранных условиях. Оказалось, что добавление 
сигналов DTS или сайтов связывания NF-κB не 
влияет на уровень как нокина MTC34 (рис. 3а, б), 
так и нокаута CXCR4 (рис. 3в, г).

Повышение нокина MTC34  
за счет увеличения числа NLS в  Cas9

Известно, что количество и  тип NLS в  белке 
Cas9 влияют на эффективность геномного редак-
тирования [14, 15]. Мы решили увеличить число 
NLS в белке Cas9 и сравнить активность нуклеаз 
с одним и тремя NLS, в дополнение использова-
ли конструкцию без NLS (рис. 4а). Для облегче-
ния детекции белков после иммуноблотинга на 
С-конец Cas9 после NLS добавили 3×НА-эпитоп 
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DTSDTSDTS

DTS

а

б

P2A LS MT-C34 GPI pA
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Экзон 1 Экзон 2
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Рис. 1. Дизайн конструкции для нокина MTC34 в экзон‑2 гена CXCR4 (а) и схемы донорных конструкций с различ-
ными модификациями (б). 5'-HA – 5'-плечо гомологии; Р2А – сигнал пропуска рибосомы; LS – лидерная последо-
вательность; GPI – последовательность для модификации пептида GPI-якорем; рА – сигнал полиаденилирования; 
3'-HA – 3'-плечо гомологии; гРНК – РНК-гид; DTS – ДНК-транспортирующая последовательность; 4×NF-κB – 
4 сайта связывания NF-κB, разделенные короткими линкерами.
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(рис. 4а), введение которого не влияло на уровень 
редактирования локуса CXCR4 (рис. S2а, б, см. До-
полнительные материалы). Плазмиды, кодирую-
щие Cas9 и гРНК, вместе с донорной плазмидой 
без модификаций электропорировали в  клетки 
СЕМ/R5 и на 5 сутки оценивали уровень пепти-
да МТ-С34 и белка CXCR4 на поверхности клеток 
с помощью проточной цитофлуориметрии. Макси-
мальный уровень нокина и нокаута достигался при 
экспрессии Cas9 c 3×NLS (рис. 4б, в). Обнаружено, 
что даже белок без сигналов NLS вызывал замет-
ный уровень нокаута, однако соотношение ноки-
на к нокауту при этом было снижено (рис. 4в, г). 
Интересно отметить, что введение последова-
тельности NLS приводило к повышению уровня 
белка в  электропорированных клетках СЕМ/R5 
(рис.  4г, д), а  также в  трансфицированных клет-
ках HEK293Т (рис. S2в, см. Дополнительные мате-
риалы). Это значит, что последовательности NLS, 

кроме обеспечения транслокации в  ядро, могут 
стабилизировать белок Cas9.

Повышение уровня нокина за счет ингибирования 
NHEJ и  стимуляции HDR

Для повышения уровня нокина часто исполь-
зуют низкомолекулярные соединения, влияю-
щие на пути репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК [16]. Учитывая это, для повышения уровня но-
кина MTC34 в локус CXCR4 мы проанализировали 
ряд соединений, которые, согласно данным литера-
туры, повышают уровень репарации по механизму 
HDR или блокируют NHEJ. В качестве активато-
ров HDR использовали соединение RS‑1, стабили-
зирующее Rad51-нуклеофиламенты [22]; агонист 
β‑3 адренергического рецептора L755507 (механизм 
его влияния на HDR неизвестен) [16] и ингибитор 
гистондеацетилаз трихостатин  А  (Trichostatin  A, 
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на к нокауту. Результаты 3 независимых экспериментов представлены как среднее ± стандартное отклонение (SD) 
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TSA)  [23]. Для блокировки NHEJ использова-
ли ингибиторы ДНК-зависимой протеинкиназы 
(DNA-PK) Ku0060648, Nu7441 и M3814 и ингиби-
тор ДНК-лигазы IV SCR7 [23] (рис. 5а).

Для оценки эффективности низкомолекуляр-
ных соединений клетки СЕМ/R5 электропори-
ровали плазмидами, кодирующими Cas9 и гРНК, 
вместе с 1 пмоль донорной плазмиды и сразу после 
электропорации добавляли в культуральную среду 
низкомолекулярные соединения, через 24 ч среду 
меняли на свежую и еще через 72 ч измеряли уро-
вень нокаута CXCR4 и нокина МТС34 по экспрес-
сии кодируемых ими белка CXCR4 и пептида MT-
C34 на поверхности клеток с помощью проточной 
цитофлуориметрии. Обнаружено, что уровень но-
кина достоверно повышался лишь в присутствии 
ингибиторов DNA-PK, среди которых соединения 

Ku0060648 и M3814 обладали максимальным эф-
фектом и увеличивали нокин в 1.8 раза (рис. 5б). 
Эффективность нокаута в присутствии низкомо-
лекулярных соединений оставалась неизменной 
(рис. 5в). Это объясняется тем, что в используемой 
нами модельной системе нокаут CXCR4 может быть 
вызван репарацией локуса-мишени как по пути 
NHEJ, так и по пути HDR. Во втором случае про-
исходит нокин МТС34 с одновременным нокаутом 
CXCR4. Более длительная инкубация клеток в при-
сутствии низкомолекулярных соединений не при-
водила к повышению уровня нокина (рис. S3а‒в, 
см. Дополнительные материалы). Стоит отметить, 
что введение в среду соединения Ku0060648 суще-
ственно замедляло рост клеток, в особенности при 
длительной инкубации (рис. S3г, см. Дополнитель-
ные материалы).

20

15

10

5

0

0 1

M
T

C
34

 K
I,

 %

2
DTS, число

3

a
25

20

15

10

5

0

0 5'

M
T

C
34

 K
I,

 %

3' 5'/3'

б

4×NF-кВ, число
и/или положение

40

30

20

10

0

0 1

C
XC

R
4 

K
O

, %

2
DTS, число

3

в
40

30

20

10

0

0 5'

C
XC

R
4 

K
O

, %

3' 5'/3'

г

4×NF-кВ, число
и/или положение

Рис. 3. Влияние DTS-сигналов в плазмидном доноре на уровень нокина. Уровень нокина MTC34 (а, б) и нокау
та CXCR4 (в, г) в клетках CEM/R5. Клетки электропорировали плазмидами pcDNA3.3-hCas9, pKS-gRNA-X4ex2 
и 1 пмоль донорной плазмиды pKS-don_MT-C34 без модификаций, с различным числом сигналов DTS (а, в) или 
различным числом и/или положением сайтов связывания NF-κB (б, г). На 5 сутки после электропорации оценивали 
уровень нокаута CXCR4 и нокина MTC34 на поверхности клеток с помощью проточной цитофлуориметрии. Резуль-
таты 3‒4 независимых экспериментов представлены как среднее ± SD и индивидуальные значения; значками разной 
формы обозначены независимые эксперименты. *p < 0.05, **p < 0.01.



	 СПОСОБЫ ПОВЫШЕНИЯ УРОВНЯ НОКИНА� 583

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

Комбинация ингибиторов DNA-PK  
с  Cas9‑3×NLS максимально повышала 

эффективность нокина MTC34
В результате проведенных экспериментов уста-

новлено, что использование Cas9‑3×NLS и обра-
ботки клеток ингибиторами DNA-PK: Ku0060648 
и  M3814  – приводило к  значимому повышению 
уровня нокина MTC34 в локус CXCR4. Далее оце-
нили эффективность комбинирования этих под-
ходов. Для этого клетки электропорировали сме-
сью плазмид, кодирующих гРНК, донорную 

последовательность без модификаций и  Cas9 
с 1×NLS или 3×NLS. После электропорации клет-
ки в течение 24 ч культивировали в среде с DMSO 
или M3814, переводили в свежую среду и на 5 сут-
ки после электропорации анализировали уро-
вень CXCR4 и  MT-C34 на поверхности клеток 
с помощью проточной цитофлуориметрии. В об-
разцах с Cas9‑3×NLS по сравнению с образцами 
Cas9‑1×NLS уровень нокаута был выше в среднем 
на 20%, а уровень нокина – на 30% (рис. 6а, б). 
При введении в среду соединения М3814 уровень 
нокина повышался на 30%, а уровень нокаута при 
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этом не изменялся. При совместном использова-
нии обоих подходов наблюдался аддитивный эф-
фект, при котором уровень нокина возрастал на 
70% по сравнению с контрольным образцом.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменение генома клеток с помощью CRISPR/
Cas9-опосредованного нокина открывает новые 
возможности для моделирования и лечения забо-
леваний человека. Однако эффективность репара-
ции DSB по механизму HDR зачастую невелика, 
поэтому усилия многих исследователей направле-
ны на поиск условий для повышения уровня ноки-
на. В частности, для этой цели применяли разные 
способы модификации нуклеазы Cas9, гРНК и до-
норной ДНК, а также воздействовали на пути ре-
парации DSB [16]. Ранее нам удалось существенно 
повысить уровень нокина МТС34 в локус CXCR4 

на Т-клеточной линии и первичных CD4+ Т-лим-
фоцитах человека путем увеличения плеч гомоло-
гии донора со 100 до 500 п. н. и замены ПЦР-доно-
ра плазмидой [8]. В данной работе для повышения 
уровня нокина конструкции, кодирующей пептид-
ный ингибитор слияния ВИЧ‑1 МТ-С34, в локус 
гена CXCR4 человека в Т-клеточной линии CEM/
R5 мы модифицировали донорную ДНК, нуклеазу 
Cas9 и воздействовали на активность путей репа-
рации DSB с помощью низкомолекулярных сое-
динений. Для повышения уровня нокина за счет 
более эффективной доставки донорной плазмид-
ной ДНК в ядро клеток плазмиды модифициро-
вали путем введения сигналов DTS, представля-
ющих собой участки энхансера SV40, или сайтов 
связывания транскрипционного фактора NF-κB. 
Подобная модификация донорной ДНК легко вы-
полнима и масштабируема, для ее применения не 
требуется вводить в клетки дополнительные белки 
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и, наконец, в отличие от воздействия на пути ре-
парации ДНК с помощью низкомолекулярных со-
единений, такая модификация донорной ДНК по-
тенциально менее токсична. Однако выбранные 
модификации донорной ДНК DTS-сигналами или 
сайтами связывания NF-κB не влияли на уровень 
нокина в используемой нами модельной системе.

Сигнал DTS из SV40 содержит несколько сайтов 
связывания различных транскрипционных факто-
ров, экспрессируемых практически всеми типами 
клеток (AP1, AP2, NF-κB, Oct1, TEF‑1) [10]. Как 
показано еще в 1999 году D. Dean и др. [9], введе-
ние в плазмиду последовательности, кодирующей 
DTS, повышает экспрессию репортера в трансфи-
цированных клетках, что обусловлено направлен-
ным переносом плазмидной ДНК в ядро благодаря 
связыванию DTS-сигналов с транскрипционными 
факторами, имеющими NLS [9]. Впоследствии об-
наружили, что индивидуальные сайты связывания 
некоторых транскрипционных факторов, в частно-
сти NF-κB, могут выступать в роли DTS [13, 24, 25]. 
Учитывая, что NF-κB – один из ключевых транс-
крипционных факторов, участвующих в процессе 
активации Т-клеток  [26], мы оценили его вклад 
в повышение уровня нокина на Т-клеточной ли-
нии CEM/R5, введя в донорную ДНК последова-
тельности с сайтами связывания NF-κB, как опи-
сано S. Shin и др. [19]. Однако эта модификация не 
повлияла на уровень нокина МТС34, несмотря на 
то что белки семейства NF-κB содержатся в клет-
ках линии СЕМ [27, 28]. Возможно, требуется до-
полнительная стимуляция клеток, приводящая 

к  усиленной транслокации NF-κB в  ядро  [13]. 
Можно предположить, что эффект от введения 
сигналов DTS и  сайтов связывания NF-κB в  до-
норную ДНК будет более выражен на первичных 
активированных Т-клетках, что предстоит прове-
рить экспериментально.

Насколько нам известно, в  литературе отсут-
ствуют данные о  том, что модификация донор-
ной ДНК DTS-сигналами может повышать уро-
вень CRISPR/Cas9-опосредованного нокина. 
Ранее лишь в одной работе, выполненной на зи-
готах крыс, применяли DTS-сигналы из SV40 для 
повышения CRISPR/Cas9-опосредованного но-
кина  [29]. Однако авторам не удалось добиться 
детектируемого уровня сигнала, поэтому и выво-
да о роли DTS в этом процессе сделано не было. 
При выборе последовательности 4 сайтов связыва-
ния NF-κB, разделенных небольшими линкерами, 
мы ориентировались на работу S. Shin и др. [19]. 
В этой работе DTS-сигналы из SV40 и сайты свя-
зывания NF-κB использовали для повышения эф-
фективности встраивания длинных конструкций 
по методу RMCE (Recombinase-Mediated Cassette 
Exchange) с участием Cre-рекомбиназы в локусы 
AAVS1 или ROSA26  [19]. Авторы наблюдали уси-
ление сигнала репортера в  1.5‒2 раза в  присут-
ствии вставки DTS SV40 или сайтов связывания 
NF-κB. В  обоих случаях модификация требова-
лась по обоим концам встраиваемой конструкции, 
в то время как одного сигнала было недостаточно. 
В представленной нами работе даже введение трех 
DTS-сигналов SV40 в донорную ДНК не вызывало 
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Рис. 6. Повышение уровня нокина MTC34 за счет экспрессии Cas9‑3×NLS и обработки клеток ингибитором 
DNA-PK. Уровень нокина МТС34 (а) и нокаута CXCR4 (б) в клетках CEM/R5, электропорированных плазмида-
ми pKS-gRNA-X4ex2 и pKS-don_MT-C34, а также одной из плазмид pcDNA3.3-hCas9‑1×NLS (1) или pcDNA3.3-
hCas9‑3×NLS (3). В течение 24 ч после электропорации клетки культивировали в присутствии М3814 (+) или в от-
сутствие (‒). На 5 сутки оценивали уровень нокаута CXCR4 и нокина MTC34 по экспрессии соответствующих белка 
CXCR4 и пептида MT-C34 на поверхности клеток методом проточной цитофлуориметрии. Результаты 4 независи-
мых экспериментов представлены как среднее ± SD и индивидуальные значения; значками разной формы обозна-
чены независимые эксперименты. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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заметного повышения уровня нокина МТС34. Раз-
личия могут быть связаны, во‑первых, с экспрес-
сией и активацией транскрипционных факторов, 
ответственных за связывание с  сигналами DTS 
в различных клеточных линиях. Во-вторых, мы ис-
пользовали Т-клеточную линию CEM/R5, а S. Shin 
с соавт. [19] работали с клетками НЕК293 и СНО. 
Клетки НЕК293 использовали и в работе, где впер-
вые было показано положительное влияние сай-
тов связывания NF-κB в плазмиде на экспрессию 
люциферазы [13].

Второй подход был направлен на модификацию 
белка Cas9. Ранее показано, что увеличение чис-
ла NLS в молекуле Cas9 повышает эффективность 
доставки фермента в ядро и позволяет повысить 
уровень редактирования [14, 15]. Нами получена 
конструкция, кодирующая белок Cas9 с  3×NLS, 
которая позволила увеличить уровень нокаута 
CXCR4 на 20%, а уровень нокина МТС34 на 30% 
по сравнению с конструкцией, содержащей один 
сигнал NLS. Стоит отметить, что даже белок без 
сигналов NLS вызывал заметный уровень нокаута 
(20% по сравнению с 40% для белка Cas9‑3×NLS); 
а  уровень нокина был непропорционально сни-
жен. Так, соотношение нокина к нокауту для бел-
ков Cas9‑3×NLS и Cas9‑1×NLS составляло около 
60%, а для белка Cas9‑0×NLS только 20%. В лите-
ратуре описания похожего эффекта мы не нашли. 
Возможно, такая разница обусловлена различной 
кинетикой накопления Cas9‑3×NLS и Cas9‑0×NLS 
в ядре, что в последнем случае накладывается на 
снижение количества донорной ДНК, приво-
дя в  результате к  падению уровня нокина. Кро-
ме того, замечено, что уровень Cas9 в клетке по-
вышался при увеличении числа NLS в молекуле 
(рис. 4д). В литературе мы не нашли такого типа 
данных ни для Cas9, ни для других белков. Недав-
но S. Shui и др. [30] сообщили о повышении эф-
фективности редактирования локуса CCR5 в T-кле-
точной линии Jurkat при добавлении второго NLS 
SV40 на С-конец Cas9 [30], однако общий уровень 
белка Cas9 в электропорированных клетках авто-
ры не оценивали. Стоит отметить, что S. Shui с со-
авт.  [30] использовали рибонуклеопротеиновые 
(РНП) комплексы и добились повышения уровня 
редактирования в 1.5‒2 раза, тогда как мы работа-
ли с плазмидными конструкциями и при введении 
двух сигналов NLS достигли повышения эффек-
тивности нокаута только на 20%. Можно предполо-
жить, что если Cas9 доставляется в клетки в форме 
РНП, то эффект от различных модификаций белка, 
в том числе добавления сигналов NLS, будет выра-
жен сильнее по сравнению с доставкой Cas9 в виде 
экспрессионных конструкций. В  последнем слу-
чае уровень нуклеазы в клетке оказывается гораз-
до выше, чем при использовании РНП, что может 
сгладить различия, существенные при невысокой 
концентрации нуклеазы в клетке. Кроме того, раз-
личия в наблюдаемом повышении эффективности 

нокаута могут быть связаны с тем, что для оцен-
ки этого показателя мы использовали проточную 
цитофлуориметрию, тогда как S. Shui с соавт. [30] 
анализировали уровень инделов менее точным 
методом – T7E1.

Воздействие на пути репарации ДНК с помо-
щью низкомолекулярных соединений с целью по-
вышения уровня нокина описано во многих рабо-
тах (см. обзор [16]). Однако из-за различий в кле-
точных моделях и в подобранных концентрациях 
исследуемых соединений сравнение наблюдаемых 
эффектов затруднено. При выборе низкомолеку-
лярных соединений мы ориентировались на дан-
ные, полученные для Т-клеточных культур и пер-
вичных Т-клеток [21, 23, 31]. В результате из 7 про-
тестированных веществ повышение нокина MTC34 
обнаружено лишь при обработке клеток ингиби-
торами DNA-PK: M3814 и  Ku0060648,  – что со-
гласуется с ранее опубликованными данными [23, 
31]. Интересно, что для SCR7 и L755507 ранее так-
же не было выявлено влияния на уровень нокина 
в клетках Jurkat [23], а для RS‑1 эффект был заре-
гистрирован на клеточных линиях HEK293А [22] 
и MCF‑7 [32], но не на K562 [33]. Стоит отметить, 
что низкомолекулярные соединения, например 
М3814, могут быть полезным инструментом фунда-
ментальных исследований, но для их применения 
в клинической практике возникнут затруднения. 
Так, показано, что при экспансии редактирован-
ных CAR-T клеток в присутствии М3814 уровень 
нокина повышался, но существенно снижался сум-
марный выход клеток [21].

Наконец, при использовании комбинации двух 
подходов: экспрессия Cas9‑3×NLS и  обработка 
клеток М3814 – нами зарегистрирован аддитивный 
эффект на уровень нокина – повышение на 70%. 
Заметим, что при введении только дополнительных 
сигналов NLS в молекулу Cas9 увеличивался как 
уровень нокина, так и нокаута, а обработка М3814 
повышала только уровень нокина. В результате при 
использовании комбинации Cas9‑3×NLS + М3814 
уровень нокина MTC34 стабильно достигал 30‒40%. 
В  дальнейшем оптимизированные конструкции 
будут использованы для внесения нокина в пер-
вичные CD4+ T-клетки, в которых ранее уровень 
нокина для конструкций без модификаций состав-
лял менее 1% [8]. Клетки с нокином можно будет 
дополнительно отсортировать с помощью получен-
ных нами ранее мышиных моноклональных анти-
тел против МТ-С34 [8].

Таким образом, нам удалось повысить уровень 
CRISPR/Cas9-опосредованного нокина конструк-
ции, кодирующей пептидный ингибитор слияния 
ВИЧ‑1, в локус CXCR4 человека с помощью моди-
фикации нуклеазы Cas9 и применения низкомо-
лекулярных соединений – ингибиторов DNA-PK. 
Полученные результаты могут быть использова-
ны в  разработке генотерапевтических подходов 
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к лечению ВИЧ‑1, а также служить отправной точ-
кой для поиска эффективных способов повыше-
ния нокина в релевантной с терапевтической точ-
ки зрения модели для экспрессии пептидных инги-
биторов слияния ВИЧ.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (грант 
№ 22‑25‑00310).
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вотных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
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Increasing the Level of Knock-in of a Construct Encoding the HIV‑1 Fusion Inhibitor, 
MT-C34 Peptide, into the CXCR4 Locus in the CEM/R5 T Cell Line

D. S. Golubev1, D. S. Komkov1, 2, M. V. Shepelev1, D. V. Mazurov1, 3, N. A. Kruglova1, *
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The low efficiency of knock-in, especially in primary human cells, limits the use of genome editing 
technology for therapeutic purposes, which makes it important to develop approaches for increasing 
knock-in levels. In this work, using a knock-in model of the peptide fusion inhibitor of HIV MT-C34 
into the human CXCR4 locus in the CEM/R5 T cell line, we analyzed the effectiveness of several 
approaches to increasing knock-in levels. First, donor DNA modification aimed at improving the 
efficiency of plasmid transport into the nucleus was evaluated, namely the introduction into the donor 
plasmid of the SV40 DNA transport sequence (DTS) or the binding sites for the transcription factor 
NF-κB, whose effects on knock-in levels have not been described. In the MT-C34 knock-in model 
into the CXCR4 locus, this modification was ineffective. The second approach, modifying the Cas9 
nuclease by introducing two additional nuclear localization signals (NLS), increased the knock-in 
level by 30%. Finally, blocking DNA repair via the nonhomologous end joining pathway using DNA-
dependent protein kinase inhibitors caused a 1.8-fold increase in knock-in. The combination of the last 
two approaches caused an additive effect. Thus, increasing the number of NLSs in the Cas9 protein and 
inhibiting DNA repair via the nonhomologous end joining pathway significantly increased the level of 
knock-in of the HIV‑1 peptide fusion inhibitor into the clinically relevant locus CXCR4, which can be 
used to develop effective gene therapy approaches for the treatment of HIV infection.

Keywords: CRISPR/Сas9, genome editing, homology-directed repair, Т lymphocytes, knock-in, NHEJ 
inhibitors, DTS, NLS
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Появление технологий редактирования генома 
с помощью программируемых нуклеаз открыло но-
вые возможности для лечения различных заболе-
ваний человека [1]. Наиболее широко используе-
мая нуклеаза Cas9 с помощью короткой молекулы 

РНК-гида (гРНК) распознает ДНК-мишень и вно-
сит двухцепочечный разрыв (DSB) в геном [2]. Ре-
парация DSB в  клетках происходит преимуще-
ственно по механизму негомологичного соедине-
ния концов (non-homologous end joining, NHEJ), 
который вызывает появление небольших делеций 
или инсерций (инделов), что можно использовать 
для нокаута гена. Репарация по механизму гомо-
логичной рекомбинации (homology-directed repair, 
HDR) менее эффективна по сравнению с NHEJ 
и  требует присутствия ДНК-матрицы (донор-
ной ДНК). Доставка в клетки экзогенной донор-
ной ДНК позволяет вносить в геном целевые ну-
клеотидные последовательности, что называется 

DOI: 10.31857/S0026898424040058, EDN: INCOYT

Для успешного применения в клинической практике технологии редактирования генома с помощью 
системы CRISPR/Cas9 необходимо добиться высокой эффективности нокина, то есть встраивания 
генетической конструкции в заданное место генома клетки-мишени. Один из подходов к повышению 
эффективности нокина заключается в модификации донорной ДНК путем введения в нее тех же 
мишеней для Cas9 (Cas9 targeting sequence, CTS), которые используются для внесения двухцепочечного 
разрыва в геном клетки (метод “double-cut donor”). Другой подход основан на введении в донорную 
ДНК укороченных мишеней для Cas9 (truncated, tCTS), включающих сайт РАМ и 16 проксимальных 
к  нему нуклеотидов, которые предположительно не должны вызывать расщепление донорной 
плазмиды, но способны стимулировать ее транспорт в ядро за счет Cas9. Однако точные механизмы 
повышения уровня нокина под действием обоих типов модификаций донорной ДНК неизвестны. 
Мы оценили влияние этих модификаций донорной ДНК на эффективность нокина конструкции, 
кодирующей пептидный ингибитор слияния ВИЧ‑1 МТ-С34, в локус CXCR4 в Т-клеточной линии 
СЕМ/R5. При введении в  донорную плазмидную ДНК полноразмерных CTS уровень нокина 
повышался в  2 раза вне зависимости от числа CTS или их положения относительно донорной 
последовательности. Модификации tCTS не влияли на уровень нокина. Установлено, что in vitro оба 
типа сайтов эффективно расщеплялись под действием Cas9. Для детального изучения механизма 
действия этих модификаций необходимо оценивать их процессинг in vitro и in vivo.

Ключевые слова: CRISPR/Сas9, редактирование генома, Т-лимфоциты, knock-in, донорная ДНК, 
мишени Cas9, ядерный транспорт ДНК
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ПОВЫШЕНИЕ УРОВНЯ НОКИНА МТ-С34-КОДИРУЮЩЕЙ 
КОНСТРУКЦИИ В  ЛОКУС CXCR4 С  ПОМОЩЬЮ МОДИФИКАЦИИ 

ДОНОРНОЙ ДНК САЙТАМИ-МИШЕНЯМИ Cas9

УДК 577.29

 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

Сокращения: гРНК – РНК-гид; РНП – рибонуклеопротеин; 
DSB (double-strand breaks) – двухцепочечные разрывы; CTS 
(Cas9 targeting sequence) – последовательность-мишень Cas9; 
HDR (homology-directed repair) – репарация по пути гомоло-
гичной рекомбинации; NHEJ (non-homologous end joining) – 
негомологичное соединение концов; tCTS (truncated Cas9 
targeting sequence) – укороченная последовательность-ми-
шень Cas9.
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knock-in (нокин). Для генной терапии ряда заболе-
ваний человека с помощью системы CRISPR/Cas9 
можно использовать нокаут генов [3, 4]. Однако 
наиболее интересна возможность внесения на-
правленных изменений в геном с помощью ноки-
на, например, для исправления точечных мутаций 
при лечении моногенных заболеваний [5] или для 
создания CAR-T клеток [4]. К сожалению, эффек-
тивность CRISPR/Cas9-опосредованного нокина 
в большинстве случаев остается низкой, что огра-
ничивает использование этой технологии в клини-
ческой практике. В связи с этим разработка новых 
подходов к повышению эффективности нокина, 
в первую очередь на клинически релевантных мо-
делях в первичных клетках человека, не теряет сво-
ей актуальности.

Описаны различные способы модификации 
Cas9, гРНК и донорной ДНК, приводящие к повы-
шению уровня нокина [6]. Кроме того, можно воз-
действовать на клеточный цикл или механизмы ре-
парации ДНК с помощью низкомолекулярных со-
единений, чтобы сместить равновесие с механизма 
NHEJ в сторону HDR [7, 8]. Ряд подходов, направ-
ленных на модификацию донорной ДНК, вклю-
чает использование различных типов ДНК-ма-
триц (одноцепочечные олигонуклеотиды, оцДНК, 
дцДНК и т. д.), варьирование длины и симметрии 
плеч гомологии, химические модификации одно-
цепочечных олигонуклеотидов и  др.  [9]. Напри-
мер, для конструкции длиной более 100 п. н. уро-
вень нокина коррелирует с длиной плеч гомологии, 
однако достигает плато после некоторого значения 
(800‒1500 п. н.) и затем падает из-за возрастающей 
токсичности ДНК [10]. Показано, что модифика-
ции концов линейной молекулы ДНК триэтилен-
гликолем и/или 2ʹ-О-метил-рибонуклеотидами 
поддерживают стабильность донора и тем самым 
способствуют процессу HDR [11].

Для успешного нокина донорная ДНК должна 
находиться в ядре в момент образования DSB. При 
невирусном способе доставки донора какие-либо 
специфические механизмы его транспорта в ядро 
отсутствуют. В  делящихся клетках трансфици-
рованная ДНК оказывается в  ядре в  результате 
цикличного разрушения и  формирования ядер-
ной мембраны [12]. Для повышения эффективно-
сти доставки донора к месту DSB и его простран-
ственного сближения с  комплексом Cas9/гРНК 
предложены различные способы ковалентной 
сшивки донора с гРНК или Cas9 [13–16]. Однако 
все эти способы требуют дополнительных этапов 
подготовки in vitro и чаще всего снижают способ-
ность комплекса расщеплять мишень. В результате 
повышение уровня HDR, описываемое для таких 
модификаций, на самом деле представляет собой 
увеличение соотношения HDR/NHEJ, в то время 
как абсолютный уровень HDR падает [13–16].

Кроме таких технически сложных методов опи-
сано два способа модификации донорной ДНК 
путем введения на 5ʹ- и 3ʹ-концы последователь-
ностей-мишеней для Cas9, которые представляют 
собой протоспейсер и следующий за ним сайт РАМ 
(protospacer adjacent motif) [10, 17]. Первый тип мо-
дификации донора, включающий полноразмерный 
протоспейсер длиной 20 нуклеотидов, был назван 

“double-cut” [10], потому что Cas9 расщепляет та-
кую донорную ДНК в двух местах, фланкирующих 
плечи гомологии. Показано, что одновременное 
внесение разрыва в геномную мишень и в донор-
ную ДНК приводит к  повышению уровня ноки-
на более чем в 10 раз [10]. Однако механизм такого 
эффекта детально не исследован.

Авторы второго способа предположили, что, 
если Cas9 будет связываться с донорной ДНК в ци-
топлазме, но не будет вносить в нее разрыв, то до-
нор в комплексе с Cas9 может эффективно транс-
портироваться в ядро за счет белка Cas9, имеющего 
сигналы ядерной локализации (NLS) [17]. Для это-
го донорные молекулы модифицировали путем до-
бавления укороченных последовательностей-ми-
шеней Cas9 (truncated Cas9 targeting sequence, tCTS) 
с протоспейсером длиной 16 нуклеотидов, которые, 
как показано J. Zhang с соавт. [18], не расщепля-
ются под действием Cas9. Влияние модификации 
донорной ДНК сайтами tCTS на уровень нокина 
было изучено в ряде работ [19–22], при этом со-
общалось как о повышении нокина в 2‒4 [17, 19] 
или в 1.5 раза [20, 22], так и об отсутствии влия-
ния  [21]. Важно отметить, что в  перечисленных 
работах не проверяли способность Cas9 расще-
плять tCTS-сайты in  vitro или в  клетках. Кроме 
того, не было исследовано, действительно ли до-
норная ДНК с  такими модификациями в  боль-
шей степени накапливается в ядре по сравнению 
с немодифицированной.

В  представленной работе на клинически зна-
чимой модели нокина конструкции, кодирующей 
пептидный ингибитор слияния ВИЧ‑1 МТ-С34 
(далее: нокин MTC34), в  локус CXCR4 в  Т-кле-
точной линии CEM/R5 [23] была оценена эффек-
тивность двух способов повышения уровня ноки-
на: модификация донорной плазмиды по методу 

“double-cut” [10] и с помощью введения tCTS-сай-
тов, которые, предположительно, способствуют 
переносу донорной плазмиды в ядро за счет белка 
Cas9 [17].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. Клетки линии CEM/R5, полу-
ченные на основе Т-клеточной линии CCRF-СЕМ 
(АТСС) [23], культивировали в среде DMEM/F12 
(“ПанЭко”, Россия) с добавлением 10% фетальной 
сыворотки крупного рогатого скота (“HyClone”, 
США), 4 мМ L‑глутамина и 40 мг/л гентамицина 
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(“ПанЭко”) при 37°C в увлажненной атмосфере 5% 
CO2.

Конструирование плазмид. Донорные плазмиды 
получали на основе плазмиды pJet-donor_MT‑C34, 
описанной ранее  [23]. Для создания донорной 
плазмиды pJet-donor_MT‑C34 с сайтом связыва-
ния Cas9 (Cas9 targeting sequence, CTS) на 5ʹ-конце 
донорной последовательности, несущим 0, 4, 6 или 
8 некомплементарных оснований, соответствую-
щие одноцепочечные олигонуклеотиды: 5ʹ-Not-
X4ex2-Psp и  3ʹ-Not-X4ex2-Psp  – гибридизовали 
и клонировали в плазмиду pJet-donor_MT‑C34 по 
сайтам NotI-PspXI (все последовательности прай-
меров приведены в табл. 1, а список использован-
ных и полученных в работе плазмид – в табл. 2). 

Для создания донорной плазмиды pJet-donor_
MT‑C34 с  CTS-сайтом на 3ʹ-конце донорной 
последовательности, несущим 0, 4, 6 или 8 не-
комплементарных оснований, соответствующие 
олигонуклеотиды: 5ʹ-Xba-X4ex2-Nco и  3ʹ-Xba-
X4ex2-Nco – гибридизовали и клонировали в плаз-
миду pJet-donor_MT‑C34 по сайтам XbaI-NcoI. 
Для получения донора с двумя CTS плазмиду pJet-
donor_MT‑C34‑5ʹCTS обрабатывали рестриктаза-
ми XmaI-Bsu36I, фрагмент размером 566 п. н. кло-
нировали в плазмиду pJet-donor_MT‑C34‑3ʹCTS по 
соответствующим сайтам. Полученные последова-
тельности донорной ДНК в векторе pJet перекло-
нировали в вектор pBluescript KS(+) (“Stratagene”, 

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Клонирование полноразмерных сигналов CTS в плазмидный донор
на 5ʹ-конец
5ʹ-Not-X4ex2-Psp GGCCGAATTCACTTCAGATAACTACACCGAGG
3ʹ-Not-X4ex2-Psp TCGACCTCGGTGTAGTTATCTGAAGTGAATTC
на 3ʹ-конец
5ʹ-Xba-X4ex2-Nco CTAGCCTCGGTGTAGTTATCTGAAGTGAATTC
3ʹ-Xba-X4ex2-Nco CATGGAATTCACTTCAGATAACTACACCGAGG

Клонирование tCTS с 4 некомплементарными основаниями в плазмидный донор
на 5ʹ-конец
5ʹ-tCTS(4MM)-Not-X4ex2-Psp GGCCGAattcTCAGATAACTACACCGAGG
3ʹ-tCTS(4MM)-Not-X4ex2-Psp TCGACCTCGGTGTAGTTATCTGAGAATTC
на 3ʹ-конец
5ʹ-tCTS(4MM)-Xba-X4ex2-Nco CTAGCCTCGGTGTAGTTATCTGAGAATTC
3ʹ-tCTS(4MM)-Xba-X4ex2-Nco CATGGAattcTCAGATAACTACACCGAGG

Клонирование tCTS с 6 некомплементарными основаниями в плазмидный донор
на 5ʹ-конец
5ʹ-tCTS(6MM)-Not-X4ex2-Psp GGCCGAattcagAGATAACTACACCGAGG
3ʹ-tCTS(6MM)-Not-X4ex2-Psp TCGACCTCGGTGTAGTTATCTCTGAATTC
на 3ʹ-конец
5ʹ-tCTS(6MM)-Xba-X4ex2-Nco CTAGCCTCGGTGTAGTTATCTCTGAATTC
3ʹ-tCTS(6MM)-Xba-X4ex2-Nco CATGGAattcagAGATAACTACACCGAGG

Клонирование tCTS с 8 некомплементарными основаниями в плазмидный донор
на 5ʹ-конец
5ʹ-tCTS(8MM)-Not-X4ex2-Psp GGCCGAattcagtcATAACTACACCGAGG
3ʹ-tCTS(8MM)-Not-X4ex2-Psp TCGACCTCGGTGTAGTTATGACTGAATTC
на 3ʹ-конец
5ʹ-tCTS(8MM)-Xba-X4ex2-Nco CTAGCCTCGGTGTAGTTATGACTGAATTC
3ʹ-tCTS(8MM)-Xba-X4ex2-Nco CATGGAattcagtcATAACTACACCGAGG

Примечание. Для каждого праймера, содержащего таргетную последовательность, жирным шрифтом выделен сайт РАМ, 
протоспейсер подчеркнут, некомплементарные основания в его составе показаны строчными символами.
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Таблица 2. Плазмидные конструкции, использованные в работе

Название Описание Источник/
ссылка

pKSgRNA-X4ex2 Вектор для экспрессии гРНК против экзона‑2 локуса CXCR4 [23]

pJET1.2
“Thermo 

Fisher 
Scientific”

pBluescript KS (+) “Stratagene”

pJet-donor_MT‑C34
Немодифицированный плазмидный донор для нокина 
конструкции, кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса 
CXCR4

[23]

pKS-donor_MT‑C34
Немодифицированный плазмидный донор для нокина 
конструкции, кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса 
CXCR4

Не 
опубликована

pKS-donor_MT‑C34-CTS‑5ʹ
Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ-концу полноразмерным CTS

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-CTS‑3ʹ
Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 3ʹ-концу полноразмерным CTS

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
CTS‑5ʹ-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ- и 3ʹ-концам полноразмерным CTS

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
tCTS(4MM)-5ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ-концу tCTS 4 некомплементарными основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34- 
tCTS(4MM)-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 3ʹ-концу tCTS с 4 некомплементарными основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
tCTS(4MM)-5ʹ-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ- и 3ʹ-концам tCTS с 4 некомплементарными 
основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
tCTS(6MM)-5ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ-концу tCTS с 6 некомплементарными основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
tCTS(6MM)-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 3ʹ-концу tCTS с 6 некомплементарными основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
tCTS(6MM)-5ʹ-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ- и 3ʹ-концам tCTS с 6 некомплементарными 
основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34-
tCTS(8MM)-5ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ-концу tCTS с 8 некомплементарными основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34- 
tCTS(8MM)-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 3ʹ-концу tCTS с 8 некомплементарными основаниями

Эта работа

pKS-donor_MT‑C34- 
tCTS(8MM)-5ʹ-3ʹ

Плазмидный донор для нокина конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, модифицированный 
по 5ʹ- и 3ʹ-концам tCTS с 8 некомплементарными 
основаниями

Эта работа
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США) по сайтам PstI/ClaI. Все эксперименты про-
водили с донорами в векторе pBluescript KS(+).

Нуклеотидные последовательности всех полу-
ченных плазмид верифицировали секвенирова-
нием по Сэнгеру в компании “Евроген” (Россия). 
Донорные плазмиды выделяли с помощью набора 
Plasmid Midi Kit (100) (#12145; “Qiagen”, Германия). 
Все остальные плазмиды выделяли с использовани-
ем набора Plasmid Midiprep 2.0 (#BC124; “Евроген”).

Электропорация. Для нокина MTC34 в локус CXCR4 
электропорировали 1 × 106 клеток CEM/R5, используя 
3 мкг плазмиды pcDNA3.3-hCas9 (#41815; “Addgene”, 
США) и 1 мкг плазмиды pKS‑gRNA-X4ex2, кодиру-
ющей гРНК против экзона‑2 гена CXCR4 (спейсер: 
5ʹ-CACTTCAGATAACTACACCG‑3ʹ, РАМ: AGG), ко-
торая описана ранее [23], вместе с 1 пмоль (~2.9 мкг) 
соответствующего плазмидного донора. Кроме гРНК 
против CXCR4, использовали гРНК против последо-
вательности, кодирующей белок р24 ВИЧ‑1 (спейсер: 
5ʹ-GTTAAAAGAGACCATCAATG‑3ʹ, PAM: AGG), 
описанную ранее [23], а также контрольную гРНК 
с рандомизированной последовательностью, не име-
ющей комплементарных участков в геноме челове-
ка (спейсер: 5ʹ-GCACTACCAGAGCTAACTCA‑3ʹ). 
Для электропорации использовали прибор Neon 
electroporation system со 100-микролитровыми нако-
нечниками (“Invitrogen”, США) и следующими на-
стройками: 1 230 В, 40 мс, один импульс. На 5 сутки 
после электропорации клетки окрашивали соответ-
ствующими антителами и анализировали методом 
проточной цитофлуориметрии.

Проточная цитофлуориметрия. Для иммунофлу-
оресцентного окрашивания клетки CEM/R5 инку-
бировали в течение 30 мин при 4°C в фосфатно-со-
левом буфере (PBS) с мышиными моноклональ-
ными антителами C24 против пептида MT‑C34, 
описанными ранее [23], или с мышиными моно-
клональными антителами против CXCR4 (клон 
12G5; “Santa Cruz Biotechnology”, США). Затем 
клетки дважды отмывали в PBS и инкубировали 
с козьими антителами против IgG мыши, конъюги-
рованными с Alexa488 или Alexa546 (“Thermo Fisher 
Scientific”, США) в течение 30 мин при 4°C. Далее 
клетки два раза промывали в PBS и анализирова-
ли на проточном цитофлуориметре CytoFLEX S 
(“Beckman Coulter”, США). В качестве отрицатель-
ного контроля использовали клетки, окрашенные 
только вторичными антителами.

Расщепление плазмидной ДНК под действи-
ем рибонуклеопротеина (РНП) in vitro. Для сборки 
РНП-комплексов использовали белок Cas9, на-
работанный и очищенный в лаборатории по про-
токолу, описанному ранее  [23]. Cas9 разводили 
в буфере Orange (BO5; “Thermo Fisher Scientific”) 
до концентрации 3 мкМ. гРНК получали с помо-
щью набора для in  vitro транскрипции HiScribe 
T7 High Yield RNA synthesis kit (#E2040S; “NEB”, 
США), как описано в  статье А. Масленниковой 

(Maslennikova) с  соавт.  [23]. гРНК разводили 
в воде (“Ambion Thermo Scientific”, США) до кон-
центрации 3 мкМ. На одну реакцию для сборки 
РНП брали 3 мкл 10× Orange, по 3 мкл (9 пмоль) 
Cas9 и гРНК и 18 мкл воды, инкубировали смесь 
15 мин при комнатной температуре, после чего де-
лали 27-микролитровые аликвоты и в каждую до-
бавляли 3 мкл плазмидной ДНК с концентрацией 
100  мкг/мл (0.037  мкМ). Реакционная смесь со-
держала 9 пмоль РНП и 0.111 пмоль плазмиды, то 
есть 81-кратный молярный избыток РНП. Реакцию 
проводили в течение 30 мин при 37°C, затем добав-
ляли 1 мкл протеиназы K (20 мг/мл) и инкубирова-
ли 10 мин при 56°C. В образцы добавляли 6× буфер 
для нанесения образцов и 1/2 образца разделяли 
в 1%-ном ТАЕ-агарозном геле.

Для эксперимента по титрованию РНП собира-
ли комплексы, как описано выше, получали общую 
смесь с концентрацией РНП 0.3 мкМ и готовили 
5 последовательных двукратных разведений. Реак-
ционная смесь содержала 3 мкл (0.9 пмоль) РНП 
и 5 мкл (0.185 пмоль) плазмидной ДНК, инкуба-
цию проводили в описанных выше условиях.

