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СТАРЕНИЕ И ГЕРОПРОТЕКТОРНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

Тематический раздел «Старение и  геропро­
текторные технологии» посвящен рассмотрению 
различных аспектов старения организма. Про-
блема старения и ассоциированных с ним забо-
леваний является одной из наиболее актуальных 
в  современной биомедицине, что обусловлено 
глобальными демографическими тенденциями, 
увеличением продолжительности жизни и доли 
пожилых людей в структуре населения. Пони-
мание фундаментальных механизмов старения 
и  разработка эффективных геропротекторных 
технологий становятся ключевыми задачами для 
улучшения здоровья и качества жизни старею-
щего населения, а также для снижения социаль-
но-экономического бремени, связанного с ассо-
циированными с возрастом заболеваниями.

Старение  – комплексный биологический 
процесс, в котором задействованы множествен-
ные молекулярные и клеточные механизмы. Од-
ним из ключевых факторов старения является 
генетическая нестабильность, которая включает 
накопление мутаций, эпигенетические измене-
ния (эпимутации), укорочение теломер, а также 
реактивацию ретровирусов и  ретротранспозо-
нов. Хроническое воспаление низкой интенсив-
ности, известное как инфламмейджинг, также 
играет значительную роль в процессе старения, 
приводя к дисфункции тканей и органов. Еще 
один важный механизм старения ‒ митохондри-
альная дисфункция, характеризующаяся сни-
жением эффективности производства энергии 
и увеличением продукции активных форм кис-
лорода. Клеточное старение, при котором клет-
ки перестают делиться и секретируют провоспа-
лительные факторы (SASP), вносит значитель-
ный вклад в процесс старения организма. Исто-
щение запасов стволовых клеток, необходимых 
для регенерации и поддержания гомеостаза тка-
ней, также служит одной из причин возрастных 
изменений. Кроме того, жесткость и деградация 

внеклеточного матрикса приводят к нарушению 
структуры и  функции тканей, нарушению ба-
рьерных функций, что способствует развитию 
ассоциированных с возрастом заболеваний.

Для разработки эффективных геропротек
торных технологий и оценки их эффективности 
необходимы надежные биомаркеры старения 
и методы определения биологического возраста. 
Разработка стратегий геропротекторной тера
пии – одно из наиболее перспективных направ
лений в  области исследований старения. Ге
ропротекторы это вещества, способные за
медлять процесс старения и  увеличивать про
должительность здоровой жизни. Стратегии 
генной терапии, направленные на коррекцию 
возрастассоциированных изменений экспрессии 
генов и  эпигенетических модификаций, так
же являются перспективным подходом к  за
медлению старения. Методы клеточной терапии, 
основанные на использовании стволовых 
клеток и  секретируемых ими факторов, мо
гут способствовать регенерации тканей и вос
становлению их функций, что особенно важно 
в контексте старения.

Данный тематический раздел выпуска посвя-
щен актуальным вопросам изучения механиз-
мов старения и  разработки геропротекторных 
технологий. В статьях раздела рассматриваются 
последние достижения в области исследований 
фундаментальных процессов старения. Пред-
ставленные работы вносят значительный вклад 
в  понимание сложных механизмов старения 
и открывают новые возможности для разработ-
ки эффективных стратегий борьбы с ассоцииро-
ванными с возрастом заболеваниями и страте-
гий, направленных на улучшения качества жиз-
ни стареющего населения.

© 2024 г.    А. А. Москалев

ПРЕДИСЛОВИЕ К РАЗДЕЛУ
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УДК 577.24