Статистический анализ проводили с помощью 
программы GraphPad Prism 8.0 (США). Для срав-
нения средних использовали однофакторный 
ANOVA с последующим тестом Даннета для мно-
жественных сравнений с контрольной группой.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние CTS в  донорной плазмиде  
на уровень нокина

В  качестве модели использовали нокин кон-
струкции, кодирующей пептидный ингибитор сли-
яния ВИЧ‑1 MT‑C34, в экзон‑2 гена CXCR4 чело-
века, как описано нами ранее [23]. Донорная кон-
струкция несет плечи гомологии для локуса CXCR4, 
фланкирующие последовательность, кодирующую 
пептид МТ-С34 (рис. 1а). В результате корректного 
нокина в начало кодирующей последовательности 
гена CXCR4 клетки теряют корецептор CXCR4 (но-
каут) и начинают экспрессировать пептид МТ-С34 
на своей поверхности (нокин).

Для оценки влияния полноразмерных CTS на 
уровень нокина были получены плазмиды, несу-
щие мишени для Cas9 на 5ʹ- или 3ʹ-конце донор-
ной последовательности или с обеих сторон от нее 
(рис. 1б). Сайты CTS представляли собой прото-
спейсер длиной 20 п. н. и РАМ, соответствующие 
выбранной таргетной последовательности в локусе 
CXCR4. Для оценки влияния укороченных сайтов, 
tCTS, на уровень нокина были получены донорные 
плазмиды, модифицированные tCTS с 4, 6 или 8 
некомплементарными основаниями в протоспей-
сере в дистальной области от РАМ (рис. 1в).
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Полученные донорные плазмиды вместе с плаз-
мидами, кодирующими Cas9 и гРНК, электропо-
рировали в клетки CEM/R5 и на 5 сутки измеряли 
уровень нокина и нокаута с помощью проточной 
цитофлуориметрии. Обнаружено, что конструкции 
с полноразмерными сайтами CTS повышали уро-
вень нокина в 1.5–2 раза по сравнению с немоди-
фицированным донором (контроль) вне зависимо-
сти от количества или их положения относительно 
донорной последовательности, тогда как все сайты 
tCTS, содержащие некомплементарные основания, 
не влияли на уровень нокина (рис. 2а). Уровень но-
каута для всех донорных конструкций не отличал-
ся от такового для немодифицированного донора 
(рис. 2б). В результате повышалось и соотношение 
уровней нокина к нокауту: примерно в 2 раза для 
доноров с сайтами CTS (рис. 2в).

Расщепление CTS-сайтов  
под действием Cas9 in  vitro

С целью оценить способность Cas9 в комплек-
се с гРНК расщеплять донорные плазмиды с CTS- 
или tCTS-сайтами in vitro мы использовали плаз-
миды, в которых эти сайты находились по обеим 
сторонам донорной последовательности. По на-
шим расчетам, в этом случае под действием Cas9 

из плазмид будет вырезаться фрагмент размером 
около 1 400 п. н. В  результате было обнаружено, 
что донорная плазмида с  4 некомплементарны-
ми основаниями (4ММ) расщеплялась Cas9  так 
же эффективно, как и  плазмида с  полноразмер-
ными CTS (рис.  3а). Плазмида с  6MM в  прото-
спейсере также расщеплялась под действием Cas9, 
однако менее эффективно (рис.  3а, дорожка 3), 
и лишь в случае 8MM расщепления не происхо-
дило (рис.  3а, дорожка 2). Важно отметить, что 
контрольная плазмида с  немодифицированной 
донорной последовательностью (рис.  3а, дорож-
ка 1) не расщеплялась Cas9, как и все плазмиды 
в комплексе с контрольной гРНК (scrambled guide 
RNA, гРНК-Scr), не имеющей мишеней в геноме 
человека (рис. 3б). При расщеплении ДНК с по-
мощью Cas9 in vitro обычно используют молярный 
избыток РНП, так как Cas9 – фермент одного цик-
ла [24]. В эксперименте, представленном на рис. 3, 
использовали 81-кратный молярный избыток РНП. 
Предположив, что расщепление некомплементар-
ных сайтов связано с избытком РНП, мы прове-
ли эксперимент с титрованием количества РНП. 
Как видно из рис. 3в и 3г, плазмидный субстрат с 4 
некомплементарными основаниями (4MM) рас-
щеплялся так же эффективно, как и не имеющий 

CTS

3'CTS

3'CTS

5'CTS

5'CTS

5'-HA (546 ï.í.) 3'-HA (472 ï.í.)P2A LS MT-C34 pAGPI

Äîíîð ÌÒ-Ñ34

Äîíîð ÌÒ-Ñ34à

â

tCTS

0 MM

4 MM

6 MM

8 MM

á

Рис. 1. Схема донорной конструкции для нокина MTC34 в экзон‑2 локуса CXCR4 (а) и ее модификаций (б, в). Обо-
значения: 5ʹ-HA – 5ʹ-плечо гомологии; Р2А – сигнал пропуска рибосомы; LS – лидерная последовательность; GPI – 
последовательность для модификации пептида GPI-якорем; рА – сигнал полиаденилирования; 3ʹ-HA – 3ʹ-плечо го-
мологии. б – Схематичное изображение плазмид, несущих CTS на 5ʹ- или 3ʹ- конце донорной ДНК (перед 5ʹ-HA или 
после 3ʹ-НА соответственно); в – последовательности CTS и tCTS. 0MM – в протоспейсере нет некомплементарных 
оснований; 4MM, 6MM и 8MM – на 5ʹ-конце протоспейсера находятся соответственно 4, 6 или 8 некомплементар-
ных оснований. Сайт РАМ показан жирным шрифтом, протоспейсер подчеркнут, некомплементарные основания 
в его составе подчеркнуты пунктирной линией. Здесь: CTS – таргетная последовательность Cas9, соответствующая 
протоспейсеру вместе с РАМ; tCTS – таргетная последовательность Cas9, соответствующая протоспейсеру с неком-
плементарными основаниями.
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некомплементарных оснований (0MM), даже при 
молярном соотношении РНП: субстрат, равном 
2.43 (рис. 3г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой работе мы оценили влияние модифика-
ций плазмидной донорной ДНК путем добавле-
ния таргетных сайтов для Cas9 с протоспейсерами 
без некомплементарных оснований (CTS, 0MM, 

“double-cut donor”) или с протоспейсерами, име-
ющими 4, 6 или 8 некомплементарных оснований 
на 5ʹ-конце (tCTS), на уровень нокина конструк-
ции, кодирующей пептидный ингибитор слияния 
ВИЧ‑1 МТ-С34 (МТС34), в локус CXCR4. В резуль-
тате обнаружено повышение уровня нокина при 
фланкировании донорной последовательности 
сайтами CTS, но не tCTS.

Выявленное нами повышение уровня нокина 
MTC34 при введении CTS согласуется с результа-
тами J. Zhang и др. [10], впервые систематически 
сравнивших немодифицированные и “double-cut” 
доноры. Однако это не совпадает с результатами 
D. Nguyen и др. [17], которые регистрировали по-
вышение уровня нокина в 2‒4 раза при введении 
в  донорную ДНК tCTS-сайтов с  4 ММ. Авторы 
предположили, что повышение эффективности 
нокина за счет CTS-сайтов обусловлено одновре-
менным расщеплением последовательности-ми-
шени Cas9 в геноме и в донорной ДНК [10]. Од-
нако механизм действия “double-cut” доноров на 
уровень нокина остается неизвестным. D. Nguyen 
с соавт. [16] объяснили эффект сайтов tCTS с 4ММ 
тем, что они не подвергаются расщеплению, но вы-
зывают связывание донора с нуклеазой и облегча-
ют его транспорт в ядро за счет NLS в Cas9. Авторы 
не исследовали расщепление донорной ДНК, не-
сущей такие сайты, ни in vitro, ни in vivo. Мы уста-
новили, что доноры, модифицированные tCTS с 4 
ММ, расщеплялись под влиянием Cas9 in vitro так 
же эффективно, как и доноры с полноразмерными 
CTS, но не вызывали повышения уровня нокина 
МТС34. Можно предположить, что эффект от вве-
дения мишеней Cas9 в донорную ДНК связан или 
с процессом линеаризации плазмидного донора, 
или с его взаимодействием с Cas9, или с обоими 
факторами.

Нами показано, что повышение уровня нокина 
происходило при введении даже одного CTS-сайта 
по 5ʹ- или 3ʹ-концу донорной последовательности, 
тогда как J. Zhang и др.  [10] исследовали только 
парные сайты. Можно допустить, что для повыше-
ния уровня нокина достаточно расщепления до-
норной ДНК в одном месте, с любой стороны от 
донорной последовательности, а наличие второго 
сайта расщепления не влияет на конечный резуль-
тат. Недавно R. Jing и др. [25] показали, что уро-
вень нокина повышался в два раза при введении 
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Рис. 2. Влияние CTS-модификаций донорной ДНК 
на уровень нокина МТС34 (а), нокаута CXCR4 (б) 
и соотношения нокин/нокаут (в) в клетках CEM/R5. 
Клетки электропорировали плазмидами pcDNA3.3-
hCas9, pKS-gRNA-X4ex2 и  одним из вариантов до-
норной плазмиды pKS-don_MT‑C34, на 5 сутки оце-
нивали уровень нокаута (KO) CXCR4 и нокина (KI) 
MTC34 по экспрессии соответствующих белка CXCR4 
и пептида MT‑C34 на поверхности клеток с помощью 
проточной цитофлуориметрии. KI/KO – соотноше-
ние нокина к нокауту; контроль (‒) – донорная плаз-
мида pKS-don_MT‑C34 без модификаций; (0, 4, 6, 8) 
ММ – число некомплементарных оснований в прото-
спейсере CTS. Приведены средние значения ± стан-
дартное отклонение (SD) и отдельные результаты трех 
независимых экспериментов. *p < 0.01, **p < 0.0001.
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в плазмидный донор одного сайта CTS и в 10 раз 
при введении двух сайтов, в то время как третий 
сайт не приводил к дополнительному увеличению 
эффективности. Кроме того, при введении полно-
размерных CTS повышение эффективности но-
кина регистрировали даже для линейных доноров. 
Все вышеперечисленное позволяет сделать вывод 
о том, что объяснить механизм действия CTS-сай-
тов исключительно линеаризацией донорной ДНК 
невозможно, так как необходимо учитывать фактор 
взаимодействия донорной ДНК с Cas9.

Известно, что нуклеаза Cas9 — фермент од-
ного цикла  [24] и  после расщепления субстрата 
in  vitro в  течение нескольких часов остается свя-
занным с концами ДНК [26], поэтому при прове-
дении in vitro расщепления ДНК по завершении 

процесса реакционную смесь обрабатывают про-
теиназой K — для деградации Cas9 и высвобожде-
ния продуктов реакции из РНП-комплекса [27, 28]. 
Учитывая это, можно предположить, что in vivo Cas9 
расщепляет таргетный сайт в донорной плазмиде, 
после чего остается связанной со свободным кон-
цом расщепленной ДНК. Если расщепление ДНК 
произошло в цитоплазме, то за счет NLS в белке 
Cas9 комплекс РНП и ДНК-матрицы может про-
никать в ядро. В ядре гРНК направляет Cas9 на це-
левой локус, что приводит к транспорту связанной 
ДНК-матрицы к месту репарации DSB. Кроме того, 
часть ДНК-матрицы может попасть в ядро и другим 
способом, где подвергнется расщеплению Cas9.

Нами показано, что доноры, модифицирован-
ные tCTS с 4 некомплементарными основаниями, 

а

в

M

M

гРНК-Х4

п.н.

10 000

3000
2000
1500

п.н.
10 000

3000
2000
1500

r
sc
d

- C
TS

8 M
M

6 M
M

0.16 0.32
0.59

1.2
4

2.43
4.86

4 M
M

0 M
M

б

M

гРНК-Scr

п.н.
10 000

3000
2000
1500

r
sc

- C
TS

8 M
M

6 M
M

4 M
M

0 M
M

0 MM

M п.н.
10 000

3000
2000
1500

0.16 0.32
0.59

1.2
4

2.43
4.86

4 MM

РНП/плазмида

г

РНП/плазмида

Рис. 3. Расщепление CTS-сайтов под действием Cas9 in vitro. Донорные плазмиды с CTS-сайтами, содержащими 
0, 4, 6 или 8 некомплементарных оснований, а также донорную плазмиду без модификаций (‒CTS) инкубирова-
ли in vitro с комплексом Cas9 и гРНК против CXCR4 (гРНК-X4) (а) или контрольной (гРНК-Scr) (б) и оценивали 
уровень расщепления плазмиды с помощью электрофореза в 1%-ном ТАЕ-агарозном геле. Условные обозначения: 
r (relaxed) – релаксированная форма плазмиды, sc (super-coiled) – суперскрученная форма, d – фрагмент ~1 400 п. н. 
с донорной последовательностью, фланкированный CTS- или tCTS-сайтами. Донорные плазмиды с CTS-сайтами, 
содержащими 0 (в) или 4 (г) некомплементарных оснований, инкубировали in vitro с возрастающим количеством 
РНП и оценивали уровень расщепления плазмиды с помощью электрофореза в 1%-ном ТАЕ-агарозном геле. РНП/
плазмида – молярное соотношение РНП к плазмидной ДНК. М – маркеры длины ДНК: 10 000, 8 000, 6 000, 5 000, 
4 000, 3 500, 3 000, 2 500, 2 000, 1 500, 1 000, 750 п. н. (#SM1163; “Thermo Fisher Scientific”, США).
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in vitro расщеплялись Cas9 так же, как и доноры 
с полноразмерными сайтами, однако это не влия-
ло на уровень нокина. Если предположить, что для 
повышения уровня нокина необходимо именно 
расщепление донора, то введенные по его концам 
сайты tCTS с некомплементарными основаниями, 
скорее всего, не расщепляются Cas9 in vivo в клет-
ках. Это предположение требует эксперименталь-
ной проверки. К сожалению, надежные способы 
оценки расщепления донорных плазмид в  клет-
ках под действием Cas9 пока не разработаны. Нам 
не удалось показать расщепление донорной ДНК 
in vivo с помощью количественной ПЦР (данные не 
приведены). Мы предполагаем, что при электропо-
рации и транзиторной экспрессии в клетках обра-
зуется очень небольшое количество расщепленной 
донорной плазмиды, в результате уровень исход-
ной плазмиды снижается настолько незначитель-
но, что чувствительности количественной ПЦР для 
детекции этих изменений не хватает.

Стоит еще раз отметить, что ни в одной из опу-
бликованных ранее работ, в которых использовали 
CTS или tCTS для модификации донорной ДНК, 
ее расщепление in vivo не исследовали. Кроме того, 
наличие или отсутствие эффекта от tCTS можно 
объяснить различиями в аффинности Cas9 к таким 
сайтам, которая варьирует в зависимости от нукле-
отидной последовательности. В результате нуклеа-
за Cas9 может образовывать короткоживущий ком-
плекс с tCTS донора, что не позволит ей эффектив-
но переносить донорную ДНК в ядро. Эта гипотеза 
также требует экспериментальной проверки.

Отсутствие эффекта от tCTS в использованной 
нами модели можно связать с особенностью вы-
бранного локуса – CXCR4. Так, В. Shy и др.  [19] 
продемонстрировали, что влияние модификации 
донорной ДНК tCTS-сайтами на уровень нокина 
сильно варьировало для разных локусов: от отсут-
ствия эффекта до повышения в 10 раз. Среди ло-
кусов с минимальным влиянием tCTS-сайтов на 
нокин был и CXCR4, хотя последовательность про-
тоспейсера для этого локуса в работе не указана. 
Можно предположить, что в каждом индивидуаль-
ном случае, в зависимости от последовательности 
протоспейсера и некомплементарных оснований, 
in vivo расщепление донорной ДНК под действи-
ем Cas9 происходит либо эффективно, и  в  этом 
случае регистрируют повышение уровня нокина, 
либо неэффективно – тогда повышения нокина не 
детектируют.

Необходимо отметить, что в большинстве опу-
бликованных работ, в которых изучали расщепле-
ние мишеней под действием Cas9 при формирова-
нии укороченного гетеродуплекса, использовали 
укороченные гРНК [18, 29]. В работе D. Nguyen 
и др. [17] для формирования связи между донором 
и Cas9 использовали укороченные протоспейсеры. 
Однако данных о расщеплении ДНК-мишени при 

использовании укороченных протоспейсеров, а не 
укороченных гРНК, мы не нашли. В этом случае 
гетеродуплекс, формирующийся между ДНК-ми-
шенью и гРНК, на самом деле нельзя считать уко-
роченным в полной мере – укорочена лишь область 
комплементарности в протоспейсере, за которой 
следуют нуклеотиды, уникальные для каждого тар-
гетного локуса генома и способные вносить раз-
личный вклад в стабильность гетеродуплекса. По 
этой причине мы предполагаем, что для понима-
ния механизма действия tCTS-сайтов необходимо 
для каждой конкретной таргетной последователь-
ности оценивать ее процессинг под действием Cas9 
in vitro и in vivo.

Вероятно, при эффективном расщеплении 
in vivo таргетных последовательностей Cas9 сайты 
tCTS повышают уровень нокина, а в случае неэф
фективного расщепления in vivo эффект от tCTS 
отсутствует. В таком случае наблюдаемые J. Zhang 
и др. [10] и D. Nguyen и др. [17] эффекты от соот-
ветственно CTS- и tCTS-сайтов имеют одинаковую 
природу. Подтверждение этого предположения по-
требует анализа нокина в ряд дополнительных ло-
кусов с одновременной оценкой расщепления до-
норной плазмиды in vivo и  in vitro, а также изме-
рения кинетических параметров связывания Cas9 
с таргетными последовательностями.

Таким образом, на клинически значимой мо-
дели нокина в  Т-клетках нам удалось повысить 
уровень нокина MTC34 в локус CXCR4 путем мо-
дификации донорной плазмиды мишенями Cas9, 
фланкирующими донорные последовательности. 
Выяснение молекулярных механизмов этого эф-
фекта позволит усовершенствовать технологию 
нокина за счет модификации донорной ДНК.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (грант 
№ 22‑25‑00310).

Настоящая статья не содержит описания ка-
ких-либо исследований с участием людей или жи-
вотных в качестве объектов.
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Increasing the Level of Knock-In of the MT-C34-Encoding Construct into the 
CXCR4 Locus by Modifying Donor DNA with Cas9 Target Sites
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For successful application of genome editing technology using CRISPR/Cas9 system in clinical practice, 
it is necessary to achieve high efficiency of knock-in, the insertion of a genetic construct into a given 
locus in the genome of a target cell. One approach to increasing knock-in efficiency involves modifying 
donor DNA with the same targets for Cas9 (Cas9 targeting sequence, CTS) that are used for induction 
of double-strand breaks in the cell genome (the “double-cut donor” method). Another approach is 
based on introducing truncated targets for Cas9 (truncated CTS, tCTS), including a PAM site and 16 
nucleotides proximal to it, into the donor DNA. Presumably, tCTS sites do not induce cleavage of the 
donor plasmid, but can support its transport into the nucleus by Cas9. However, the exact mechanisms 
for the increase in knock-in levels with both types of donor DNA modifications are unknown. Here, we 
evaluated the effect of these modifications on the knock-in efficiency of the MTC34 genetic construct 
encoding the HIV‑1 fusion inhibitor, MT‑C34 peptide, into the CXCR4 locus of the CEM/R5 T cell line. 
When full-length CTS sites were introduced into the donor plasmid DNA, the knock-in level increased 
twofold, regardless of the number of CTSs or their position relative to the donor sequence. Modifications 
of donor plasmids with tCTS sites did not affect knock-in levels. It was found that in vitro both types of 
sites were efficiently cleaved by Cas9. In order to study the mechanism of action of these modifications 
in detail, it is necessary to evaluate their cleavage in vitro and in vivo.

Keywords: CRISPR/Сas9, genome editing, Т lymphocytes, knock-in, donor DNA, Cas9 targeting site, DNA 
nuclear transport
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ВВЕДЕНИЕ

Глиобластома 4-й степени (Glioblastoma, 
Grade 4) – наиболее распространенная и наибо-
лее летальная первичная злокачественная опу-
холь головного мозга у  взрослых. Медиана об-
щей выживаемости при глиобластоме составляет 
15 месяцев, а 5-летная выживаемость обычно не 
превышает 5–7% после постановки первоначаль-
ного диагноза  [1]. Стандартом лечения уже бо-
лее 10 лет является проведение полной хирурги-
ческой резекции с последующей химиотерапией 

темозоломидом и лучевой терапией, что позволяет 
увеличить среднюю выживаемость до 14.6 меся-
цев [2, 3]. Глиобластома характеризуется быстрым 
диффузным, инфильтративным ростом и высоким 
уровнем клеточной гетерогенности, что затрудня-
ет лечение и ухудшает прогноз выживаемости [4]. 
Перспективным подходом к лечению глиобласто-
мы является применение онколитических вирусов 
(ОВ), способных специфически инфицировать 
и  лизировать опухолевые клетки, минимально 
повреждая при этом нормальные клетки. Кроме 
того, ОВ могут преодолевать иммуносупрессивное 

DOI: 10.31857/S0026898424040068, EDN: INBJDQ

Чувствительность клеток глиобластомы человека к  вирус-опосредованному онколизу изучена 
на пяти линиях клеток, полученных от пациентов. Первичные клетки глиобластомы (Gbl13n, 
Gbl16n, Gbl17n, Gbl25n и Gbl27n) инфицировали 10-кратными серийными разведениями вируса 
паротита (штамм Ленинград‑3), репродукцию вируса и цитотоксичность отслеживали в течение  
96–120 ч. Иммортализованные неопухолевые клетки NKE человека использовали в качестве контроля 
для определения специфичности вируса. Четыре из пяти клеточных линий глиобластомы были 
чувствительны к заражению вирусом паротита, тогда как в неопухолевой линии клеток репродукцию 
вируса не наблюдали. При этом уровень активности проапоптотической каспазы‑3 повышался во 
всех инфицированных клетках через 48 ч после заражения. Кинетика накопления вирусной РНК 
в исследованных линиях клеток глиобластомы была сопоставимой со скоростью гибели клеток. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что клеточные линии глиобластомы пермиссивны для 
вируса паротита. Продукция интерферона типа I в ответ на заражение вирусом паротита клеточных 
линий глиобластомы различалась. Кроме того, показано, что заражение вирусом паротита способно 
вызывать иммуногенную гибель клеток глиобластомы.

Ключевые слова: глиобластома, онколитические вирусы, вирус паротита
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ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ПЕРВИЧНЫХ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ 
ГЛИОБЛАСТОМЫ ЧЕЛОВЕКА К  ВАКЦИННОМУ ШТАММУ  

ВИРУСА ПАРОТИТА

УДК 571.27; 578.245; 612.017.11; 616–006.484.04

 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

Сокращения: ОВ – онколитические вирусы; MOI – множе-
ственность инфекции; PBS – фосфатно-солевой раствор; 
FBS  – эмбриональная сыворотка крупного рогатого ско-
та; УФ  – ультрафиолетовое излучение; МТТ  – 3-(4,5-ди-
метилтиазол‑2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромид; ПЦР-
РВ  – ПЦР в  режиме реального времени; ТЦД  – тка-
невая цитопатическая доза; ЦПД  – цитопатическое 

действие; БОЕ – бляшкообразующие единицы; IFN – ин-
терферон; ЕD50 – эффективная доза; PBMC (peripheral blood 
mononuclear cell) – мононуклеарные клетки периферической 
крови, NK (natural killer) – естественные киллерные клетки, 
E:T (Effector to target ratio)  – соотношение числа эффек-
торных клеток (NK) к числу клеток глиобластомы, ns (not 
significant) – незначимое различие.
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действие микроокружения опухоли, стимулируя 
врожденный иммунитет, а  возможность приме-
нения в комбинации с другими методами лечения 
существенно повышает их противоопухолевую эф-
фективность [5]. На данный момент ОВ использу-
ют в трех клинических исследованиях терапии гли-
областомы, восемь клинических испытаний уже 
завершены (https://clinicaltrials.gov/search?cond=G
lioblastoma&term=Glioblastoma%20Multiforme;%20
&distance=50&aggFilters=status: act&viewType=Tabl
e&intr=oncolytic).

Ранее нами был показан онколитический по-
тенциал вакцинного штамма Ленинград‑16 виру-
са кори против первичных клеток глиобластомы 
человека и  охарактеризованы генетические за-
кономерности, определяющие чувствительность 
первичных клеток глиобластомы человека к  он-
колитической терапии вирусом кори [6]. Так, про-
ведение РНК-Seq выявило около 1200 дифферен-
циально экспрессированных генов (FDR < 0.05) 
как минимум с двукратным изменением уровня 
экспрессии между инфицированными и неинфи-
цированными клетками, с наиболее значительным 
повышением уровня экспрессии генов интерферо-
нового ответа, апоптозного и цитокинового сиг-
нальных путей. В данной работе рассмотрен он-
колитический потенциал вируса паротита (Mumps 
virus, MV) в  отношении первичных клеток гли-
областомы и  оценено влияние интерфероново-
го ответа на репликацию MV в культурах клеток 
глиобластомы. Впервые онколитические свойства 

MV были показаны в клинических исследовани-
ях, проведенных в Японии в 1970–1980-х гг., в ко-
торых оценивали действие клинического изолята 
MV дикого типа в  отношении различных видов 
рака [7–9], включая опухоли центральной нервной 
системы [10]. Однако терапевтический потенциал 
живых вакцинных штаммов MV в отношении кле-
ток солидных опухолей человека (меланомы [11], 
фибросаркомы и рака шейки матки [12], рака яич-
ников [13], трижды негативного рака молочной же-
лезы [14]) показан относительно недавно.

Таким образом, цель работы заключалась в оцен-
ке онколитических свойств отечественного вак-
цинного штамма MV Ленинград‑3 (L‑3), которым 
заражали первичные клетки глиобластомы чело-
века. Исследование проведено на пяти клеточных 
линиях и неопухолевой линии клеток человека, ис-
пользованной в качестве контроля. Показано, что 
MV реплицируется в большинстве клеточных линий 
глиобластомы, вызывая их гибель. Таким образом, 
MV, наряду с другими парамиксовирусами, можно 
рассматривать в качестве потенциального онколи-
тического агента в отношении клеток глиобластомы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Вирусы и клетки. В работе использован вакцин-
ный штамм MV L‑3 с титром 6.4–6.5 lgТЦД50/мл 
или 6.9 lgБОЕ/мл (коллекция НИИ вакцин и сы-
вороток (НИИВС) им. И. И. Мечникова). MV 

Таблица 1. Использованные культуры клеток глиобластомы человека

Культура клеток Пол и возраст 
пациента Диагноз (по ВОЗ) Мутированный 

ген Мутация* Пассажный 
уровень

Gbl 13n М, 45 Глиобластома G4, 
рецидив

PTEN
MRE11

TP53

c.T821C
c.579_582del

c.C460T
10

Gbl 16n М, 47 Глиобластома G4

TP53
PTEN
TAF1L

LCK

c.A419G
c.A588T

c.C2746T
c.G1332A

9

Gbl 17n М, 68 Глиобластома G4

PTEN
ERBB3
PIK3CG

TOP1

c.1524_1525ins
c.C2150T
c.A766T

c.533_538del

8

Gbl 25n Ж, 70 Глиобластома G4 PTEN
TP53

c.635–1G>A
c.C263T 9

Gbl 27n М, 56 Глиобластома G4 PTEN
TP53

c.C195A
c.C263T 7

*Секвенирование проводили на приборе NextSeq2000 методом парноконцевых прочтений на сформированной панели 
зондов, включающей последовательности 812 генов, мутации в которых ассоциированы с развитием опухоли.

Примечание. Панели для таргетного секвенирования формировали на основе панелей Foundation One (“Roche”, Швей-
цария) и TruSight Cancer Sequencing Panel (“Illumina”, США), базы данных cBioPortal (https://www.cbioportal.org) и данных 
о спектре соматических мутаций в опухолях мозга [15].



	 ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ПЕРВИЧНЫХ клеточных линиЙ � 603

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

культивировали и титровали по ЦПД и реакции 
бляшкообразования на клеточной культуре Vero 
(ССL‑81, ATCC, США).

Линии клеток Gbl13n, Gbl16n, Gbl17n, Gbl25n 
и Gbl27n на ранних пассажах (7–10 пассажи) по-
лучены в  Российском онкологическом научном 
центре (РОНЦ) им. Н.Н. Блохина (Москва) из 
операционного материала или биопсии пациентов 
с  подтвержденным клиническим диагнозом гли-
областома. Молекулярно-генетический профиль 
клеточных линий изучен с помощью NGS-секве-
нирования [15]. Обнаруженные мутации приведе-
ны в табл. 1.

Иммортализованные эпителиальные клетки 
NKE человека (нормальные эпителиальные клетки 
почки) получены из коллекции РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина. Перевиваемая культура клеток Vero получена 
из коллекции НИИВС им. И. И. Мечникова.

Мононуклеарные клетки периферической кро-
ви (РВМС) здоровых доноров выделяли с исполь-
зованием FiColl (F5415, “Sigma”, США) согласно 
инструкции.

Все клеточные линии культивировали во фла-
конах T25 (430372, “Corning”, Нидерланды) в пи-
тательной среде DMEM/F12 (31330095, “Thermo 
Fisher Scientific” (“TFS”), США), содержащей 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого ско-
та (FBS; A3160802, “TFS”), 1 мM глутамина (35050, 

“TFS”) и  100 мкг/мл гентамицина (15710064, 
“TFS”). Клетки инкубировали при температуре 
37°C в атмосфере 5% CO2. При достижении монос-
лоя клеток проводили пересев культуры. Для это-
го сливали супернатанты, обрабатывали 10%-ным 
фосфатно-солевым раствором (PBS) для удаления 
остатков сыворотки и  мертвых клеток. Клетки 
снимали раствором TrypLE Express (12605, “TFS”). 
Клетки в клеточной суспензии для определения их 
жизнеспособности окрашивали 0.2%-ным раство-
ром трипанового синего (15250061, “TFS”). Под-
счет клеток проводили в камере Горяева.

Заражение клеток. Клетки, достигшие 80–90% 
монослоя во флаконах Т25, промывали 2 мл 10%-
ного раствора PBS. Исходя из числа клеток во фла-
коне и исходного титра MV, делали серию разве-
дений вируса в соответствующей каждой культу-
ре клеток питательной среде (без FBS) и вносили 
в монослой клеток. Каждую клеточную линию ин-
кубировали с 2 мл вирусного материала с различ-
ной множественностью заражения (MOI) при 37°C 
в атмосфере 5% CO2 в течение 90 мин. В качестве 
контроля использовали те же культуры, инкубиро-
ванные с предварительно УФ-обработанным MV. 
После адсорбции вируса монослой клеток промы-
вали раствором Хэнкса и культивировали в 7 мл 
(Т25) питательной среды DMEM/F12 с  2% FBS 
в течение 120 ч при 37°C в атмосфере 5% CO2.

Для определения кинетики внутриклеточно-
го накопления вируса клетки за день до зараже-
ния высаживали в 6-луночный планшет (353046, 

“Corning”) из расчета 2 × 106 клеток на лунку и по 
вышеприведенной схеме заражали MV с MOI 0.1 
или 1.0, а также УФ-инактивированным вирусом 
(MOI 1.0). Клеточный монослой лизировали через 
0, 24, 48, 72 и 96 ч после заражения, используя 300 
мкл лизирующего буфера RLT RNAeasy kit (74104, 

“Qiagen”, Германия) на лунку. Эксперимент прово-
дили в трех повторах. Лизаты клеток центрифуги-
ровали при 1000 об./мин в течение 5 мин. Суперна-
тант хранили при –70°C до использования.

Оценка жизнеспособности клеток. МТТ-тест. Вы-
живаемость клеток оценивали в МТТ-тесте соглас-
но [11]. В лунки 96-луночных планшетов вносили 
по 150 мкл ростовой среды, содержащей 1.5 × 104 
клеток. Клетки заражали вируссодержащим супер-
натантом, как описано выше, с 10-кратными раз-
ведениями вируса и инкубировали при 37°C в ат-
мосфере 5% CO2 в течение 3–120 ч. Через каждые 
24 ч в лунки добавляли 25 мкл раствора 3-(4,5-ди-
метилтиазол‑2-ил)-2,5-дифенилтетразолийброми-
да (МТТ, M‑2128, “Sigma”), разведенного до кон-
центрации 5 мг/мкл в аналогичной ростовой среде, 
и инкубировали в течение 3 ч при 37°C в атмосфе-
ре 5% CO2. Среду удаляли и добавляли по 60 мкл 
DMSO в лунку для растворения образовавшихся 
кристаллов формазана; для гомогенного распре-
деления красителя использовали шейкер (10 мин, 
300 об./мин). Оптическую плотность определяли 
на микропланшетном детекторе Varioskan Flash 
(“TFS”) при длине волны 570 нм (при эталонной 
длине волны 650 нм). Все эксперименты проводи-
ли в трех независимых повторах, значения оптиче-
ской плотности зараженных культур рассчитывали 
в процентах от значений для аналогичной незара-
женной культуры непосредственно перед зараже-
нием (0 ч).

Оценка активности каспазы 3. Параллельно 
с МТТ-тестом колориметрическим методом оце-
нивали активность каспазы 3, измеряя окрашен-
ный субстрат согласно инструкции производите-
ля (E-CK-A311, “Elabscience”, Китай) через 48 ч 
после инокуляции вируса в 6-луночный планшет. 
Схема заражения идентична схеме, используемой 
для определения кинетики накопления вируса. 
Колориметрический сигнал от каждого образца 
измеряли с помощью микропланшетного ридера 
Varioskan Flash.

Выделение тотальной мРНК. Тотальную РНК 
выделяли из лизатов (1–6) × 106 клеток с  помо-
щью коммерческого набора RNeasy Mini Kit (74104, 

“Qiagen”) согласно инструкции производителя. 
Очищенную РНК элюировали с мембраны коло-
нок RNeasy Mini Spin (2 раза по 50 мкл воды, не 
содержащей РНКаз), концентрацию РНК опреде-
ляли на приборе NanoDrop 8 000 (“TFS”).
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Обратная транскрипция и  количественная 
ПЦР с  детекцией в  режиме реального времени 
(ОТ-ПЦР-РВ). Репродукцию MV оценивали по 
уровню вирусной РНК, который определяли мето-
дом ОТ-ПЦР-РВ [16]. В каждой постановке реак-
ции параллельно определяли пороговые циклы для 
разведений стандартного образца MV с известным 
титром вируса, по результатам которых строили ка-
либровочную кривую. На калибровочной кривой 
откладывали значения пороговых циклов образцов 
и рассчитывали значения в lg(ТЦД50/мл), которые 
условно принимали за титры [16]. Полученные зна-
чения выборочно проверяли методом предельных 
разведений по цитопатическому действию на чув-
ствительной культуре клеток (Vero), расхождения 
между значениями, полученными двумя методами, 
не превышали 0.5 lg(ТЦД50/мл). Эксперименты 
проводили в трех независимых повторах.

Иммуноферментный анализ. Уровень IFN-β из-
меряли в супернатантах клеточных культур с по-
мощью набора ELISA Kit for Interferon Beta (IFNb) 
(SEA222Hu, “Cloud-Clone Corp.”, Китай) согласно 
инструкции производителя.

Проточная цитометрия. Клетки PBMC оце-
нивали по представленности лейкоцитарных 
маркеров (BD  Multitest IMK Kit, 340503, “BD 
Biosciences”, США), а также маркеров CD3 (E-AB-
F1001C FITC-меченое антитело к  CD3  [OKT3], 

“Elabscience”), CD56 (E-AB-F1239D PE-мече-
ное антитело к  CD56  [5.1H11], “Elabscience”), 
CD69 (E-AB-F1138E APC-меченое антитело 
к CD69 [FN50], “Elabscience”) в присутствии изоти-
пических контролей (E-AB-F09802C FITC-меченое 
антитело для IgG2a, каппа [C1.18.4]; E-AB-F09792D 
PE-меченое антитело для IgG1, каппа [MOPC‑21]; 
E-AB-F09792E APC-меченое антитело для IgG1, 
каппа  [MOPC‑21], “Elabscience”) согласно ин-
струкциям. Анализ проводили на приборе BD 
FACSCanto II (“BD Biosciences”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клетки глиобластомы чувствительны к  онколизу, 
индуцированному вирусом паротита штамм L‑3

Чувствительность клеток глиобластомы челове-
ка к MV-опосредованному онколизису оценивали 
на пяти клеточных линиях: Gbl13n, Gbl16n, Gbl17n, 
Gbl25n и Gbl27n, полученных от пациентов (табл. 1). 
При оценке специфичности действия MV на клет-
ки глиобластомы человека в  качестве контроля 
использовали линию иммортализованных клеток 
эпителия почки – NKE, темп пролиферации кото-
рых сопоставим со временем удвоения большин-
ства линий клеток глиобластомы (за исключением 
Gbl17n), использованных в данном исследовании.

Клеточные линии глиобластомы заражали 
10-кратными серийными разведениями материала, 

содержащего штамм L‑3 MV. Титр вируса варьи-
ровал от 0.5 до 6.5 lgТЦД50/мл или от 0.9 до 6.9 
lgБОЕ/мл. Контрольные клетки инкубировали 
с УФ-инактивированным вирусом (MOI 1.0) в те-
чение такого же промежутка времени.

Уже через 48 ч после заражения наблюдали ци-
топатическое действие (ЦПД) MV L‑3 на клетки, 
которое выражалось в  грануляции цитоплазмы, 
округлении и  постепенном отслаивании клеток 
всех исследованных культур глиобластомы, кроме 
Gbl17n и контрольной культуры клеток NKE. ЦПД 
коррелировало с разведением MV, становясь более 
очевидным с течением времени.

Выживаемость клеток оценивали, измеряя ми-
тохондриальную активность с помощью МТТ-те-
ста через 3, 36, 48, 72, 96 и 120 ч после заражения, 
и выражали в процентах на указанной временной 
точке относительно незараженной культуры клеток 
непосредственно перед заражением (рис. 1).

Первичные клетки глиобластомы проявляли 
разную чувствительность к  MV-опосредованно-
му онколизу. На основании данных о выживаемо-
сти клеток после заражения вирусом все культуры 
глиобластомы условно разделили на резистентные, 
умеренно-чувствительные и восприимчивые к за-
ражению. Так, культура Gbl17n принята за условно 
резистентную, так как при заражении даже нераз-
веденным MV (с наибольшим титром) выживае-
мость клеток через 120 ч после заражения состави-
ла 54%. Культура Gbl13n принята за умеренно-чув-
ствительную, поскольку только при воздействии 
неразведенного вируса (с  наибольшим титром) 
выживаемость клеток была менее 50%: 48.4 и 31.3% 
через 96 и 120 ч после заражения соответственно. 
При заражении 10-кратным разведением вируса 
выживаемость клеток глиобластомы спустя 120 ч 
после заражения составила 49.3%. Три остальные 
культуры, Gbl16n, Gbl25n и Gbl27n, были воспри-
имчивыми к MV-опосредованному онколизу, при 
этом наиболее чувствительной оказалась Gbl27n. 
Используя полученные кривые, рассчитали ин-
декс ЕD50 разведения MV для каждой клеточной 
линии с  высокой статистической значимостью 
(R2 > 0.98). ED50 разведения вводимого MV со-
ставила: 2.54, 4.07 и 0.68 lgБОЕ/мл для клеточных 
культур Gbl16n, Gbl25n и  Gbl27n соответствен-
но; 5.91 lgБОЕ/мл – для культуры клеток Gbl13n; 
и 7.20 lgБОЕ/мл – для культуры клеток Gbl17n че-
рез 120 ч после заражения.

Выживаемость клеток контрольной неопухо-
левой культуры NKE составила 53.2 и 45.3% через 
96 и 120 ч после заражения неразведенным виру-
сом с  исходным титром соответственно. Рассчи-
танная ED50 (R2 = 0.98) составила 6.67 lgБОЕ/
мл через 120 ч после заражения, что соответству-
ет множественности инфекции (MOI) более 10 
инф.ед. на клетку. Такая MOI in vivo недостижима, 
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поэтому клетки NKE также рассматриваются как 
резистентные.

Выявлено значительное увеличение активности 
проапоптотической каспазы‑3 во всех MV-инфи-
цированных (p < 0.0005) клеточных линиях глиоб-
ластомы, включая Gbl17n, через 48 ч после зараже-
ния (рис. 2). Эти результаты показывают, что все 

клетки глиобластомы, включая Gbl17n, отвечают 
на заражение MV.

Таким образом, можно предположить, что, ис-
пользуя гибель клеток в  качестве защитного ме-
ханизма, глиобластома может запускать апоп-
тотический сигнальный путь в  ответ на зара-
жение MV, на что может указывать активация 
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Рис. 1. Жизнеспособность пяти первичных культур клеток глиобластомы и иммортализованной культуры клеток 
NKE, инкубированных с вирусом паротита (MV) штамм Ленинград‑3 (L‑3), через 3–120 ч после заражения. По оси 
абсцисс отложен титр инокулированного вируса (БОЕ/мл), по оси ординат – жизнеспособность клеток (%), соот-
ветствующая значениям оптической плотности зараженной культуры клеток, выраженным в процентах от значений 
в незараженной культуре непосредственно перед заражением (0 ч), принятым за 100%. Значение “0” по оси абсцисс 
соответствует УФ-инактивированному MV. Полосы погрешностей обозначают стандартное отклонение.
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каспазы‑3, возможно, за счет вирусного матрикс-
ного белка [17].

Штамм L‑3 вируса паротита реплицируется 
в  клетках глиобластомы человека

Чувствительность клеток глиобластомы к MV – 
это способность к заражению небольшим количе-
ством MV, тогда как пермиссивность – это способ-
ность поддерживать размножение MV, т. е. обеспе-
чивать транскрипцию и репликацию генетического 
материала, а также полноценную сборку вирионов. 
Известно, что чувствительность не всегда коррели-
рует с пермиссивностью [18]. Связан ли MV-опо-
средованный онколиз с активной репликацией ви-
руса внутри клеток глиобластомы или гибель кле-
ток вызвана присутствием вирусной РНК? Чтобы 
понять это, с помощью ОТ-ПЦР-РВ определили 
кинетику репликации вируса в клетках глиобласто-
мы [16] по содержанию вирусной РНК через 24, 48, 
72 и 96 ч после заражения MV с MOI 1.0 и 0.1. В ка-
честве контроля клетки инкубировали с УФ-инак-
тивированным вирусом (MOI 1.0) в течение такого 
же времени (рис. 3). Ранее было показано, что вы-
живаемость клеток, инкубированных с УФ-инак-
тивированным вирусом, не отличалась значимо от 
выживаемости незараженных клеток (рис. 1).

Как видно из рис. 3, вирусная РНК накаплива-
ется в культурах зараженных клеток Gbl16n, Gbl25n 
и Gbl27n, что свидетельствует о чувствительности 
этих клеток к MV L‑3, при этом в клетках Gbl13n 
количество вирусной РНК оставалось практически 
постоянным в течение 96 ч культивирования. Со-
держание вирусной РНК в клетках Gbl16n, Gbl25n 
и Gbl27n повышалось на 1–3 lgТЦД50/мл в течение 
24–72 ч после заражения (рис. 3). В контрольных 

клетках NKE и резистентных клетках глиобласто-
мы Gbl17n репликацию вируса не наблюдали.

Отмечено, что кинетика репликации вируса во 
всех протестированных клеточных линиях в целом 
коррелирует с  показателями жизнеспособности. 
Таким образом, MV-опосредованный онколиз чув-
ствительных культур клеток глиобластомы (Gbl16n, 
Gbl25n и Gbl27n) вызван репликацией вирусной 
РНК. Однако присутствие репликативно-компе-
тентной вирусной РНК также способно приводить 
к умеренному онколизу в культуре клеток Gbl13n. 
При этом репликативно-некомпетентная вирусная 
РНК (УФ-инактивированный MV) не вызывает 
онколиз клеток глиобластомы.

Инфицированные вирусом паротита L‑3 клетки 
глиобластомы продуцируют интерферон

Чувствительность опухолевых клеток к специфи-
ческим вирусам зависит как от вируса, прикреплен-
ного к рецепторам клеточной мембраны, так и от ге-
нов клетки-хозяина, связанных с противовирусным 
ответом. Ранее сообщалось о дефектах сигнального 
пути IFN типа I во многих опухолевых клетках [19]. 
Для опухолевых клеток характерны специфические 
мутации в  генах, кодирующих продукты IFN-си-
стемы. В свою очередь, повреждение этой системы 
в опухолевых клетках приводит, с одной стороны, 
к их усиленной пролиферации по сравнению с нор-
мальными клетками, а с другой – к снижению про-
тивовирусной защиты, что делает опухолевую ткань 
относительно пермиссивным субстратом для ви-
русного роста, в то время как соседние нормальные 
клетки остаются защищенными от заражения виру-
сом [11]. Чтобы объяснить причины различий в чув-
ствительности клеточных линий глиобластомы к за-
ражению MV, мы проанализировали экспрессию 
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Рис. 2. Активность каспазы‑3 в неинфицированных (mock) и MV-инфицированных клетках глиобластомы. Клетки 
глиобластомы заражали MV с MOI 1.0, через 48 ч измеряли уровень активности каспазы‑3. Одна единица измере-
ния активности каспазы‑3 – количество фермента, необходимое для расщепления 1.0 нМ субстрата Ac-DEVD-pNA 
в течение 1 ч при 37ºС. Полосы погрешностей обозначают стандартное отклонение.
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главного ключевого компонента противовирусного 
ответа клетки: IFN-β (рис. 4).

Чтобы добиться относительно большого ко-
личества инфицированных клеток глиобласто-
мы и  избежать асинхронной инфекции из-за 

распространения вирусного потомства, клетки ин-
фицировали MOI 1.0, а продукцию IFN анализиро-
вали через 24 и 48 ч после заражения.

Из рис.  4 видно, что только культура клеток 
глиобластомы Gbl25n не продуцировала IFN-β ни 
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Рис. 3. Титры вируса паротита (MV) штамм Ленинград‑3 (L‑3), рассчитанные по накоплению вирусной РНК в клет-
ках глиобластомы Gbl13n, Gbl16n, Gbl25n и Gbl27n. MV собирали с клеток глиобластомы, зараженных с MOI 0.1 
(–◙-) либо 1.0 (–●-) или зараженных УФ-инактивированным MV в качестве контроля. В каждой постановке реакции 
параллельно определяли пороговые циклы для разведений стандартного образца MV с известным титром вируса, по 
результатам которых строили калибровочную кривую. На нее наносили значения пороговых циклов исследуемых 
образцов и рассчитывали значения, выраженные в lgТЦД50/мл, которые условно принимали за титры [16].

8

7

6

5

4

3

2

1

0

Ê
îí

ö
åí

òð
àö

è
ÿ 

IF
N

-b
, 
ï
ã/

ì
ë

GbI13n GbI16n GbI17n GbI25n GbI27n NKE

K

24 ÷

48 ÷

ns
*

Рис. 4. Продукция IFN-β MV-зараженными клетками глиобластомы. Клетки глиобластомы заражали MV с MOI 1.0, 
через 24 и 48 ч измеряли концентрацию IFN-β с помощью ИФА. К –незараженные культуры клеток. Полосы по-
грешностей обозначают стандартное отклонение. *р = 0.0244, ns: p = 0.0961.
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через 24, ни через 48 ч после заражения MV, что 
позволяет считать клетки этой культуры дефектны-
ми по противовирусной защите. Однако культуры 
клеток Gbl13n, Gbl16n, Gbl17n и Gbl27n, а также 
неопухолевая культура клеток NKE продуцирова-
ли IFN-β в ответ на заражение MV. Так, продук-
ция IFN-β клетками Gbl17n через 24 ч после за-
ражения была значимо выше, чем клетками кон-
трольной культуры NKE. Культуры клеток Gbl13n 
и Gbl25n не продуцировали IFN-β через 24 ч после 

заражения, при этом через 48 ч уровень IFN-β 
значимо повышался. Спустя 48 ч после заражения 
уровень IFN-β в  клетках глиобластомы Gbl16n 
снижался, не отличаясь статистически значимо от 
уровня в  культуре клеток Gbl25n, дефектной по 
продукции IFN. Таким образом, чувствительность 
культуры клеток глиобластомы Gbl25n, а также ре-
зистентность культуры Gbl17n можно объяснить 
зависимостью онколиза от продукции IFN типа 
I. Однако эта зависимость была неочевидной для 
других культур клеток глиобластомы.

Таким образом, первичные клетки глиобласто-
мы различались по способности индуцировать сиг-
нальный путь IFN-β, что указывает на различия 
в ответе исследованных линий на инфекцию MV.

Вирус паротита L‑3 стимулирует 
противоопухолевый иммунитет за счет 

активации NK-клеток ex vivo
Далее мы оценили способность MV стимулиро-

вать противоопухолевый иммунитет в эффектор-
ных PBMC здоровых доноров. PBMC выделяли из 
свежей периферической крови, отделяли от макро-
фагов, инкубировали с MV L‑3 (MOI 1.0) в тече-
ние ночи и анализировали их способность убивать 
опухолевые клетки. Клеточную линию Gbl13n ин-
кубировали с вирусом (MOI 0.1), с клетками PBMC 
не обработанными вирусом и в присутствии MV, 
а также с PBMC, стимулированными MV. Гибель 
клеток оценивали через 9–12 ч после заражения.

Обработка клеток Gbl13n PBMC, предваритель-
но инкубированными с MV (PBMC/L‑3), в соотно-
шении E:T 10:1–20:1 более существенно усиливала 
лизис клеток глиобластомы, чем обработка нести-
мулированными PBMC (рис. 5). Однако не выяв-
лено значимых отличий в жизнеспособности кле-
ток Gbl13n, инкубируемых c нестимулированными 
PBMC и нестимулированными PBMC в комбина-
ции с MV (PBMC+L‑3).
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Рис.  5. Жизнеспособность клеток глиобластомы 
Gbl13n через 9–12 ч после инокуляции вирусом па-
ротита (MV) штамм Ленинград‑3 (L‑3); инкуба-
ции с мононуклеарными клетками периферической 
крови (PBMC); PBMC, предварительно стимули-
рованными MV (PBMC/L‑3), а также нестимулиро-
ванными PBMC с одновременной инокуляцией MV 
(PBMC+L‑3). По оси ординат отложена жизнеспо-
собность клеток (%), соответствующая значениям 
оптической плотности, выраженным в процентах от 
значений для незараженной культуры, принятых за 
100%. Полосы погрешностей обозначают стандартное 
отклонение. *р = 0.0192, ns: р = 0.1857.
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Рис. 6. Активация NK-клеток. Результаты проточной цитометрии клеток PBMC до и после индукции вирусом па-
ротита (MV). Экспрессия СD69 (%) на поверхности CD3-CD56+ клеток. *р = 0.014; 0.027 и 0.122 соответственно.
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Поскольку лизис клеток глиобластомы по-
сле инкубации с PBMC может быть опосредован 
NK-клетками [20], антигенспецифическую актива-
цию NK-клеток после обработки вирусом оцени-
ли с помощью проточной цитометрии в трехпара-
метрическом анализе экспрессии маркера ранней 
фенотипической активации NK, CD69, на поверх-
ности CD56-положительных CD3-негативных 
клеток. Известно, что активировать NK-клетки 
способен поверхностный белок HN парамиксо-
вирусов, который связывается с  поверхностны-
ми рецепторами NKp44 и NKp46 NK-клеток [21]. 
При этом взаимодействие белка HN с NKp44 или 
NKp46 на одной и той же NK-клетке может ока-
зывать синергический эффект на активацию этих 
клеток в  отношении опухолевых клеток. Таким 
образом, HN-опосредованная активация NK-кле-
ток усиливает лизис клеток глиобластомы. В свою 
очередь, экспрессия маркера CD69 указывает на 
цитолитическую активность NK-клеток в  отно-
шении опухолевых мишеней  [22]. Экспрессия 
CD69 повышалась на поверхности обработан-
ных вирусом NK-клеток у всех доноров (рис. 6). 
Так, содержание CD69+ клеток, инкубирован-
ных с вирусом, составило 27–59%, из них в сред-
нем 25–44% это клетки CD3-CD56+CD69+ (NK), 
18–24%  – CD3+CD56+CD69+ (NKT) и  9%  – 
CD3+CD56-CD69+ (T). Повышение экспрессии 
CD69 на поверхности NK-клеток указывает на 
их антигенспецифическую активацию и возмож-
ную иммуногенную гибель клеток глиобластомы 
за счет, в частности, цитотоксической активности 
NK-клеток.

Таким образом, нами впервые показана он-
колитическая активность отечественного вак-
цинного штамма MV L‑13 в  отношении клеток 
глиобластомы. Четыре из пяти исследованных 
клеточных линий глиобластомы оказались чув-
ствительными к заражению MV L‑3 в отличие от 
неопухолевой линии, где не наблюдали репродук-
цию вируса. Наиболее чувствительными к онко-
лизу были клеточные линии Gbl25n и Gbl27n, в то 
время как культура клеток Gbl17n была резистент-
на к MV-опосредованному онколизу. Интересно 
отметить, что Gbl17n  – это единственная из ис-
пользованных нами культур клеток глиобластомы, 
не несущая мутаций в гене TP53. Мутации в гене 
TP53, кодирующем белок-супрессор опухолевого 
роста, характерны для клеток глиобластомы. Ранее 
Gil-Ranedo J. и соавт. показали, что TP53-мутиро-
ванные стволовые клетки глиобластомы служат се-
лективными мишенями для парвовируса [23]. Ки-
нетика накопления вирусной РНК в исследован-
ных линиях клеток глиобластомы коррелировала 
со скоростью гибели клеток. Клеточные линии гли-
областомы различались по уровню продукции IFN 
типа I в ответ на заражение MV L‑3. Кроме того, 
показано, что заражение MV способно вызывать 
иммуногенную гибель клеток глиобластомы.

Таким образом, вакцинный штамм MV L‑3 эф-
фективно реплицируется в клетках глиобластомы 
человека с мутантным TP53, что приводит к гибе-
ли опухолевых клеток. Полученные данные могут 
стать основой для дальнейшего исследования MV 
как потенциального онколитического агента.

Работа выполнена с  использованием вакцин-
ного штамма Ленинград‑3 из коллекции Цен-
тра коллективного пользования “НИИВС им. 
И. И. Мечникова” (соглашение № 075‑15‑2021‑676 
от 28.07.2021).

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (грант 
№ 22‑15‑00304).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и национального ко-
митета по исследовательской этике и  Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующим измене-
ниям или сопоставимым нормам этики. Протокол 
исследования одобрен локальным этическим ко-
митетом ФГБУ “Национальный медицинский ис-
следовательский центр онкологии им. Н. Н. Бло-
хина” Минздрава Российской Федерации (№ 7 от 
27 июля 2023 г.). От каждого пациента, принимав-
шего участие в исследовании, получено информи-
рованное добровольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Sensitivity of Primary Human Glioblastoma Cell Lines  
to Mumps Virus Vaccine Strain
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The sensitivity of human glioblastoma cells to virus-mediated oncolysis was investigated on five patient-
derived cell lines. Primary glioblastoma cells (Gbl13n, Gbl16n, Gbl17n, Gbl25n, and Gbl27n) were 
infected with 10-fold serial dilutions of the Leningrad‑3 strain of mumps virus, virus reproduction and 
cytotoxicity were monitored for 96–120 hours. Immortalized human non-tumor NKE cells were used 
as controls to determine virus specificity. Four out of the five glioblastoma cell lines examined were 
susceptible to mumps virus infection, whereas no virus reproduction was observed in the non-tumor 
cell line. Moreover, the level of proapoptotic caspase‑3 activity was increased in all infected cells 48 
hours after infection. The kinetics of viral RNA accumulation in the studied glioblastoma cell lines 
was comparable with the rate of cell death. The data suggest that glioblastoma cell lines are permissive 
for mumps virus. Glioblastoma cell lines differed in type I IFN production in response to mumps 
virus infection. In addition, it was shown that MV infection was able to induce immunogenic death of 
glioblastoma cells.
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ВВЕДЕНИЕ

Регуляция экспрессии генов эукариот – слож-
ный процесс, который происходит на нескольких 
последовательных этапах транскрипции, процес-
синга мРНК, экспорта мРНП из ядра, трансляции 
и фолдинга белков [1]. Локальная структура хро-
матина, положение гена относительно функцио-
нальных ядерных компартментов и  дальние вза-
имодействия регуляторных элементов являются 
дополнительным уровнем регуляции генетических 
процессов у эукариот в контексте сложной орга-
низации их генома в  трехмерном пространстве 
ядра  [2–5]. Белок ENY2  – мультифункциональ-
ный фактор, участвующий в  различных стадиях 
экспрессии генов [6–11]. Разнообразие клеточных 
функций ENY2 определяется активностями тех 
белковых комплексов, в  состав которых он вхо-
дит. Так показано, что ENY2 является субъеди-
ницей деубиквитинирующего (DUB) модуля ком-
плекса SAGA – важного коактиватора транскрип-
ции у дрозофилы [12, 13]. В состав DUB-модуля 
входят также белки Sgf11 и Nonstop [14, 15]. Этот 
комплекс вместе с комплексом SWI/SNF ремоде-
лирования хроматина присутствует на промоторах 
генов и участвует в создании активной структуры 

хроматина, что необходимо для регуляции транс-
крипции [16, 17].

Ранее нами было показано, что белок Su(Hw), 
содержащий домены цинковых пальцев, взаи-
модействует с  ENY2-содержащими комплекса-
ми дрозофилы и необходим для их привлечения 
на сайты связывания Su(Hw), что необходимо для 
создания активной структуры хроматина и позици-
онирования участков начала репликации (ориджи-
нов) [6, 7, 10]. Высказано предположение о суще-
ствовании целого ряда “цинковых” белков, которые 
взаимодействуют с ENY2-содержащими комплек-
сами дрозофилы, что необходимо для привлечения 
этих комплексов на различные регуляторные эле-
менты генома. Так, обнаружено взаимодействие 
ENY2 с еще одним цинковым белком CG9890 [18]. 
Этот белок локализован преимущественно на про-
моторах активных генов и колокализуется с ком-
плексами SAGA, ORC и dSWI/SNF на своих сайтах 
связывания. Показано, что белок CG9890 участву-
ет в регуляции транскрипции, включая регуляцию 
экспрессии генов экдизонового каскада [19, 20].

Данная работа посвящена идентификации 
и  изучению новых белков, содержащих доме-
ны цинковых пальцев, которые взаимодействуют 
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Ранее мы показали, что белки Su(Hw) и CG9890, содержащие домены цинковых пальцев, взаимодей-
ствуют с комплексом SAGA дрозофилы, участвуют в формировании активной структуры хроматина 
и регуляции транскрипции. В представленном исследовании обнаружено взаимодействие DUB-мо-
дуля комплекса SAGA с белком CG9609 – еще одним белком с доменами цинковых пальцев. Прове-
ден ChIP-Seq-анализ и идентифицированы сайты связывания белка CG9609 в геноме дрозофилы, 
локализованные, согласно анализу сайтов связывания, преимущественно на промоторах генов. По-
казано, что белок CG9609 участвует в регуляции экспрессии тех генов, на промоторах которых он 
локализован.
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с  DUB-модулем комплекса SAGA дрозофилы. 
Такие белки, подобно белку Su(Hw), могут быть 
важны для привлечения SAGA и других комплек-
сов на различные регуляторные элементы генома, 
включая промоторы, для формирования активной 
структуры хроматина и регуляции транскрипции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток линии Schneider 2 (S2). 
РНК-интерференция. Клетки культивировали при 
25°C в среде Schneider′s Insect Medium (“Sigma”, 
США), содержащей 10% фетальной сыворот-
ки крупного рогатого скота (“HyClone”, США). 
Трансфекцию клеток проводили при помощи 
Effectene Transfection Reagent (“Qiagen”, Германия) 
по протоколу производителя. дцРНК синтезиро-
вали с использованием TranscriptAid T7 High Yield 
Transcription Kit (“ThermoScientifiс”, США). Нок-
даун генов проводили с помощью РНК-интерфе-
ренции согласно протоколу [21]. Для нокдауна гена 
CG9609 синтезировали дцРНК длиной 600 п. н., со-
ответствующую 3'-концевому участку кодирующей 
последовательности. В качестве контроля исполь-
зовали дцРНК, соответствующую фрагменту плаз-
миды pBluescipt II SK(−) (“Stratagene”, США) дли-
ной 500 п. н. дцРНК синтезировали с использова-
нием следующих праймеров:

CG9609 – CGACTCACTATAGGGAGAACTCGT
TGCACGGCAAGAAT и CGACTCACTATAGGGAG
ATGCTCCTTTTCCTCTTCAT;

pBluesciptIISK(−) – GAATTAATACGACTCACTA
TAGGGAGAGTTACATGATCCCCCATG и GAATT
AATACGACTCACTATAGGGAGATTTCGCCCCG
AAGAACG.

В  каждый эксперимент по РНК-интерферен-
ции дцРНК брали из расчета 30 мкг/млн клеток. 
По прошествии 5 дней инкубации выделяли РНК 
и измеряли уровни мРНК исследуемых генов мето-
дом обратной транскрипции с последующей ПЦР 
в реальном времени. Были использованы следую-
щие праймеры: 
bnl – TCGTTTAGATGCGAGCAATTCG 
и AGCAATTTCAGCTTGTTTATGCG; 
cv‑2 – AGCAGCAGCAGTAGAAGCACCT 
и CACTTCTCGTTAAATGCTCGGC; 
pnt – GGGCTACTTCAATGATATGGCG 
и GTTGTTGATGCGGTCGTGTG;  
exn – AGAGTGAAACAAGCAAGTGGATTG 
и CGATCACGTTCTCGGCTATCC; 
Kek1 – ACCCTGCTGCCTGGAATGAT 
и GCATGTAGCCATCCTCAGTCATC;  
sgl – CGTGATAACTCTGGTGGACAAG 
и GTCTCGATGTCCGTTGAGAAG; 
wg – ACTGCTCGACGAGAAACTTCTC 
и TGTAGTCGCAGGTGCAGGAC;  
Psc – CGCTGACTCAAAACTCAAGTGTG 
и TCGATTCTGGCGTCATCATAGTA; 

CG1907 – CCGCTAGACTTGGTCAAGACC 
и TGTCTCAGCAGAGCAGCTCC;  
Ras64B – GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG 
и GTCGCACTTGTTACCCACCATC.

Клонирование конструкций для экспрессии белков, 
слитых с 3xFLAG-эпитопом. Конструкции созда-
вали в векторе pAc 5.1/V5-His, разработанном для 
экспрессии белков под контролем актинового про-
мотора в клетках дрозофилы. В данный вектор мы 
клонировали последовательность 3xFLAG-эпито-
па с сайтом рестрикции HindIII непосредственно 
после нее. Далее с  использованием новосоздан-
ного вектора клонировали различные последова-
тельности для получения полноразмерных белков 
(без первого остатка метионина). Гены клонирова-
ли после 3xFLAG-эпитопа по сайту HindIII. Вто-
рой сайт рестрикции выбирали из полилинкера ис-
ходного вектора. Таким образом 3xFLAG-эпитоп 
оказывался на N-конце слитых белков. кДНК тре-
буемых участков генов синтезировали с помощью 
ОТ-ПЦР, сайты клонирования интегрировали 
в праймеры. Правильность полученных конструк-
ций проверяли секвенированием.

Иммунопреципитация. Получение антител. Для 
выделения ядер клетки центрифугировали в  те-
чение 5 мин (500 g, +4°C). Осадок клеток промы-
вали 1 мл буфера LB cyto 3 (3 мМ MgCl2, 20 мМ 
Hepes-NaOH, pH 8.0) с добавлением бутирата на-
трия (ингибитор деацетилаз) до конечной концен-
трации 20 мМ. Затем проводили повторное цен-
трифугирование в тех же условиях. Осадок клеток 
тщательно ресуспендировали в 200 мкл буфера LB 
cyto 3 с  добавлением бутирата натрия до конеч-
ной концентрации 10 мМ и ингибитора протеаз 
(Protease Inhibitor Cocktail (PIC), “Roche”, Швей-
цария), после чего инкубировали на льду в течение 
15 мин. После центрифугирования избавлялись от 
супернатанта и использовали далее только ядерную 
фракцию.

Осадок ядер ресуспендировали в 500 мкл буфе-
ра MN III (20 мМ Hepes-KOH, 3 мМ MgCl2, 0.1% 
NP40, 0.1 M KCl, pH 8.0) с добавлением бутирата 
натрия до конечной концентрации 20 мМ и  ин-
гибитора протеаз (PIC, “Roche”). ДНК фрагмен-
тировали обработкой ядер ультразвуком (2 раза 
по 10 с, перерыв – 1 мин, средняя мощность при-
бора) на льду, инкубировали с 2 ед. ДНКазы I на 
льду в течение 30 мин и центрифугировали (16000 g, 
20 мин, +4°C).

Коиммунопреципитацию проводили с исполь-
зованием поликлональных антител к белкам Sgf11 
и ENY2 и иммуноглобулинов сыворотки крови не-
иммунизированного кролика в качестве отрица-
тельного контроля. Антитела иммобилизировали 
на Mab-сефарозе.

Белковый экстракт (200 мкл) из клеток линии 
S2 инкубировали с 15 мкл 50%-ной Mab-сефарозы 
с иммобилизованными антителами в течение 3 ч на 
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ротаторе при +4°C. Сефарозу отмывали буфером 
MN III (3 раза по 10 мин, +4°C), иммунные ком-
плексы элюировали с сефарозы в 28 мкл 2 × буфера 
для нанесения по Лэммли c добавлением 3 мкл 1 M 
дитиотреитола (DTT). Результаты эксперимента 
анализировали с помощью Вестерн-блот-анализа.

Поликлональные антитела α-CG9609 получе-
ны из сыворотки крови крысы, иммунизирован-
ной С-концевым фрагментом (102 аминокислот-
ных остатка) белка CG9609, экспрессированным 
в  E.  coli. Этот фрагмент соответствует области, 
расположенной после доменов цинковых пальцев, 
и до конца белка. При получении антител к цинко-
вым белкам мы не используем домены цинковых 
пальцев, так как это может дать перекрестную ре-
акцию с другими цинковыми белками.

Идентификация сайтов связывания белка CG9609 
в геноме дрозофилы. Исходные данные геномно-
го секвенирования (секвенатор Illumina NovaSeq 
6000) выравнивали на геном дрозофилы dmel_r6.40 
с помощью программы Hisat2 в режиме end-to-end 
с  ключом no-spliced-alignment. Также устанавли-
вали ключ “-a”, который позволяет искать мно-
жественные выравнивания, с  целью их исклю-
чения из анализа. В  дальнейшую работу брали 
только уникально картированные риды, обраба-
тывая флаг “NH: i” в результатах вывода програм-
мы Hisat2. Также брали только те риды, уровень 
мисматчей в которых не превышал 5%, обрабаты-
вая флаг “XM: i” в  результатах вывода програм-
мы Hisat2. Фильтрацию осуществляли с  помо-
щью собственной программы. Сайты связывания 
белка CG9609 определяли с помощью программы 
MACS2 с использованием параметров по умолча-
нию (q-value < 0.05).

Анализ сайтов связывания белка CG9609 в про-
моторных областях генов. Промоторные области 
определяли из аннотации транскриптов генома 
дрозофилы dmel_r6.40. Промоторной областью 
считали интервал ±500 п. н. от старта транскрип-
ции. Считали, что сайт связывания находится 
в промоторной области гена, если пик сайта свя-
зывания попадает в  заданный интервал. Анализ 
проводили с помощью программы bedtools. Кроме 

того, сайты связывания белка CG9609 в промотор-
ных областях генов дополнительно контролирова-
ли путем совмещения структуры транскриптов из 
геномного браузера и профиля ChIP-Seq.

Результаты ChIP-Seq размещены в базе данных 
Gene Expression Omnibus (идентификатор экспери-
мента GSE250183). Кроме этих результатов, в базе 
содержится также протокол иммунопреципитации 
хроматина, создания библиотек и обработки данных.

Профили ChIP-Seq получали с помощью про-
граммы bamCoverage 3.5.4. Значения в  профи-
ле представляют собой нормированное (CPM  – 
Counts Per Million mapped reads) значение 
ДНК-фрагментов в каждой геномной позиции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Идентификация цинкового белка CG9609  – нового 
взаимодействующего партнера DUB-модуля

Ранее нами был очищен DUB-модуль комплек-
са SAGA дрозофилы. С помощью MALDITOF MS 
идентифицировано несколько сотен белков, ко-
торые соосаждались с DUB-модулем за антитела 
к белку Sgf11 [22].

Проведение масс-спектрометрического анали-
за показало, что в  состав фракции, содержащей 
DUB-модуль комплекса SAGA, входят также 55 бел-
ков с доменами цинковых пальцев. Из числа белков 
этой фракции были исключены белки, представ-
ленные также в отрицательном контроле (белковый 
комплекс, очищенный с использованием неспеци-
фических антител), а затем отобраны белки, содер-
жащие кластер близкорасположенных цинковых 
пальцев с каноническим линкером (TGE[K/R]P) 
между ними, так как именно такая структура с мак-
симальной вероятностью предсказывает ДНК-свя-
зывающие свойства белка со специфичным сайтом 
связывания [23, 24]. На этом этапе были отобраны 
26 белков с доменами цинковых пальцев.

В ходе экспериментов по очистке комплексов 
с  последующей масс-спектрометрией мы анали-
зировали несколько фракций, полученных после 
гель-фильтрации. Показано разделение фракций, 
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Рис. 1. Коиммунопреципитация белка 3xFLAG_CG9609 с белками ENY2, Sgf11. Указаны антитела, которые ис-
пользовали в иммунопреципитации. Input – исходный экстракт, IgG – иммунопреципитация неспецифическими 
антителами. Вестерн-блот окрашивали антителами к 3xFLAG-эпитопу. Стрелкой отмечен белок 3xFLAG_CG9609. 
Видно, что антитела к ENY2 и Sgf11 преципитируют 3xFLAG_CG9609. В образце IgG широкая полоса соответствует 
тяжелой цепи антител, белок 3xFLAG_CG9609 в нем отсутствует.
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содержащих DUB-модуль комплекса SAGA (вклю-
чает белки ENY2, Sgf11), и остальной части SAGA 
(содержит белки GCN5, Ada2b) без DUB-модуля. 
Были отобраны цинковые белки, которые присут-
ствуют во фракции DUB-модуля. Таким образом, 
в  дальнейший анализ взяли 12 белков: CG9609, 
CG10543, CG4903, CG34100, CG9932, CG12701, 
CG3998, CG4936, CG11696, CG5683, CG8474, 
CG11352. В этой фракции обнаружен также белок 
Su(Hw), взаимодействие которого с DUB-модулем 
показано нами ранее.

Взаимодействие этих белков с  DUB-модулем 
комплекса SAGA проверяли с помощью генетиче-
ских конструкций, созданных для экспрессии каж-
дого из 12 белков, маркированных 3xFLAG‑эпи
топом. Каждую из этих генетических конструк-
ций трансфицировали по отдельности в клетки S2 
дрозофилы для экспрессии слитых белков, а затем 
проводили иммунопреципитацию из лизата этих 
клеток с использованием антител к белкам ENY2 
и Sgf11 и неспецифических антител в качестве отри-
цательного контроля. Результаты иммунопреципи-
тации анализировали с помощью Вестерн-блотинга 
с помощью антител к 3xFLAG эпитопу (“Sigma”). 
Как видно из рис. 1, антитела к белку ENY2 и Sgf11 
преципитируют белок 3xFLAG_CG9609 в  отли-
чие от неспецифических антител (IgG). В образце 
IgG широкая полоса соответствует тяжелой цепи 
антител, белок 3xFLAG_CG9609 в нем отсутству-
ет. Таким образом, подтверждено взаимодействие 

белка CG9609 с DUB-модулем комплекса SAGA. 
Обнаружено также слабое взаимодействие с  бел-
ками CG10543 и CG5683 (Aef1) (данные не пред-
ставлены). Взаимодействие остальных 9 белков 
с DUB-модулем подтвердить не удалось.

С целью дальнейшего изучения CG9609 полу-
чены поликлональные антитела к этому белку, ко-
торые аффинно очистили на колонке, содержащей 
рекомбинантный белок CG9609.

Определение сайтов связывания белка CG9609 
в  геноме дрозофилы

Сайты локализации CG9609 в геноме иденти-
фицировали с помощью CHIP-Seq-анализа. Для 
этого провели иммунопреципитацию хроматина 
с антителами к CG9609 (в двух повторах) и полу-
чили библиотеки для высокопроизводительного 
секвенирования на геномном секвенаторе Illumina 
NovaSeq 6000. Вероятные места локализации белка 
идентифицировали с помощью программы Macs2 
(всего выявлено около 1500 сайтов). Анализ сайтов 
локализации CG9609 в геноме показал, что 75% 
из них совпадают с промоторами генов. У сотни 
наиболее сильных сайтов связывания (в  списке, 
отсортированном по значению ChIP/Input) этот 
показатель достигает 95%. Таким образом, белок 
CG9609 локализуется преимущественно на про-
моторах генов. Характерный ChIP-Seq-профиль 
белка CG9609 на одном из его сайтов связывания 
представлен на рис. 2.

40

80
CPM

19800K 19810K 19820K 19830K 19840K
Рис. 2. ChIP-Seq профиль белка CG9609 в области гена bnl. На верхней панели представлена структура гена из 
геномного браузера. На нижней панели представлен сам ChIP-Seq профиль в единицах CPM. Видно, что белок 
CG9609 локализован на промоторе гена bnl.
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Далее была определена потенциальная консен-
сусная последовательность сайта связывания бел-
ка CG9609. С  этой целью с  помощью програм-
мы bedtools получены последовательности длиной 
500 п. н. вокруг каждого пика ChIP-Seq, которые про-
анализировали в программе MEME-ChIP. На рис. 3 
представлена консенсусная последовательность, име-
ющая наибольшее обогащение во фрагментах ChIP-
Seq. Эта консенсусная последовательность имеет вы-
сокую статистическую значимость, центральное обо-
гащение в ChIP-Seq-фрагментах и не является сайтом 
связывания какого-либо известного белка. Эту после-
довательность можно рассматривать как потенциаль-
ный сайт связывания белка CG9609.

Белок CG9609 принимает участие  
в  регуляции экспрессии генов

Учитывая, что CG9609 найден преимуще-
ственно на промоторах генов, мы решили ис-
следовать, к  каким изменениям в  экспрессии 

CG9609-ассоциированных генов приведет сниже-
ние внутриклеточного уровня белка CG9609 с по-
мощью РНК-интерференции. В результате опти-
мизации условий РНК-интерференции удалось 
добиться эффективного снижения экспрессии 
изучаемого белка в клетках: более чем в 9 раз по 
количеству мРНК и фактически полную деплецию 
по количеству белка (ниже предела детекции с по-
мощью Вестерн-блотинга).

Используя метод ОТ-кПЦР, мы проанализиро-
вали количество РНК девяти CG9609-ассоцииро-
ванных генов в образцах, выделенных из контроль-
ных клеток и клеток после РНК-интерференции. 
Результаты этого эксперимента представлены на 
рис.  4. После нокдауна гена CG9609 количество 
мРНК пяти из девяти генов достоверно возросло. 
Таким образом, белок CG9890 действительно уча-
ствует в регуляции экспрессии тех генов, на про-
моторах которых он локализуется, выступая в роли 
репрессора.
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Рис. 3. Консенсусная последовательность потенциального сайта связывания белка CG9609.
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Рис. 4. Транскрипция некоторых генов, содержащих CG9609 на промоторах, при РНК-интерференции CG9609. 
Названия генов указаны внизу. Светлые столбцы соответствуют транскрипции гена в норме (принято за единицу). 
Темные столбцы соответствуют транскрипции генов при РНК-интерференции CG9609. По оси ординат указано со-
отношение транскрипции в опыте и в контроле. Уровень транскрипции гена CG9609 при РНК-интерференции был 
в 9 раз меньше, чем в норме. В качестве нормировочного гена использовали ген ras64B. Эксперименты проводили 
в трех повторах. Планки погрешностей отмечают стандартную ошибку среднего. Звездочкой указаны статистически 
значимые изменения (p < 0.05, t-критерий Стьюдента).
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Ранее мы обнаружили, что инсуляторный бе-
лок Su(Hw), содержащий домен цинковых паль-
цев, взаимодействует с белком ENY2 (субъедини-
ца DUB-модуля) и привлекает ENY2-содержащие 
комплексы на Su(Hw)-зависимые инсуляторы 
дрозофилы, участвуя одновременно в регуляции 
транскрипции и в позиционировании ориджинов 
репликации [6, 7, 10]. Обнаружено также взаимо-
действие ENY2 с  еще одним цинковым белком 
CG9890 [18]. Этот белок локализован преимуще-
ственно на промоторах активных генов и колока-
лизуется с комплексами SAGA, ORC и dSWI/SNF 
на своих сайтах связывания. Показано, что белок 
CG9890 участвует в регуляции транскрипции ге-
нов, включая гены экдизонового каскада [19, 20]. 
В данной работе нами обнаружено взаимодействие 
DUB-модуля с еще одним белком CG9609, который 
содержит домен цинковых пальцев, как и Su(Hw). 
Мы предполагаем, что по аналогии с Su(Hw) белок 
CG9609 является ДНК-связывающим белком, ко-
торый привлекает ENY2-содержащие комплексы 
на свои сайты связывания, организуя таким обра-
зом регуляторные элементы генома, необходимые 
для функционирования клетки.

Нами показано, что белок CG9609 принимает 
участие в регуляции транскрипции, зависимой от 
РНК-полимеразы II. После нокдауна гена CG9609 
количество мРНК пяти из девяти генов возросло 
статистически значимо (рис. 4). По всей видимо-
сти, на промоторах генов присутствует множество 
цинковых белков, которые стабилизируют транс-
крипционные комплексы, и  нокдаун одного из 
них не всегда приводит к заметному влиянию на 
транскрипцию. Белок GTF3A человека – гомолог 
CG9609, является транскрипционным фактором 
РНК-полимеразы III, который принимает участие 
в транскрипции 5S рРНК человека. По-видимому, 
CG9609 может также принимать участие и в регу-
ляции транскрипции, зависимой от РНК-полиме-
разы III.

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния ЦКП ИБГ РАН и при поддержке Российского 
научного фонда (грант № 20-14-00269).

Данная работа выполнена без привлечения лю-
дей и животных в качестве объектов исследования.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Orphanides G., Reinberg D. (2002) A unified theory of gene 
expression. Cell. 108, 439–451.

2.	 Maksimenko O., Georgiev P. (2014) Mechanisms and 
proteins involved in long-distance interactions. Front. 
Genet. 5, 28.

3.	 van Bemmel J.G., Pagie L., Braunschweig U., Brugman W., 
Meuleman W., Kerkhoven R.M., van Steensel B. (2010) The 

insulator protein SU(HW) fine-tunes nuclear lamina inter-
actions of the Drosophila genome. PLoS One. 5, e15013.

4.	 Rando O.J., Chang H.Y. (2009) Genome-wide views of 
chromatin structure. Annu. Rev. Biochem. 78, 245–271.

5.	 Tchurikov N.A., Krasnov A.N., Ponomarenko N.A., Go-
lova Y.B., Chernov B.K. (1998) Forum domain in Drosoph-
ila melanogaster cut locus possesses looped domains inside. 
Nucl. Acids Res. 26, 3221–3227.

6.	 Vorobyeva N.E., Mazina M.U., Golovnin A.K., Kopyto-
va D.V., Gurskiy D.Y., Nabirochkina E.N., Georgieva S.G., 
Georgiev P.G., Krasnov A.N. (2013) Insulator protein 
Su(Hw) recruits SAGA and Brahma complexes and consti-
tutes part of Origin Recognition Complex-binding sites in 
the Drosophila genome. Nucl. Acids Res. 41, 5717–5730.

7.	 Мазина М.Ю., Воробьева Н.Е., Краснов А.Н. (2013) 
Способность Su(Hw) создавать платформу для фор-
мирования ориджинов репликации не зависит от типа 
окружающего хроматина. Цитология. 55(4), 218–224.

8.	 Vorobyeva N.E., Nikolenko J.V., Krasnov A.N., Kuzmi-
na J.L., Panov V.V., Nabirochkina E.N., Georgieva S.G., 
Shidlovskii Y.V. (2011) SAYP interacts with DHR3 nuclear 
receptor and participates in ecdysone-dependent transcrip-
tion regulation. Cell Cycle. 10, 1821–1827.

9.	 Kopytova D.V., Krasnov A.N., Orlova A.V., Gurskiy D.Y., 
Nabirochkina E.N., Georgieva S.G., Shidlovskii Y.V. (2010) 
ENY2: couple, triple…more? Cell Cycle. 9, 479–481.

10.	 Kurshakova M., Maksimenko O., Golovnin A., Pulina M., 
Georgieva S., Georgiev P., Krasnov A. (2007) Evolution-
arily conserved E(y)2/Sus1 protein is essential for the barrier 
activity of Su(Hw)-dependent insulators in Drosophila. Mol. 
Cell. 27, 332–338.

11.	 Krasnov A.N., Kurshakova M.M., Ramensky V.E., Mardan-
ov P.V., Nabirochkina E.N., Georgieva S.G. (2005) A retro-
copy of a gene can functionally displace the source gene in 
evolution. Nucl. Acids Res. 33, 6654–6661.

12.	 Zhao Y., Lang G., Ito S., Bonnet J., Metzger E., Sawat-
subashi S., Suzuki E., Le Guezennec X., Stunnenberg H.G., 
Krasnov A., Georgieva S.G., Schule R., Takeyama K., Kato 
S., Tora L., Devys D. (2008) A TFTC/STAGA module me-
diates histone H2A and H2B deubiquitination, coactivates 
nuclear receptors, and counteracts heterochromatin silenc-
ing. Mol. Cell. 29, 92–101.

13.	 Helmlinger D., Tora L. (2017) Sharing the SAGA. Trends 
Biochem. Sci. 42, 850–861.

14.	 Samara N.L., Datta A.B., Berndsen C.E., Zhang X., Yao T., 
Cohen R.E., Wolberger C. (2010) Structural insights into the 
assembly and function of the SAGA deubiquitinating mod-
ule. Science. 328, 1025–1029.

15.	 Kohler A., Zimmerman E., Schneider M., Hurt E., 
Zheng N. (2010) Structural basis for assembly and activation 
of the heterotetrameric SAGA histone H2B deubiquitinase 
module. Cell. 141, 606–617.

16.	 Мазина М.Ю., Николенко Ю.В., Краснов А.Н., Во-
робьева Н.Е. (2016) Транскрипция гена HSP70 дрозо-
филы на этапах инициации и элонгации происходит 
с  участием белковых комплексов SWI/SNF. Генети-
ка. 52, 164–169.

17.	 Krasnov A.N., Mazina M.Y., Nikolenko J.V., Vorobyeva N.E. 
(2016) On the way of revealing coactivator complexes cross-
talk during transcriptional activation. Cell. Biosci. 6, 15.

18.	 Фурсова Н.А., Николенко Ю.В., Сошникова Н.В., Ма-
зина М.Ю., Воробьева Н.Е., Краснов А.Н. (2018) Белок 



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

618	 Николенко и др.

CG9890 с доменами цинковых пальцев – новый ком-
понент ENY2-содержащих комплексов дрозофилы. Acta 
Naturae. 10, 110–114.

19.	 Фурсова Н.А., Мазина М.Ю., Николенко Ю.В., Воро-
бьева Н.Е., Краснов А.Н. (2020) Белок CG9890 дрозо-
филы, содержащий домены цинковых пальцев, коло-
кализуется с комплексами модификации и ремодели-
рования хроматина на промоторах генов и участвует 
в регуляции транскрипции. Acta Naturae. 12, 114–119.

20.	 НиколенкоЮ.В., Фурсова Н.А., Мазина М.Ю., Воро-
бьева Н.Е., Краснов А.Н. (2022) Белок CG9890 дрозо-
филы участвует в регуляции экдизонзависимой транс-
крипции. Молекуляр. биология. 56(4), 557–563.

21.	 Clemens J.C., Worby C.A., Simonson-Leff N., Muda M., 
Maehama T., Hemmings B.A., Dixon J.E. (2000) Use of 
double-stranded RNA interference in Drosophila cell lines 
to dissect signal transduction pathways. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 97, 6499–6503.

22.	 Николенко Ю.В., Вдовина Ю.А., Фефелова Е.И., Глу-
хова А.А., Набирочкина Е.Н., Копытова Д.В. (2021) 
Деубиквитинирующий (DUB) модуль SAGA участвует 
в Pol III-зависимой транскрипции. Молекуляр. биоло-
гия. 55(3), 500–509.

23.	 Enuameh M.S., Asriyan Y., Richards A., Christensen R.G., 
Hall V.L., Kazemian M., Zhu C., Pham H., Cheng Q., 
Blatti C., Brasefield J.A., Basciotta M.D., Ou J., McNulty 
J.C., Zhu L.J., Celniker S.E., Sinha S., Stormo G.D., Brod-
sky M.H., Wolfe S.A. (2013) Global analysis of Drosophila 
Cys(2)-His(2) zinc finger proteins reveals a multitude of 
novel recognition motifs and binding determinants. Genome 
Res. 23, 928–940.

24.	 Laity J.H., Dyson H.J., Wright P.E. (2000) DNA-induced 
alpha-helix capping in conserved linker sequences is a de-
terminant of binding affinity in Cys(2)-His(2) zinc fingers. 
J. Mol. Biol. 295, 719–727.