МУЛЬТИОМИКСНОЕ ОМОЛОЖЕНИЕ:  
НОВАЯ СТРАТЕГИЯ ПРОДЛЕНИЯ ЖИЗНИ

© 2024 г.   О. Ю. Рыбинаa, *, Е. Г. Пасюковаa
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Поступила в редакцию 28.03.2024 г.
После доработки 17.04.2024 г. 
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В процессе старения происходит накопление нарушений, приводящих к снижению функций тка-
ней и органов, увеличению риска возникновения различных заболеваний и повышению вероят-
ности смерти. Появление возрастных фенотипов тесно связано с накоплением прогрессирующих 
согласованных изменений эпигенома, транскриптома, протеома, метаболома и микробиома. За-
висимые от возраста модификации транскриптома, обусловленные изменением эпигенетической, 
транскрипционной, посттранскрипционной регуляции экспрессии генов, приводят к накоплению 
возрастных изменений протеома и метаболома. В свою очередь, динамические изменения микро-
биоты в процессе старения также влияют на экспрессию генов и таким образом ведут к возрастным 
изменениям протеома и метаболома. Недавние исследования показали, что технологии, направлен-
ные на мультиомиксное омоложение, приводят к снижению возрастных проявлений и увеличению 
продолжительности жизни. Так, кратковременная индукция экспрессии факторов транскрипции, 
обеспечивающих репрограммирование соматических клеток в плюрипотентные стволовые клет-
ки, сопровождается восстановлением паттерна метилирования ДНК и профиля экспрессии транс-
криптома, характерных для более молодых тканей, что приводит к увеличению продолжительности 
жизни. В настоящем обзоре мы обсуждаем существующие технологии мультиомиксного омоложе-
ния и перспективы их использования для продления жизни и улучшения ее качества.

Ключевые слова: старение, продолжительность жизни, мультиомиксные технологии, транскриптом, 
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ВВЕДЕНИЕ
Старение характеризуется постепенным 

ухудшением состояния организма на молеку-
лярном, клеточном и  системном уровнях: по-
терей протеостаза, изменением межклеточных 
взаимодействий, дисфункцией митохондрий, 
укорочением теломер и т.д. [1]. Эпигенетические 
и транскриптомные изменения, ассоциирован-
ные со старением, используются для построе-
ния “часов старения”, которые с определенной 
точностью могут предсказать биологический 
возраст [2, 3]. В то же время известно, что эпи-
генетические и  транскриптомные изменения 
обратимы, и существует возможность повернуть 
вспять развитие признаков старения и феноти-
пически омолодить клетки.

Понятие “омоложение” тесно связано 
с  понятием репрограммирование старения. 

Репрограммирование старения  – это один из 
эффективных подходов к  увеличению продол-
жительности жизни и  снижению вредных фе-
нотипических проявлений старения, основан-
ный на использовании эктопической временной 
экспрессии в клетках факторов транскрипции, 
применяемых для репрограммирования сома-
тических клеток в  плюрипотентные стволовые 
клетки. Репрограммирование старения приводит 
к омоложению эпигенома, а именно, к восста-
новлению паттерна метилирования ДНК и раз-
личных модификаций хроматина, характерных 
для более молодого возраста. Репрограммирова-
ние старения обращает вспять возрастные изме-
нения не только эпигенома, но и транскрипто-
ма, что указывает на существование связи между 
эпигенетическим и транскриптомным омоложе-
нием [4]. Например, в дермальных фибробластах 
репрограммирование снижает средний возраст 
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эпигенома и транскриптома примерно на 30 лет, 
улучшает продукцию коллагенов и  медианную 
скорость миграции клеток [4]. Глобальный муль-
тиомиксный эффект омоложения наблюдается 
в результате гетерохронного парабиоза [5], при 
котором хирургически сшитые старые и  моло-
дые мыши имеют общий кровоток. В результате 
такой манипуляции снижается эпигенетический 
возраст клеток крови и печени, а также омолажи-
ваются их транскриптомы, что приводит к уве-
личению продолжительности жизни и здоровья 
мышей [5]. Более того, в ответ на одноцикличе-
скую активацию факторов репрограммирования 
в  ряде тканей стареющих мышей наблюдается 
омоложение на уровне метилирования ДНК, 
транскрипции, а также метаболома [6]. Омоло-
жение метаболома и транскриптома также про-
исходит при трансплантации микробиоты от 
молодых мышей старым, что приводит к сниже-
нию возрастных нарушений когнитивного пове-
дения [7].

Приведенные примеры свидетельствуют 
о  непосредственной взаимосвязи различных 
омиксных процессов в  ходе индуцированного 
различными способами омоложения и  позво-
ляют предполагать, что такого рода вмешатель-
ства, благодаря комплексности воздействия, 
будут иметь заметное преимущество перед дру-
гими подходами, нацеленными на замедление 
старения и продление жизни. 

В этом обзоре мы анализируем данные, ка-
сающиеся согласованной мультиомиксной ре-
гуляции в  процессе старения, а  также данные 
о  мультиомиксном омоложении, достигнутом 
благодаря индукции эктопической экспрес-
сии транскрипционных факторов и  примене-
нию химических веществ. Мы также обсужда-
ем перспективы применения этих технологий 
для создания наиболее эффективной стратегии 
продления жизни и борьбы с возрастными на-
рушениями.