The Drosophila Zinc Finger Protein CG9609 Interacts  
with the Deubiquitinating (DUB) Module of the SAGA Complex  

and Participates in the Regulation of Transcription

J. V. Nikolenko1, M. M. Kurshakova1, D. V. Kopytova1,  
Y. A. Vdovina1, N. E. Vorobyova2, A. N. Krasnov2, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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In previous studies, we found that the zinc finger proteins Su(Hw) and CG9890 interact with 
the Drosophila SAGA complex and participate in the formation of active chromatin structure and 
transcriptional regulation. In this research, we discovered the interaction of the DUB module of the 
SAGA complex with another zinc finger protein, CG9609. ChIP-Seq analysis was performed and 
CG9609 binding sites in the Drosophila genome were identified. Analysis of binding sites showed that 
they are localized predominantly at gene promoters. The CG9609 protein has been shown to be involved 
in the regulation of gene expression.

Keywords: CG9609, zinc fingers, transcription activation, DUB-module, SAGA complex



619

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2024, том 58, № 4, с. 619–626

ВВЕДЕНИЕ
Высококонсервативный коактиваторный ком-

плекс SAGA, основной функцией которого явля-
ется модификация (ацетилирование и деубиквити-
нирование) гистонов хроматина, содержит более 20 
белковых субъединиц [1]. Субъединицы комплек-
са SAGA взаимодействуют с различными актива-
торами транскрипции, привлекая таким образом 
комплекс на промоторы определенных генов [2, 3]. 
В действии комплексов, ремоделирующих и моди-
фицирующих хроматин, существует определенный 
синергизм. Показано, что комплекс SAGA ацети-
лирует нуклеосомы на промоторах генов в процес-
се активации транскрипции. Это приводит к при-
влечению комплекса ремоделирования хроматина 
dSWI/SNF и стимулированию его ремоделирую-
щей активности [4, 5].

Комплексы SAGA и SWI/SNF дрозофилы лока-
лизованы на различных регуляторных элементах 
генома, включая промоторы, где зачастую колока-
лизуются с репликационным комплексом ORC [6]. 
Инициация репликации происходит на множестве 
сайтов в геноме, которые называются участками 
начала (ориджинами) репликации. На ориджины 

репликации привлекается комплекс ORC, кото-
рый состоит из шести субъединиц (ORC1–6). Этот 
комплекс участвует в  создании платформы для 
связывания белков пререпликативного комплек-
са и в инициации репликации. Чтобы обеспечить 
правильный временной паттерн репликации гено-
ма в S-фазе, в клетках эукариот создается множе-
ство ориджинов репликации, определенная часть 
которых запускается в зависимости от стадии раз-
вития организма и условий роста. Комплекс ORC 
связывает определенные участки генома [7], однако 
субъединицы данного комплекса не проявляют яв-
ной специфичности к последовательностям ДНК. 
Поэтому встает вопрос, какие факторы определяют 
позиционирование ORC-комплексов в геноме.

В  ходе предыдущих исследований нами об-
наружено, что инсуляторный белок Su(Hw), со-
держащий домен цинковых пальцев, взаимодей-
ствует с белком ENY2 (субъединица DUB-модуля 
комплекса SAGA) и привлекает комплексы SAGA, 
SWI/SNF и ORC на Su(Hw)-зависимые инсулято-
ры дрозофилы, участвуя одновременно в регуля-
ции транскрипции и в позиционировании орид-
жинов репликации [8–11]. Белок ENY2 являет-
ся субъединицей деубиквитинирующего (DUB) 
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Ряд белков с доменами типа цинковых пальцев, включая Aef1 и CG10543, взаимодействуют, как 
показано нами ранее, с  DUB-модулем комплекса SAGA дрозофилы. В  представленной работе 
проведено полногеномное исследование локализации белков Aef1 и  CG10543 и  показано, что 
они находятся преимущественно на промоторах активных генов. Сайты связывания этих белков 
колокализуются с комплексами модификации и ремоделирования хроматина SAGA и dSWI/SNF, 
а  также с  репликационным комплексом ORC. Показано, что белки Aef1 и  CG10543 участвуют 
в регуляции экспрессии части генов, на промоторах которых они находятся. Таким образом, белки Aef1 
и CG10543 являются новыми участниками транскрипционной сети клетки, которые колокализуются 
с основными транскрипционными и репликационными комплексами дрозофилы.
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модуля комплекса SAGA, связанной с различны-
ми стадиями экспрессии генов [8–15]. Высказано 
предположение, что существуют и другие “цинко-
вые белки”, которые взаимодействуют с комплек-
сом SAGA дрозофилы и функционируют сходным 
образом на других регуляторных элементах генома, 
включая промоторы. В ходе дальнейших экспери-
ментов был идентифицирован еще один подоб-
ный цинковый белок – CG9890 [16–18]. С целью 
поиска новых цинковых белков, взаимодействую-
щих с комплексом SAGA дрозофилы, был очищен 
DUB-модуль комплекса SAGA [19]. С использова-
нием масс-спектрометрического анализа показа-
но, что в состав фракций, содержащих DUB-мо-
дуль комплекса SAGA, входят несколько десятков 
белков с доменами цинковых пальцев, из которых 
отобрали белки с  кластером близкорасположен-
ных цинковых пальцев и каноническим линкером 
(TGE[K/R]P) между ними, так как именно такая 
структура с  максимальной вероятностью пред-
сказывает ДНК-связывающие свойства белка со 
специфичным сайтом связывания [20, 21]. В  ре-
зультате дальнейшего отбора осталось 12 белков, 
взаимодействие которых было проверено с помо-
щью реакции коиммунопреципитации. Подтверж-
дено взаимодействие белка CG9609, а также обна-
ружено его слабое взаимодействие с белками Aef1 
(Adult enhancer factor 1) и CG10543. Чтобы допол-
нительно подтвердить взаимодействие белков Aef1 
и CG10543 с комплексом SAGA дрозофилы было 
решено провести ChIP-Seq-анализ этих белков 
и определить колокализацию данных факторов на 
полногеномном уровне.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток линии Schneider 2 (S2). 
РНК-интерференция. Клетки культивировали при 
25°C в  среде Schneider′s insect medium (“Sigma”, 
США), содержащей 10% фетальной сыворотки 
крупного рогатого скота (“HyClone”, США). Клет-
ки трансфицировали с использованием Effectene 
Transfection Reagent (“Qiagen”, Германия) по про-
токолу производителя. Нокдаун генов проводили 
с помощью РНК-интерференции согласно опубли-
кованному протоколу [22]. дцРНК для нокдауна 
генов Aef1 и CG10543 синтезировали с использова-
нием следующих праймеров:
Aef1 – GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAA
TGATGCATATCAAAAGCCT и GAATTAATACGA
CTCACTATAGGGAGATCCGGGATGCTCGCTA
TGT;  
CG10543 – GAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GATTGATGAGCTTCCAGCATAT и GAATTAATA
CGACTCACTATAGGGAGAATCGTTCTTCACTG
GGTAGTA.

В качестве контроля использовали дцРНК, со-
ответствующую фрагменту плазмиды pBluescipt II 

SK(−) (“Stratagene”, США) длиной 500 п. н. 
pBluesciptIISK(−), GAATTAATACGACTCACTATA
GGGAGAGTTACATGATCCCCCATG и GAATTA
ATACGACTCACTATAGGGAGATTTCGCCCCGA
AGAACG.

В  каждый эксперимент по РНК-интерферен-
ции дцРНК брали из расчета 30 мкг на 1 млн кле-
ток. По прошествии 5 дней инкубации выделяли 
РНК и измеряли уровни мРНК исследуемых генов 
методом обратной транскрипции с последующей 
ПЦР в реальном времени. Использовали следую-
щие праймеры:
sgl – CGTGATAACTCTGGTGGACAAG 
и GTCTCGATGTCCGTTGAGAAG; 
D19B – TTGCCGAAAAGGCTTTACCAC 
и CACTCCGTGCAGGGGAAGTC; 
Kek1 – ACCCTGCTGCCTGGAATGAT 
и GCATGTAGCCATCCTCAGTCATC; 
wg – ACTGCTCGACGAGAAACTTCTC 
и TGTAGTCGCAGGTGCAGGAC;  
Psc – CGCTGACTCAAAACTCAAGTGTG 
и TCGATTCTGGCGTCATCATAGTA; 
CG1907 – CCGCTAGACTTGGTCAAGACC 
и TGTCTCAGCAGAGCAGCTCC; 
CG34136 – TGCCTTGCATTCTTCGCTTG 
и GTCGTGGCGCTGTAGGGACT; 
Ras64B – GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG 
и GTCGCACTTGTTACCCACCATC.

Получение поликлональных антител к  белкам 
Aef1 и CG10543. Поликлональные антитела α-Aef1 
и α-CG10543 получали из сыворотки крови крыс, 
иммунизированных фрагментами соответству-
ющих белков. Фрагменты белков нарабатывали 
в клетках Escherichia coli: белок Aef1 с использова-
нием N-концевого фрагмента длиной 162 амино-
кислотных остатка, а белок CG10543 – С-конце-
вого фрагмента из 136 аминокислотных остатков. 
Эти участки были выбраны, чтобы исключить до-
мены цинковых пальцев из фрагментов, которые 
будут использоваться для иммунизации животных. 
Домены цинковых пальцев при получении анти-
тел к цинковым белкам не использовали, так как 
это может дать перекрестную реакцию с другими 
цинковыми белками. Антитела очищали на колон-
ках, которые содержали соответствующие реком-
бинантные белки.

Идентификация сайтов связывания белков Aef1 
и CG10543 в геноме дрозофилы. Сайты связыва-
ния белков Aef1 и  CG10543 идентифицировали, 
как описано ранее. Идентифицировано примерно 
по 3500 сайтов связывания каждого из белков.

Анализ распределения сайтов связывания белков 
Aef1 и CG10543 в геноме. Геном разбивали на точ-
ки начала транскрипции (TSS), точки терминации 
транскрипции (TES), транскрибируемые области 
(участки генов за исключением TSS и TES) и ме-
жгенные области (все остальное). Областью TSS 
считали интервал ±500 п. н. от старта транскрипции. 
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Областью TES считали интервал ±500 п. н. от точки 
терминации транскрипции. Данные области опре-
деляли из аннотации транскриптов генома дрозо-
филы dmel_r6.40. Считали, что сайт связывания 
находится в данной области, если пик сайта свя-
зывания попадает в заданный интервал.

Анализ привлечения комплексов SAGA, SWI/SNF, 
ORC на сайты связывания белков Aef1 и CG10543. 
В анализе использовали ChIP-Seq профили бел-
ков GCN5 (комплекс SAGA), OSA (комплекс 
SWI/SNF), ORC2 (комплекс ORC), полученные 
нами в предыдущих работах. Был посчитан усред-
ненный профиль каждого из этих белков на четы-
рех группах сайтов: на сайтах связывания белков 
Aef1 и  CG10543, на случайных промоторах и  на 
случайных местах генома. Так как для каждого из 
белков Aef1 и CG10543 было идентифицировано 
около 3500 сайтов, мы отобрали такое же число 
случайных промоторов и  случайных мест гено-
ма с  помощью генератора псевдослучайных чи-
сел. Для получения усредненного ChIP-Seq про-
филя белков GCN5, OSA и ORC2 на какой-либо 
группе сайтов сначала были получены локальные 
профили каждого из 3500 сайтов в группе в преде-
лах ±5000 п. н. от сайта. Затем эти 3500 локальных 
профилей усредняли по каждой нуклеотидной по-
зиции для получения среднего профиля. Таким об-
разом получено 12 усредненных профилей для трех 
белков – GCN5, OSA и ORC2 – на четырех группах 
сайтов.

Результаты ChIP-Seq-анализа размещены в базе 
данных Gene Expression Omnibus (идентификатор 
эксперимента GSE250183). Кроме самих данных, 
в  этой базе приведены также протоколы имму-
нопреципитации хроматина, создания библиотек 
и обработки данных.

ChIP-Seq профили получали с помощью про-
граммы bamCoverage 3.5.4. Значения в  про-
филе представляют собой нормированное 

(CPM – Counts Per Million mapped reads) значение 
ДНК-фрагментов в каждой геномной позиции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Белки Aef1 и  CG10543 локализованы 
преимущественно на промоторах генов

С  целью идентификации сайтов локализа-
ции белков Aef1 и  CG10543 в  геноме проведен 
CHIP-Seq-анализ. Поликлональные антитела 
к  белкам Aef1 и  CG10543 получены и  аффинно 
очищены на колонках, содержащих соответству-
ющие рекомбинантные белки. Специфичность 
антител проверена с помощью Вестерн-блотинга. 
На полиакриламидный гель наносили белковые 
экстракты, выделенные как из нормальных клеток, 
так и подвергнутых РНК-интерференции (рис. 1). 
Вестерн-блот инкубировали с проверяемыми ан-
тителами и антителами к α-тубулину для контроля 
белковой нагрузки. На рис. 1 видно, что антитела 
узнают полосы, интенсивность которых значитель-
но уменьшилась после РНК-интерференции соот-
ветствующих белков. При этом полосы α-тубулина 
не изменились.

Затем была проведена иммунопреципитация 
хроматина из культуры клеток дрозофилы S2 с ис-
пользованием антител к CG10543 и Aef1 в двух по-
вторах и получены библиотеки для высокопроизво-
дительного секвенирования, которое проводили на 
геномном секвенаторе Illumina Novaseq 6000. По-
лученные последовательности выравнивали на ге-
ном с помощью программы Hisat2. В дальнейший 
анализ брали только уникально картированные 
риды. Потенциальные места связывания иденти-
фицировали с помощью программы Macs2. Харак-
терный ChIP-seq профиль белков Aef1 и CG10543 
представлен на рис. 2. В качестве примера приве-
ден ген wg, на промоторе которого находятся оба 
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1 1:5

а

Тубулин

K
1 1:5

CG10543

CG10543i
1 1:3 1:10 1 1:3 1:10

б

Тубулин

K

Рис. 1. Проверка специфичности антител к белку Aef1 (а) и CG10543 (б) с помощью Вестерн-блот-анализа. На 
панели а нанесен белковый экстракт из контрольных клеток (К) в двух разведениях (1 и 1:5), а также белковый экс-
тракт из клеток после РНК-интерференции Aef1 (Aef1i), также взятый в двух разведениях. Вестерн-блот (панель а) 
инкубировали с проверяемыми антителами к белку Aef1, а также с антителами к α-тубулину для контроля нанесе-
ния. На панели б каждый из образцов нанесен в трех разведениях (1, 1:3, 1:10). К – экстракт из контрольных клеток, 
CG10543i – экстракт из клеток после РНК-интерференции CG10543. Вестерн-блот (панель б) инкубировали с анти-
телами к белку СG10543, а также с антителами к α-тубулину для контроля нанесения.
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белка. Идентифицировано примерно по 3500 сай-
тов связывания каждого белка (FDR <5%).

Мы аннотировали полученные сайты по при-
знаку их локализации в  одном из следующих 
элементов генома дрозофилы: промоторы генов, 
3’-концы генов, тела генов и межгенные области. 

Согласно полученным данным (рис. 3), наибольшее 
количество ChIP-Seq-пиков белков Aef1 и CG10543 
представлено в промоторных областях генов дро-
зофилы, 55 и 76% соответственно. Мы предпола-
гаем, что, локализуясь преимущественно на про-
моторах генов, данные белки могут участвовать 
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Рис. 2. ChIP-Seq профили белков CG10543 (черный) и Aef1 (серый) в области генa wg. На верхней панели представ-
лена структура гена из геномного браузера. На нижней панели представлены ChIP-Seq профили в единицах CPM.
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Рис. 3. Распределение сайтов связывания белков Aef1 (верхнее левое изображение) и CG10543 (верхнее правое изо-
бражение) относительно аннотированных элементов генома дрозофилы. Для сравнения показана относительная 
представленность всех аннотированных элементов в геноме (Genome) (нижнее изображение). TSS-промоторная 
область, TES-конец гена, Gene bodies – область гена между TSS и TES, Intergenic – межгенные области.
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Рис. 4. Консенсусная последовательность потенциального сайта связывания белков CG10543 (a) и Aef1 (б).
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Рис. 5. Усредненные ChIP-Seq-профили белков ORC2 (комплекс ORC), OSA (комплекс SWI/SNF) и GCN5 (ком-
плекс SAGA) на сайтах связывания белков Aef1, CG10543 и на случайных промоторах. Слева указаны субъединицы 
данных комплексов: ORC2 (ORC), OSA (SWI/SNF), GCN5 (SAGA). Представлен средний ChIP-Seq-профиль белков 
(указаны слева) на трех группах сайтов (указаны вверху). По оси ординат профили представлены в единицах CPM, 
по оси абсцисс указано расстояние в т. п. н. относительно центра пика. В каждой из групп анализировали примерно 
по 3500 сайтов. Горизонтальными отрезками отмечен уровень сигнала на случайных промоторах. Видно, что субъе-
диницы комплексов SAGA, SWI/SNF и ORC привлекаются на сайты Aef1 и CG10543 в большем количестве, чем на 
случайные промоторы.
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в функционировании регуляторных генетических 
элементов этого типа.

Далее были определены потенциальные кон-
сенсусные последовательности связывания белков 
Aef1 и CG10543. Для этого получили нуклеотидные 
последовательности длиной 500 п. н. вокруг каждо-
го ChIP-Seq-пика с помощью программы bedtools, 
а затем проанализировали их в программе MEME-
ChIP. Были определены консенсусные последо-
вательности, которыми обогащены фрагменты 
ChIP-Seq, представленные на рис. 4. Эти консен-
сусы имеют высокую статистическую значимость, 
центральное обогащение во фрагментах ChIP-Seq 
и не являются сайтами связывания какого-либо 
известного белка. Таким образом, их можно рас-
сматривать как потенциальные сайты связывания 
белков Aef1 и CG10543.

Белки CG10543 и  Aef1 колокализуются 
с  комплексами SAGA, SWI/SNF и  ORC  

на своих сайтах связывания
Геномная колокализация белков Aef1 и CG10543 

c комплексами SAGA, SWI/SNF и ORC изучена 
нами с  использованием программного обеспе-
чения собственной разработки для построения 
усредненного профиля исследуемого фактора 
на заданных сайтах генома (см. раздел Экспери-
ментальная часть) [8]. ChIP-Seq-профили белков 
ORC2, GCN5, OSA получены в нашей лаборатории 
ранее. Рассчитаны усредненные профили данных 

белков на четырех группах сайтов: на сайтах свя-
зывания белка Aef1, на сайтах связывания белка 
CG10543, на случайных промоторах и на случай-
ных участках генома (рис. 5). Изображение усред-
ненных профилей на случайных сайтах генома не 
приведено. Эти профили представляют собой пря-
мые линии на уровне фона (примерно 2).

Поскольку белки Aef1 и CG10543 локализова-
ны преимущественно на промоторах генов, на их 
сайтах связывания можно будет найти обогащение 
любых промоторных факторов, включая комплек-
сы SAGA, dSWI/SNF и ORC, относительно сред-
негеномного уровня. Однако, как можно видеть из 
рис. 5, белки GCN5 (комплекс SAGA), OSA (ком-
плекс dSWI/SNF) и ORC2 (комплекс ORC) обога-
щены на сайтах связывания белков Aef1 и CG10543 
не только по сравнению со среднегеномным уров-
нем (примерно 2), но и по сравнению со случай-
ными промоторами. Полученный результат свиде-
тельствует, что причиной данной колокализации 
является не просто случайное совпадение на про-
моторах генов, а то, что именно сайт связывания 
цинковых белков Aef1 и CG10543 способствует ло-
кализации комплексов SAGA, dSWI/SNF и ORC.

Белки CG10543 и  Aef1 принимают участие 
в  регуляции экспрессии генов

Учитывая, что исследуемые белки найдены пре-
имущественно на промоторах генов, мы решили 
с  помощью метода РНК-интерференции опре-
делить, к каким изменениям в экспрессии генов 
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Рис. 6. Транскрипция некоторых генов, содержащих оба белка, CG10543 и Aef1, на своих промоторах, при нокда-
уне CG10543 и Aef1 в индивидуальных экспериментах. Названия генов указаны внизу. Светло-серые столбцы соот-
ветствуют транскрипции генов при РНК-интерференции Aef1, темно-серые столбцы – при РНК-интерференции 
CG10543. Белые столбцы соответствуют транскрипции гена в норме (контроль), принято за единицу. По оси ординат 
указано соотношение транскрипции в опыте и в контроле. В качестве нормировочного гена использовали ген ras64B. 
Эксперименты проводили в трех повторах. Планки погрешностей отмечают стандартную ошибку среднего. Звездоч-
кой указаны статистически значимые изменения с p < 0.05 (использован t-критерий Стьюдента).
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приведет снижение внутриклеточного уровня этих 
белков. В эксперимент взяли гены, на промоторах 
которых присутствуют оба белка. Используя метод 
ОТ-кПЦР, мы проанализировали количество РНК 
семи генов в  образцах, выделенных из контроль-
ных клеток и клеток после РНК-интерференции. 
Результаты этого эксперимента представлены на 
рис. 6. После нокдауна CG10543 и Aef1 количество 
мРНК части генов возросло. Таким образом, эти 
белки действительно могут участвовать в регуляции 
экспрессии тех генов, на промоторах которых они 
локализуются, выступая в роли репрессоров.

В ходе предыдущих исследований мы обнаружи-
ли, что инсуляторный белок Su(Hw) дрозофилы, со-
держащий домен цинковых пальцев, взаимодействует 
с белком ENY2 (субъединица DUB-модуля комплек-
са SAGA) и привлекает комплексы SAGA, SWI/SNF 
и ORC на Su(Hw)-зависимые инсуляторы, участвуя 
одновременно в регуляции транскрипции и в пози-
ционировании ориджинов репликации [8–10]. Пред-
полагалось, что существуют и другие цинковые белки, 
которые взаимодействуют с комплексом SAGA дрозо-
филы и функционируют сходным образом на других 
регуляторных элементах генома, включая промото-
ры. В дальнейшем были идентифицированы еще два 
цинковых белка CG9890 [16–18] и CG9609. В данной 
работе показана полногеномная колокализация еще 
двух белков – Aef1 и CG10543 – с комплексами SAGA, 
SWI/SNF и ORC. Все четыре белка, CG9890, CG9609, 
Aef1 и CG10543, содержат домены цинковых пальцев, 
локализованы на промоторах активных генов, коло-
кализуются с основными транскрипционными и ре-
пликационными комплексами и участвуют в регуля-
ции транскрипции. Мы предполагаем, что подобно 
Su(Hw) эти четыре белка могут участвовать в привле-
чении комплексов SAGA, SWI/SNF и ORC на свои 
сайты связывания, организуя, таким образом, регу-
ляторные элементы генома, необходимые для функ-
ционирования клетки. Нокдаун генов Aef1 и CG10543 
приводит к изменению транскрипции некоторых из 
проверенных генов (рис. 6). По всей видимости, на 
промоторах генов присутствует множество цинковых 
белков, которые стабилизируют транскрипционные 
комплексы, и нокдаун одного из них не всегда приво-
дит к заметному влиянию на транскрипцию.

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния ЦКП ИБГ РАН и при поддержке Российского 
научного фонда (грант № 20-14-00269).

Данная работа выполнена без привлечения лю-
дей и животных в качестве объектов исследования.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Koutelou E., Hirsch C.L., Dent S.Y. (2010) Multiple faces 
of the SAGA complex. Curr. Opin. Cell. Biol. 22, 374–382.

2.	 Baker S.P., Grant P.A. (2007) The SAGA continues: ex-
panding the cellular role of a transcriptional co-activator 
complex. Oncogene. 26, 5329–5340.

3.	 Brown C.E., Howe L., Sousa K., Alley S.C., Carrozza M.J., 
Tan S., Workman J.L. (2001) Recruitment of HAT complex-
es by direct activator interactions with the ATM-related Tra1 
subunit. Science. 292, 2333–2337.

4.	 Chatterjee N., Sinha D., Lemma-Dechassa M., Tan S., 
Shogren-Knaak M.A., Bartholomew B. (2011) Histone 
H3 tail acetylation modulates ATP-dependent remodel-
ing through multiple mechanisms. Nucl. Acids Res. 39, 
8378–8391.

5.	 Li B., Carey M., Workman J.L. (2007) The role of chroma-
tin during transcription. Cell. 128, 707–719.

6.	 MacAlpine D.M., Rodriguez H.K., Bell S.P. (2004) Coor-
dination of replication and transcription along a Drosophila 
chromosome. Genes Dev. 18, 3094–3105.

7.	 Eaton M.L., Prinz J.A., MacAlpine H.K., Tretyakov G., 
Kharchenko P.V., MacAlpine D.M. (2011) Chromatin sig-
natures of the Drosophila replication program. Genome 
Res. 21, 164–174.

8.	 Vorobyeva N.E., Mazina M.U., Golovnin A.K., Kopyto-
va D.V., Gurskiy D.Y., Nabirochkina E.N., Georgieva S.G., 
Georgiev P.G., Krasnov A.N. (2013) Insulator protein 
Su(Hw) recruits SAGA and Brahma complexes and consti-
tutes part of Origin Recognition Complex-binding sites in 
the Drosophila genome. Nucl. Acids Res. 41, 5717–5730.

9.	 Мазина М.Ю., Воробьева Н.Е., Краснов А.Н. (2013) 
Способность Su(Hw) создавать платформу для фор-
мирования ориджинов репликации не зависит от типа 
окружающего хроматина. Цитология. 55(4), 218–224.

10.	 Kurshakova M., Maksimenko O., Golovnin A., Pulina M., 
Georgieva S., Georgiev P., Krasnov A. (2007) Evolution-
arily conserved E(y)2/Sus1 protein is essential for the barrier 
activity of Su(Hw)-dependent insulators in Drosophila. Mol. 
Cell. 27, 332–338.

11.	 Vorobyeva N.E., Erokhin M., Chetverina D., Krasnov A.N., 
Mazina M.Y. (2021) Su(Hw) primes 66D and 7F Drosophila 
chorion genes loci for amplification through chromatin de-
condensation. Sci. Rep. 11, 16963.

12.	 Vorobyeva N.E., Nikolenko J.V., Krasnov A.N., Kuzmi-
na J.L., Panov V.V., Nabirochkina E.N., Georgieva S.G., 
Shidlovskii Y.V. (2011) SAYP interacts with DHR3 nuclear 
receptor and participates in ecdysone-dependent transcrip-
tion regulation. Cell Cycle. 10, 1821–1827.

13.	 Kopytova D.V., Krasnov A.N., Orlova A.V., Gurskiy D.Y., 
Nabirochkina E.N., Georgieva S.G., Shidlovskii Y.V. (2010) 
ENY2: couple, triple…more? Cell Cycle. 9, 479–481.

14.	 Krasnov A.N., Kurshakova M.M., Ramensky V.E., Mar-
danov P.V., Nabirochkina E.N., Georgieva S.G. (2005) A 
retrocopy of a gene can functionally displace the source gene 
in evolution. Nucl. Acids Res. 33, 6654–6661.

15.	 Gurskiy D., Orlova A., Vorobyeva N., Nabirochkina E., 
Krasnov A., Shidlovskii Y., Georgieva S., Kopytova D. 
(2012) The DUBm subunit Sgf11 is required for mRNA 
export and interacts with Cbp80 in Drosophila. Nucl. Acids 
Res. 40, 10689–10700.

16.	 Николенко Ю.В., Фурсова Н.А., Мазина М.Ю., Воро-
бьева Н.Е., Краснов А.Н. (2022) Белок CG9890 дрозо-
филы участвует в регуляции экдизонзависимой транс-
крипции. Молекуляр. биология. 56(4), 557–563.



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

626	 Николенко и др.

17.	 Фурсова Н.А., Мазина М.Ю., Николенко Ю.В., Воро-
бьева Н.Е., Краснов А.Н. (2020) Белок CG9890 дрозо-
филы, содержащий домены цинковых пальцев, коло-
кализуется с комплексами модификации и ремодели-
рования хроматина на промоторах генов и участвует 
в регуляции транскрипции. Acta Naturae. 12, 114–119.

18.	 Фурсова Н.А., Николенко Ю.В., Сошникова Н.В., Ма-
зина М.Ю., Воробьева Н.Е., Краснов А.Н. (2018) Белок 
CG9890 с доменами цинковых пальцев – новый ком-
понент ENY2-содержащих комплексов дрозофилы. Acta 
Naturae. 10, 110–114.

19.	 Николенко Ю.В., Вдовина Ю.А., Фефелова Е.И., Глу-
хова А.А., Набирочкина Е.Н., Копытова Д.В. (2021) 
Деубиквитинирующий (DUB) модуль SAGA участвует 
в Pol III-зависимой транскрипции. Молекуляр. биоло-
гия. 55(3), 500–509.

20.	 Enuameh M.S., Asriyan Y., Richards A., Christensen R.G., 
Hall V.L., Kazemian M., Zhu C., Pham H., Cheng Q., Blat-
ti C., Brasefield J.A., Basciotta M.D., Ou J., McNulty J.C., 
Zhu L.J., Celniker S.E., Sinha S., Stormo G.D., Brodsky M.H., 
Wolfe S.A. (2013) Global analysis of Drosophila Cys(2)-His(2) 
zinc finger proteins reveals a multitude of novel recognition mo-
tifs and binding determinants. Genome Res. 23, 928–940.

21.	 Laity J.H., Dyson H.J., Wright P.E. (2000) DNA-induced 
alpha-helix capping in conserved linker sequences is a de-
terminant of binding affinity in Cys(2)-His(2) zinc fingers. 
J. Mol. Biol. 295, 719–727.

22.	 Clemens J.C., Worby C.A., Simonson-Leff N., Muda M., 
Maehama T., Hemmings B.A., Dixon J.E. (2000) Use of 
double-stranded RNA interference in Drosophila cell lines 
to dissect signal transduction pathways. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 97, 6499–6503.

The Drosophila Zinc Finger Proteins Aef1 and Cg10543 Are Co-Localized  
with SAGA, SWI/SNF and ORC Complexes on Gene Promoters and Involved  

in Transcription Regulation

J. V. Nikolenko1, M. M. Kurshakova1, D. V. Kopytova1,  
Y. A. Vdovina1, N. E. Vorobyova2, A. N. Krasnov2, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
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In previous studies, we purified the DUB-module of the Drosophila SAGA complex and showed that 
a number of zinc proteins interact with it, including Aef1 and CG10543. In this work, we conducted a 
genome-wide study of the Aef1 and CG10543 proteins and showed that they are localized predominantly 
on the promoters of active genes. The binding sites of these proteins colocalize with the SAGA and dSWI/
SNF chromatin modification and remodeling complexes, as well as with the ORC replication complex. 
It has been shown that the Aef1 and CG10543 proteins are involved in the regulation of the expression 
of some genes on the promoters of which they are located. Thus, the Aef1 and CG10543 proteins are 
new participants in the cell transcriptional network and colocalize with the main transcription and 
replication complexes of Drosophila.

Keywords: Aef1, CG10543, zinc fingers domains, transcription regulation, DUB-module, complex SAGA, 
SWI/SNF, ORC
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ВВЕДЕНИЕ

Фактор терминации трансляции eRF1  – ос-
новной фактор, обеспечивающий терминацию 
трансляции в клетках эукариот. eRF1 состоит из 
трех функциональных доменов: N-домен вовле-
чен в распознавание стоп-кодона [1–6], М-домен 
обеспечивает гидролиз пептидил-тРНК в  P-сай-
те рибосомы [7], а C-домен связывается с допол-
нительным фактором терминации трансляции 

eRF3 [8–13]. Кроме того, eRF1 вовлечен в регуля-
цию сквозного прочтения [14–16], в нонсенс-опо-
средованный распад (NMD) мРНК [17–20], преж-
девременную терминацию на некоторых редких 
смысловых кодонах [21, 22].

Терминация ‒ это важный этап трансляции, на 
котором регулируется скорость и эффективность 
высвобождения новосинтезированных пептидов. 
Показано, что терминация трансляции на кОРС 
в 5'-нетранслируемой области (5'-НТО) мРНК ряда 
генов обеспечивает регуляцию трансляции основ-
ного продукта [23]. Изучение терминации трансля-
ции имеет и прикладное значение. До 10% орфан-
ных генетических заболеваний человека связаны 
с возникновением преждевременных стоп-кодонов 
(ПСК), а терапия таких заболеваний направлена на 
увеличение сквозного прочтения ПСК [24].

DOI: 10.31857/S0026898424040091, EDN: IMNJKL

Фактор терминации трансляции эукариот eRF1 – важный клеточный белок, играющий ключевую 
роль в  процессах терминации трансляции, нонсенс-опосредованного распада мРНК (NMD) 
и  сквозного прочтения стоп-кодонов. Количество eRF1 в  клетке влияет на все эти процессы. 
Механизм регуляции трансляции eRF1 через авторегуляторный NMD-зависимый контур экспрессии 
описан у растений и грибов, тогда как механизмы регуляции трансляции eRF1 человека до сих пор 
не изучены. С помощью репортерных конструкций нами изучено влияние элементов мРНК eRF1 на его 
трансляцию в бесклеточных системах трансляции и культуре клеток HEK293. Наши данные указывают 
на отсутствие NMD-зависимого авторегуляторного контура экспрессии eRF1 человека. Обнаружено, 
что на трансляцию основной рамки считывания eRF1 сильнее всего влияют 5'-нетранслируемая область 
мРНК этого фактора и старт-кодон короткой открытой рамки считывания. Согласно базе данных 
стартов транскрипции, для мРНК eRF1 характерна высокая гетерогенность начала транскрипции 
и варьирующая из-за этого длина 5'-нетранслируемой области. Кроме того, старт-кодон основной 
рамки считывания в мРНК eRF1 находится в пределах известного регулятора трансляции короткой 
5'-нетранслируемой области (TISU), который также стимулирует транскрипцию мРНК генов с высокой 
гетерогенностью старта транскрипции. Мы предполагаем, что регуляция синтеза eRF1 человека 
осуществляется как на уровне транскрипции, так и на уровне трансляции. На уровне транскрипции 
регулируется длина 5'-нетранслируемой области eRF1 и  количество коротких открытых рамок 
считывания в ней, регулирующих, в свою очередь, продукцию eRF1 на уровне трансляции.

Ключевые слова: eRF1, трансляция, мРНК, 3'-нетранслируемая область мРНК, 5'-нетранслируемая 
область мРНК, короткая открытая рамка считывания

Поступила в редакцию 10.11.2023 г.
После доработки 11.12.2023 г.

Принята к публикации 13.12.2023 г.

aИнститут молекулярной биологии им. В. А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991 Россия
bЦентр высокоточного редактирования и генетических технологий для биомедицины, Москва, 119991 Россия

cМосковский физико-технический институт (национальный исследовательский университет),  
Долгопрудный, Московская обл., 141700 Россия

*e-mail: alkalaeva@eimb.ru

© 2024 г.    А. В. Шуваловa, b, A. A Клишинa, c, Н. С. Бизяевa,  
Е. Ю. Шуваловаa, b, Е. З. Алкалаеваa, b, c, *

РЕГУЛЯЦИЯ ТРАНСЛЯЦИИ ФАКТОРА eRF1 ЧЕЛОВЕКА

УДК 577.21

 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

Сокращения: NMD  – нонсенс-опосредованный распад; 
5'- и 3'-НТО – нетранслируемые области мРНК; ОРС – от-
крытая рамка считывания; кОРС – короткая открытая рам-
ка считывания; EJC – комплекс сращивания экзонов; Fluc 
(Fl) – люцифераза светлячка; Nluc (Nl) – нанолюцифераза; 
HBB – β-глобин; ETF1 – символ гена, кодирующего eRF1; 
GAPDH  – глицеральдегидфосфат-дегидрогеназа; ПСК  – 
преждевременный стоп-кодон; ССТ – сайты старта транс-
крипции; О.Е.Л. – относительные единицы люминесценции.
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Сквозное прочтение стоп-кодонов и преждевре-
менная терминация являются противоположными 
процессами, зависящими от концентрации eRF1 
и конкурирующих тРНК [21, 25]. При сквозном 
прочтении происходит удлинение белкового про-
дукта с C-конца за счет распознавания стоп-кодо-
на конкурирующей близкородственной тРНК, что 
в некоторых случаях может быть частью нормаль-
ных физиологических процессов клетки [26–28]. 
Менее изученный процесс преждевременной тер-
минации на смысловых кодонах описан у прока-
риот, грибов и дрозофил, обсуждается его более 
широкая представленность у эукариот [21, 22, 29]. 
Предполагается, что физиологический смысл 
преждевременной терминации на смысловых ко-
донах заключается в высвобождении “застрявших” 
на мРНК рибосом, и этот механизм является аль-
тернативой No-go-деградации мРНК (NGD).

NMD  – процесс деградации мРНК, обуслов-
ленный наличием ПСК, может стимулировать-
ся комплексом сращивания экзонов (EJC – Exon 
Junction Complex) на определенном расстоянии по-
сле стоп-кодона. Основная функция NMD заклю-
чается в контроле качества и удалении ошибочно 
возникающих мРНК с ПСК в результате наруше-
ний сплайсинга. Кроме того, имеется множество 
свидетельств участия NMD в регуляции нормаль-
ной экспрессии генов. мРНК могут подвергаться 
NMD и в отсутствие ошибочного соединения эк-
зонов и появления ПСК. Такие события могут обу
славливаться либо EJC-независимым NMD, либо 
неканоническим расположением EJC. Вероятность 
NMD при этом тем выше, чем длиннее 3'-НТО [19].

Таким образом, исследование продукции eRF1 
имеет важное значение, так как уровень этого 
белка в  клетке будет определять эффективность 
важных клеточных процессов, описанных выше. 
Экспрессия гена ETF1, кодирующего eRF1 чело-
века, изучена на уровне транскрипции [30], од-
нако отсутствуют работы о регуляции трансляции 
eRF1 у млекопитающих. Стоит отметить, что опи-
сан авторегуляторный контур экспрессии eRF1 
у  растений и  грибов. При высоком содержании 
eRF1 запускается механизм распада собственной 
мРНК, обусловленный наличием EJC после пер-
вого стоп-кодона, компетентного для стимулиро-
вания NMD. Из-за этого снижается количество 
eRF1 в  клетке, происходит сквозное прочтение 
стоп-кодона собственной мРНК, что ингибирует 
ее NMD [31, 32].

В представленной работе с помощью конструк-
ций мРНК, включающих кодирующие последо-
вательности репортеров люциферазы светлячка 
(Fluc  – Firef ly luciferase) или нанолюциферазы 
(Nluc  – Nano luciferase), нами изучено влияние 
элементов мРНК eRF1 (5'-НТО, ОРС, 3'-НТО) на 
трансляцию. Показано, что основной вклад в ре-
гуляцию трансляции вносит 5'-НТО мРНК eRF1 

и находящиеся в ней дополнительные старт-кодо-
ны. Наиболее вероятным механизмом контроля 
трансляции eRF1 является регуляция длины ее 5'-
НТО за счет частоты использования сайтов иници-
ации транскрипции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование 3'-НТО мРНК eRF1. Тотальную РНК 
HEK293 выделяли с помощью ExtractRNA (“Evrogen”, 
BC032, Россия) по протоколу производителя. Эту РНК 
использовали для получения кДНК с помощью AMV 
Reverse Transcription System (“Promega”, A3500, США) 
с олиго(dT)15 или случайными праймерами (табл. S1). 
С помощью праймеров CDS F и олиго(dT)15 (табл. S1, 
дополнительные материалы размещены в электрон-
ном виде по DOI: 10.31857/S0026898424040091 статьи, 
а также размещены на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/4/supp_Shuvalov_rus.pdf) был полу-
чен ПЦР-продукт, который клонировали в TA-вектор 
pGEM®-T Easy Vector (“Promega”, A1360). Клониро-
ванный продукт содержал часть ОРС eRF1 и последо-
вательность 3'-НТО мРНК eRF1, включающую 861 ну-
клеотид после стоп-кодона UAG ОРС eRF1 и далее 
А(15).

Создание экспериментальных конструкций и син-
тез мРНК. Конструкции Nl c ПСК и контроли с коди-
рующими кодонами. Плазмидa pNl-gl описана ранее 
[33]. В конструкцию pNl-gl по NcoI-сайту рестрик-
ции вставили частичную последовательность ОРС 
β-глобина с ПСК UGA и контекстом CUAGUA (сла-
бый), усиливающим сквозное прочтение [34, 35].  
Старт-кодон в  последовательности гена β-глоби-
на заменили на ATA, используя набор QuikChange 
Site-Directed Mutagenesis Kit (“Agilent”, США), и по-
лучили плазмиду UGA_Nl. С использованием это-
го же набора получены и все остальные плазмиды: 
UGU_Nl, UAA_Nl/AAA_Nl, UAG_Nl/UAU_Nl.

Конструкции Nl для изучения сквозного про-
чтения стоп-кодонов мРНК eRF1. На плазмиде 
pNl-gl с праймерами pNl F/R получен ПЦР-про-
дукт Nl. С помощью праймеров 5'1 F/R, 5'2 F/R, 
5'2 F и  5'2sense R (табл. S1, см. Дополнитель-
ные материалы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/4/supp_Shuvalov_rus.pdf) получе-
ны соответствующие ПЦР-продукты. С помощью 
системы Gibson Assembly (“NEB”, E2611L, США) 
из ПЦР-продуктов Nl, 5'1 и 5'2 получена плазми-
да 5'_Nl (1), а из ПЦР-продуктов Nl, 5'1 и 5'2sense 
плазмида 5'sense_Nl (1), в которой стоп-кодон TAG 
кОРС мРНК eRF1 заменен на TCG, кодирующий 
серин (табл. S2). На плазмиде pNl-gl с праймера-
ми pNl F и pNl-gl R (табл. S1) получен ПЦР-про-
дукт Nl-gl. С помощью системы Gibson Assembly 
(“NEB”, E2611L) из ПЦР-продуктов Nl-gl и 5'2 по-
лучена плазмида 5'_Nl (3), а из ПЦР-продуктов Nl-
gl и 5'2sense – плазмида 5'sense_Nl (3) (табл. S2). На 
полученной нами ранее плазмиде petSUMO-eRF1 
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с  помощью пар праймеров pNl_eRF1 F/R, pNl_
eRF1 F и  pNl_eRF1-Ser R (табл. S1) синтезиро-
вали ПЦР-продукты ОРС и  ОРСsense. С  помо-
щью системы Gibson Assembly (“NEB”, E2611L) из 
ПЦР-продуктов Nl-gl и ОРС получена плазмида 
ОРС_Nl, а из ПЦР-продуктов Nl-gl и ОРСsense – 
плазмида ОРСsense_Nl, в  которой стоп-кодон 
TAG ОРС eRF1 заменен на TCG, кодирующий 
серин (табл. S2). Конструкция с  ОРС eRF1 со-
держала дополнительно природную 3'-контекст-
ную последовательность из 9 нуклеотидов после 
стоп-кодона UAG.

Конструкции Fluc для изучения влияния на транс-
ляцию 5'- и  3'-НТО мРНК eRF1. На плазмиде 
pGEM-Fluc (“Promega”, кат. № E1541) с исполь-
зованием праймеров Fl F/R получен ПЦР-про-
дукт Fl. С использованием праймеров 3'GAPDH 
F/R получен ПЦР-продукт 3'GAPDH. С  помо-
щью системы Gibson Assembly (“NEB”, E2611L) из 
ПЦР-продуктов Fl и 3'GAPDH получена плазмида 
Fl_3'GAPDH (табл. S2). С использованием прайме-
ров 3' F и 3' R на плазмиде pGEM‑3'eRF1 получен 
ПЦР-продукт 3'eRF1. С помощью системы Gibson 
Assembly (“NEB”, E2611L) из ПЦР-продуктов Fl 
и 3'eRF1 получена плазмида Fl_3'eRF1 (табл. S2). 
С использованием праймеров 5'_Fl F/R и плазмид 
5'_Nl (1) и 5'sense_Nl (1) получены ПЦР-продукты 
5'_Fl и 5'sense_Fl. ПЦР-продукт 5'_Fl был встав-
лен в плазмиды Fl_3'GAPDH и Fl_3'eRF1 по сай-
там рестрикции NheI и XbaI для получения кон-
струкций 5'eRF1_Fl_3'GAPDH и 5'eRF1_Fl_3'eRF1, 
а  ПЦР-продукт 5'sense_Fl вставлен в  плазмиду 
в Fl_3'eRF1 для получения 5'eRF1sense_Fl_3'eRF1 
(табл. S2).

Использованные в работе мРНК получены из 
соответствующих ПЦР-продуктов, содержащих 
вносимые праймерами Т7 промотор на 5'-конце 
и поли(A)50-хвост на 3'-конце, с помощью набора 
T7 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System 
(“Promega”) с добавлением аналога кеп-структуры 
мРНК (ARCA, “NEB”) согласно протоколу про-
изводителя. Список мРНК и названия праймеров, 
использованных для их синтеза, приведены в до-
полнительных материалах (табл. S2, см. Дополни-
тельные материалы).

Выделение и очистка рекомбинантного eRF1. Ре-
комбинантный eRF1 получали из ранее созданной 
нами конструкции petSUMO-eRF1, как описано 
для NSP1 [33], проводили дополнительную очистку 
препарата eRF1 с помощью ионообменной хрома-
тографии на колонке HiTrap Q HP (“Cytiva”).

In vivo и in vitro трансляция в бесклеточных си-
стемах трансляции и клетках HEK293. Трансляцию 
репортерных мРНК осуществляли в 10 мкл смеси, 
содержащей 50% лизата HEK293, 20 мМ HEPES-
KOH pH 7.5, 2 мМ DTT, 0.25 мМ спермидина, 
0.6 мМ MgAc2, 16 мМ креатинфосфат, 0.06 ед/мкл 
креатинкиназы, 1 мМ ATP, 0.6 мМ GTP, 60 мМ 

KAc, 0.05 мМ каждой аминокислоты, 0.2 ед/мкл 
RiboLock, 0.5 мМ D-люциферин (или 1% Nano-
Glo® (“Promega”)). eRF1 добавляли до конечной 
концентрации 0.6 мкМ. Интенсивность люминес-
ценции измеряли при 30°C в планшетном ридере 
Tecan Infinite 200 Pro в течение 100 мин. Эффектив-
ность трансляции рассчитывали как максимальную 
производную растущего линейного участка кривой 
люминесценции (v0, RLU/мин). Сквозное прочте-
ние стоп-кодона рассчитывали как отношение эф-
фективности трансляции матрицы с  ПСК к  эф-
фективности трансляции контрольной матрицы со 
смысловым кодоном в данном положении.

In vivo трансляцию репортеров осуществляли 
в клетках HEK293 в соответствии с ранее описан-
ным методом FLERT (Fleeting mRNA Transfection 
technique) [38]. Клетки HEK293 культивировали 
в среде DMEM с 10% фетальной сыворотки круп-
ного рогатого скота при 37°C и 5% CO2. За день до 
трансфекции экспоненциально растущие клет-
ки HEK293 рассаживали на 24-луночные план-
шеты с плотностью покрытия 50%. Через 12–16 ч 
роста, когда плотность клеток достигала 70–90%, 
проводили трансфекцию с  использованием 
GenJector™-U (“Molecta”, Россия) для РНК. Для 
этого 0.5 пмоль репортерной мРНК и 0.05 пмоль 
контрольной мРНК инкубировали с  0.2 мкл ре-
агента для трансфекции в  60 мкл Opti-MEM 
(“Gibco”, 11058–021) в течение 10 мин, а затем до-
бавляли в питательную среду к клеткам HEK293T 
в  соответствующую лунку. Через 2 ч клетки со-
бирали, активность люциферазы анализировали 
с помощью системы люциферазы Dual Luciferase® 
(“Promega”). Трансфекцию повторяли несколько 
раз в разных клеточных пассажах.

Статистический анализ. Эксперименты проводи-
ли в трех и более повторах. Данные представлены 
как среднее значение ± стандартная ошибка сред-
него (SE). Для сравнения средних значений между 
двумя группами использовали непарный двусто-
ронний t-критерий. Множественные сравнения 
проводили с использованием поправки Холма на 
значение p [36]. Звездочками отмечены статисти-
чески значимые различия (*р < 0.05; **р < 0.01; 

****p < 0.0001).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Организация мРНК eRF1
Референсная последовательность мРНК eRF1 

человека в базе данных NCBI RefSeq имеет иден-
тификационный номер NM_004730. Схема этой 
мРНК c аннотированными в базе данных GenBank 
элементами представлена на рис. 1а. мРНК eRF1 
имеет длинную 3'-НТО, расположенную в  пре-
делах одного экзона, т. е. после стоп-кодона ОРС 
отсутствуют места соединения экзонов  (EJC). 
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Таким образом, к  eRF1 человека не применим 
механизм авторегуляции экспрессии за счет 
EJC-зависимого NMD.

3'-НТО мРНК eRF1 клонировали из клеточной 
линии HEK293 эмбриональной почки человека. Из 
клеток HEK293 была выделена тотальная мРНК 
(в трех биологических повторах), и на каждом из 
образцов синтезировали два вида кДНК с исполь-
зованием олиго-dT или случайных праймеров. 
Из образцов кДНК, полученных с использованием 
олиго-dT и специфичного прямого праймера, син-
тезировались ПЦР-продукты длиной около 1600 
п. н., которые клонировали в вектор. Секвениро-
вание полученных последовательностей показало, 

что они соответствуют области между прямым 
праймером и сайтом полиаденилирования 1, т. е. 
укороченному фрагменту 3'-НТО (рис. 1а). При 
этом ПЦР-продукты большего размера не детекти-
ровались. Затем из каждого полученного варианта 
кДНК мы попытались синтезировать ПЦР-про-
дукты с прямым специфичным праймером и од-
ним из обратных праймеров на 3'-НТО мРНК eRF1 
(3'R1–5). При этом во всех случаях ПЦР-продук-
ты получались только с обратными праймерами 
3'R4–5 (рис. 1а). Секвенирование этих ПЦР-про-
дуктов показало, что они соответствуют ранее кло-
нированному укороченному 3'-НТО. Таким обра-
зом, в  HEK293 преимущественно присутствует 

Структура мРНК eRF1

Организация 5'-HTO и частота стартов
транскрипции мРНК eRF1
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Рис. 1. Структура мРНК eRF1. а – Схема организации референсной мРНК eRF1 NM_004730. Стрелками отмечены 
праймеры, использованные для получения 3'-НТО мРНК eRF1. б – Схема организации 5'-НТО eRF1 и частота ис-
пользования сайтов старта транскрипции согласно базе DBTSS. Зелеными и красными прямоугольниками отмечены 
старт- и стоп-кодоны соответственно. Цифра внутри прямоугольников означает рамку считывания относительно 
основной ОРС. Цифра рядом с зелеными квадратами означает порядковый номер AUG относительно старт-кодона 
основной ОРС, принятый за 0. Светло-зеленым цветом выделена последовательность регуляторного элемента TISU. 
Серым обозначена укороченная последовательность 5'-НТО eRF1, изучаемая в работе, наряду с полноразмерной.
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Общая схема конструкций Nluc с ПСК

Сквозное прочтение мРНК конструкций Nluc с ПСК

Эффективность трансляции Nluc с полноразмерным и укороченным
вариантами 5'-НТО eRF1
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Рис. 2. Влияние на сквозное прочтение и трансляцию 5'-НТО и ОРС eRF1, а также избытка eRF1. а – Общая 
схема конструкций с преждевременными стоп-кодонами перед ОРС нанолюциферазы. Конструкция включает 5'-
НТО и первые 13 кодонов ОРС мРНК β-глобина с последующим стоп-/смысловым кодоном (UAA/AAA, UAG/UAU, 
UGA/UGU) и соответствующим 6-нуклеотидным 3'-контекстом (GGGCUG, GAUAAU, CUAGUA) для усиления 
сквозного прочтения, за которыми следует ОРС Nluc без собственного старт-кодона в той же рамке считывания. 
3'-НТО является искусственной и продуцируется из ~170 нуклеотидов после стоп-кодона в ОРС Nluc в исходной 
плазмиде. б – Схема модельных конструкций для изучения сквозного прочтения стоп-кодонов мРНК eRF1. в – Из-
меренный в бесклеточных системах трансляции уровень сквозного прочтения модельных мРНК с репортером, со-
держащим нанолюциферазу. г – Влияние избытков eRF1 на сквозное прочтение стоп-кодонов в моделях с 5'-НТО 
и ОРС собственной мРНК. д – Влияние длины 5'-НТО eRF1 на трансляцию. Сравниваемые матрицы имеют иден-
тичные последовательности после старта трансляции и отличаются только длиной 5'-НТО. О.Е.Л. – относительные 
единицы люминесценции, н. д. – различия не достоверны.
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укороченный вариант 3'-НТО мРНК eRF1, кото-
рый в дальнейшем использовали в экспериментах.

5'-НТО мРНК eRF1 содержит дополнительные 
старт- и стоп-кодоны в различных рамках считы-
вания (рис. 1б). Интересно, что вторые старт- (–2) 
и  стоп-кодоны организуют минимальную кОРС 
(AUGUGA), расположенную в другой рамке счи-
тывания относительно основной ОРС. При этом, 
третьи старт- и стоп-кодоны образуют еще одну 
кОРС (далее также 5'ОРС) в  одной рамке с  ос-
новной ОРС. Подробные данные о стартах транс-
крипции NM_004730 (и размерах 5'-НТО) доступ-
ны в базе данных DBTSS (Data Base Transcriptional 
Start Sites, https://dbtss.hgc.jp) [37]. Согласно этим 
данным, полноразмерный 5'-НТО eRF1 в HEK293 
(и других доступных в базе образцах) синтезиру-
ется крайне редко, а старты транскрипции распо-
лагаются в широком диапазоне, преимуществен-
но перед и после дополнительных старт-кодонов 
(рис. 1б). Нами получена полноразмерная 5'-НТО 
eRF1 (далее – “вся 5'-НТО” eRF1), а также уко-
роченная, чаще транскрибируемая, версия 5'-НТО 
eRF1 (далее – “5'-НТО” eRF1), не включающая 
два первых дополнительных старт- и стоп-кодона 
(рис. 1б). Таким образом, мРНК eRF1 в клетках 
чаще всего укорочена с 5'- и 3'-концов относитель-
но референсной последовательности, а размер ее 
5'-НТО варьирует в широких пределах.

Длина 5'-НТО eRF1 влияет на эффективность 
трансляции и  сквозного прочтения. eRF1 
не  влияет на собственную трансляцию

Для изучения влияния 5'-НТО eRF1 и белка eRF1 
на трансляцию и сквозное прочтение стоп-кодонов 
мы создали ряд конструкций с  репортером Nluc 
(рис.  2б). В  данных конструкциях Nluc была ли-
шена собственного старт-кодона. В конструкциях 
5'_Nl (1–3) репортер Nluc детектировал трансляцию 
кОРС 5'-НТО eRF1 (5'-ОРС). Для изучения сквозно-
го прочтения были созданы соответствующие кон-
трольные конструкции, в которых стоп-кодон UAG 
быд заменен кодоном UCG, кодирующим серин. 
5'_Nl (1) содержала всю 5'-НТО eRF1 из референс-
ной последовательности NM_004730, а 5'_Nl (2) – 
укороченный вариант (отмечен серым на рис. 1б). 
5'_Nl (3) содержала гибридную 5'-НТО, в которой 
непосредственно перед 5'-ОРС расположена по-
следовательность 5'-НТО β-глобина (HBB), не со-
держащая дополнительных старт- и стоп-кодонов. 
ОРС_Nl перед репортером содержит 5'-НТО HBB 
с последующими полной ОРС eRF1 и 9-нуклеотид-
ным натуральным 3'-контекстом ее стоп-кодона.

Для оценки сквозного прочтения на разных 
стоп-кодонах созданы независимые конструк-
ции, общая схема которых представлена на рис. 1а. 
В этих конструкциях перед ОРС Nluc расположе-
ны 5'-НТО и  первые 13 кодонов ОРС HBB с  по-
следующим стоп-/смысловым кодоном (UAA/AAA, 

UAG/UAU, UGA/UGU) и соответствующим 6-ну-
клеотидным 3'-контекстом (GGGCUG, GAUAAU, 
CUAGUA) для усиления сквозного прочтения [35].

Изучение сквозного прочтения стоп-кодона 
UAG 5'-ОРС показывает, что на него влияет пред-
шествующая последовательность: максимальная 
эффективность сквозного прочтения наблюдает-
ся на укороченной 5'-НТО eRF1 (более распро-
страненной в  клетке), чуть хуже прочитывается 
стоп-кодон с полноразмерной 5'-НТО eRF1 и хуже 
всего происходит сквозное прочтение стоп-кодона 
с 5'-НТО HBB (рис. 2в). При этом сквозное про-
чтение UAG 5'-ОРС в присутствии 5'-НТО eRF1 
выше, чем в  модельной конструкции с  преждев-
ременным стоп-кодоном (ПСК) UAG_Nl, однако 
5'-НТО HBB снижает эффективность сквозного 
прочтения. Сквозное прочтение UAG ОРС eRF1 
не отличается от сквозного прочтения ПСК UAG_
Nl. Отсутствие повышенного сквозного прочтения 
основной ОРС eRF1 является дополнительным 
доводом против возможности описанной у расте-
ний и грибов авторегуляции трансляции eRF1 по-
средством NMD. Более того, добавление избытков 
eRF1 не влияет на сквозное прочтение стоп-ко-
донов в 5'-ОРС и основной ОРС eRF1 и на транс-
ляцию соответствующих конструкций (рис. 2г, д). 
Эти данные противоречат возможности авторегу-
ляции трансляции eRF1. Эффективность трансля-
ции в присутствии полноразмерной 5'-НТО eRF1 
ниже, чем в  присутствии укороченной, что обу-
словлено, вероятнее всего, большим количеством 
дополнительных старт-кодонов (рис. 2д).

5'-НТО и  3'-НТО eRF1 обеспечивают 
эффективную трансляцию основной рамки 

считывания
Для изучения влияния 5'- и  3'-НТО eRF1 на 

трансляцию фактора терминации созданы мо-
дельные мРНК на основе репортера Fluc (рис. 3а). 
В отличие от небольшой ОРС Nluc, ОРС Fluc име-
ет схожие с ОРС eRF1 длину и GC-состав. В каче-
стве контроля использовали 5'-НТО HBB и 3'-НТО 
GAPDH. Соответствующие белки представле-
ны в  клетках в  высоких концентрациях, и  НТО 
их мРНК должны способствовать эффектив-
ной трансляции. In vitro в лизате клеток HEK293 
5'-НТО eRF1 увеличивает эффективность транс-
ляции даже относительно 5'-НТО HBB, в то время 
как 3'-НТО eRF1 не улучшает трансляцию репор-
тера Fluc (рис. 3б). 5'- и 3'-НТО eRF1 совместно 
обеспечивают максимальный уровень трансля-
ции репортера. Этот же эксперимент мы повтори-
ли in vivo в клетках HEK293, трансфицировав их 
теми же мРНК в соответствии с методом FLERT 
(Fleeting mRNA Transfection technique) [38]. In vivo 
5'- и 3'-НТО eRF1 совместно достоверно улучша-
ют трансляцию репортера Fluc, в то время как одна 
3'-НТО eRF1 не влияет заметно на трансляцию 
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(рис.  3в). Таким образом, 5'-НТО eRF1 сильнее 
всего влияет на трансляцию фактора терминации, 
тогда как эффект 3'-НТО eRF1 зависит от наличия 
5'-НТО eRF1.

Cтарт-кодон 5'-НТО eRF1  
ингибирует трансляцию

Влияние дополнительных старт- и  стоп-кодо-
нов, образующих кОРС в 5'-НТО eRF1, на трансля-
цию основной ОРС мы изучали с использованием 

созданных нами вариантов мРНК ОРС Fluc c 5'- 
и 3-НТО eRF1, в которых заменяли старт- и/или 
стоп-кодон на смысловой кодон (AAG и UCG соот-
ветственно). Эти конструкции использовали в экс-
периментах in vivo в культуре клеток HEK293 с помо-
щью метода FLERT [38]. Удаление альтернативного 
старт-кодона из 5'-НТО eRF1 привело к более чем 
двукратному увеличению эффективности трансля-
ции репортера, в то время как удаление стоп-ко-
дона в 5'-НТО eRF1 практически не повлияло на 
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Рис. 3. Влияние 5'-НТО и 3'-НТО мРНК eRF1 на трансляцию. а – Схема конструкций, кодирующих люциферазу 
светлячка, использованных в экспериментах. б – Влияние 5'- и 3'-НТО мРНК eRF1 на трансляцию Fluc в лизате 
HEK293. в – Влияние 5'- и 3'-НТО мРНК eRF1 на трансляцию Fluc в культуре клеток HEK293.
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трансляцию (рис. 4). Таким образом, наиболее за-
метным регулятором трансляции в мРНК eRF1 яв-
ляется старт-кодон кОРС в 5'-НТО eRF1.

Механизм регуляции трансляции мРНК eRF1 
некодирующими областями

Полученные нами данные показывают, что наи-
большее влияние на трансляцию оказывает 5'-НТО 
eRF1, а также ее сочетание с 3'-НТО eRF1, кото-
рые стимулируют трансляцию основной ОРС. При 
этом старт-кодон кОРС в 5'-НТО eRF1 ингибирует 
трансляцию, так как его удаление дополнительно 
увеличивает эффективность трансляции более чем 
в 2 раза, что в целом соответствует представлениям 
о регуляции трансляции кОРС [39–42]. Мы пред-
полагаем, что трансляция eRF1 регулируется на 
двух уровнях: на уровне транскрипции и на уровне 
трансляции. Как видно из рис. 1б, мРНК eRF1 ге-
терогенна, имеет лидерные участки разной длины, 
при этом множественные сайты старта транскрип-
ции концентрируются в области дополнительных 
старт-кодонов в 5'-НТО. Таким образом, за счет 
регуляции транскрипции может продуцироваться 
мРНК eRF1 с различным количеством дополни-
тельных старт-кодонов и кОРС. В свою очередь, 

дополнительные старт-кодоны и кОРС регулиру-
ют трансляцию по известным механизмам, инги-
бируя трансляцию основной ОРС за счет “захвата” 
факторов инициации трансляции. Таким образом, 
наибольшую эффективность трансляции eRF1 
должны обеспечивать транскрипционные вариан-
ты мРНК с короткой 5'-НТО, не включающие до-
полнительные старт-кодоны. Следует отметить, что 
регуляция трансляции основной ОРС посредством 
кОРС активно изучается на других объектах, и по-
лученные нами данные соответствуют общеприня-
тому мнению о том, что кОРС подавляют транс-
ляцию основной ОРС [39–42]. Кроме того, в ряде 
работ поднимается вопрос о регуляции трансляции 
за счет гетерогенности старта транскрипции неко-
торых мРНК, приводящей к возникновению в них 
набора 5'-НТО различной длины [43–45], что со-
ответствует нашим выводам о транскрипции eRF1.

Также мы заметили, что старт-кодон основной 
ОРС eRF1 входит в состав трансляционно-транс-
крипционного регуляторного элемента TISU 
(Translation Initiator of Short 5′UTR). Ранее счита-
лось, что трансляция первого старт-кодона мРНК, 
имеющей слишком короткую 5'-НТО, происходит 
неэффективно, с “утечкой” старта трансляции на 

ОРС Fluc

Схема конструкций для изучения влияния старт- и стоп-кодонов 5'-НТО мРНК
eRF1 на трансляцию

Влияние старт- и стоп-кодонов 5'-НТО мРНК eRF1 
на трансляцию ОРС Fluc
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Рис. 4. Влияние старт- и стоп-кодонов в кОРС 5'-НТО мРНК eRF1. а – Общая схема конструкций, представ-
ляющая четыре варианта мРНК: “ДТ” – дикий тип 5'-НТО eRF1 не изменена и содержит старт- и стоп-кодон 
кОРС, “-старт в 5'-НТО” – старт-кодон кОРС заменен на кодон AAG, “-стоп в 5'-НТО” – стоп-кодон кОРС заменен 
на UCG, “-старт и стоп в 5'-НТО” – старт-кодон кОРС заменен на кодон AAG, а стоп-кодон – на UCG. б – Эффек-
тивность трансляции in vivo в клетках HEK293 репортерной мРНК с мутациями старт- и стоп-кодона кОРС 5'-НТО 
из мРНК eRF1.
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следующий AUG [46]. Однако позднее был опи-
сан регуляторный элемент TISU, способствующий 
эффективной трансляции с первого старт-кодона 
в матрицах мРНК, имеющих короткую 5'-НТО [47]. 
Локализация TISU частично перекрывается с по-
следовательностью Козак. Кроме того, TISU опи-
сан как цис-регулятор транскрипции, способный 
связываться с транскрипционным фактором YY1 
(Yin Yang 1 – Инь Ян 1) и эффективно стимулиро-
вать синтез мРНК с промоторов генов, имеющих 
высокую гетерогенность сайтов старта транскрип-
ции [47]. Наличие TISU и его положение в мРНК 
eRF1 согласуются с нашей гипотезой о двухуровне-
вой транскрипционно-трансляционной регуляции 
трансляции eRF1.

В  целом, можно заключить, что регуляция 
трансляции основной ОРС eRF1 человека прин-
ципиально отличается от регуляции трансляции 
мРНК eRF1 растений и грибов, у которых описано 
существование NMD-зависимого авторегулятор-
ного контура экспрессии [31, 32]. Продукция фак-
тора терминации eRF1 человека не зависит от его 
концентрации в клетке и регулируется собствен-
ными 5'- и 3'-НТО.
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Human eRT1 Translation Regulation
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Translation termination factor eRF1 is an important cellular protein that plays a key role in translation 
termination, nonsense-mediated mRNA decay (NMD), and stop‑codons readthrough. An amount of 
eRF1 in the cell influences all these processes. The mechanism of eRF1 translation regulation through 
an autoregulatory NMD-dependent expression circuit has been described for plants and fungi, but the 
mechanisms of human eRF1 translation regulation have not yet been studied. Using reporter constructs, 
we studied the effect of eRF1 mRNA elements on its translation in cell-free translation systems and 
HEK293 cells. Our data do not support the presence of the NMD-dependent autoregulatory circuit of 
human eRF1 expression. We found that the 5'-untranslated region (5'-UTR) of eRF1 mRNA and the 
start codon of the upstream open reading frame (uORF) have the greatest influence on the translation 
of CDS. According to the DataBase of Transcriptional Start Sites (DBTSS), eRF1 mRNA has a high 
heterogeneity of transcription start sites and variable length of 5'-UTRs as a consequence. Moreover, 
the start codon of the eRF1 CDS is located within the known Translation Initiator of Short 5′UTR 
(TISU), which also stimulates mRNA transcription of genes with high transcription start heterogeneity. 
We hypothesize that regulation of eRF1 mRNA translation occurs at both the transcriptional and 
translational levels. At the transcription level, the length of the 5'-UTRs of eRF1 and the number of short 
open reading frames in it are regulated, which in turn regulate eRF1 production at the translational level.

Keywords: eRF1, translation, mRNA, 3'-untranslated region of mRNA, 5'-untranslated region of mRNA, short 
open reading frame, uORF, 5′-UTR, 3′-UTR
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В  последние десятилетия во многих исследо-
ваниях продемонстрирована тесная взаимосвязь 
между кишечной микробиотой и ожирением (см. 
обзоры [1, 2]). Большинство работ сосредоточено 

на таксономическом составе кишечного микро-
биома, его изменениях при ожирении и взаимос-
вязи с метаболическими нарушениями и клини-
ческой картиной. Не так давно появились новые 
инструменты в изучении кишечного микробиома — 
методы реконструкции метаболического профиля 
микробного сообщества на основании результатов 
секвенирования гена 16S рРНК. Один из таких ин-
струментов ‒ программное обеспечение PICRUSt2 
(https://huttenhower.sph.harvard.edu/picrust/), по-
зволяющее прогнозировать функциональный 

DOI: 10.31857/S0026898424040105, EDN: IMMUOM

Ожирение ассоциировано с изменением состава кишечной микробиоты, а также с увеличением 
проницаемости кишечной стенки. У  130 здоровых волонтеров, 57 пациентов с  метаболически 
здоровым ожирением (МЗО) и 76 пациентов с метаболически нездоровым ожирением (МНЗО) 
из образцов фекалий выделяли бактериальную ДНК с дальнейшим секвенированием гена 16S рРНК. 
Метаболический профиль микробиоты, предсказанный с использованием программного обеспечения 
PICRUSt2 (https://huttenhower.sph.harvard.edu/picrust/), был более изменен у пациентов с МНЗО, 
чем с МЗО. Ожирение, особенно МНЗО, сопровождалось увеличением способности кишечной 
микробиоты к  катаболизму энергетических субстратов и  продукции энергии в  общих путях 
катаболизма, синтезу водорастворимых витаминов (В1, В6, В7), нуклеотидов, гема, ароматических 
аминокислот и ряда защитных структурных компонентов клеток. Подобные изменения могут быть 
следствием адаптации микробиоты к условиям, специфическим для МНЗО. По-видимому, таким 
образом формируется порочный круг, когда МНЗО способствуют истощению кишечного микробиома, 
а дальнейшее перерождение последнего вносит вклад в патогенез формирования метаболических 
нарушений. В сыворотке крови участников исследования определяли концентрацию трефоиловых 
факторов, которая может отражать состояние мукозального барьера. У пациентов с МЗО и МНЗО 
было повышено содержание трефоиловых факторов 2 и 3 типов, но значимых ассоциаций их уровня 
с метаболическим профилем кишечной микробиоты не зарегистрировано.

Ключевые слова: метаболически здоровое ожирение, метаболически нездоровое ожирение, кишечная 
микробиота, метаболический профиль микробиоты, TFF2, TFF3, PICRUSt2
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МЕТАБОЛИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТЫ  
И СОДЕРЖАНИЕ ТРЕФОИЛОВЫХ ФАКТОРОВ У ВЗРОСЛЫХ  

С РАЗЛИЧНЫМИ МЕТАБОЛИЧЕСКИМИ ФЕНОТИПАМИ ОЖИРЕНИЯ

УДК 616.399,579.61

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

Сокращения: SCFAs (short-chain fatty acids) — короткоцепо-
чечные жирные кислоты; TFF (trefoil factor family) — трефо-
иловые факторы; TFF2/3 (trefoil factor family member 2/3) — 
трефоиловый пептид типа 2/3; МЗО  — метаболически 
здоровое ожирение; МНЗО — метаболически нездоровое 
ожирение; ЦТК — цикл трикарбоновых кислот.
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потенциал микробного сообщества [3]. В ряде ра-
бот продемонстрировано влияние ожирения, его 
тяжести и  сопутствующих метаболических нару-
шений на прогнозируемый функциональный про-
филь кишечной микробиоты [4–6]. Однако эти ис-
следования проведены в основном на популяции 
жителей Китая. Но назрела необходимость выявле-
ния общих паттернов изменения метаболического 
профиля при ожирении ‒ вне зависимости от осо-
бенностей диеты, этнических и  географических 
факторов.

Кишечный микробиом не только тесно связан 
с метаболическими нарушениями при ожирении, 
но и влияет на состояние мукозального барьера, 
модулируя иммунную систему [7]. Ожирение не-
гативно сказывается на состоянии стенки кишеч-
ника, приводя к увеличению проницаемости и вса-
сывания патогенассоциированных молекулярных 
паттернов, что может усиливать провоспалитель-
ный статус пациентов с  ожирением [8]. В  свя-
зи с этим интерес представляет изучение уровня 
трефоиловых факторов (trefoil factor family, TFF) 
у пациентов с ожирением. Представители TFF се-
кретируются железистым эпителием пищевари-
тельной, респираторной и  мочеполовой систем 
вместе с муцином и участвуют в процессах защи-
ты и регенерации слизистых [9]. TFF усиливают 
миграцию и дифференцировку клеток, модулиру-
ют их апоптоз, а также регулируют синтез белков 
плотных контактов, что в том числе способствует 
поддержанию целостности стенки желудочно-ки-
шечного тракта (ЖКТ) [10]. Синтез трефоилового 
пептида типа 2 (trefoil factor family member 2, TFF2) 
происходит в основном в желудке и двенадцати-
перстной кишке, а трефоилового пептида типа 3 
(TFF3) — в тонкой и толстой кишке [9, 11, 12]. Кро-
ме участия в репарации кишечной стенки, TFF2 
проявляет противовоспалительную активность, 
снижая продукцию провоспалительных цитоки-
нов [13]. Таким образом, по уровню TFF можно 
судить о состоянии мукозального барьера. Следует 
отметить, что уровень системного воспаления, ме-
таболических нарушений и изменений в кишечном 
микробиоме зависит от метаболического фенотипа 
ожирения [14–16].

Целью работы было изучение метаболического 
профиля кишечной микробиоты и его влияния на 
состояние мукозального барьера, что оценивали по 
уровню TFF у пациентов с разными метаболиче-
скими фенотипами ожирения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Группы исследования. В 2019‒2022 гг. было про-
ведено когортное одномоментное исследование 
на базе ФГБОУ ВО РостГМУ Минздрава России, 
ООО “Центр молекулярного здоровья” и ФГАОУ 
ВО “Казанский (Приволжский) федеральный 

университет”. Участниками исследования стали 
263 человека старше 18  лет. Критериями вклю-
чения в  исследование были: отсутствие приема 
анти-/пре-/пробиотических препаратов в течение 
полугода до момента включения в исследование 
и подписанное добровольное информированное 
согласие. Критериями невключения были: тяже-
лые соматические заболевания (хроническая по-
чечная недостаточность, хроническая печеночная 
недостаточность, хроническая сердечная недоста-
точность), заболевания ЖКТ, алкоголизм, бере-
менность, депрессия, а также любое заболевание 
в острой форме.

Контрольную группу составили 130 здоровых во-
лонтеров без ожирения (индекс массы тела (ИМТ) 
18.5‒24.9 кг/м2), без признаков метаболических на-
рушений и артериальной гипертензии. Пациенты 
с ожирением (n = 133): ИМТ > 30 кг/м2 и окруж-
ность талии >102 см у мужчин и >88 см у женщин, ‒ 
в зависимости от метаболического фенотипа ожи-
рения по критериям NCEP-ATP III, были разде-
лены на подгруппы с  метаболически здоровым 
ожирением (МЗО) и с метаболически нездоровым 
ожирением (МНЗО) [17]. Ожирение считалось ме-
таболически нездоровым, если для пациента были 
характерны два и более критериев: 1) триглицериды 
сыворотки ≥ 1.7 ммоль/л; 2) холестерин липопроте-
инов высокой плотности у мужчин <1.03 ммоль/л, 
у женщин <1.29 ммоль/л); 3) артериальное давле-
ние sys ≥ 130, dia ≥ 85 мм рт.ст.); 4) глюкоза нато-
щак ≥ 6.1 ммоль/л. В подгруппу пациентов с МЗО 
вошло 57, а в подгруппу с МНЗО ‒ 76 пациентов. 
В исследование были включены пациенты, прожи-
вающие на одной территории (Ростовская область 
и город Ростов-на-Дону) в летнее-осенний период, 
с целью минимизации влияния климатических ус-
ловий, характера питания и этнических факторов 
на кишечный микробиом.

Клинические образцы. У пациентов собирали об-
разцы фекалий и венозной крови, из которой впо-
следствии получали сыворотку.

Иммуноферментный анализ (ИФА). В  образ-
цах сыворотки определяли концентрацию TFF2 
и TFF3 методом ИФА с использованием соответ-
ствующих наборов: ELISA Kit for Trefoil Factor 2 
и  ELISA Kit for Trefoil Factor 3 (“Cloud-Clone 
Corp.”, США) ‒ по протоколу производителя.

Выделение бактериальной ДНК, амплифика-
ция и  секвенирование генов 16S рРНК. Выделе-
ние бактериальной ДНК из образцов фекалий 
проводили с применением наборов QIAamp Fast 
DNA Stool Mini Kit (“QIAGEN GmbH”, Герма-
ния). Подготовку библиотек для секвенирования 
проводили согласно протоколу производителя: 

“16S Metagenomic Sequencing Library Preparation” 
(“Illumina, Inc.”, США). Бактериальную ДНК ам-
плифицировали c использованием праймеров, 
специфичных к вариабельному участку v3‒v4 гена 
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16S рРНК, и набора с высокоточной полимеразой 
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (“NEB”, США) 
в стандартном режиме: 1) 30 c при 98°C; 2) 25 ци-
клов: 30 с при 98°C, 20 с при 55°C, 20 с при 72°C; 
3) 2 мин при 72°C; 4) длительно при 4°C. После 
очистки смеси от свободных праймеров и их ди-
меров парамагнитными частицами AMPure XP 
(“Beckman Coulter”, США) ПЦР-продукты ин-
дексировали с использованием индекс-праймеров 
Nextera XT Index Kit (“Illumina, Inc.”). Повторно 
выполняли очистку смеси парамагнитными ча-
стицами, и  сформированные библиотеки секве-
нировали на платформе MiSeq (“Illumina, Inc.”) 
по протоколу производителя. Полученные прочте-
ния анализировали с использованием программы 
QIIME2 v.2020.8 [18] и референсной базы данных 
последовательностей генов 16S рРНК SILVA v.138 
[19] с 97%-ным порогом кластеризации близких 
последовательностей.

Биоинформатический анализ. Для предсказа-
ния метаболических функций кишечной микро-
биоты использовано программное обеспечение 
PICRUSt2 [3], позволившее оценить представлен-
ность метаболических путей, нормализованную на 
число копий прочтений 16S рРНК.

Статистический анализ. Статистическую об-
работку данных проводили с  использовани-
ем программного обеспечения MedCalc v.20.210 
(“MedCalc Software Ltd.”, Бельгия). Все получен-
ные массивы данных были проверены на нормаль-
ность распределения с использованием критерия 
Шапиро‒Уилка. Ввиду преобладания ненормаль-
ного распределения данные были представлены 
в  качестве медианы и квартилей (Me [Q1; Q3]). 
Сравнительный анализ выполняли с  использо-
ванием непараметрического критерия Краске-
ла‒Уоллиса. При получении различий с уровнем 
значимости p  < 0.05 автоматически выполнялся 

апостериорный тест по методу Conover для попар-
ного сравнения групп. После получения результа-
тов сравнительного анализа проводили контроль 
ложных открытий в  соответствии с  процедурой 
Бенджамини‒Хохберга при частоте ложных от-
крытий 5%. Кроме того, при необходимости срав-
нения частоты предсказания метаболических путей 
в кишечном микробиоме использовали анализ χ2. 
Выявленные различия считали статистически зна-
чимыми при уровне значимости p < 0.05. Корреля-
ционный анализ проводили по методу Спирмена 
с последующей поправкой на множественную про-
верку гипотез процедурой Бенджамини‒Хохберга 
при частоте ложных открытий 5%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Трефоиловые факторы
При исследовании уровня TFF в  сыворотке 

крови выявлено, что у пациентов с МЗО и МНЗО, 
в сравнении с группой здоровых доноров, концен-
трация как TFF2, так и TFF3 повышена (рис. 1а). 
Высокий уровень TFF2 может быть связан с осо-
бенностями питания этих пациентов, так как пища 
с  высоким содержанием жиров активирует экс-
прессию гена TFF2 [20, 21]. У пациентов с ожире-
нием вследствие избыточного питания также может 
происходить чрезмерное растяжение кишечника 
и увеличение площади его поверхности, что вносит 
вклад в избыточную продукцию TFF. Кроме того, 
повышенный уровень TFF может быть результатом 
повреждения стенки кишечника или формирова-
ния воспалительного отека слизистой оболочки 
у пациентов с ожирением ‒ вне зависимости от ме-
таболического фенотипа. Интересно, что при ис-
следовании содержания TFF у детей с ожирением 
и с нормальным ИМТ различий не было выявлено 
[22]. Возможно, подобные различия обусловлены 
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Рис. 1. Анализ концентрации трефоиловых факторов в сыворотке крови (а) и метаболического профиля кишечной 
микробиоты (б) у пациентов с МЗО и МНЗО. Здесь и далее: H ‒ значение Н-критерия Краскела‒Уоллиса, p ‒ уровень 
значимости Н-критерия Краскела‒Уоллиса. Горизонтальные планки показывают различия между группами, выяв-
ленные с использованием апостериорного теста по методу Conover (p < 0.05).
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тем, что детское ожирение в большинстве случа-
ев обратимо [23], а увеличение содержания TFF 
у взрослых можно рассматривать как маркер “не-
обратимого” или прогрессирующего ожирения.

Метаболический профиль  
кишечного микробиома

Корреляционный анализ не выявил достовер-
ных взаимосвязей между уровнем TFF в сыворот-
ке и представленностью метаболических путей ки-
шечного микробиома. По результатам биоинфор-
матического анализа, в  кишечном микробиоме 
пациентов, участвовавших в исследованиях, было 
предсказано 429 метаболических путей. Сравни-
тельный анализ по методу Краскела‒Уоллиса вы-
явил, что изменение представленности при ожи-
рении затронуло 163 метаболические пути. Как 
и ожидалось, наибольшее число изменений зареги-
стрировали у пациентов с МНЗО — 38% метаболи-
ческих путей, тогда как при МЗО только у 13.30% 
(рис. 1б).

Для удобства описания и анализа метаболиче-
ские пути были сгруппированы по видам обмена, 
в  которых они принимают участие: энергетиче-
ский обмен, синтез водорастворимых витаминов, 
синтез терпенов и  хинонов, обмен нуклеотидов 
и процессинг нуклеиновых кислот, обмен железа 
и гема, обмен аминокислот, деградация аромати-
ческих соединений и синтез структурных компо-
нентов клеток.

Энергетический обмен. И метаболически здоро-
вый, и метаболически нездоровый фенотипы ожи-
рения приводили к изменению в метаболических 
профилях распространенности путей, вовлечен-
ных в энергетический обмен кишечной микробио-
ты (рис. 2). Большинство таких изменений реги-
стрировали у пациентов с МНЗО, хотя снижение 
гликолиза V (Pyrococcus), характерного для архей, 
детектировали и у пациентов с МЗО.

Метаболически нездоровый фенотип ожирения 
сопровождался увеличением распространенности 
путей деградации различных энергетических суб-
стратов: сульфоглюкозы, кетоглюконата, манна-
на, жирных кислот, этиленгликоля, глутаровой 
кислоты, гекситола, глюкаратов и галакторатов ‒ 
в метаболических профилях микробиоты. Кроме 
того, у  таких пациентов наблюдали повышение 
различных вариантов цикла трикарбоновых кис-
лот (ЦТК) — одного из основных метаболических 
путей, поставляющих восстановленные кофермен-
ты для окислительного фосфорилирования и, сле-
довательно, для продукции АТP. Эти результаты 
согласуются с данными Y. Wan и др. [24], которые 
показали, что увеличение концентрации интерме-
диатов ЦТК характерно для пациентов с ожире-
нием. Кроме того, Hu J. с соавт. [4] обнаружили, 
что способность микробиоты к ЦТК VII ассоции-
рована с тяжестью ожирения. По-видимому, при 

МНЗО микробиота более интенсивно деградирует 
энергетические субстраты, что способствует ее вы-
живанию в условиях, специфичных для этого фе-
нотипа ожирения.

Изменения метаболических профилей микро-
биоты при МНЗО затрагивают и процессы биосин-
теза короткоцепочечных жирных кислот (SCFAs): 
ацетата, пропионата и бутирата. SCFAs, с одной 
стороны, значимые энергетические субстраты для 
организма хозяина, а с другой – медиаторы в си-
стеме взаимоотношений “микробиота–макроор-
ганизм” [25–27]. В исследованиях по содержанию 
SCFAs в фекалиях показано, что ожирение ассо-
циировано с увеличением концентрации ацетата, 
пропионата и бутирата [28, 29]. Это может быть, 
с одной стороны, результатом диеты [30], а с дру-
гой — изменения метаболических возможностей 
микробиоты. Так, ацетат образуется в клетке на 
разных стадиях множества биохимических про-
цессов, поэтому фактически невозможно отсле-
дить все метаболические пути его образования. 
Однако микробиота пациентов с МНЗО может 
активнее, чем микробиота пациентов с МЗО или 
лиц без ожирения, образовывать ацетат при окис-
лении жирных кислот (β-окисление жирных кис-
лот I) в ЦТК VII при деградации глутарил-КоА и 
N-ацетилнейрамата, а также образовывать бутират 
из пирувата и при деградации 4-аминобутаноата 
(γ-аминомасляной кислоты).

Синтез водорастворимых витаминов. Одна из 
ключевых функций микробиоты во взаимоотно-
шениях с организмом-хозяином ‒ продукция водо-
растворимых витаминов. У пациентов с ожирени-
ем в кишечной микробиоте чаще присутствовали 
таксоны, способные к продукции NAD из трипто-
фана (биосинтез NAD II): 40.4% пациентов с МЗО, 
44.7% пациентов с МНЗО против 26.2% здоровых 
доноров (p < 0.05). Мы обнаружили, что метаболи-
чески нездоровый фенотип ожирения ассоцииро-
ван с изменением в метаболических профилях ми-
кробиоты распространенности путей синтеза ряда 
водорастворимых витаминов группы В (рис. 3).

Нами выявлено, что при МНЗО происходит ин-
тенсификация метаболических путей синтеза ак-
тивных форм витаминов В1, В6 и В7. Эти резуль-
таты согласуются с данными M. Kim с соавт. [5] 
и M. Duan с соавт. [6], сообщавшими о повышен-
ной продукции витаминов В1, В2, В5, В6, В9 и их 
активных форм в микробиоте пациентов с ожире-
нием. Учитывая роль витаминов В1 и В7 в ЦТК, 
усиление их синтеза микробиотой согласуется 
с полученными данными по усилению энергетиче-
ского обмена при МНЗО.