СОГЛАСОВАННАЯ МУЛЬТИОМИКСНАЯ 
РЕГУЛЯЦИЯ В ПРОЦЕССЕ СТАРЕНИЯ
Эпигенетические модификации, в том числе, 

метилирование ДНК, модификации гистонов, 
динамически регулируют характер экспрессии 
генов и участвуют в поддержании идентичности 
клеток и  их функций. Эпигенетические меха-
низмы играют важную роль в адаптивной реак-
ции клеток на сигналы окружающей среды на 
протяжении всей жизни организма [8]. Однако 
с  возрастом эпигеном претерпевает глубокие 
изменения (рис. 1). 

В процессе старения происходит уменьше-
ние количества гетерохроматина, снижение 
уровня глобального метилирования ДНК и, в то 

же время, усиление сайт-специфического ме-
тилирования ДНК, что приводит к изменению 
транскрипции генов, ведущему к нестабильно-
сти генома и  активации мобильных элементов 
[8]. Возрастные изменения характера ацетили-
рования и  метилирования гистонов, влияя на 
структуру хроматина, также вносят свой вклад 
в  изменение транскрипции генов, приводящее 
к изменению протеома и метаболома, что спо-
собствует формированию возрастного фенотипа 
[8]. Кроме того, нарушение регуляции некоди-
рующих РНК (нкРНК), включая микроРНК, 
длинные нкРНК и  кольцевые РНК, появляю-
щиеся в процессе старения, приводит к измене-
нию экспрессии генов и клеточного гомеостаза, 
что еще больше способствует возрастным изме-
нениям [9, 10]. В целом, зависимая от возраста 
модификация регуляции транскрипции приво-
дит к различным интегральным изменениям на 
уровне транскриптома, таким как увеличение 
изменчивости транскриптов из-за накопления 
ошибок, усиление дисбаланса из-за снижения 
количества длинных транскриптов, увеличение 
транскрипции повторяющихся элементов гено-
ма и транскрипционного дрейфа [11–16] (рис. 1). 

Сравнительный анализ транскриптомов 
в  17  различных органах и  протеомов плазмы 
крови у  мышей 10 различных возрастов пока-
зал, что изменения экспрессии генов тесно свя-
заны с  изменением количества соответствую-
щих белков в плазме и со старением системного 
кровообращения [17]. Это является следствием 
различных возрастных изменений в согласован-
ной возрастной регуляции транскрипционного 
и трансляционного аппарата, а также постранс-
ляционной модификации белков, ассоцииро-
ванной с  изменением скорости протеасомной 
деградации, синтеза, увеличением времени жиз-
ни белков и нарушением клеточного протеоста-
за [18–22] (рис. 1). 

Глобальная количественная сравнительная 
оценка уровня метаболитов и белков у нематод 
молодого и старого возраста выявила снижение 
количества белков, участвующих в терминации 
транскрипции, деградации и поддержании ста-
бильности мРНК, синтезе белка, функциях про-
теасом и  рибосомных белков. Эти возрастные 
различия сопровождались изменением метабо-
лизма S-аденозилметионина – важного донора 
метильных групп, предшественника в  синтезе 
полиаминов, необходимых для регуляции экс-
прессии генов, а  также уменьшением уровня 
S-аденозилметионинсинтетазы, участвующей 
в  синтезе S-аденозилметионина. Другие изме-
нения, связанные со старением, включали из-
менения в уровнях и составе свободных жирных 
кислот; снижение уровней NADP-зависимой 
изоцитратдегидрогеназы, участвующей в опре-
делении окислительно-восстановительного со-
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стояния клеток; увеличение содержания сорби-
та; увеличение уровней свободных аминокислот 
и ассоциированное с этим признаком измене-
ние объема клеток; снижение уровней пирими-
диновых и  пуриновых метаболитов, особенно 
азотистых оснований [23] (pис. 1). Изучение 
возрастного метаболизма у  человека выявило 
изменения уровня аминокислот, жирных кис-
лот, метаболизма нуклеотидов, также характер-
ных для нематоды. Обнаружено также измене-
ние синтеза ацилкарнитина и сфинголипидов, 
которые участвуют в регуляции основных кле-
точных процессов, таких как апоптоз, пролифе-
рация и старение [24]. Таким образом, получен-
ные данные позволяют сделать обоснованное 
предположение о значительной роли возрастных 
изменений метаболома в регуляции экспрессии 
генов в процессе старения как на уровне транс-
крипции, так и на уровне трансляции. 