Ранее показано, что ожирение и  связанные 
с  ним метаболические нарушения могут быть 
ассоциированы с  недостаточным или неопти-
мальным уровнем витаминов в  сыворотке кро-
ви [31]. На этом фоне сохранение и  увеличение 
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Рис. 2. Анализ путей энергетического обмена в метаболических профилях микробиома пациентов с МЗО и МНЗО. 
Здесь и далее: графики построены на основании медиан соответствующих метаболических процессов; в планках 
погрешностей ‒ 25 и 75 перцентилей. ЦТК ‒ цикл трикарбоновых кислот; КоА ‒ коэнзим A. Здесь и далее: верти-
кальные планки показывают различия между группами, выявленные с использованием апостериорного теста по 
методу Conover (p < 0.05).
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распространенности путей синтеза водораство-
римых витаминов микробиотой при ожирении, 
особенно при МНЗО, может носить позитивный 
характер для организма-хозяина. Кроме того, по-
добные изменения могут быть результатом разоб-
щенности макроорганизма и микробиома, то есть 
потенциальными биомаркерами нарушения “мета-
болического симбиоза”.

Интересно, что ожирение, вне зависимости от 
метаболического фенотипа, сопровождалось уве-
личением частоты выявления в образцах фекалий 
таксонов, способных к  биосинтезу a, c-диамида 
кобириновой II кислоты и  аденозилкобаламина 
с поздним включением кобальта, т.е. продуциру-
ющих витамин В12. По результатам биоинфор-
матического анализа, наличие таких метаболи-
ческих путей в  кишечном микробиоме предска-
зано у 40.4% пациентов с МЗО, у 43.4% с МНЗО 
и только у 26.9% здоровых доноров без ожирения 
(p < 0.05).

Синтез терпенов и хинонов. У пациентов с ожи-
рением зарегистрирована активация в метаболи-
ческих профилях микробиоты путей образования 
хинонов и их предшественников терпенов ‒ нарав-
не с витаминами они вовлечены в энергетический 
обмен и продукцию ATP (рис. 4).

Убихиноны (коэнзим Q), менахиноны и деме-
тилменахинон служат промежуточными акцеп-
торами электронов в  электронтранспортных це-
пях и, следовательно, участвуют в генерации ATP 
у бактерий [32, 33]. Микробиота пациентов с МЗО 
и МНЗО характеризуется активацией путей син-
теза менахинонов и деметилменахинона. Метабо-
лически нездоровый фенотип ожирения ассоции-
рован и с увеличением распространенности путей 
синтеза убихинонов в метаболических профилях 
микробиоты. Менахиноны и деметилменахинон 
преимущественно участвуют в анаэробном дыха-
нии бактерий, тогда как убихиноны — в аэробном 
[33]. Кроме того, менахиноны, известные как ви-
тамин K2, абсорбируются организмом-хозяином 
и используются в реакциях γ-карбоксилирования 
[32].

Метаболические профили обоих фенотипов 
ожирения характеризуются увеличением путей 
синтеза филлохинона и менахинонов, а МНЗО еще 
и путей синтеза убихинонов. В целом, полученные 
результаты согласуются с данными M. Duan с соавт. 
[6], которые продемонстрировали бóльшую пред-
ставленность путей синтеза хинонов при ожирении. 
Эти изменения могут быть связаны с увеличенной 
потребностью микробиоты пациентов с ожирени-
ем, особенно с МНЗО, в переносчиках электронов 
и косвенно с повышенной активностью электрон-
транспортных цепей и продукции ATP.

По сравнению со здоровыми донорами, у паци-
ентов с МНЗО прогнозируется повышенная актив-
ность путей синтеза предшественников хинонов 
и терпенов: изопренов и таксадиенов. Ранее J. Hu 
с соавт. [4] тоже сообщали об изменении пути био-
синтеза таксадиенов (инженерный) у пациентов 
с ожирением. Значение таксадиена для микробио-
ты на сегодняшний день остается неясным, хотя 
этот дитерпен используют для синтеза противоо-
пухолевых препаратов [34].

Обмен нуклеотидов и процессинг нуклеиновых 
кислот. Изменения метаболического профиля ми-
кробиоты у  пациентов с  ожирением затронули 
и обмен нуклеотидов (рис. 5). У пациентов с МЗО 
этот паттерн не отличался значительно от здоровых 
доноров, в то время как при МНЗО регистрирова-
ли активацию путей обмена нуклеотидов. Кроме 
того, при МНЗО увеличивалась продукция уратов ‒ 
логичное следствие повышенной продукции пури-
нов. Полученные данные согласуются с результата-
ми М. Kim с соавт. [5], которые показали, что при 
МНЗО увеличена представленность путей синтеза 
нуклеотидов.

Кроме того, у пациентов с ожирением (и МЗО, 
и МНЗО) полностью отсутствовал суперпуть де-
градации пиримидиновых нуклеотидов, тогда как 
в  когорте здоровых доноров он составлял 7.69% 
(p < 0.05).

Нуклеотиды  ‒ ключевые компоненты про-
цессов репликации, репарации, транскрипции 
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Рис. 3. Анализ путей синтеза водорастворимых витаминов в метаболических профилях микробиома пациентов 
с МЗО и МНЗО.
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и трансляции, то есть основных механизмов функ-
ционирования клетки и ее деления [35]. Доступ-
ность нуклеотидов способствует увеличению раз-
нообразия кишечной флоры, что было показа-
но на модели мышей, склонных к  ускоренному 
старению — Senescent Accelerated Mouse-Prone 8 
(SAMP8) [36]. По-видимому, активация путей син-
теза и реутилизации нуклеотидов в микробиоте па-
циентов с МНЗО способствует выживанию микро-
организмов в условиях, способствующих истоще-
нию кишечной флоры [5, 37].

Изменения метаболических возможностей ми-
кробиоты при ожирении затронули и ряд метабо-
лических процессов, вовлеченных в  процессинг 
нуклеиновых кислот (рис. 6).

У пациентов с ожирением зарегистрирована ак-
тивация пути синтеза кевозина и его предшествен-
ника preQ0. Заметим, что продукция кевозина 
в микробиоте возрастала в следующем ряду: здоро-
вые доноры→пациенты с МЗО→пациенты с МНЗО. 
Обогащение кишечной микробиоты кевозинпро-
дуцирующими бактериями ранее обнаружили 

у мышей с ожирением [38]. Кевозин — производ-
ное гуанозина, которое эукариоты не синтезируют 
самостоятельно, а получают либо с пищей, либо 
благодаря синтезу кишечной микробиотой. Моди-
фикации кевозином подвергаются тРНК аспараги-
новой кислоты, аспарагина, тирозина и гистидина, 
защищая их от действия РНКаз [39]. Таким обра-
зом, доступность кевозина контролирует скорость 
трансляции белков в клетках эукариот, а его дефи-
цит сопровождается дисфолдингом и развитием 
стресса эндоплазматического ретикулума [40].

Кроме того, в  кишечном микробиоме паци-
ентов и с МЗО, и с МНЗО выявлено увеличение 
представленности путей синтеза (р)ppGpp. Подоб-
ное влияние ожирения на синтез ppGpp было так-
же продемонстрировано Х. Nie с соавт. [41]. Синтез 
и накопление алармона (р)ppGpp ‒ высоконсерва-
тивная реакция на стресс, которая способствует 
выживанию бактерий [42]. Таким образом, сохра-
нение в кишечном микробиоме ppGpp-продуци-
рующих организмов может отражать агрессивные 
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Рис. 4. Анализ путей биосинтеза терпенов и хинонов в метаболических профилях микробиома пациентов с МЗО 
и МНЗО.
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условия, в которых находится микробиота кишеч-
ника при ожирении.

Также особенностью кишечного микробиома 
при МНЗО была бóльшая представленность пути 
процессинга тРНК по сравнению со здоровыми 
донорами и пациентами с МЗО. Следует отметить, 
что именно этот метаболический путь был выделен 
среди процессов, отличающих микробиом паци-
ентов с сахарным диабетом II типа [43]. Подобное 
перерождение микробиоты может вносить свой 
вклад в формирование вялотекущего системного 
воспаления у пациентов с МНЗО. Бактерии спо-
собны продуцировать внеклеточные везикулы, со-
держащие в том числе и тРНК, которые могут уча-
ствовать в индукции воспаления [44, 45].

Обмен железа и гема. МЗО и МНЗО сопрово-
ждались изменением в метаболических профилях 
микробиоты доли путей синтеза гема, а также аэ-
робактина и энтеробактина — белков, способству-
ющих захвату железа (рис. 7). Оба фенотипа ожи-
рения приводили к увеличению метаболических 
путей синтеза гема, однако при МНЗО такие изме-
нения были более выражены. Вместе с тем синтез 
аэробактина и энтеробактина был усилен только 
у пациентов с МНЗО.

Активизация метаболических путей биосинтеза 
гема в кишечном микробиоме может быть связана 
с повышенной активностью цепи переноса элек-
тронов в микробиоме при ожирении и, как след-
ствие, с повышением потребности в геме. Как от-
мечено выше, об усилении процессов общего пути 
катаболизма и окислительного фосфорилирования 
при ожирении (особенно при МНЗО) можно судить 
по увеличению прогнозируемой представленности 
синтеза убихинонов и менахинонов — транспорте-
ров цепи переноса электронов, ‒ а также ЦТК.

Усиление синтеза гема может негативно сказы-
ваться на микробном сообществе. Ранее показано, 
что добавление гема в  рацион мышей приводит 
к  сокращению разнообразия кишечного микро-
биома и усугубляет течение колита за счет модуля-
ции кишечной микробиоты [46]. Кроме того, гем 
вызывает повреждение эпителия, что повышает 
риск развития колоректального рака [47].

Обмен аминокислот. У пациентов с МНЗО на-
блюдалось изменение представленности ряда ме-
таболических процессов обмена аминокислот 
(рис. 8), в то время как при МЗО это было менее 
выражено. В  кишечной микробиоте пациентов 
с  МЗО была повышена представленность пути 
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деградации тирозина I до ацетоацетата и фумарата, 
что отражает “повышенный спрос” на использова-
ние этой аминокислоты в качестве энергетического 
субстрата. Кроме того, у них чаще прогнозировали 
наличие различных путей деградации триптофана: 
деградации триптофана IX до ацетил-КоА у 22.80% 
пациентов, деградации триптофана до 2-ами-
но‑3-карбоксимуконата полуальдегида у  40.35% 
и  триптофана XII (Geobacillus) до ацетил-КоА 
у 21.05% пациентов ‒ по сравнению с соответствен-
но 8.46, 26.15 и 8.46% у здоровых волонтеров без 
ожирения (p < 0.05). Таким образом, в микробиоте 
кишечника пациентов с МЗО повышена возмож-
ность метаболической деградации ароматических 
аминокислот и, как следствие, использования про-
дуктов их метаболизма в качестве энергетических 
субстратов.

В микробиоте пациентов с МНЗО также чаще 
прогнозировали метаболические пути деградации 
триптофана IX (21.05% пациентов), триптофана 
до 2-амино‑3-карбоксимуконата полуальдегида 
(44.74% пациентов) и триптофана XII (Geobacillus) 
(21.05% пациентов), что достоверно отличалось от 
здоровых доноров без ожирения (p < 0.05). Кро-
ме триптофана, в  их микробиоте потенциально 

усилена деградация аминокислот тирозина, трео-
нина, гистидина и аргинина.

На фоне повышенной деградации аминокислот, 
в частности аргинина, у пациентов с МНЗО выяв-
лено увеличение представленности путей синтеза 
полиаминов: путресцина, спермидина и норспер-
мидина. Ранее показано, что интенсивность про-
дукции полиаминов зависит от степени ожирения 
[4]. Роль полиаминов в контексте ожирения неод-
нозначна. С одной стороны, показано, что введе-
ние спермидина и спермина мышам способство-
вало снижению массы тела, повышению толерант-
ности к глюкозе и уменьшению стеатоза печени 
в модели ожирения, вызванного диетой с высоким 
содержанием жиров [48]. С  другой стороны, из-
вестно, что полиамины участвуют в адипогенезе, 
а повышенный уровень путресцина при сахарном 
диабете коррелирует с концентрацией гликирован-
ного гемоглобина [49].

Следует отметить, что у пациентов с МНЗО по-
вышенная деградация аминокислот была ском-
пенсирована увеличением представленности ме-
таболических процессов их синтеза, в частности 
аргинина и ароматических аминокислот (фенила-
ланина, тирозина и триптофана). Это согласуется 
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Рис. 7. Анализ путей обмена железа и гема в метаболических профилях микробиома пациентов с МЗО и МНЗО.
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с ранее опубликованными данными по биосинтезу 
ароматических аминокислот в кишечной микро-
биоте пациентов с ожирением [4, 50]. Также при 
ожирении регистрировали снижение концентра-
ции антраниловой кислоты в фекалиях пациентов 
с  ожирением [51], что может быть ассоциирова-
но с ее потреблением в качестве субстрата синте-
за триптофана. Кроме того, у 35.53% пациентов 
с МНЗО мы прогнозировали наличие пути дегра-
дации креатинина I, вовлеченного в биосинтез гли-
цина, в то время как этот путь предсказали только 
для 12.31% здоровых волонтеров (р < 0.05). Также 
при МНЗО нами отмечено увеличение представ-
ленности пути восстановления сульфатов, которые 
впоследствии могут включаться в синтез содержа-
щих серу аминокислот: цистеина и метионина.

В целом, ожирение, особенно метаболически 
нездорового фенотипа, по-видимому, ассоцииро-
вано с повышенным использованием аминокислот 
в качестве энергетических субстратов в микробио-
те кишечника.

Деградация ароматических соединений. Мы об-
наружили целый спектр метаболических путей 

деградации ароматических соединений, представ-
ленность которых была изменена у  пациентов 
с ожирением (табл. 1). Ряд таких метаболических 
путей был характерен менее чем для 25% обследо-
ванных (0.000 [0.000; 0.000] для всех групп), поэто-
му мы сравнили частоту их прогнозирования в ки-
шечном микробиоме (рис. 9).

В  микробиоме пациентов с  ожирением, осо-
бенно с  метаболически нездоровым фенотипом, 
обнаружена повышенная деградация ароматиче-
ских соединений по сравнению со здоровыми во-
лонтерами. Фенилацетат, 4-гидроксифенилацетат, 
фенилпропионат, фенилэтиламин образуются при 
деградации фенилаланина и  тирозина. Увеличе-
ние представленности этих метаболических путей, 
по-видимому, является следствием усиления био-
синтеза ароматических аминокислот, характерного 
для пациентов с МНЗО, и может отражать менее 
эффективное использования этих аминокислот 
в качестве пластических субстратов.

По результатам большого проспективного ис-
следования, проведенного среди городских жите-
лей Китая, повышенная деградация ароматических 
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Таблица 1. Изменения прогнозируемой представленности путей деградации ароматических соединений 
у пациентов с разными фенотипами ожирения

Метаболический путь Здоровые 
доноры МЗО МНЗО Критерий Кра-

скела‒Уоллиса
Деградация 
4-гидроксифенилацетата

2.58
[0.24; 21.99]

5.20
[1.29; 34.75]

17.03
[3.83; 81.51]*†

H = 20.68
p < 0.00005

Деградация фенилацетата 
I (аэробная)

3.21
[0.50; 36.69]

5.99
[1.95; 45.39]

24.14
[5.45; 114.47]*†

H = 19.32
p < 0.0001

Деградация 3-фенилпропионата 
и 3-(3-гидроксифенил)пропиона-
та до 2-оксопент‑4-еноата

3.26
[0.64; 24.42]

5.91
[1.16; 35.31]

24.44
[3.87; 64.74]*†

H = 18.52
p < 0.0001

Деградация 3-фенилпропио-
ната и 3-(3-гидроксифенил)
пропионата

8.07
[1.98; 49.59]

12.97
[3.98; 72.61]

47.93
[9.50; 124.04]*†

H = 21.45
p < 0.00005

Деградация 3-фенилпропионата 3.97
[0.61; 11.96]

3.76
[0.66; 13.76]

7.39
[2.00; 38.44]*†

H = 9.10
p < 0.05

Суперпуть деградации 
фенилэтиламина

2.64
[0.42; 31.77]

5.07
[1.84; 40.65]

20.67
[4.89; 100.86]*†

H = 18.85
p < 0.0001

Деградация толуола I (аэробная) 
(через о-крезол)

66.35
[30.01; 143.21]

82.88
[47.64; 221.89]*

189.30
[66.40; 320.54]*†

H = 20.04
p < 0.0005

Деградация толуола II (аэробная) 
(через 4-метилкатехол)

66.35
[30.01; 143.21]

82.88
[47.64; 221.89]

189.30
[66.40;320.54]*†

H = 20.04
p < 0.0005

Деградация толуола III (аэробная) 
(через п-крезол)

0.43
[0.00; 2.94]

1.99
[0.00; 10.37]*

2.95
[0.00; 23.71]*†

H = 10.94
p < 0.005

Деградация толуола IV (аэробная) 
(через катехол)

0.00
[0.00; 0.76]

0.00
[0.00; 1.63]*

0.00
[0.00; 5.15]*

H = 6.15
p < 0.05

Деградация катехола I (путь 
мета-расщепления)

15.62
[4.85; 37.02]

16.41
[7.90; 42.82]*

31.00 [
11.15; 79.39]*

H = 6.15
p < 0.01

Деградация катехола II (путь 
мета-расщепления)

0.00
[0.00; 0.000]

0.00
[0.00; 1.17]*

0.00
[0.00; 2.91]*

H = 5.64
p < 0.005

Деградация катехола III (путь 
орто-расщепления)

0.22
[0.00; 1.94]

1.17
[0.14; 7.30]*

1.81
[0.00; 22.02]*

H = 11.91
p < 0.05

Деградация катехола до 
β-кетоадипата

0.12
[0.00; 1.70]

0.92
[0.00; 6.52]*

1.00
[0.00; 23.65]*

H = 11.41
p < 0.005

Деградация катехола до 2-оксо-
пент‑4-еноата II

0.00
[0.00; 0.00]

0.00
[0.00; 1.21]*

0.00
[0.00; 1.88]*

H = 5.73
p < 0.005

Деградация 4-метилкатехола 
(орто-расщепление)

0.16
[0.00; 1.79]

1.33
[0.00; 7.66]*

1.85
[0.00; 16.51]*

H = 13.26
p < 0.001

Суперпуть деградации салицилата 0.19
[0.00; 1.67]

1.34
[0.09; 7.30]*

1.71
[0.00; 19.38]*

H = 13.20
p < 0.001

Деградация галлата I 0.00
[0.00; 1.31]

0.61
[0.00; 2.86]*

0.86
[0.00; 9.66]*

H = 8.21
p < 0.05

Деградация циннамата 
и 3-гидроксициннамата до 
2-оксопент‑4-еноата

3.26
[0.64; 24.42]

5.91
[1.16; 35.31]

24.44
[3.87; 64.74]*†

H = 18.52
p < 0.0001

Деградация ароматических соеди-
нений через β-кетоадипата

0.22
[0.00; 1.94]

1.17
[0.14; 7.30]*

1.81
[0.00; 22.02]*

H = 11.91
p < 0.005

Деградация протокатехуата II 
(путь орто-расщепления)

2.23
[0.00; 11.21]

5.09
[0.54; 19.12]

7.08
[0.50; 61.77]*

H = 8.45
p < 0.05

*Различия статистически значимы по сравнению со здоровыми донорами (апостериорный тест Conover, p < 0.05); † разли-
чия статистически значимы по сравнению с пациентами с МЗО (апостериорный тест Conover, p < 0.05).
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Рис. 9. Анализ распространенности путей деградации ароматических соединений в метаболических профилях ми-
кробиома пациентов с МЗО и МНЗО.

соединений, таких как толуол или катехол, ха-
рактерна для микробиома лиц, практикующих 
здоровое и  разнообразное питание [52]. Толуол 
может поступать с  пищевыми продуктами, на-
пример с  газированными безалкогольными на-
питками [53]. Кроме того, толуол образуется при 
декарбоксилировании фенилацетата — продукта 
деградации фенилаланина [54]  ‒ или из бензой-
ной кислоты — распространенного консерванта 
с антибактериальной активностью [55]. Произво-
дные галлата активно используют в пищевой про-
мышленности в качестве антиоксиданта [56]. Са-
лициловая, ванилиновая, коричная, миндальная 
кислоты и  их производные также присутствуют 
в пищевых продуктах. Интересно, что ванилин по-
вышает чувствительность к инсулину, способствует 
снижению уровня провоспалительных цитокинов 
и препятствует снижению разнообразия кишечно-
го микробиома при ожирении [57]. Таким образом, 
повышенная представленность путей деградации 
ванилатов в  кишечном микробиоме пациентов 
с МНЗО можно рассматривать как потенциально 
неблагоприятный фактор. Кроме того, ранее мы 
обнаружили наличие путей деградации катехола 
в микробиоме здоровых детей и подростков, нахо-
дившихся в младенческом возрасте на смешанном 
и искусственном вскармливании [58].

Таким образом, усиление метаболических воз-
можностей деградации ароматических соединений 
можно объяснить особенностью питания таких па-
циентов — избыточного и гиперкалорийного.

Синтез структурных компонентов клеток. Сре-
ди метаболических путей, доля которых изменена 
у пациентов с ожирением, были процессы, вовле-
ченные в синтез структурных компонентов бакте-
риальных клеток — углеводов и липидов (рис. 10).

Кишечная микробиота пациентов с  МЗО 
и  МНЗО обладала повышенным метаболиче-
ским потенциалом в  продукции жирных кислот 
(пальмитиновой, стеариновой, пальмитолеино-
вой, олеиновой и миколовых кислот). Кроме того, 

изменения затронули и  ряд метаболических пу-
тей синтеза производных сахаров — компонентов 
липополисахаридов, пептидогликанов и  других 
структур бактериальных клеток. Интересно, что 
представленность путей образования компонентов 
липополисахаридов липида IVA и CMP‑3-дезок-
си-D-манно-октулозоната (известного как Kdo), 
а также их объединение последовательно возраста-
ла в ряду: здоровые доноры→пациенты с МЗО→па-
циенты с МНЗО. Кроме того, у пациентов с МНЗО 
повышена активность суперпути синтеза липопо-
лисахарида и резистентности к полимиксину. По-
добные различия могут способствовать форми-
рованию вялотекущего системного воспаления 
и воспаления жировой ткани, более характерного 
для пациентов с МНЗО [14, 59].

Главная функция липополисахаридов, пепти-
догликанов и других компонентов оболочки бак-
териальных клеток заключается в  защите бакте-
рии [60, 61]. Увеличение потребности кишечной 
микробиоты в таких структурах может отражать 
агрессивные условия среды ее обитания, создава-
емые ожирением, особенно метаболически нездо-
рового фенотипа.

Ожирение у взрослых, вне зависимости от ме-
таболического фенотипа, сопровождается повыше-
нием концентрации TFF2 и TFF3 в плазме крови, 
что отличает их от детей с ожирением. Мы не обна-
ружили значимых ассоциаций между уровнем TFF 
и метаболическими путями кишечной микробио-
ты, что оставляет открытым вопрос о влиянии ме-
таболического профиля микробиоты на состояние 
кишечной стенки.

Функциональный профиль микробного сооб-
щества ожидаемо был более изменен у пациентов 
с метаболически нездоровым фенотипом ожире-
ния, чем у пациентов с метаболически здоровым. 
У пациентов с МНЗО кишечная микробиота от-
личается большими метаболическими возмож-
ностями катаболизма энергетических субстратов, 
в том числе аминокислот, продукции ATP в цикле 
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Кребса и цепи переноса электронов, синтеза хино-
нов, витаминов В1, В6, В7, захвата железа и синте-
за гема, синтеза нуклеотидов, ароматических ами-
нокислот и деградации ароматических соединений. 
Кроме того, в микробиоте этих пациентов усилен 
синтез защитных компонентов клеточной стенки, 
в частности липополисахаридов.

Ранее нами показано [37, 62], что при МНЗО 
снижено разнообразие кишечной флоры, в то вре-
мя как при МЗО увеличено. Возможно, при МЗО 
повышенная способность кишечной микробио-
ты к синтезу гема, хинонов способствует лучшему 
энергообеспечению бактериальных клеток и дает 
им метаболические преимущества, способствуя 
тем самым увеличению микробного разнообразия. 

МНЗО в  свою очередь, по-видимому, сопрово-
ждается формированием агрессивных условий для 
кишечного микробиома, что, с  одной стороны, 
истощает кишечную флору, а с другой – выступает 
мощным фактором селекции микробиома. Изме-
нение метаболического профиля микробиоты при 
МНЗО может быть залогом выживания бактерий. 
В таких условиях выживание микробных клеток 
зависит от их способности к пролиферации (на-
пример, интенсивный синтез нуклеотидов), про-
дукции энергии и синтезу защитных компонентов 
клеток. Однако подобное перерождение кишеч-
ного микробиома может вносить вклад в развитие 
метаболических нарушений. Таким образом, мо-
жет происходить формирование порочного круга: 
метаболически нездоровое ожирение способствует 

Контроль МЗО МНЗО

H = 14.75
p < 0.001

H = 15.09
p < 0.001

H = 18.81
p < 0.001

H = 18.89
p < 0.001

H = 23.82
p < 0.00001

H = 10.39
p < 0.01

H = 15.34
p < 0.0005

H = 16.19
p < 0.0005

H = 15.79
p < 0.0005

H = 24.39
p = 0.000005

H = 25.68
p < 0.000005

H = 15.28
p < 0.0005

H = 8.33
p < 0.05

H = 10.04
p < 0.01

H = 8.93
p < 0.05

H = 24.95
p < 0.000005

H = 25.18
p < 0.000005

H = 13.92
p < 0.0001

H = 15.30
p < 0.0005

H = 12.92
p < 0.005

H = 13.38
p < 0.005

H = 16.38
p < 0.0005

0

0 100 200 300 400 500 600 700

10  000 20  0005000 15  000 25  000 30  000 35  000 40  000 45  000

Устойчивость к полимиксину

Суперпуть биосинтеза липополисахаридов

Биосинтез энтеробактериального общего антигена

Биосинтез пальмитата II (бактерии и растения)

Биосинтез стеарата I (бактерии и растения)

Биосинтез (5Z)-додек-5-еноата

Биосинтез пальмитолеата I (из (5Z)-додек-5-еноата)

Биосинтез олеата IV (анаэробный)

Биосинтез миколата

Биосинтез ADP-L-глицеро-β-D-манно-гептозы

Биосинтез GDP-D-глицеро-α-D-манно-гептозы

Биосинтез CMP-3-дезокси-D-манно-октузоланата I

Утилизация ангидромуропептидов

Биосинтез структурных блоков колановой кислоты

Биосинтез пептидогликанов IV (Enterococcus faecium)

Суперпуть биосинтеза структупных блоков О-антигена
из GDP-маннозы

Суперпуть биосинтеза структупных блоков О-антигена
из UDP-глюкозы

Биосинтез липида IVA

Суперпуть биосинтеза (Kdo)2-липида A

Трансфер Kdo на липид IVA III (Chlamydia)

Элонгация жирных кислот - насыщенных

Суперпуть инициации биосинтеза жирных кислот 
(E. coli)

Рис. 10. Анализ путей синтеза структурных компонентов в метаболических профилях микробиома пациентов с МЗО 
и МНЗО.
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истощению кишечного микробиома, дальнейшее 
перерождение которого вносит вклад в патогенез 
формирования метаболических нарушений у  та-
ких пациентов.

Статья подготовлена на основании результа-
тов, полученных в ходе реализации “Соглашения 
о предоставлении гранта в форме субсидии из фе-
дерального бюджета на осуществление государ-
ственной поддержки создания и развития научных 
центров мирового уровня, выполняющих исследо-
вания и разработки по приоритетам научно-тех-
нологического развития” от 20 апреля 2022 года 
(№ 075‑15‑2022‑310).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам Национального комитета по исследователь-
ской этике и Хельсинской декларации 1964 года 
и ее последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. Проведение научно-исследователь-
ской работы одобрено Локальным этическим ко-
митетом (ЛЭК) ФГБОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пи-
рогова Минздрава России (протокол № 186 от 
26.06.2019) и Локальным независимым этическим 
комитетом (ЛНЭК) ФГБОУ ВО РостГМУ Мин
здрава России (протокол № 20/19 от 12.12.2019). От 
каждого из включенных в исследование участни-
ков было получено информированное доброволь-
ное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Metabolic Profile of Gut Microbiota and Levels of Trefoil Factors in Adults 
with Different Metabolic Phenotypes of Obesity
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Obesity is associated with changes in the gut microbiota, as well as increased permeability of the intestinal 
wall. In 130 non-obese volunteers, 57 patients with metabolically healthy obesity (MHO), and 76 patients 
with metabolically unhealthy obesity (MUHO), bacterial DNA was isolated from stool samples, and the 
16S rRNA gene was sequenced. The metabolic profile of the microbiota predicted by PICRUSt2 (https://
huttenhower.sph.harvard.edu/picrust/) was more altered in patients with MUHO than MHO. Obesity, 
especially MUHO, was accompanied by an increase in the ability of the gut microbiota to degrade 
energy substrates, produce energy through oxidative phosphorylation, synthesize water-soluble vitamins 
(B1, B6, B7), nucleotides, heme, aromatic amino acids, and protective structural components of cells. 
Such changes may be a consequence of the microbiota adaptation to the MUHO-specific conditions. 
Thus, a vicious circle is formed, when MUHO promotes the depletion of gut microbiome, and further 
degeneration of the latter contributes to the pathogenesis of metabolic disorders. The concentration 
of the trefoil factor family (TFF) in the serum of the participants was also determined. In MHO and 
MUHO patients, TFF2 and TFF3 levels were increased, but we did not find significant associations of 
these changes with the metabolic profile of the gut microbiota.

Keywords: metabolically healthy obesity, metabolically unhealthy obesity, gut microbiota, metabolic profile, 
TFF2, TFF3, PICRUSt2
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Мишенью для индукции нейтрализующих ан-
тител у оболочечных РНК-вирусов служит поверх-
ностный трансмембранный белок, выполняющий 
ключевую роль в проникновении вируса в клетку. 
На вирусной оболочке эти белки используют ряд 
механизмов для ускользания от иммунного отве-
та: плотность их распределения на поверхности 
вириона низкая, конформация метастабильная и 
их покрывает слой гликанов. Оболочечный гли-
копротеин Env ВИЧ-1 относится к трансмембран-
ным белкам I типа и для проникновения в клетку 

использует механизм мембранного слияния, в про-
цессе которого конформация переходит в стабиль-
ную [1, 2]. Ранее мы детально изучали биологиче-
ские характеристики различных штаммов ВИЧ-1/
SIV (simian immunodeficiency virus – вирус имму-
нодефицита обезьян) и обнаружили, что структура 
и длина цитоплазматического домена (СТ) транс-
мембранной субъединицы gp41 могут влиять на 
биологические свойства вируса (стабильность три-
мера, активность формирования синцитий и ин-
фекционность) [3‒7]. Более того, стабилизирован-
ные тримеры Env ВИЧ-1 вызывали образование 
антител с широкой нейтрализующей активностью 
и высокой авидностью, в связи с чем их рассматри-
вают как потенциальные иммуногены для вакцин 
с повышенной эффективностью [3]. Иммуногены, 

DOI: 10.31857/S0026898424040113, EDN: IMLJGJ

Ранее получены высокоиммуногенные вирусоподобные частицы (VLP), содержащие белки 
оболочки (Env) ВИЧ-1, которые обладали способностью преодолевать природную резистентность 
поверхностных белков ВИЧ-1, связанную с их низким содержанием и труднодоступностью 
консервативных эпитопов для вируснейтрализующих антител. Разработанная технология ранее 
применена нами для получения VLP, несущих модифицированные тримеры Env штамма ZM53(T/F) 
ВИЧ-1. Для продукции VLP использовали рекомбинантные вирусы осповакцины, экспрессирующие 
Env и Gag-Pol (каркасный белок) ВИЧ-1/SIV, а также ген hr вируса коровьей оспы – для преодоления 
ограничений в репликации вируса осповакцины – в клетках СНО. Экспрессируемый белок Env 
содержал трансмембранный перекрывающий домен (TMS) вируса опухоли молочной железы мышей 
(MMTV), увеличивающий включение тримеров Env в VLP, и цитоплазматический домен (СТ) с GCN4-
последовательностью, влияющей на конформацию поверхностной субъединицы (SU). Для изучения 
состава гликанового паттерна Env и его влияния на эффективность формирования VLP использовали 
мутантную клеточную линия CHO Lec1, в которой нет фермента N-ацетилглюкозаминилтрансферазы 
TI  (GlcNAc-TI), вовлеченного в процессинг высокоманнозных углеводных цепей. Этот прием 
позволил модулировать состав гликанов на поверхности VLP, оптимизировать условия их 
формирования и наметить подходы к преодолению ограниченной иммуногенности ВИЧ-1, связанной 
с экранированием гликанами эпитопов Env. 
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которые имитируют важные процессы при есте-
ственной инфекции и инициируют соответству-
ющие врожденные иммунные реакции, имеют 
преимущество перед рекомбинантными белками 
(растворимые белки Env) благодаря сохранности 
природной структуры. 

ВИЧ-1-нейтрализующие антитела 
и  гликозилирование

Нейтрализующие анти-ВИЧ-1-антитела ши-
рокого спектра действия (broadly neutralizing 
antibodies, bNAbs) находят у пациентов с хрони-
ческой инфекцией ВИЧ-1. Консервативные эпи-
топы, которые они распознают, идентифициро-
ваны в определенных областях белка Env, вклю-
чая рецепторсвязывающий сайт и проксимальную 
внешнюю область gp41. При экспериментальных 
инфекциях приматы тоже индуцируют bNAbs. До 
сих пор вакцинация против ВИЧ-1 вызывала лишь 
низкие уровни нейтрализующих антител [8]. Одно 
из потенциальных препятствий к выработке та-
ких антител – гликозилирование поверхностного 
белка ВИЧ-1. Трансмембранный белок Env gp120-
gp41 нативного вириона ВИЧ-1 имеет тримерную 
структуру. Белок Env считается одним из наиболее 
высокогликозилированных поверхностных вирус-
ных гликопротеинов. В ряде работ показано, что 
гликозилирование Env приводит к экранированию 
антигенных сайтов на тримере [9‒13]. Позднее об-
наружили, что сайты, распознаваемые нейтрали-
зующими антителами, могут включать гликановые 
компоненты с высокоманнозными цепями, кото-
рые ковалентно связаны с остатком N332 Env [14]. 
Впоследствии показали, что bNAbs распознают 
N-связанные гликаны с высокоманнозными це-
пями и в отсутствие сайта гликозилирования при 
N332 [15]. Такие антитела могут иметь высокий 
терапевтический потенциал. Однако, в какой сте-
пени такие антитела могут быть вызваны вакци-
нами, предстоит продемонстрировать. Имеются 
доказательства, что гликозилирование белка Env 
изменяется при хронической ВИЧ-инфекции [16]. 
Это обстоятельство усложняет разработку вакцин, 
индуцирующих антитела, нацеленные на гликози-
лированные эпитопы. 

Влияние модификаций гликанов 
на  иммунный  ответ

Влияние изменений гликанового слоя на ин-
фекционность вируса (взаимодействие с клеточ-
ными рецепторами), а также на взаимодействие с 
антителами определяли для модифицированных по 
гликанам белков Env ВИЧ-1. В этих эксперимен-
тах использовали различные ингибиторы глико-
зилирования и клеточные линии, дефицитные по 
способности продуцировать комплексные углево-
дные цепи [17]. Модификация гликанов – один из 
способов преодоления низкой иммуногенности 

экранированных ими эпитопов, причем с сохране-
нием консервативных гликановых структур, входя-
щих в состав эпитопа, распознаваемого bNAbs [18]. 
Тем не менее до сих пор нет четкого понимания, 
как те или иные модификации гликанов отража-
ются на иммуногненности. 

Вирусоподобные частицы (virus-like particles, 
VLP) обладают преимуществами в качестве вак-
цинных антигенов. Преимущества заключаются 
в отсутствии векторных антигенов, что позволяет 
проводить буст-иммунизацию, а также в повышен-
ной иммуногенности антигенов, представленных 
в виде частиц, по сравнению с их растворимыми 
формами [19]. Размер частиц способствует эффек-
тивному поглощению антигенпрезентирующими 
клетками и последующей перекрестной презента-
ции эпитопов. На поверхности VLP антигены обе-
спечивают перекрестное связывание рецепторов 
B-клеток. VLP эффективно проникают в лимфа-
тические узлы, что способствует усилению стиму-
ляции В- и Т-клеток.

В представленной работе использованы вы-
скоиммуногенные Env-VLP ВИЧ-1, а для их про-
дукции – клеточные линии CHO, в которых пути 
гликозилирования белков генетически модифи-
цированы. Полученные VLP с белками Env, со-
держащими модифицированный СТ-домен, от-
крывают возможность для получения новой 
информации о составе гликанов на тримерах раз-
личной конформации и их возможном влиянии на 
иммуногенность.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Конструирование рекомбинантных вирусов. Для 
получения рекомбинантных вирусов гены ВИЧ-1 
[3] в составе плазмидного вектора (pRB21+встав-
ка) встраивали в геном мутантного вируса оспо-
вакцины (vaccinia virus) VRB12 посредством го-
мологичной рекомбинации в клетках CV-1 [20]. 
Получены рекомбинантные вирусы осповакцины 
(recombinant vaccinia virus, rVV), кодирующие по-
верхностные белки ВИЧ-1: (1) VVEnv-22hb (helical 
bundle – α-спиральный узел), несущий SU (surface 
unit – поверхностная субъединица) штамма ZM53 
и домен TMS (transmembrane spanning domain  – 
трансмембранный перекрывающий домен) из 
22 а.о. вируса опухоли молочной железы мышей 
(mouse mammary tumor virus, MMTV), к CT-до-
мену которого присоединена функциональная 
тримеризующая последовательность GCN4 дрож-
жевого фактора транскрипции; и (2) VVEnv-22, 
конструкция которого аналогична Env-22hb с 
GCN4-последовательностью, потерявшей функ-
циональность после замены остатков изолейцина 
на аланин (табл. 1). Также использовали получен-
ный ранее вирус VVGag-Pol, кодирующий Gag-
Pol, необходимый для формирования VLP и менее 
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подверженный ингибированию коэкспрессией 
Env по сравнению с Gag [4]. Рекомбинантный ви-
рус VVCP, несущий ген hr вируса коровьей оспы 
(ВКО; cowpox virus), необходимый для преодоле-
ния ограничений экспрессии описанных выше rVV 
в клетках СНО, любезно предоставлен Dr. В. Moss 
(National Institutes of Health, США). 

Клеточные линии и условия культивирования. Для 
получения VLP использовали клетки Hep2 и две 
линии клеток CHO: родительскую Pro-5 (CHO) и 
мутантную Lec1, в которой отсутствует N-ацетил-
глюкозаминилтрансфераза-TI (GlcNAc-TI). Клет-
ки были любезно предоставлены Dr. R.W. Compans 
(Emory University, США). Клетки выращивали 
на среде DMEM или α-MEM c добавлением 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого 
скота (FBS). 

Очистка клеточных мембран и VLP. Клетки, за-
раженные rVV, снимали скрепером, осаждали на 
микроцентрифуге Microfuge E (“Beckman Coulter”, 
США) при 14 000 об/мин в течение 30 с. К осад-
ку добавляли лизирующий буфер (25 мМ Трис-
HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.5% Triton X-100, 0.1% 
PMSF), ресуспендировали на вортексе, инкубиро-
вали во льду 5 мин и центрифугировали на микро-
центрифуге 5804R (“Eppendorf”, Германия) при 
20 913 g и 4°С в течение 20 мин. Супернатант со-
бирали и хранили при –80°C. Для приготовления 
VLP cупернатант от зараженных rVV клеток соби-
рали, осветляли центрифугированием при 3 500 
об/мин на роторе А-4-44 (5804R), пропускали 
через 0.45 мкм PVDF-фильтр Millex-HV (“Merck 
Millipore Ltd.”, Ирландия). VLP осаждали на уль-
трацентрифуге Beckman Optima XPN-90 (“Beckman 
Coulter”) в роторе SW41 при 28 000 об/мин и 4°С 
в течение 1.5 ч. Осадок суспендировали в PBS, 

содержащем 15% (w/v) сахарозы (“Диаэм”, Россия) 
и хранили при –80°C. 

Ферментативная обработка VLP. Для сравнения 
паттернов N-гликозилирования VLP, получен-
ных из клеток CHO или Lec1, проводили дегли-
козилирование N-эндогликозидазами PNGase F и 
Endo H. PNGаза F удаляет с гликопротеинов все 
типы N-связанных олигосахаридов: комплексные, 
гибридные и высокоманнозные цепи, – тогда как 
Endo H расщепляет хитобиозное ядро высокоман-
нозных и гибридных N-связанных углеводных це-
пей, но не расщепляет комплексные цепи. В экс-
периментах использовали следующие фермен-
ты: Endo H и PNGase F (“Promega Corporation”, 
США); α-химотрипсин из поджелудочной железы 
крупного рогатого скота и трипсин из поджелудоч-
ной железы крупного рогатого скота (“AppliChem”, 
Германия); субтилизин А (“Sigma-Aldrich”, США), 
протеинкиназа K (“Millipore”, США). Концентри-
рованные VLP инкубировали с ферментами при 
37°С в течение 1 ч, а затем растворяли в 2× буфере 
Laemmli.

Электрофорез Blue Native в полиакриламидном 
геле (BN-PAGE). Для анализа Env в составе VLP 
при невосстанавливающих условиях использо-
вали модифицированный протокол BN-PAGE 
[21]. Для высвобождения Env VLP инкубирова-
ли с равным объемом буфера, содержащего 0.12% 
Triton X-100, 1 мМ EDTA, 1.5 М аминокапроновой 
кислоты и  1 мкл коктейля ингибиторов протеаз 
(#04693132001, “Sigma-Aldrich”) в течение 5 мин, 
после чего вносили равный объем буфера для об-
разцов, содержащего 100 мМ морфолинпропан-
сульфоновой кислоты (MOPS), 100 мМ Трис-HCl, 
pH 7.7, 40% глицерина и 0.1% Coomassie Brilliant 
Blue. Образцы загружали в гель Bis-Tris NuPAGE 

Таблица 1. Рекомбинантные вирусы осповакцины, использованные для экспрессии модифицированных 
белков Env ВИЧ-1 

Вирус Состав экспрессируемого белка Env 
или целевой ген Источник

VVEnv-22hb

SU-домен ZM53 ВИЧ-1 [3]
TMS-домен MMTV [3]
CT-домен MMTV [3]
GCN4 (дрожжевой фактор транскрипции) [3]

VVEnv-22

SU-домен ZM53 ВИЧ-1 [3]
TMS-домен MMTV [3]
CT-домен MMTV [3]
нефункциональный GCN4 (Ile→Ala) [3]

VVEnvIIIB
(положительный контроль) Env IIIB ВИЧ-1 R.W. Compans

(Emory University, США)
VVSC11
(отрицательный контроль) нет генов ВИЧ-1 [4]

VVCP ген hr ВКО, нет генов ВИЧ-1 B. Moss 
(NIH, США)
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с концентрацией полиакриламида от 4 до 12% 
(“Invitrogen”, США). В качестве маркера исполь-
зовали ферритин (“Amersham Biosciences”, США). 
Электрофорез проводили при 4°C в течение 3 ч 
при 100 В с использованием в качестве катодного 
буфера 50 мМ MOPS/50 мМ Трис, pH 7.7, 0.002% 
Coomassie Brilliant Blue, а в качестве анодного – тот 
же буфер без Coomassie. По окончании процесса 
белки с геля переносили на PVDF-мембрану с ис-
пользованием Trans-Blot® TurboTM Transfer System 
(#1704150, “Bio-Rad Laboratories”, США).