Кроме того, немалый вклад в мультиомикс-
ную регуляцию вносит микробиота. Известно, 
что с возрастом происходит потеря стабильности 
микробиоты кишечника, что приводит к  раз-
витию дисбиотического состояния, характери-
зующегося уменьшением разнообразия видов 

и  снижением количества полезных бактерий. 
В  результате повышается кишечная проницае-
мость, нарушается нормальное всасывание пи-
тательных веществ, ухудшается переваривание 
пищи и  снижается работа иммунной системы 
[25]. Растущее число исследований in vivo и in vitro 
демонстрирует, что кишечные микробы и слож-
ные продукты их жизнедеятельности могут регу-
лировать метаболические и иммунные функции 
хозяина через путь mTOR и приводить к их на-
рушениям в процессе старения [26, 27] (рис. 1).

Таким образом, приведенные примеры сви-
детельствуют о согласованной мультиомиксной 
регуляции, происходящей в ходе старения, что 
подтверждает сложность и  взаимосвязанность 
различных механизмов, участвующих в  этом 
процессе. 

ГЕНЕТИЧЕСКИ ИНДУЦИРОВАННОЕ 
МУЛЬТИОМИКСНОЕ ОМОЛОЖЕНИЕ
За последние несколько лет было показано, 

что эктопическая временная экспрессия фак
торов транскрипции, они же факторы репрог

время жизни белков
скорость протеасомной деградации белков

 сфинголипидов
S-аденозилметионинсинтетаза

, изменение синтеза ацилкарнитина

Рис. 1. Согласованная мультиомиксная регуляция в процессе старения.
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раммирования  – Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc 
и некоторых других – противодействует процессу 
старения путем комплексного мультиомиксного 
омоложения [6]. Эффекты факторов репро-
граммирования изучали преимущественно на 
культурах различных клеток, полученных от до-
норов разных видов и разного возраста. Пока-
зано [28], что экспрессия факторов Oct4, Sox2, 
Klf4, c-Myc, Lin28 и NANOG в эндотелиальных 
клетках и фибробластах человека, полученных 
от пожилых доноров, привела к репрограмми-
рованию клеточного возраста, причем возраст 
метилирования снизился примерно на 5 лет 
в эндотелиальных клетках и на 2 года в фибро-
бластах. В результате экспрессии этих факторов 
улучшилось физиологическое состояние хон-
дроцитов человека, полученных от пожилых 
доноров, уменьшились признаки воспаления 
и  повысился их регенеративный потенциал, 
а в стволовых клетках скелетных мышц, полу-
ченных от старых мышей, наблюдалось не толь-
ко физиологическое улучшение, но и  восста-
новление способности к дифференцировке [28].

Наибольший интерес представляет вопрос 
о  том, как факторы Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc 
и  другие влияют не на клетки, поддерживае-
мые в  культуре, а  на живые организмы  – на 
молекулярном уровне и  на уровне фенотипов 
старения. В  ряде работ наблюдали эффекты 
“омоложения” при использовании факторов 
репрограммирования в отношении нервной си-
стемы и  возрастного нарушения зрения. Так, 
согласно [29], временная экспрессия транс-
крипционных факторов Oct4, Sox2, Klf4 в ган-
глионарных клетках сетчатки мыши, восста-
навливает “молодые” паттерны метилирования 
ДНК и транскриптома, способствует регенера-
ции аксонов после травмы и  обращает вспять 
потерю зрения у мышей с глаукомой и у старых 
мышей. Эта работа была дополнена исследова-
нием эпигенетического омоложения в процессе 
продолжительной (в  течение нескольких лет), 
циклической экспрессии факторов транскрип-
ции Oct4, Sox2 и  Klf4 в  ганглионарных клет-
ках сетчатки у  мышей с  глаукомой и  старых 
мышей [30]. За два месяца экспрессии этих 
факторов репрограммирования нарушенное 
зрение мышей полностью восстановилось, 
однако вернулось к  исходному в  течение 4 
недель после прекращения терапии. Очень 
важно, что у  мышей с  глаукомой, получавших 
терапию без перерывов в  течение 21 месяца, 
не наблюдалось никаких побочных эффектов 
[30]. Примечательно, что недавно зрительная 
функция была впервые успешно восстановлена 
с помощью факторов Oct4, Sox2, Klf4 на модели 
неартериитической передней ишемической 
оптической нейропатии у нечеловекообразных 
приматов [31].