Иммуноблотинг. При электрофорезе в 8, 10, 12, 
4‒15%-ном SDS-PAAG (“Bio-Rad Laboratories”) 
образцы денатурировали в 2× буфере Laemmli: 
100 мМ, Трис-HCl (pH 6.8), 4% (w/v) SDS, 0.2% 
(w/v) Bromophenol blue, 20% (v/v) глицерин – без 
или с  восстановителями (200 мM дитиотреитол, 
200  мМ β-меркаптоэтанол, 8 М мочевина), на-
гревали до 95°С или инкубировали при комнат-
ной температуре в течение 5 мин. Перенос бел-
ков с геля на 0.45-мкм PVDF-мембрану (“GE 
Healthcare”, США) и на 0.45- или 0.22-мкм нитро-
целлюлозную мембрану (“Bio-Rad Laboratories”) 
проводили в системе Trans-Blot® TurboTM (“Bio-
Rad Laboratories”). В качестве блокирующего буфе-
ра использовали 5%-ное сухое молоко (“PanReac 
AppliChem”, Германия) в PBS (“Эко-сервис”, Рос-
сия) с 0.1% Tween-20 (w/v) (“PanReac AppliChem”). 
Специфичные к ВИЧ-1 поликлональные антитела 
человека, полученные от инфицированных доно-
ров (Россия и США), в разведении 1 : 1000 исполь-
зовали в качестве первичных. Поликлональные 
козьи антитела против IgG человека, конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (HRP) (“Sigma-
Aldrich”), в разведении 1 : 80 000 использовали как 
вторичные. Все антитела разводили в вышеуказан-
ном блокирующем буфере. В негативном контроле 
использовали незараженные клетки – для них не 
детектировали взаимодействия с анти-ВИЧ-1-ан-
тителами от инфицированных доноров. Люми-
несцентный сигнал от субстрата ClarityTM Western 
ECL (“Bio-Rad Laboratories”) детектировали на 
Amersham Imager 600 (“GE Healthcare”). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия модифицированных белков  
Env ВИЧ-1 рекомбинантными вирусами 

осповакцины в  клетках Hep2 и CHO 
В ходе исследования проанализирована спо-

собность гена hr ВКО преодолевать ограничение 
в репликации вируса осповакцины в CHO клет-
ках (рис. 1, дорожки 2, 4, 6). Для сравнения ис-
пользованы клетки Hep2, которые пермиссивны 
для вируса осповакцины (рис. 1, дорожки 1, 3, 5). 
Клетки CHO заражали вирусами осповакцины, 
содержащими гены env и gag-pol ВИЧ-1, а также 

коинфицировали рекомбинантными вирусами, ко-
торые содержали интактный ген hr ВКО [22] (рис. 1, 
дорожки 1‒4), или контрольным VVSC11 (рис. 1, 
дорожки 5, 6). Как видно из рис. 1, при коэкспрес-
сии генов env ВИЧ-1 и hr ВКО в клетках CHO син-
тезировались белки Env и Gag (дорожки 2, 4), в то 
время как в отсутствие hr эти белки обнаружить 
на удалось (дорожка 6). При коинфицировании 
с VVGag-Pol в клетках Hep2 и CHO наблюдались 
продукты нарезания белков Gag, что обусловлено 
присутствием в конструкции вирусной протеазы 
(дорожки 1, 2). 

Формирование тримеров модифицированными 
белками Env ВИЧ-1

Для изучения возможных изменений в составе 
гликанов белка Env ВИЧ-1 мы сравнили его ста-
билизированные и нестабилизированные кон-
формации, для чего использовали пермиссивные 
клетки Hep2. Трансляция белка Env сопровожда-
ется гликозилированием синтезированной поли-
пептидной цепи и олигомеризацией в тримеры в 
эндоплазматическом ретикулуме клетки (рис. 2). 
Олигомеризация способствует перемещению три-
меров в аппарат Гольджи, где происходит разре-
зание полипептидной цепи на SU и трансмем-
бранную (transmembrane unit, TM) субъединицу и 
дальнейшее созревание углеводной цепи. Однако 
в составе тримера Env некоторые субстраты могут 
быть недоступны для ферментов [23]. 

Env

Gag-Pol

Gag

Gag

225
150
102
76

52

38

31

24

1 2 3 4 5 6

Рис. 1. Влияние экспрессии гена hr вируса коровьей 
оспы на синтез белков Env и Gag ВИЧ-1 в клетках 
CHO и Hep2. Клетки Hep2 (дорожки 1, 3, 5) или CHO 
(дорожки 2, 4, 6) коинфицированы VVEnvIIIB (до-
рожки 1–6), VVGag-Pol (дорожки 1, 2), VVCP (дорож-
ки 1–4) или VVSC11 (контрольный вирус без генов hr 
ВКО и ВИЧ-1) (дорожки 5, 6). Номера справа указы-
вают на местоположение стандартов молекулярных 
масс белков (кДа).
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Ранее установлено, что стабильность тримеров 
Env зависит от наличия α-спирали в СТ-домене 
белка [3, 7, 24]. Учитывая этот факт, мы проана-
лизировали способность рекомбинантного Env с 
лабильной конформацией формировать тримеры 
и процессинг его гликанов. С целью понять, как 
конформация белка Env, стабильная или более 

подвижная, влияет на формирование тримера и 
процессинг гликанов, мы использовали вариант 
VVEnv-22, который экспрессирует Env ВИЧ-1, 
содержащий TMS-домен MMTV и укороченный 
СТ-домен MMTV, несущий нефункциональную 
последовательность GCN4 (остатки Ile замене-
ны на Ala). В связи с тем что длина СТ-домена 
Env влияет на биологические свойства ВИЧ-1, 
нефункциональную последовательность GCN4 
включили в состав СТ для соответствия его длины 
таковой в белке Env из VVEnv-22hb. Очищенную 
фракцию плазматических мембран клеток Hep2, 
зараженных VVEnv-22 в разных дозах (по чис-
лу бляшкообразующих единиц (БОЕ) на клетку), 
анализировали методом иммуноблотинга (рис. 3, 
дорожки 1‒3). 

Как видно из результатов, приведенных на 
рис. 3, белок Env с укороченным СТ-доменом, без 
тримеризирующей последовательности GCN4, об-
разовывал в клетках Нeр2 тримеры gp120SU, ко-
торые при одновременном воздействии высокой 
температуры и химических восстановителей рас-
падались на мономеры (рис. 3, дорожка 5). Таким 
образом, продемонстрирована способность белка 
Env, не содержащего тримеризующей последова-
тельности в СТ-домене, формировать тримеры на 
поверхности мембраны клеток Нeр2. 

1 2

3

4 5
ЭР Г

SU-домен

CT-домен

GCN4

Evn-22

Evn-22hb

ЭР Г
Рис. 2. Трансляция белка Env ВИЧ-1 сопровождается гликозилированием синтезируемой полипептидной цепи 
и олигомеризацией в тримеры в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР) клетки. Олигомеризация способствует пе-
ремещению тримеров в аппарат Гольджи (Г), где происходит нарезание полипептидной цепи на SU и трансмем-
бранную субъединицу и дальнейшее созревание углеводной цепи. В составе тримера Env при наличия α-спирали 
в СТ-домене некоторые субстраты могут быть недоступны для ферментов. (1) Env-предшественник; (2) олигоман-
нозные цепи (бежевый цвет), присоединенные по остатку аспарагина в сайте потенциального N-гликозилирования 
(Asn-X-Thr/Ser, где Х ≠ Pro) на мономере Env (gp160); (3) олигомеризация и перемещение тримеров Env; (4) проте-
олитическое расщепление gp160 клеточным фурином с образованием gp120 и gp41; (5) процессинг углеводных це-
пей и образование комплексных гликанов (зеленый цвет). Описание состава белков Env-22 и Env-22hb см. в табл. 1. 
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Рис. 3. Образование тримеров белком Env ВИЧ-1, 
экспрессируемым VVEnv-22. Клетки Hep2 заража-
ли вирусом с разной множественностью инфекции 
(MOI): 0.1 (дорожка 1), 0.2 (дорожка 2), 0.5 (дорожки 
3, 5) БОЕ/клетка. Негативный контроль – неинфици-
рованные клетки Hep2 (дорожка 4). Через 48 ч клетки 
снимали и очищали фракцию плазматических мем-
бран, содержащую белки ВИЧ-1. Образцы растворя-
ли в буфере для нанесения образцов без восстанови-
телей при комнатной температуре (дорожки 1‒3) или 
c восстановителями (200 мM дитиотреитол, 200 мМ 
β-меркаптоэтанол, 8 М мочевина) 5 мин при 96°C (до-
рожка 5). Белки разделяли в 4–15%-ном SDS-PAAG и 
анализировали методом иммуноблотинга.
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Продукция VLP
При получении Env-VLP прежде всего определи-

ли оптимальные условия их формирования с мак-
симальным включением модифицированных бел-
ков Env: во-первых, множественность заражения 
и, во-вторых, соотношение между тремя rVV. Ранее 
показано, что Env с транкированным CT более эф-
фективно включается в VLP, чем полноразмерный 
белок, количество которого в частицах строго огра-
ничено из-за длины СТ [3, 4, 25]. В связи с этим 
количество шипов в VLP, состоящих из укорочен-
ных беков Env, можно увеличить за счет подбора 
соотношения вирусов VVCP, VVEnv-22 и VVGag-
Pol. В ходе исследования кинетики продукции VLP 
в культуре клеток CHO, коинфицированной тремя 
rVV (VVCP + VVEnv-22 + VVGag-Pol), мы опреде-
лили, что максимальный уровень VLP, несущих на 
поверхности Env ВИЧ-1, продуцируется через 72 ч 
после начала инфекции (рис. 4а, б), что коррелиро-
вало с данными, полученными ранее [4]. Выявлено, 
что модифицированный Env ВИЧ-1 включается в 
плазматические мембраны клеток в виде двух не-
ковалентно связанных субъединиц: поверхностной 
и трансмембранной, – что также показано ранее 
для природных форм белка Env [23]. Мы проверили 
влияние изменений соотношений рекомбинантных 
вирусов на включаемость Env ВИЧ-1 в состав VLP.

Конфицирование тремя вирусами: VVCP + 
VVEnv-22 + VVGag-Pol – при одновременном воз-
растании значений MOI (от 0.1 до 0.5 БОЕ/клетка) 
для всех вирусов приводило к увеличению уров-
ня Env-содержащих VLP. Однако при увеличении 

содержания VVCP или VVEnv-22 (при значени-
ях MOI от 0.1 до 0.5 БОЕ/клетка) над количеством 
VVGag-Pol значительной разницы во включении 
Env в VLP не обнаружено, что, вероятно, связано с 
низкой множественностью заражения. При высоком 
значении MOI (от 5 до 25 БОЕ/клетка) включение 
тримеров Env в VLP увеличивалось, особенно в со-
отношении вирусов, где преобладала доля VVEnv-22 
над VVGag-Pol (данные не приведены). По-видимому, 
это связано с тем, что при низких значениях MOI 
для трех вирусов (необходимых для продукции Env-
VLP) одновременно заразить одну клетку сложнее. 
На основании этих результатов подобраны опти-
мальные условия для продукции в клетках CHO VLP 
с высоким уровнем включения тримеров Env.

Паттерн гликозилирования модифицированных 
белков Env ВИЧ-1 в составе VLP

Мы изучали гликозилирование рекомбинант-
ного белка Env ВИЧ-1 в клетках CHO. Для этого 
анализировали молекулярные массы гликановых 
форм белка Env ВИЧ-1, которые образуются в клет-
ках CHO при заражении тремя вирусами: VVCP + 
VVEnv-22 + VVGag-Pol, – и сравнивали уровень их 
экспрессии (рис. 5). При увеличении содержания 
VVEnv-22 (рис. 5, дорожки 3‒5) или VVCP (рис. 5, 
дорожки 3, 5) в смеси трех rVV для инокуляции в 
клетках CHO экспрессия Env повышалась, а умень-
шение доли VVGag-Pol (VLP-формирующий вирус) 
не изменяло ее интенсивность (рис. 5, дорожка 5). 
В мембраны клеток включался Env ВИЧ-1 с раз-
ными молекулярными массами, преимущественно 
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Рис. 4. Кинетика продукции VLP ВИЧ-1. а  – Ана-
лиз продукции VLP методом иммуноблотинга. Клет-
ки CHO коинфицировали тремя вирусами: VVCP : 
VVEnv-22 : VVGag-Pol в соотношении 1 : 1 : 1 – с MOI 
0.5 БОЕ/клетка; культуральную среду, содержащую 
VLP, собирали на 0 (дорожка 6), 48 (1), 60 (2), 72 (3), 
84 (4) и 96 (5) ч после начала заражения. б – Денсито-
метрический анализ проведен с использованием про-
граммного обеспечения ImageJ. Данные представлены 
на основании двух независимых экспериментов. 

Рис. 5. Иммуноблот-анализ молекулярной массы бел-
ков Env ВИЧ-1 на поверхности клеток CHO, коинфи-
цированных смесью rVV. Содержание вирусов VVCP + 
VVEnv-22 + VVGag-Pol в инокуляте соответствовало 
0.5 : 0.5 : 0.5 (дорожка 2), 1 : 1 : 1 (дорожка 3), 0.5 : 
1.5 :  0.5 (дорожка 4), 1 : 1.5 : 0.5 (дорожка 5) БОЕ/клет-
ка. Негативный контроль  – клетки СНО, коинфи-
цированные VVCP и VVGag-Pol в соотношении 1 : 1 
БОЕ/клетка (дорожка 1). Белки разделяли в 8%-ном 
SDS-PAAG и анализировали методом иммуноблотин-
га, как описано в разделе “Экспериментальная часть”.
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соответствующими мономерной (120‒150 кДa) и 
тримерной (360‒450 кДa) форме SU-белка (рис. 5, 
дорожки 2‒5). Машинерия гликозилирования в 
клетках CHO близка к таковой в клетках человека 
[26]. Вероятнее всего, диффузные полосы 120‒150 и 
360‒450 кДa соответствуют различным стадиям про-
цессинга углеводных цепей белка Env ВИЧ-1. 

Также проведено сравнение белков Env, по-
лученных в клетках CHO и в мутантных клетках 
CHO Lec1 (не образуют комплексных и гибридных 
N-гликозилированных углеводных цепей) до и по-
сле обработки гликозидазой (рис. 6). 

В не обработанной гликозидазами фракции 
плазматических мембран клеток СНО белки Env 
детектировали в виде диффузных полос в диапазо-
не от 41 до 160 кДа (рис. 6, дорожка 3), в то время 

как в клетках Lec1 выявлены две более четкие по-
лосы в районе 160 и 41 кДа (рис. 6, дорожка 6). Как 
видно на рис. 6, gp120 (SU) и gp41 (ТМ) высокогли-
козилированы в обоих клеточных линиях, преиму-
щественно N-связанными олигосахаридами, чув-
ствительными к обработке Endo H (3.2.1.96). Это 
высокоспецифичная эндогликозидаза, которая 
отщепляет от гликопротеинов Asn-связанные вы-
сокоманнозные углеводные цепи, но не комплекс-
ные  – с высокой степенью процессинга. Проду-
цируемые мономеры белков SU и ТМ интенсивно 
гликозилированы в обоих клеточных линиях, но в 
клетках Lec1 они более чувствительны к обработке 
Endo H, чем в клетках CHO дикого типа. Различ-
ная чувствительность клеток Lec1 и CHO к обра-
ботке Endo H связана с наличием комплексных и 
гибридных гликанов в CHO и доступностью для 
фермента высокоманнозных гликанов в Lec1.

Содержание модифицированных тримеров Env, 
которое оценивали по соотношению Gag/Env, на-
ходилось в диапазоне от 50 до 100 тримеров на 
VLP по сравнению с 10 тримерами на ВИЧ-вири-
оны первичных изолятов [3]. Более того, при из-
учении VLP с аутентичными белками Env пред-
ставлены доказательства того, что частицы ВИЧ-
1 могут содержать нефункциональные мономеры 
gp120/gp41 [21]. Для анализа полученных в клетках 
Lec1 VLP с белками Env22 или Env-22hb (SU/TM) 
в форме тримеров использовали BN-PAGE. 

Чувствительность тримеров Env в составе VLP, 
полученных в клетках Lec1, к действию Endo H была 
избирательной (рис. 7а, дорожка 2; 7б, дорожки 2 и 5).

Как видно из рис. 7, тримеры Env-22 оказались 
не чувствительными к действию Endo H: молекуляр-
ные массы как не обработанных (рис. 7б, дорожка 3), 
так и обработанных (рис. 7б, дорожка 2) ферментом 
образцов не отличалась. Однако тримеры Env-22hb 
были чувствительны к действию Endo H: молекуляр-
ные массы необработанных (рис. 7б, дорожка 6) и 

SU

225
1 2 3 4 5 6

150

102

76

52

38TM

SU/TM
тример

VLP

440

1б 2 31а 2 3 4 5 6

225

150

102
76

440

225

150
102

76
52

SU/TM
тример

TM
тример

Рис. 6. Иммуноблотинг белков Env ВИЧ-1, экспрес-
сируемых клетками CHO (1‒3) и CHO Lec1 (4–6), за-
раженных VVEnvIIIB. Фракцию плазматических мем-
бран обрабатывали Endo H (дорожки 1, 4), PNGase F 
(дорожки 2, 5) или не обрабатывали (дорожки 3, 6). 
Белки разделяли в 8%-ном SDS-PAAG и анализиро-
вали методом иммуноблотинга, как описано в разделе 

“Экспериментальная часть”. 

Рис. 7. BN-PAGE-анализ VLP, обработанных гликозидазами или протеазами. VLP, полученные в клетках Lec1, ин-
фицированных с одинаковой множественностью VVGag-Pol и VVEnv-22 (а), с избытком VVEnv-22 или VVEnv-22hb 
по отношению к VVGag-Pol (б). VLP Env-22 (а, 1‒3; б, 1‒3); VLP Env-22hb (б, 4‒6). Необработанные VLP (а, 1; б, 3 
и 6), обработанные Endo H (а, 2; б, 2 и 5), смесью ферментов: химотрипсин, трипсин, субтилизин/протеиназа K) 
(а, 3; б, 1 и 4).
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обработанных (рис. 7б, дорожка 5) образцов отлича-
лись. На основании полученных результатов можно 
сделать вывод, что белок Env-22 содержит комплекс-
ные углеводные цепи, в то время как к Env-22hb при-
креплены исключительно высокоманнозные гликаны. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее при разработке подходов к повышению 
иммуногенности белка Env установлено, что для 
этого необходимо выполнение, как минимум, двух 
условий: увеличения его содержания в несущей 
конструкции, то есть включаемости в VLP, и анти-
генной доступности, то есть экспонированности 
консервативных эпитопов, узнаваемых нейтрали-
зующими антителами [3]. Замена TMS и CT белка 
gp41 ВИЧ-1 на соответствующие последовательно-
сти из гликопротеина Env MMTV приводила к уве-
личению включения экспрессируемого модифици-
рованного белка Env ВИЧ-1 в состав VLP. Скорее 
всего, это обусловлено тем, что плотность природ-
ного Env на вирионах MMTV гораздо выше, чем 
Env ВИЧ-1 на вирусной частице. Модификация 
СТ-домена включением в его состав тримеризи-
рующей α-спиральной последовательности GCN4 
усиливала иммуногенность Env штамма ZM53 
ВИЧ-1  – трансмиссивного штамма-основателя 
(transmitted founder; T/F) (этот вирус отличается 
от других ВИЧ-1 “компактностью” белка Env, что 
обусловлено более короткими петлями V1–V4 gp120 
[27]). Эти модификации белка Env позволили до-
стигнуть высоких уровней его включения в VLP [3]. 

Для продукции VLP с целью изучения состава 
гликанов поверхностных шипов ВИЧ-1 мы исполь-
зовали клетки CHO. Этот выбор обусловлен тем, что 
эти клетки широко используют для сверхэкспрессии 
чужеродных белков и их суспензионные культуры 
легко масштабируемы, причем без сывороточной 
среды. Кроме того, клетки CHO относятся к очень 
немногим перевиваемым клеточным линиям, одо-
бренным для экспрессии рекомбинантных белков в 
медицинских целях [22]. Мутантные варианты клеток 
CHO используют для изучения путей гликозилиро-
вания и идентификации генов белков, участвующих 
в этом процессе, для выяснения функциональной 
роли гликанов, а также в инженерии гликозилирова-
ния. Именно в клетках СНО, содержащих генетиче-
ски измененные пути N-гликозилирования, удалось 
получить VLP, обогащенные Env. Это генетически 
сконструированная линия СНО Lec1, полученная из 
родительской СНО Pro-5 [28]. В ряде исследований 
показано, что значительное влияние на гликозили-
рование Env оказывает метаболическая активность 
клеточных линий, приводящая к различному содер-
жанию N-гликанов в Env [17, 29, 30]. 

Мы обнаружили, что прикрепленные к бел-
ку Env без тримеризирующей последовательности 
высокоманнозные углеводные цепи подвергаются 

процессингу с образованием комплексных цепей, 
в то время как Env с тримеризирующей последова-
тельностью содержит исключительно высокоманно-
зные олигосахариды. По сравнению со стабилизи-
рованным нестабилизированный Env53-22 содержал 
гораздо более высокую долю комплексных гликанов. 
Различные факторы, такие как стабилизирующие 
мутации, скорость прохождения секреторного пути 
и другие, могут влиять на процессинг углеводных 
цепей гликопротеинов [31]. Как показано ранее, 
паттерн гликозилирования рекомбинантных Env – 
ключевой параметр при дизайне ВИЧ-вакцин [32]. 
Структура рекомбинантных растворимых тримеров 
Env SOSIP или других, среди которых есть клиниче-
ские кандидаты, значительно отличается от аутен-
тичных белков Env ВИЧ-1. У SOSIP нет СТ-домена. 
После транкирования СТ-домена на месте удаления 
остается открытая белковая поверхность, не защи-
щенная гликанами. Эта белковая поверхность ста-
новится предпочтительной мишенью для антител, 
что изменяет антигенный паттерн и индуцирует не-
целевой иммунный ответ или слабые штаммспеци-
фические нейтрализующие антитела [32].  

Иммуногенность полученных в представленной 
работе VLP, содержащих модифицированные бел-
ки Env с различной композицией гликанов, еще 
предстоит изучить. Однако давно показано, что 
участок, который модулирует взаимодействие по-
верхностной субъединицы с CD4 и корецептором, 
находится на петлях V1V2 вблизи β-листа gp120 
[33, 34]. Более того, предполагается, что петля V4, 
расположенная на внешнем домене тримера gp120, 
при изменении ее размера влияет на упаковку и 
ориентацию гликанов вблизи CD4-связывающе-
го сайта [27]. Таким образом, наличие компакт-
ной области V1‒V4 в штамме ZM53 ВИЧ-1 имеет 
функциональное значение, по-видимому, благо-
приятствуя экспонированности CD4-связывающе-
го домена и, как следствие, повышению иммуно-
генности [35‒39]. Ранее продемонстрировано, что 
различия в аффинности к CD4 не ассоциированы 
с функциями Env (активностью слияния или ин-
фекционностью вириона), в то время как первич-
ная структура и длина домена CT влияли на спо-
собность связываться с CD4. Кроме того, спираль-
ная структура в домене CT снижала способность 
связывания Env с CD4, но усиливала аффинность 
связывание с корецептором CCR5 [7, 23, 24, 40, 41].

Отличие VLP от растворимых белков состоит в 
том, что в составе частицы сохраняется природная 
структура тримера Env ВИЧ-1, которую можно из-
менять на другие конформации посредством мо-
дификации СТ-домена. Изменения конформации 
тримера Env сопровождаются изменениями в соста-
ве связанных с ним гликанов. Углеводные цепи на 
стабилизированных Env-тримерах ВИЧ-1 в высоко-
иммуногенных VLP [3] более однородны по составу 
и меньше по размеру, чем гликаны на тримерах Env с 
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подвижной конформацией. При дизайне VLP-имму-
ногена необходимо учитывать характеристики белка 
Env штаммов ВИЧ-1. Различия между белком Env 
штамма-основателя, имеющим “закрытую” конфор-
мацию и не вызывающим образования неспецифи-
ческих антител, или Env штамма ВИЧ-1 при хрони-
ческой инфекции – с “открытой” конформацией 
и высоким потенциалом изменений во внешнем и 
цитоплазматическом доменах – имеют значение при 
выборе стратегий, влияющих на демаскировку кон-
сервативных эпитопов. Надеемся, что с помощью 
сконструированных нами высокоиммуногенных 
VLP удастся расширить знания о влиянии гликанов 
на индукцию нейтрализующих антител, что позво-
лит получить эффективные иммуногены ВИЧ-1.
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полезные дискуссии в ходе написания статьи. 

Работа поддержана Государственным заданием 
Минобрнауки (Рег. № 122111700079-1). 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1.	 Melikyan G.B., Markosyan R.M., Hemmati H., Delmedi-

co M.K., Lambert D.M., Cohen F.S. (2000) Evidence that 
the transition of HIV-1 gp41 into a six-helix bundle, not 
the bundle configuration, induces membrane fusion. J. Cell 
Biol. 151, 413–423. 

2.	 Rutten L., Lai Y.T., Blokland S., Truan D., Bisschop I.J.M., 
Strokappe N.M., Koornneef A., van Manen D., Chu
ang  G.Y., Farney S.K., Schuitemaker H., Kwong P.D., 
Langedijk J.P.M. (2018) A universal approach to optimize 
the folding and stability of prefusion-closed HIV-1 envelope 
trimers. Cell Rep. 23, 584–595. 

3.	 Vzorov A.N., Wang L., Wang B.Z., Compans R.W. (2016) 
Effects of modification of the HIV-1 Env cytoplasmic tail on 
immunogenicity  of VLP vaccines. Virology. 489, 141–150.

4.	 Vzorov A.N., Compans R.W. (1996) Assembly and release of 
SIV env proteins with full-length or truncated cytoplasmic 
domains. Virology. 221, 22–33.

5.	 Vzorov A.N., Lea-Fox D., Compans R.W. (1999) Immuno-
genicity of full length and truncated SIV envelope proteins. 
Viral Immunol. 12, 205–215.

6.	 Vzorov A.N., Compans R.W. (2000) Effect of the cytoplas-
mic domain of the simian immunodeficiency virus envelope 
protein on incorporation of heterologous envelope proteins 
and sensitivity to neutralization. J. Virol. 74, 8219–8225.

7.	 Vzorov A.N., Compans R.W. (2011) Effects of stabilization of 
the gp41 cytoplasmic domain on fusion activity and infectivity 
of SIVmac239. AIDS Res. Hum. Retroviruses. 27, 1213–1222.

8.	 Haynes B.F., Wiehe K., Borrow P., Saunders K.O., Korb-
er B., Wagh K., McMichael A.J., Kelsoe G., Hahn B.H., 
Alt F., Shaw G.M. (2023) Strategies for HIV-1 vaccines that 
induce broadly neutralizing antibodies. Nat. Rev. Immu-
nol. 23, 142–158. 

9.	 Back N.K., Smit L., De Jong J.J., Keulen W., Schutten M., 
Goudsmit J., Tersmette M. (1994) An N-glycan within the 
human immunodeficiency virus type 1 gp120 V3 loop affects 
virus neutralization. Virology. 199, 431–438. 

10.	 Cole K.S., Steckbeck J.D., Rowles J.L., Desrosiers R.C., Mon-
telaro R.C. (2004) Removal of N-linked glycosylation sites in 
the V1 region of simian immunodeficiency virus gp120 results in 
redirection of B-cell responses to V3. J. Virology. 78, 1525–1539. 

11.	 Koch M., Pancera M., Kwong P.D., Kolchinsky P., Grund-
ner C., Wang L., Hendrickson W.A., Sodroski J., Wyatt R. 
(2003) Structure-based, targeted deglycosylation of HIV-1 
gp120 and effects on neutralization sensitivity and antibody 
recognition. Virology. 313, 387–400. 

12.	 McCaffrey R.A., Saunders C., Hensel M., Stamatatos L. 
(2004) N-linked glycosylation of the V3 loop and the im-
munologically silent face of gp120 protects human immu-
nodeficiency virus type 1 SF162 from neutralization by anti-
gp120 and anti-gp41 antibodies. J. Virology. 78, 3279–3295. 

13.	 Reitter J.N., Means R.E., Desrosiers R.C. (1998) A role for car-
bohydrates in immune evasion in AIDS. Nat. Med. 4, 679–684.

14.	 Julien J.P., Lee P.S., Wilson I.A. (2012) Structural insights 
into key sites of vulnerability on HIV-1 Env and influenza 
HA. Immunol. Rev. 250, 180–198. 

15.	 Sok D., Doores K.J., Briney B., Le K.M., Saye-Francisco 
K.L., Ramos A., Kulp D.W., Julien J.P., Menis S., Wickra-
masinghe L., Seaman M.S., Schief W.R., Wilson I.A., Poi-
gnard P., Burton D.R. (2014) Promiscuous glycan site re
cognition by antibodies to the high-mannose patch of gp120 
broadens neutralization of HIV. Sci. Transl. Med. 6, 236ra63. 

16.	 Lanteri M., Giordanengo V., Hiraoka N., Fuzibet J.G., Au-
berger P., Fukuda M., Baum L.G., Lefebvre J.C. (2003) Al-
tered T cell surface glycosylation in HIV-1 infection results 
in increased susceptibility to galectin-1-induced cell death. 
Glycobiology. 13, 909–918. 

17.	 Binley J.M., Ban Y.E., Crooks E.T., Eggink D., Osawa K., 
Schief W.R., Sanders R.W. (2010) Role of complex carbohy-
drates in human immunodeficiency virus type 1 infection and 
resistance to antibody neutralization. J. Virol. 84, 5637–5655. 

18.	 Wagh K., Hahn B.H., Korber B. (2020) Hitting the sweet 
spot: exploiting HIV-1 glycan shield for induction of broadly 
neutralizing antibodies. Curr. Opin. HIV AIDS. 15, 267–274.

19.	 Lechner F., Jegerlehner A., Tissot A.C., Maurer P., Seb-
bel P., Renner W.A., Jennings G.T., Bachmann M.F. (2002) 
Virus-like particles as a modular system for novel vaccines. 
Intervirology. 45, 212–217. 

20.	 Blasco R., Moss B. (1995) Selection of recombinant vac-
cinia viruses on the basis of plaque formation. Gene. 158, 
157–162. 

21.	 Moore P.L., Crooks E.T., Porter L., Zhu P., Cayanan C.S., 
Grise H., Corcoran P., Zwick M.B., Franti M., Morris L., 
Roux K.H., Burton D.R., Binley J.M. (2006) Nature of 
nonfunctional envelope proteins on the surface of human 
immunodeficiency virus type 1. J. Virol. 80, 2515–2528. 

22.	 Ramsey-Ewing A., Moss B. (1996) Recombinant protein 
synthesis in Chinese hamster ovary cells using a vaccinia 
virus/bacteriophage T7 hybrid expression system. J. Biol. 
Chemistry. 271, 16962–16966. 

23.	 Checkley M.A., Luttge B.G., Freed E.O. (2011) HIV-1 en-
velope glycoprotein biosynthesis, trafficking, and incorpora-
tion. J. Mol. Biol. 410, 582–608. 

24.	 Vzorov A.N., Yang C., Compans R.W. (2015) An amphipathic 
sequence in the cytoplasmic tail of HIV-1 Env alters cell tropism 
and modulates viral receptor specificity. Acta Virol. 59, 209–220. 

25.	 Tedbury P.R., Novikova M., Ablan S.D., Freed E.O. (2016) 
Biochemical evidence of a role for matrix trimerization 



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

664	 Каевицер и др.

in HIV-1 envelope glycoprotein incorporation. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 113(2), E182–E190. 
doi: 10.1073/pnas.1516618113

26.	 Nguyen N.T.B., Lin J., Tay S.J., Mariati, Yeo M., Nguyen-
Khuong T., Yang Y. (2021) Multiplexed engineering glyco
syltransferase genes in CHO cells via targeted integration for 
producing antibodies with diverse complex-type N-glycans. 
Sci. Rep. 11, 12969. 

27.	 Derdeyn C.A., Decker J.M., Bibollet-Ruche F., Mokili J.L., 
Muldoon M., Denham S.A., Heil M.L., Kasolo F., Muson-
da R., Hahn B.H., Shaw G.M., Korber B.T., Allen S., Hun
ter E. (2004) Envelope-constrained neutralization-sensitive 
HIV-1 after heterosexual transmission. Science. 303, 2019–2022.

28.	 Patnaik S.K., Stanley P. (2006) Lectin-resistant CHO glyco-
sylation mutants. Methods Enzymol. 416, 159–182.

29.	 Zhu X., Borchers C., Bienstock R.J., Tomer K.B. (2000) 
Mass spectrometric characterization of the glycosylation 
pattern of HIV-gp120 expressed in CHO cells. Biochemis-
try. 39, 11194–11204. 

30.	 Raska M., Takahashi K., Czernekova L., Zachova K., Hall S., 
Moldoveanu Z., Elliott M.C., Wilson L., Brown R., Janco-
va D., Barnes S., Vrbkova J., Tomana M., Smith P.D., Mes-
tecky J., Renfrow M.B., Novak J. (2010) Glycosylation patterns 
of HIV-1 gp120 depend on the type of expressing cells and af-
fect antibody recognition. J. Biol. Chem. 285, 20860–20869. 

31.	 Srinivas R.V., Compans R.W. (1983) Glycosylation and in-
tracellular transport of spleen focus-forming virus glycopro-
teins. Virology. 125, 274–286.

32.	 Cao L., Pauthner M., Andrabi R., Rantalainen K., Bernd-
sen Z., Diedrich J.K., Menis S., Sok D., Bastidas R., Park S.R., 
Delahunty C.M., He L., Guenaga J., WyattR.T., Schief W.R., 
Ward A.B., Yates J.R. 3rd., Burton D.R., Paulson J.C. (2018) 
Differential processing of HIV envelope glycans on the virus 
and soluble recombinant trimer. Nat. Commun. 9, 3693. 

33.	 Kwong P.D., Wyatt R., Robinson J., Sweet R.W., Sodro-
ski J., Hendrickson W.A. (1998) Structure of an HIV gp120 
envelope glycoprotein in complex with the CD4 receptor 
and a neutralizing human antibody. Nature. 393, 648–659. 

34.	 Rizzuto C.D., Wyatt R., Hernández-Ramos N., Sun Y., 
Kwong P.D., Hendrickson W.A., Sodroski J. (1998) A con-
served HIV gp120 glycoprotein structure involved in chemo-
kine receptor binding. Science. 280, 1949–1953. 

35.	 Kolchinsky P., Kiprilov E., Sodroski J. (2001) Increased 
neutralization sensitivity of CD4-independent human im-
munodeficiency virus variants. J. Virol. 75, 2041–2050. 

36.	 Puffer B.A., Pöhlmann S., Edinger A.L, Carlin D., San-
chez  M.D., Reitter J., Watry D.D., Fox H.S., Desro-
siers R.C., Doms R.W. (2002) CD4 independence of simian 
immunodeficiency virus Envs is associated with macrophage 
tropism, neutralization sensitivity, and attenuated pathoge-
nicity. J. Virol. 76, 2595–2605.

37.	 Edwards T.G., Hoffman T.L., Baribaud F., Wyss S., 
LaBranche C.C., Romano J., Adkinson J., Sharron M., 
Hoxie J.A., Doms R.W. (2001) Relationships between CD4 
independence, neutralization sensitivity, and exposure of a 
CD4-induced epitope in a human immunodeficiency virus 
type 1 envelope protein. J. Virol. 75, 5230–5239. 

38.	 Johnson W.E., Morgan J., Reitter J., Puffer B.A., Czajak S., 
Doms R.W., Desrosiers R.C. (2002) A replication-competent, 
neutralization-sensitive variant of simian immunodeficiency vi-
rus lacking 100 amino acids of envelope. J. Virol. 76, 2075–2086. 

39.	 Center R.J., Earl P.L., Lebowitz J., Schuck P., Moss B. 
(2000) The human immunodeficiency virus type 1 gp120 V2 
domain mediates gp41-independent intersubunit contacts. 
J. Virol. 74, 4448–4455.

40.	 Vzorov A.N., Compans R.W. (2016) Cytoplasmic domain 
effects on exposure of co-receptor-binding sites of HIV-1 
Env. Arch. Virol. 161, 3011–3018. 

41.	 Liao H.X., Tsao C.Y., Alam S.M., Muldoon M., Vander-
grift  N., Ma B.J., Lu X., Sutherland L.L., Scearce R.M., 
Bowman C., Parks R., Chen H., Blinn J.H., Lapedes A., 
Watson S., Xia S.M., Foulger A., Hahn B.H., Shaw G.M., 
Swanstrom R., Montefiori D.C., Gao F., Haynes B.F., Kor
ber B. (2013) Antigenicity and immunogenicity of transmitted/
founder, consensus, and chronic envelope glycoproteins of hu-
man immunodeficiency virus type 1. J. Virol. 87, 4185–4201.

VLPs Carring HIV-1 Env with Modulated Glycan Composition
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Previously obtained highly immunogenic Env-VLPs ensure overcoming the natural resistance of HIV-1 
surface proteins associated with their low level of incorporation and inaccessibility of conserved epitopes 
to induce neutralizing antibodies. We also adopted this technology to modify Env trimers of ZM53(T/F) 
strain to produce Env-VLPs by recombinant vaccinia viruses (rVVs). These rVVs expressing Env, Gag-
Pol (HIV-1/SIV), as well as the cowpox virus hr gene allowing to avoid the restriction of vaccinia 
virus replication in CHO cells were used for VLP production. The CHO Lec1 engineered cell line 
lacking GlcNAc-TI was used for generating VLPs with Env proteins containing a cytoplasmic domain 
(CT) affecting on surface subunit (SU) conformation. This has created the opportunity to modulate 
the glycan composition, and refine the conditions for their production, and optimize approaches to 
overcoming HIV-1 resistance associated with abundant glycosylation.
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ВВЕДЕНИЕ

Последнее столетие (1918–2019 гг.) известно се-
рьезными эпидемиями гриппа А (https://www.cdc.
gov/flu/pandemic-resources/1918-commemoration/1918-
pandemic-history.html) (испанка: 1918–1922 гг.) 
и атипичной пневмонии (ковид‑19: 2019–2023 гг.), 
вызванные вирусами H1N1 [1] и  SARS-CoV‑2 
(https://www.who.int/news-room/questions-and-answers/
item/SARS-CoV‑2-evolution) соответственно. Поэ-
тому разработка эффективных противовирусных 
препаратов остается задачей большой важности 
из-за способности этих вирусов быстро инфициро-
вать большие популяции, преодолевая межвидовые 
барьеры путем быстрых мутаций. Известно значи-
тельное количество мутантных форм мембранного 
белка Mpro, формирующего поверхностные шипы 
вирусов гриппа А H1N1 [1, 2], и белка Mpro вируса 
SARS-CoV‑2 [3, 4]. Лекарственный препарат, эф-
фективный в том числе против мутантных штам-
мов, должен воздействовать на функционально 
значимые, но структурно консервативные элемен-
ты вируса. Консервативным структурным функци-
онально значимым элементом вирусов являются 

ионные каналы – М2 вируса гриппа А и Е-канал 
вируса SARS-CoV‑2. Известны атомные структу-
ры высокого разрешения ионных каналов вирусов 
гриппа А, канал М2 (код PDB2KAD) [5, 6] и канал 
Е вирусов SARS-CoV‑2 (PDB код 5X29), что дает 
возможность конструировать молекулы блокато-
ров этих каналов [7,  8]. Функциональная значи-
мость каналов М2 и Е состоит в транспорте ионов 
H+/K+ через липидную мембрану вирусов гриппа 
А и SARS-CoV‑2. Диаметр М2-канала вируса грип-
па А составляет 4–6 Å, тогда как диаметр Е-канала 
SARS-CoV‑2 варьирует в пределах 4–9 Å.

Важность функциональности ионных каналов 
для вирулентности показана на нескольких виру-
сах. Например, активность протонного канала бел-
ка М2 вируса гриппа А имеет решающее значение 
для проникновения вируса через клеточную мем-
брану и инфицирования клетки [9]. Активность 
канала белка E коронавируса SARS-СoV‑2 необ-
ходима для инфицирования живой клетки [10]. 
А патогенность вируса инфекционного бронхита 
значительно снижается, когда трансмембранный 
сегмент белка E заменяли гетерологичным доме-
ном, у которого отсутствовала активность ионного 

DOI: 10.31857/S0026898424040125, EDN: IMBPHX

Предложены молекулы, блокирующие функциональный цикл вирусов гриппа А и SARS-CoV‑2. 
Молекулы-блокаторы, эффективно связывающиеся в каналах М2 и Е вирусов гриппа А и SARS-
CoV‑2 и блокирующие диффузию ионов H+/K+, разрушают жизненный цикл вирусов. Предложено 
семейство положительно заряженных, +2 e. u., молекул-блокаторов диффузии ионов H+/K+ через  
М2- и  Е-каналы. Изучено сродство молекул-блокаторов, производных диазабициклооктана, 
к связыванию белков каналов М2 и Е. Проведено моделирование тепловой динамики нативных 
и мутантных структур каналов и связывание молекул‑блокаторов методом исчерпывающего докинга. 
Расчеты энергии связывания показали, что белки М2- и  Е-каналов имеют внутриканальные, 
блокирующие и  внеканальные сайты связывания. Предложены молекулы-блокаторы 
с  преимущественным сродством к  блокирующим модам связывания. Рассмотрены наиболее 
вероятные мутации аминокислот белка М2 и  E каналов, проанализирована эффективность 
блокирования каналов и предложены оптимальные структуры молекул-блокаторов.
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канала [10]. Важность Е-каналов для вирулентно-
сти и способности вызывать заболевание показана 
на нескольких вирусах: после эндоцитоза Е-канал 
облегчает перенос ионов H+ и K+ во внутренний 
объем вируса [11], позволяя вирусной РНК ини-
циировать репликацию. Показано, что канальная 
активность белка E имеет решающее значение для 
инфекционности РНК коронавирусов [12]. Ока-
залось также, что вирусы SARS-CoV‑1, у которых 
блокирована активность белка E, были гораздо ме-
нее заразными [11, 12]. Белок Е участвует в сборке, 
высвобождении и патогенезе вируса [13, 14]. В це-
лом, каналы М2 и Е это небольшие гидрофобные 
вирусные белки, которые встраиваются в клеточ-
ную мембрану, облегчая тем самым высвобожде-
ние вируса из инфицированных клеток. Показано, 
что активность Е-каналов нескольких коронави-
русов, включая SARS-CoV‑1 [15–17], коронавирус 
MERS [18], коронавирус HCoV‑225 человека, вирус 
гепатита мыши и вирус инфекционного бронхита 
[19], может быть заблокирована гексаметиленами-
лоридом [20, 21]. Активность М2- или E-каналов 
вирусов гриппа А и SARS-CoV‑2 имеет решающее 
значение для процесса заражения живой клетки 
[22–24]. Диффузия протонов Н+ через М2- и Е-ка-
налы может быть стерически блокирована связы-
ванием электронейтральной молекулы блокатора 
внутри ионного канала [25, 26]. Более эффектив-
ное блокирование может быть достигнуто путем 
связывания положительно заряженной молекулы, 
создающей как стерическое блокирование, так 
и дополнительный электростатический барьер для 
положительно заряженных ионов Н+ и K+ [27–29].

В  настоящей работе суммированы результа-
ты наших работ [6, 27–29], в которых предложе-
на серия молекул, блокирующих ионные каналы 
нативных и наивероятных мутантных белков М2 
вируса гриппа А и белка E вирусов SARS-CoV‑2. 
Показано, что молекулы, производные 1,4-диаза-
бицикло-[2.2.2]октана (DABCO), эффективно свя-
зываются внутри М2- и E-каналов вирусов гриппа 
А и SARS-CoV‑2, блокируют проницаемость для 
протонов и ионов К+ как стерически, так и элек-
тростатически, нарушая транспорт ионов и жизне-
способность вирусов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Метод моделирования. Атомную структуру и те-
пловую динамику белков М2 и E при физиологиче-
ской температуре (308 К) моделировали, исходя из 
известных экспериментальных данных. Моделиро-
вание равновесной структуры нативных белков М2 
и Е, в также их наивероятных мутантных форм вы-
полнено методом молекулярной динамики (МД).

Моделирование равновесных тепловых флукту-
аций трехмерных структур выполнено программ-
ным комплексом BioPASED [30–32] с  неявной 

моделью среды, описываемой обобщенной кор-
ректированной моделью Борна GB-MSR6с [33, 34].

Энергия биополимера в растворе U:

U = Ebond + Eangel + Etors + E14
 vdw + Evdw + Eelect + 

+EHbond + Esolv,

где Ebond, Eangel и Etors описывают энергию дефор-
мации валентных связей; E14

 vdw и Evdw описывают 
парные Ван-дер-Ваальсовы (ВДВ) взаимодействия 
атомов, разделенных тремя и более валентными 
связями; энергии электростатических взаимодей-
ствий (Eelec) пар атомов, разделенных тремя и более 
валентными связями, отличные от нуля в радиусе 
15 Å, рассчитаны методом обобщенного поля ре-
акции; энергия водородных связей EHbond рассчи-
тывается как X–H⋅⋅⋅Y между атомом водорода H, 
присоединенным к электроотрицательному атому 
X-Н, и электроотрицательным атомом-акцептором 
Y. Функциональная форма включает зависимость 
от угла между X–H и Н⋅Y, уменьшаясь при искри-
влении водородной связи; энергию сольватации 
(Esolv) вычисляют по модели гауссовских гидратных 
оболочек, вычислительно эффективной и разумно 
точной. 

Структура М2-канала с молекулой амантадина, 
связанной в канале, получена методом ЯМР, код 
2KAD, при T = 243K, рН 7.5. Молекулу амантади-
на удалили из ионного канала M2, затем структуру 
канала оптимизировали методом симуляции отжи-
га, т. е. выполняли нескольких циклов медленного 
разогрева системы до 400К и охлаждения до 300К.

Динамическая структура М2-канала получена 
как серия структур вдоль равновесной МД траекто-
рии длительностью 25 нс с временным интервалом 
100 пс. Эта серия структур позволяет моделировать 
динамическое связывание молекул блокаторов 
флуктуирующей структурой М2-канала. Отметим, 
что при комнатных температурах позиционные 
флуктуации атомов белка более 1Å, как это следует 
из серии структур, полученных методом ЯМР, код 
2KAD. Равновесные МД траектории при постоян-
ном нейтральном рН 6.5 моделировали с периоди-
ческим уточнением ионизационных состояний ио-
низируемых аминокислотных остатков молекулы 
белка М2, содержащей четыре остатка гистидина, 
рК0 которых близка к физиологическому интервалу 
величин рН организма человека.

Структура E-канала вируса SARS-CoV‑2, PDB 
код 5X29, получена методом ЯМР при температу-
ре 308К, рН 5.5 – 16 моделей, которые отражают 
тепловую динамику среднеквадратичным отклоне-
нием атомов в пределах 2.6 Å, т. е. умеренную те-
пловую динамику молекулы при физиологических 
температурах. Динамическая структура Е-канала 
для моделирования взаимодействия с  молекула-
ми блокаторов получена как серия структур вдоль 
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равновесной траектории метода МД длительно-
стью 100 нс.

Расчеты значений констант ионизации pKa и сте-
пени ионизации в зависимости от рН растворителя 
выполнены методами FAМВE и FAMBE-pH [31, 32]. 
Расчет степени ионизации аминокислот белков 
в растворе основан на минимизации энергии мо-
лекулы белка в данной конформации, зависимой от 
степени ионизации, по ее величине. Достоверность 
метода расчета pKa в пределах 1.0 ед. показана для 
297 ионизируемых групп в 32 белках [34].

Расчеты энергии межатомных взаимодействий 
выполнены в силовом поле AMBER94 и AMBER-
GAFF [35–37]. Выполнен слепой исчерпывающий 
докинг молекул, который состоит из нескольких 
этапов [38]: (1) предварительный поиск всех воз-
можных сайтов связывания на поверхности бел-
ка, доступной для молекулы лиганда; (2) селекция 
этих сайтов по контактному рангу, числу атомов 
белка, находящихся в контакте с атомами лиган-
да; (3) для всех сайтов с большим контактным ран-
гом выполняется глобальная оптимизация пол-
ной энергии связывания лиганда по положению, 
ориентации и конформации лиганда, локальной 
структуре белка. Глобальная оптимизация структу-
ры белка со связанным лигандом достигается стар-
том из 72 ориентаций лиганда, равномерно распре-
деленных в пространстве ориентаций, методом си-
муляции отжига, т. е. выполняется МД комплекса 
белок-лиганд с несколькими циклами медленного 
нагревания до 400–500К и охлаждения до целевой 
температуры.

Белки, образующие М2- и E-каналы, встроены 
в  липидную мембрану клетки, моделированную 
эффективной средой. Экспериментальные данные 
показывают, что диэлектрическая проницаемость 
липидной мембраны (т. е. вне объема белка E или 
М2), Dout равна ~30 [39]. При моделировании элек-
тростатических взаимодействий атомов структур 
каналов внутренний объем каналов М2 и  Е рас-
сматривается как объем белка с диэлектрической 
проницаемостью Din, равной 12 [40–43].

Ингибиторы ионных каналов белков М2 и  E. 
Трехмерные структуры белков М2 (код PDB2KAD) 
и Е-каналов (код PDB5X29) определены методом 
ЯМР и  содержат все атомы водорода. Структу-
ра М2-канала образована четырьмя α-спираля-
ми – остатки 22–46 каждой из цепей A, B, C, D [5]. 
Наиболее известными блокаторами ионного кана-
ла М2 являются амантадин и ремантадин [44, 45]. 
Существуют блокаторы ионного канала с  бо-
лее сложными структурами, например, произво-
дные пикротоксина [46], производные адамантана 
и спиро-адамантиламин [47]. МД-моделирование 
показало, что профиль свободной энергии иона 
Н+ при движении вдоль ионного канала М2 име-
ет энергетический барьер ~5 ккал/моль [48]. Мо-
делирование методом МД потенциальной энергии 

связывания амантадина с неявной моделью раство-
рителя и окружающей среды, т. е. объема клеточной 
мембраны, предсказывает величину энергии свя-
зывания ~ 4 ккал/моль, что удовлетворительно со-
ответствует экспериментальным данным [49].

Новый класс молекулярных ингибиторов М2- 
и  Е-каналов сконструирован на основе базовой 
молекулы диазабициклооктана (DABCO), рис. 1а, 
которая служит первичным соединением [24]. 
Предложенные модификации DABCO значитель-
но увеличивают вероятность связывания внутри 
М2- и Е-каналов вирусов гриппа А и SARS-CoV‑2.

Полициклические производные диазабициклоо‑
ктана. Полициклические производные молекулы 
DABCO, рис. 1а, состоят из большего числа атомов, 
чем исходная молекула, поэтому они могут иметь 
более сильные Ван-дер-Ваальсовы и электроста-
тические взаимодействия с внутренней поверхно-
стью каналов М2 и E. Рассмотрен набор молекул 
блокаторов, состоящих из большего числа атомов, 
чем в  молекуле DABCO. Молекулы диазабици-
клооктанбензола (DABCOB), рис. 1б, и диазаби-
циклооктаннафталина (DABCON), рис. 1 г. Более 
объемные молекулы, диазабициклооктан‑3-бен-
зол (DABCO3B) и  диазабициклооктан‑3-толуол 
(DABCO3N), рис. 1в и рис. 1д, получены модифи-
кацией циклической структуры корневой молеку-
лы DABCO в трех симметричных направлениях.

Следует отметить, что конструирование ин-
гибитора М2- и Е-каналов как жесткой полици-
клической структуры более предпочтительно, по 
сравнению с  гибкой структурой, поскольку при 
связывании и дополнительном ограничении кон-
формационной подвижности молекулы лекар-
ственного препарата наблюдается меньшая потеря 
конформационной энтропии по сравнению с под-
вижностью свободной молекулы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Связывание DABCO и  его производных 
с  нативным М2 каналом

Ионный канал М2 образован сегментами ами-
нокислотных остатков 24–46 каждой из четырех 
α-спиралей (A, B, C, D) с центральным продоль-
ным каналом [46, 47]. Вероятность транспорта 
протона через канал M2 незначительно меняется 
в области значений рН 5.4–7.0 [48]. Структурные 
данные показывают, что аминокислотные остатки 
Val27, Аla30, Ser31 и Gly34, важные для транспор-
та протона и взаимодействия с молекулой аманта-
дина, блокирующей канал М2, лежат на внешней 
стороне каждой из α-спиралей (A, B, C, D) [50, 51]. 
Мутация этих остатков с большой вероятностью 
будет влиять на транспорт протона через канал М2.

Известны несколько атомных структур пустого 
канала М2 (PDB коды 2H95, 2L0J, 4QKL, 4QKM 
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Рис. 1. Структура молекул блокаторов Е- и М2- каналов. a – DABCO; б – DABCOB; в – DABCO3B; г – DABCON; 
д – DABCO3N.

и 2KAD), полученных методами ЯМР и рентгено-
структурного анализа. ЯМР-структура (PDB код 
2KAD), полученная при 243К  и  рН 7.5 [52–54], 
включает все атомы водорода, т. е. дает полную ин-
формацию об ионизационном состоянии остатков 
и типе таутомера нейтральных остатков гистиди-
на. Вход в ионный канал М2 образован четырьмя 
остатками серина, Ser31A, Ser31B, Ser31C и Ser31D, 
которые контролируют диффузию ионов Н+ через 
канал. Четыре остатка гистидина – His37A, His37B, 
His37C и His37D – лежат в одной плоскости, пер-
пендикулярной к оси ионных каналов М2, и нахо-
дятся в форме нейтрального таутомера HE2 (или 
HIE, как принято в структурном моделировании). 
Средняя потенциальная энергия белка M2 вдоль 
равновесной МД траектории для ионизирован-
ного и нейтральных состояний четырех остатков 
гистидина приведена в табл. 1–3. Видно, что раз-
личия средних потенциальных энергий <Epot> MD 
белка М2 для ионизированного состояния HIS+ 

и нейтрального состояния HIE составляет ~6 ккал/
моль. Средняя величина тепловых флуктуаций 
энергии таутомера HIE по равновесной МД траек-
тории длительностью 25 нс, равна ~12 ккал/моль. 

Заселенности заряженных и нейтральных состоя-
ний четырех остатков гистидина заметно флуктуи-
руют вдоль МД траектории (рис. 2).

Однако средние значения долей заселенностей ио-
низированного и нейтральных форм остатков His37A, 
His37B, His37C и His37D равны в пределах 0.04–0.06 
(табл. 3). Ионизированное состояние остатков ги-
стидина, HIS+ и нейтральный таутомер HIE при рН 
6.5, реализуются с вероятностями 0.64 и 0.32 соот-
ветственно (табл. 3). Средняя потенциальная энер-
гия <Epot>MD белка М2 с нейтральным таутомером 
HID значительно больше (на ~50 ккал/моль) энергии 
состояний остатков гистидина HIS+ и HIE (табл. 3), 
а  вероятность состояний HID мала  ~  0.02–0.04. 
Средняя пространственная структура нейтраль-
ного состояния канала M2 незначительно отли-
чается, в  пределах амплитуды тепловых флуктуа-
ций ~ 0.9 Å, от экспериментальной структуры канала 
М2 (PDB2KAD). Можно отметить, что среднеква-
дратичное отклонение (RMSD) для положений ато-
мов Oγ остатков Ser31A, Ser31В, Ser31С, Ser31D для 
структуры канала M2 вдоль траектории MД не пре-
вышало 1.1 Å. Например, расстояния между ато-
мами Oγ остатков Ser31A/Ser31C и Ser31B/Ser31D 
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колеблются в пределах 8.4–9.5 Å. Выход из канала 
М2 контролируется остатками гистидина His37A, 
His37B, His37C, His37D и характеризуется флукту-
ациями попарных расстояний между ближайшими 
атомами Cε1 и Nε2 в парах His37A–His37B, His37B–
His37C, His37C–His37D, His37D–His37A, в диапазо-
не 4.5–5.4 Å. Средние значения pKa (табл. 3) остат-
ков гистидина смещены на 0.3 единицы в сторону 
высоких значений рН, <pKa> ~6.8, (pK0 = 6.5). Сле-
довательно, остатки гистидина имеют незначитель-
ный отрицательный электростатический потенциал, 
который стабилизирует ионизированное состояние 
H+ на ~8 ккал/моль (табл. 2). Значительные величи-
ны тепловых флуктуации энергий состояний НIS+ 

Таблица 3. Средние значения pKa и доли фракций ионизированных и нейтральных таутомеров остатков 
гистидина белка М2 вдоль равновесной МD траектории при pH 6.5, T = 300K

Остаток His
Ионизационное состояние

pKaHIS+ HID HIE
His37A
His37B
His37C
His37D

0.65(0.04)д

0.63(0.06)
0.66(0.03)
0.62(0.05)

0.03(0.01)д

0.04(0.02)
0.05(0.01)
0.05(0.03)

0.32(0.03)
0.33(0.03)
0.29(0.02)
0.32(0.04)

6.80(0.14)
6.80(0.09)
6.82(0.16)
6.78(0.18)

Доля 0.64 0.04 0.32 6.80
Примечание. Приведены средние значения; в скобках – величины RMSD флуктуаций.

Таблица 1. Средняя заселенность ионизационных 
состояний остатков гистидина (His34A, His34B, 
His34C, His34D) белка M2

pH
Ионизационное состояние

HIS+ HIE HID
6.0
6.25
6.50
6.75
7.0
7.25
7.5

0.83 (0.03)
0.76 (0.03)
0.65 (0.04)
0.57 (0.04)
0.46 (0.04)
0.35 (0.03)
0.26 (0.03)

0.16 (0.02)
0.22 (0.02)
0.33 (0.03)
0.40 (0.03)
0.50 (0.030)
0.60 (0.02)
0.67 (0.02)

0.01 (0.01)
0.02 (0.01)
0.02 (0.01)
0.03 (0.01)
0.03 (0.01)
0.05 (0.02)
0.07 (0.02)

Примечание. Приведена средняя заселенность ионизаци-
онных состояний остатков гистидина; в скобках – величи-
ны среднеквадратичных (RMSD) флуктуаций.

Таблица 2. Энергии молекулы белка M2 при ионизированном и нейтральном состоянии остатков гистидина, 
Т = 300K

Состояние
ионизации <Epot>MD <EVDW>MD <ECOL>MD <EHbond>MD <ESolv>MD

HIS+

HIE
HID

–1344.5(15.2)
–1336.5(12.1)
–1289.7(10.9)

–423.7(13.6)
–416.8(10.9)
–413.7(9.3)

–495.1(6.6)
–489.5(4.2)
–477.2(4.4)

–331.2(7.0)
–323.2(5.6)
–294.7(5.5)

–98.3(7.1)
–106.1(8.3)
–133.2(7.2)

Epot–Средняя потенциальная энергия вдоль равновесной МД-траектории, ккал/моль.
EVDW – Энергия Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий.
ECOL – Энергия электростатических взаимодействий.
EHbond– Энергия водородных связей.
ESolv – Энергия взаимодействия с окружающей средой.
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Рис. 2. Ионизированная HIS+-фракция остатков ги-
стидина (а) и фракции нейтрального таутомера HIE (б). 
His37A (черный цвет), His37B (красный), His37C (си-
ний), HIS37D (зеленый), белка М2 при рН 6.5, Т =300К, 
вдоль равновесной МД траектории в 25 нс.
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и HIE, ~15 и 12 ккал/моль (табл. 2), способствуют 
процессу переноса протона через “гистидиновый 
затвор” – квартет остатков His37A, His37B, His37C, 
His37D ионного канала М2. Параметры связывания 
молекул блокаторов, производных DABCOB, с ион-
ным каналом М2, приведены в табл. 4.

Оптимальная мода связывания, блокирую-
щая М2-канал, приведена на рис. 3. Эти данные 

показывают, что оптимальная молекула-блокатор 
DABCOB имеет высокую энергию связывания вну-
три М2-канала с образованием двух сильных водо-
родных связей (рис. 3) остатками SER31A(С) либо 
HIE37A(D). Связывание вне канала М2 может про-
исходить с вероятностью ~ 0.32.

Оценочная вероятность мутации остатков 
SER31A(B, C, D) канала М2 в отличный от SER 
остаток, влияющий на свойства канала, доста-
точно высока ~ 0.14 [57]. Мутации остатков SER31 
в четырех альфа-цепях белка М2, образующих вну-
треннюю поверхность канала М2, в остатки THR, 
ASN, ALA, GLU, CYS, случаются с вероятностями 
38, 34, 28, 17 и 16 × 10–4 соответственно [55]. Расче-
ты энергий связывания молекул‑блокаторов с му-
тантными М2-каналами приведены в табл. 5. Вид-
но, что оптимальным сайтом связывания остается 
блокирующая позиция внутри канала М2, анало-
гичная позиции в нативном М2-канале. Энергии 
связывания незначительно (~ 1.5–2.0 ккал/моль) 
выше, чем в нативном М2- канале (табл. 5).

Связывание DABCO и  его производных 
с  Е-каналом

Подготовка набора оптимизированных низко-
энергетических белковых структур Е-канала к мо-
делированию связывания молекул блокаторов вы-
полнена методом, описанным, в  разделе Метод 
моделирования.

Таблица 4. Энергия оптимальных сайтов связывания производных молекулы-блокатора DABCO с нативным 
М2-каналом

Молекула ePL eVDW eCoul eHb Y∙∙∙HX Расстояние, Å eSolv in(out)

DABCOa
–9.6
–9.4
–9.2

–8.2
–7.9

–11.0

4.7
4.3
1.2

–9.2
–9.1
–6.0

SER31A-Oγ∙∙∙HN1
SER31C-Oγ∙∙∙HN2
HIE37A-ND1∙∙∙HN1
HIE37C-ND1∙∙∙HN2
LEU36A-O∙∙∙HN1
LEU46B-O∙∙∙HN2

2.12
2.28
2.21
2.26
2.34
2.38

–8.1
–8.4
–4.6

in
in

out

DABCOB
–18.3
–18.2
–18.1

–14.1
–26.8
–16.3

1.2
3.7
2.5

–9.0
–7.6
–9.6

SER31A-Oγ∙∙∙HN1
SER31C-Oγ∙∙∙HN2
HIE37A-ND1∙∙∙HN1
HIE37C-ND1∙∙∙HN2
LEU36A-O∙∙∙HN1
LEU46B-OXT∙∙∙HN2

2.13
2.29

2.28 2.34
2.19
2.17

–7.9
0.3

–3.4

in
in

out

DABCON –27.4
–21.3

–21.5
–19.7

–5.3
1.5

–9.8
–8.7

ASP44A-OD1∙∙∙HN1
LYU46C-OXT∙∙∙HN2
SER31A-Oγ∙∙∙HN1
SER31C-Oγ∙∙∙HN2

2.17
2.15

2.24 2.26

–5.1
–7.6

out
in

Примечание. ePL — полная энергия связывания с белком M2, ккал/моль;
eVDW— энергия Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий;
eCoul — энергия электростатических взаимодействий;
eHb — энергия водородных связей;
Y —акцептор водородной связи молекулы блокатора с атомами М2-канала;
HX — донор водородной связи;
eSolv — взаимодействие с растворителем;
in(out) — позиция связывания лиганда внутри/вне М2-канала.

Рис. 3. Основной сайт связывания молекул DABCOB 
c нативным M2-каналом.
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Рассмотрены нативная и  две мутантные 
структуры белка E, нативная, mut0, содержа-
щая GLU8A(B, C, D, E) и  ASN15A(B, C, D, E), 
mut1 с остатками GLU8A(B, C, D, E), ASP15A(B, 
C, D, E) и mut2 с остатками GLN8A(B, C, D, E) 
и ASN15A(B, C, D, E). Мутантные структуры по-
зволили выяснить влияние кислотных, отрицатель-
но заряженных остатков на структуру входа в Е-ка-
нал. Равновесные МД траектории при комнатной 
температуре, 308K, длительностью 100 нс для на-
тивной и  мутантных форм Е-канала показаны 
на рис. 4. В табл. 6 приведены значения средних 
энергий и амплитуды флуктуаций потенциальной 
энергии структур. Средние амплитуды флуктуаций 
находятся в пределах 53.2 (mut0), 50.1 (mut1), 44.3 
(mut2), ккал/моль для нативной и двух мутантных 
структур. Видно, что нативная структура, mut0, 
с GLU8A(B, C, D, E) и ASN15A(B, C, D, E) име-
ет минимальную потенциальную энергию вдоль 
равновесной МД траектории по сравнению с му-
тантными mut1 с GLU8A(B, C, D, E), ASP15A(B, 
C, D, E) и mut2 с остатками GLN8A(B, C, D, E) 
и ASN15A(B, C, D, E). Средние значения энергии 

с мутантных структур mut1 и mut2 больше на 30.1 
и 94.4 ккал/моль соответственно.

Флуктуирующие потенциальные энергии на-
тивной структуры mut0 и мутантных структур mut1 
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Рис. 4. Флуктуации потенциальной энергии натив-
ной и  мутантных структур Е-канала при T= 308K, 
pH  6.5; черный — нативная структура, красный — 
mut1, зеленый – mut2.

Таблица 5. Энергии связывания оптимального блокатора DABCOB с нативными и мутантными структурами 
М2-канала

Мутант
Ser31 ePL eVDW eCoul eHb Y∙∙∙НX Расстоя-

ние, Å eSolv in/out вр

Mut1/Thr31 –19.8
–17.9

–29.5
–7.6

3.4
–7.4

–7.4
–4.8

HIE37A-ND1∙∙∙HN1 
HIE37C-ND1∙∙∙HN2
ASP44A -OD1∙∙∙HN1
ASP44C-OD1∙∙∙HN2

1.92
2.03
2.02
1.91

1.5
–9.4

in
out 38

Mut2/Asn31 –19.6
–17.1

–28.1
–12.6

3.4
–3.9

–6.8
–5.0

HIE37A-ND1∙∙∙HN1
HIE37C-ND1∙∙∙HN2
LEU46A-OXT∙∙∙HN1
LEU46C-OXT∙∙∙HN2

1.99
2.01
2.12
2.16

0.7
–7.5

in
out 34

Mut3/Ala31 –19.8
–16.9

–28.5
–11.9

4.1
–5.6

v7.1
–5.0

HIE37A-ND1∙∙∙HN1
HIE37C-ND1∙∙∙HN2
OXT-LEU46A∙∙∙HN1
OXT-LEU46C∙∙∙HN2

1.97
2.01
2.17
2.21

–0.1
–6.4

in
out 28

Mut4/Gly31 –18.4
–14.4

–28.8
–13.9

4.5
–1.1

–7.2
5.0

HIE37A-ND1∙∙∙HN1
HIE37C-ND1∙∙∙HN2
ASP44A-OD1∙∙∙HN1
ASP44A-OD1∙∙∙HN2

1.95
2.01
2.02
1.94

1.0
–6.8

in
out 16

Mut5/Cys31 –20.0
–8.9

–27.2
–21.4

2.9
6.7

–7.9
–4.7

HIE37A-ND1∙∙∙HN1 
HIE37C-ND1∙∙∙HN2

CYS31A-O∙∙∙HN1
CYS31C-O∙∙∙HN2

1.94
2.03
2.12
2.08

–0.1
–2.3

in
in 11

Примечание. ePL – полная энергия связывания лиганда с белком M2, ккал/моль;
eVDW – энергия Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий;
eCoul – энергия электростатических взаимодействий;
eHb – энергия водородных связей;
Y– акцептор водородной связи молекулы‑блокатора с атомами М2-канала;
НX – донор водородной связи;
eSolv – взаимодействие с растворителем;
in/out – позиция связывания лиганда внутри/вне М2-канала;
вр – вероятность мутации ×104.
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Таблица 6. Средние энергии нативной и мутантных структур Е-белка при T= 308K

Мутантный белок eP eVDW еCoul eHb еDef delta eRMSD
Нативный/mut0 1075.5 –1078.4 –1441.5 –1073.5 5194.1 0.0 53.2
mut1 1106.2 –1082.1 –1429.2 –1042.8 5170.5 30.7 52.1
mut2 1171.1 –1074.1 –1391.6 –1066.7 5205.6 94.4 49.3

Примечание. eP— средняя энергия нативного Е-белка и его мутантных форм, ккал/моль;
eVDW— энергия Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий;
еCoul — энергия электростатических взаимодействий;
eHb — энергия водородных связей;
еDef — энергия тепловых деформаций структуры;
delta — энергия относительно нативной структуры;
eRMSD — энергия тепловых флуктуаций.

Таблица 7. Сайты связывания производных DABCO с нативным, mut0, E-белком вируса SARS-CoV‑2 [Glu8–

Asn15(A, B, C, D, E)]

Молекула- 
блокатор ePL eVDW eCoul eHb Y∙∙∙НX Расстояние, Å eSolv in(out)

DABCOa
–24.3
–23.8
–23.5

–8.1
–10.2
–11.8

–2.9
–0.3

4.9

–9.9
–9.8
–9.7

GLU8A-OE2∙∙∙HN1
GLU8E-OE1∙∙∙HN2
VAL24C-O∙∙∙HN2
LEUE65-OXT∙∙∙HN1
GLU8A.-OE1∙∙∙HN1
ASN15A-OD1∙∙∙HN2

1.91
2.00
2.09
1.94
1.92
2.06

–4.4
–3.5
–5.2

in
out
in

DABCOB
–34.4
–33.4
–33.4

–13.9
–16.4
–13.8

–6.9
–1.1
–7.0

–9.9
–9.8
–9.9

LEU65B-O∙∙∙HN1
VAL47C-O∙∙∙HN2
ASN15C-OD1∙∙∙HN1 
GLU8E-OE1∙∙∙HN2
LEU9C-OXT∙∙∙HN2 
VAL47C-O∙∙∙HN1

2.09
2.03
2.14
2.08
1.97
1.98

–3.7
–6.4
–2.7

out
in

out

DABCO3B
–46.5
–44.9
–44.4

–28.4
–31.0
–28.6

–4.9
–3.7
–5.3

–8.9
–9.9
–9.6

GLU8E-OE1∙∙∙HN2
ASN15C-OD1∙∙∙HN1
LEU65A-OXT∙∙∙HN1 
LEU21C-O∙∙∙HN2
LEU65B-OXT∙∙∙HN1 
VAL47C-O∙∙∙HN2

2.25
2.12
2.10
2.18
2.01
1.98

–3.2
–0.2
–0.9

in
out
out

DABCON
–38.8
–35.9
–35.9

–16.0
–17.3
–24.1

–3.2
–4.4

2.9

–9.7
–9.9
–9.7

GLU8A-OE2∙∙∙HN1
ASN15C-OD1∙∙∙HN2
PHE20D-O∙∙∙HN1
LEU65C-OXT∙∙∙HN2
SER50B-O∙∙∙HN1
TYNB-OH∙∙∙HN2

2.06
2.14
2.07
1.93
2.12
2.08

–9.9
–4.3
–4.9

in
out
out

DABCO3N
–58.1
–52.3
–51.9

–34.1
–38.1
–40.1

–6.8
–3.4
–0.2

–9.1
–5.0
–4.8

ASN15C-OD1∙∙∙HN1
GLU8E-OE1∙∙∙HN2
LEU65C-OXT∙∙∙HN1
GLU8A-OE1∙∙∙HN1

2.19
2.15
2.01
2.03

–8.1
–5.8
–5.9

in
out
out

Примечание. ePL —полная энергия связывания блокатора с белком Е, ккал/моль;
eVDW — энергия Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий;
eCoul— энергия электростатических взаимодействий;
eHb— энергия водородных связей;
Y — акцептор водородной связи молекулы блокатора с атомами Е-канала;
НХ— донор водородной связи;
eSolv— взаимодействие с растворителем;
in(out) — позиция связывания лиганда, внутри/вне E-канала.
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демонстрируют наибольшую степень взаимно-
го перекрытия (рис. 4). Значительное перекрытие 
потенциальных энергий вдоль МД траекторий по-
казывает, что нейтральные остатки ASN15A(B, C, 
D, E) могут с большой вероятностью спонтанно 
превращаться в отрицательно заряженный амино-
кислотный остаток ASP15A(B, C, D, E).

Переход между нейтральным и заряженным со-
стояниями остатков может происходить в различ-
ных комбинациях, ионизированный/нейтральный 
в каждой из пяти субъединиц. Следовательно, по-
является новая степень свободы, т. е. состояние 
ионизации ASN/ASP, у пяти остатков ASP15A(B, 
C, D, E), что приводит к уменьшению энтропии 
ионизационного состояния на ~ -kT×lnNiz, где 
Niz =25 — это количество ионизационных состо-
яний пяти остатков ASN15/ASP15(A, B, C, D, E). 
Большое перекрытие флуктуаций энергий натив-
ных, mut0, и  мутантных, mut1, структур, повы-
шает вероятность спонтанных переходов между 

нативной структурой и mut1. Перекрытие энергий 
между нативным и мутантными, mut2, состояни-
ями мало, поэтому спонтанные переходы в  ней-
тральное состояние остатков GLU8A(B, C, D, Е) 
при нейтральных остатках ASN15A(B, C, D, Е) ма-
ловероятно. Результаты докинга бициклических 
и трициклических производных DABCO на натив-
ный белок E показаны на рис. 5 и в табл. 7.

Связывание полициклических производных DABCO 
с  мутантными структурами Е-каналов

Мутации аминокислотных остатков белка E, 
образующих внутреннюю поверхность канала, 
ASN15/ASP15 и GLU8/GLN8 случаются с вероят-
ностями 42 × 10–4 и 35 × 10–4 соответственно [55]. 
Рассмотрены два наивероятных мутанта нативного 
Е-канала, mut1, мутация ASN15/ASP15 во всех це-
пях (A, D, C, D, E) белка E и мутант mut2, GLU8/
GLN8. Мутантные структуры стабильны при дли-
тельном моделировании методом МД (рис.  4). 

а б

г д

в

Рис. 5. Структура наивероятных, с наибольшей энергией связи, комплексов нативного Е-канала с оптимально свя-
занными молекулами блокаторов: DABCO (а); DABCOB (б); DABCO3B (в); DABCON (г); DABCO3N (д).
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Средние энергии по траекториям MД обеих му-
тантных структур выше, чем у нативного белка E, 
mut1 менее выгодна на 30.1, а мутант mut2 на 94.4 
ккал/моль (табл. 6). Амплитуды тепловых флукту-
аций потенциальных энергий, по траекториям MД, 
составляют 53.2 (для mut0), 50.1 (mut1), 47.3 (mut2), 
ккал/моль. Достаточно большие амплитуды тепло-
вых флуктуаций потенциальных энергий структур 
mut0 и mut1 и их перекрытие (рис. 4) свидетельству-
ют, что мутанты mut0 и mut1 могут спонтанно пе-
реходить один в другой, ASN15/ASP15, с высокой 
вероятностью при комнатной температуре.

Основные моды связывания молекул блока-
торов DABCO, DABCOB, DABCO3B, DABCON 
и  DABCO3N с  белком Е и  энергии их взаимо-
действия с  мутантом mut1 приведены на рис.  6 
и в табл. 8. Отметим, что наиболее сильной модой 
связывания для всех пяти лигандов (рис. 1) являют-
ся структуры с лигандом внутри Е-канала. Энергии 
связывания молекул блокаторов с мутантом mut1 
(ASN15/ASP15) больше на ~5–11 ккал/моль, по 

сравнению с энергиями связывания с нативным 
белком Е. Это связано с положительным зарядом 
лигандов (+2 e. u.), производных DABCO и возрас-
тания электростатических взаимодействий с  му-
тантными отрицательно заряженными остатками 
ASP15(A, B, C, D, E). Основные сайты связывания 
характеризуются образованием двух водородных 
связей между ASP15 из двух разных белковых цепей 
Е-канала (табл. 8) с двумя атомами азота молекул 
лигандов (рис. 6). Табл. 8 показывает, что молеку-
лы DABCO3B и DABCO3N связываются наиболее 
сильно со внутренней поверхностью канала E, тог-
да как более простые DABCOB и  DABCON свя-
заны заметно слабее, на 13–15 ккал/моль. Увели-
чение энергии связывания внутри Е-канала обу
словлено более сильными электростатическими 
и Ван-дер-Ваальсовыми взаимодействиями поло-
жительно заряженных молекул блокатора с мутант-
ным, mut1 ASN15/ASP15, Е-каналом (табл. 8).

Второй вероятный мутант E-канала, mut2, 
GLU8/GLN8, во всех пяти цепях A, B, C, D, E 

а б

г д

в

Рис. 6. Структура наивероятных комплексов мутантного, mut1, Е-канала с оптимально связанными молекулами 
блокаторов: DABCO (а), DABCOB (б), DABCO3B (в), DABCON (г), DABCO3N (д).
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Таблица 8. Сайты связывания производных DABCO с мутантным, mut1, E-белком вируса SARS-CoV‑2 [Glu8–

Asp‑15(A, B, C, D, E)]

Молекула-блокатор ePL eVDW eCou eHb Y∙∙∙НX Расстояние, Å eSolv in(out)

DABCOa
–36.5
–35.3
–30.3

–10.2
–10.5
–15.1

–15.1
–12.7
–6.0

–9.8
–10.0
–9.8

ASP15A-OD1∙∙∙HN1
ASP15C-OD2∙∙HN2
ASP15A-OD2∙∙∙HN1
ASP15C-OD1∙∙∙HN2
ASP15A-OD1∙∙∙HN1
THR11B-OG1 HN2…

2.04
2.06
1.88
2.0
2.05
2.06

–1.4
–1.1

0.3

in
in
in

DABCOB
–43.0
–38.4
–36.6

–15.8
–18.9
–18.5

–16.8
–8.0

–10.2

–9.9
–10.0
–8.6

ASP15A-OD1∙∙∙HN1
ASP15C-OD1…HN2
ASP15A-OD1∙∙∙HN1
THR11D-OG1 HN2
ASP15B-OG1…HN2
LEU12A-O…HN1

1.90
2.04
1.93
2.04
1.99
2.26

–0.8
–1.4

0.7

in
in
in

DABCO3B
–56.5
–47.2
–46.2

–32.3
–29.8
–32.9

–17.4
–11.0
–4.9

–9.7
–9.4
–9.7

ASP15A-OD2∙∙∙HN1
ASP15D-OD1…HN2
ASP15A-OD1∙∙∙HN1
THR11D-OG1∙∙∙HN2
ASP15A-OD1∙∙∙HN1
THR11B-O∙∙∙HN2

2.09
2.05
2.13
2.11
2.02
2.10

2.8
3.0
1.3

in
in
in

DABCON
–45.2
–42.4
–38.6

–19.7
–19.3
–23.5

–16.1
–11.9
–5.7

–9.9
–10.1

–9.1

ASP15A-OD1∙∙∙HD1
ASP15C-OD1∙∙∙HN2
ASP15A-OD1∙∙∙HN1
ASP15C-OD1∙∙∙HN2
ASP8-OD1∙∙∙HN1
LEU63-O∙∙∙HN2

1.95
2.04
1.95
2.04
1.95
2.12

0.6
–1.1
–0.3

in
in
in

DABCO3N
–60.5
–57.3
–57.7

–47.0
–45.0
–54.1

–5.3
–9.8

3.4

–8.9
–4.8
–9.1

ASP15A-OD2∙∙∙HN1
THR11D-OG1∙∙∙HN2
ASP15A-OG1∙∙∙ HN1
THR11B-O ∙∙∙HN2
SER60D-OG∙∙∙HN1
ALA43A-O∙∙∙HN2

2.12
2.23
2.04
2.40
2.21
2.15

0.7
2.3
2.0

in
in
in

Примечание. ePL – полная энергия связывания блокатора с белком Е, ккал/моль;
eVDW – энергия Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий;
eCoul – энергия электростатических взаимодействий;
eHbд – энергия водородных связей;
Y – акцептор водородной связи молекулы блокатора с атомами Е-канала;
НX – донор водородной связи;
eSolv – взаимодействие с растворителем;
in(out) – позиция связывания лиганда, in/out – внутри/вне E-канала.

характеризуется заменой заряженных кислотных 
остатков GLU8 (A, B, C, D, E) на нейтральные 
GLN8. Моделирование мутанта GLU8/GLN8 по-
казывает заметное увеличение энергии структу-
ры mut2 на ~ 60 ккал/моль относительно энергии 
мутанта mut1 и  на ~90 ккал/моль относительно 
нативного белка E. Структуры сайтов, предпочти-
тельных по энергии связывания, для пяти молекул 
лигандов DABCO, DABCOB, DABCO3B, DABCON, 
DABCO3N, с мутантом mut2 E-канала приведены 
в табл. 9. Наиболее предпочтительные структуры 
связывания пяти молекул блокаторов с мутантным, 
mut2, Е‑каналом показаны на рис. 7. Видно, что 
только молекула блокатора, DABCO3N, имеет сайт 

связывания внутри канала Е (табл. 9) с энергией, 
близкой к энергии оптимального сайта связывания 
вне канала. То есть молекула блокатора DABCO3N, 
связываясь в Е‑канале, может блокировать канал 
с вероятностью ~1/2.

Анализ результатов для мутанта Е‑канала, mut2, 
табл. 9 и сравнение с расчетами для нативной, mut0, 
структуры с зарядом 1 e. u., мутантом mut1 с заря-
дом 2 e. u., показывает, что нейтральный мутант, 
mut2, Е-канала обладает наименьшей вероятно-
стью связывания молекул блокаторов внутри Е‑ка-
нала. Можно отметить, что энергия связывания 
молекулы лиганда DABCO3N линейно коррелирует 
с зарядами остатков, формирующих вход в Е‑канал, 
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энергии равны –61.5, —58.1 и –54.6 ккал/моль, со-
ответственно, для структур mut1, mut0, mut2, имею-
щих заряды –2, —1 и 0 e. u. соответственно.

Анализ результатов, представленных в табл. 6–9, 
показывает, что для положительно заряженных 
+2 e. u., молекул блокаторов DABCO, DABCOB, 
DABCO3B, DABCON, DABCO3N критически 
важны электростатические взаимодействия с на-
тивной и  мутантными структурами ионного ка-
нала E. Вероятность захвата ионов H+/K+ в канал 
Е с последующей диффузией ионов вдоль канала 
будет значительно снижена для нейтрального му-
танта mut2, по сравнению со связыванием для за-
ряженных нативной, —1 e. u., и mut1, —2 e. u., струк-
тур Е-канала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  работе представлены результаты конструи-
рования молекул лекарственных препаратов, по-
ложительно, +2 e. u., заряженных производных 

диазабициклооктана, которые могут эффектив-
но связываться внутри М2‑ и Е‑каналов вирусов 
гриппа А и SARS-CoV‑2 и блокировать транспорт 
ионов H+/K+ через клеточную мембрану, нарушая 
функционирование вирусов. В физиологических 
условиях проведено моделирование тепловой ди-
намики структур нативных белков, формирующих 
М2- и E-каналы, а также наиболее вероятных му-
тантных структур каналов. Методом исчерпыва-
ющего докинга определены наиболее вероятные 
позиции и энергии связывания серии положитель-
но заряженных молекул блокаторов с  нативны-
ми и мутантными структурами М2- и Е-каналов 
в  физиологических условиях. Определены опти-
мальные структуры молекул блокаторов, связы-
вающихся в М2‑ и Е‑каналах с высокой энергией, 
30–50 ккал/моль.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
№ 18‑04‑00005-a и  бюджетным проектом, фи-
н а н с и р у е м ы м  П р а в и т ел ь с т в о м  Р о сс и й -
ской Федерации для Института химической 
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Рис.  7. Структура наивероятных комплексов мутанта Е канала, mut2, с  молекулами блокаторов: (а) DABCO; 
(б) DABCOB; (в) DABCO3B; (г) DABCON; (д) DABCO3N.
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Примечание. ePL – полная энергия связывания лиганда c белком Е, ккал/моль;
eVDW — энергия электростатических взаимодействий;
eCoul – энергия электростатических взаимодействий;
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Y – акцептор водородной связи молекулы блокатора с атомами Е‑канала;
НX–донор водородной связи;
eSolv –взаимодействие с растворителем;
in/out — позиция связывания лиганда, внутри/вне E-канала.
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Drug molecules that block the functional cycle of influenza A and SARS-CoV‑2 viruses are proposed. 
The blocker molecules effectively binding inside the M2 and E‑channels of influenza A and SARS-CoV‑2 
viruses and blocking the diffusion of H+/K+ ions destroy the functional cycle of viruses. A family of 
positively charged, +2 e. u., molecular blockers of H+ /K+ ion diffusion through M2 and E‑channels 
is proposed. The blocker molecules, derivatives of diazabicyclooctane, was investigated for its binding 
affinity to the channels M2 and E. Thermal dynamics and binding affinity were modeled by the 
exhaustive docking method sites. Blocker molecules with higher affinity for the blocking sites were 
proposed. The most probable mutations of amino acids of protein M2 and E channels are considered, the 
effectiveness of channel blocking are analyzed and optimal structures of blocker molecules are proposed.

Keywords: influenza A and SARS-CoV‑2 viruses, M2 and E protein ion channel, molecular dynamics, M2 and 
E ion channel blockers, diazabicyclooctane derivatives, binding and blocking of M2 and E channels