В работе по изучению циклической индук-
ции факторов Oct4, Sox2, Klf4 и  c-Myc в  гип-
покампе старых мышей показано снижение 
триметилирования H3K9, улучшение памяти 
и увеличение количества мигрирующих клеток, 
содержащих нейрогенные маркеры в  зубчатой 
извилине гиппокампа, что может способство-
вать увеличению выживаемости новорожден-
ных нейронов в процессе их созревания и по-
вышению синаптической пластичности зрелых 
нейронов [32].

Описано влияние так называемых омола-
живающих факторов на другие органы и ткани, 
а также на продолжительность жизни. Показа-
но, что проведенной в раннем возрасте терапии, 
основанной на однократной индукции факто-
ров Oct4, Sox2, Klf4 и cMyc, достаточно, чтобы 
предотвратить ухудшение скелетно-мышечных 
функций у  мышей [33]. Кроме того, у  старых 
мышей, получавших эту терапию, улучшалась 
структура тканей почек, селезенки, кожи и лег-
ких, а продолжительность жизни увеличивалась 
на 15%, что связано с омоложением органоспец-
ифических дифференциальных возрастных пат-
тернов метилирования ДНК. Показано также, 
что циклическая индукция транскрипционных 
факторов Oct4, Sox2, Klf4 увеличивала среднюю 
продолжительность жизни мышей на 109%, 
улучшая при этом некоторые показатели здоро-
вья, включая индекс хрупкости, у мышей старо-
го возраста [34]. 

Таким образом, можно ожидать, что генети-
чески индуцированное мультиомиксное омоло-
жение окажется перспективным для развития 
стратегий продления здоровой жизни. Однако 
очевидно, что это направление имеет ряд огра-
ничений, связанных с малой изученностью во-
проса и  со сложностью применения генетиче-
ского омолаживания у человека. Прежде всего 
следует отметить, что опубликованные работы 
касаются влияния на клеточные культуры и мо-
дельные организмы временной эктопической 
экспрессии одного незначительно варьирующе-
го набора генетических факторов. Количество 
и разнообразие таких работ тоже пока невели-
ко. На целый ряд вопросов пока нет ответов. 
Неясно, насколько и в каком направлении мо-
жет быть расширен спектр используемых фак-
торов, каким должен быть оптимальный выбор 
клеток-мишеней для их применения и соотно-
шение полезных и  вредных эффектов исполь-
зования этих факторов омоложения, какие до-
полнительные меры необходимо предпринять 
для защиты клеток от одного из главных недо-
статков генетического омоложения  – возмож-
ности потери клетками специализированных 
функций, необходимых для нормальной работы 
организма.
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ХИМИЧЕСКИ ИНДУЦИРОВАННОЕ 
МУЛЬТИОМИКСНОЕ ОМОЛОЖЕНИЕ
Альтернативный подход к мультиомиксному 

омоложению связан с использованием различ-
ных химических соединений для восстанов-
ления эпигенома, транскриптома, протеома, 
метаболома и микробиома до состояния, харак-
терного для более раннего возраста.

Для химического репрограммирования ис-
пользуют различные малые молекулы, молеку-
лярная масса которых не превышает 1000 г/моль 
и  которые можно условно разделить на три 
основные категории: сигнальные, эпигенети-
ческие и  метаболические модификаторы [35]; 
обычно используют комбинации веществ из 
разных категорий.

К сигнальным модификаторам относят-
ся вещества, влияющие на работу сигнальных 
путей, например, рапамицин. Ингибирование 
с  помощью рапамицина серин/треониновой 
протеинкиназы mTOR, входящей в состав ком-
плексов mTORC1 и  mTORC2, приводит к  вос-
становлению транскрипции генов, экспрессия 
которых изменяется в  процессе старения [36], 
что положительно влияет на синтез белка, ауто-
фагию, а также на энергетический метаболизм 
[37]. Кроме того, антибиотические свойства ра-
памицина позволяют контролировать динами-
ку микробиоты в организме, что также вносят 
вклад в  регуляцию метаболома [38]. Такое со-
гласованное мультиомиксное воздействие рапа-
мицина положительно влияет на продолжитель-
ность жизни различных модельных организмов 
[37, 39]. 

Еще одно вещество, которое можно отнести 
к модификаторам передачи сигнала, – рифампи-
цин. Рифампицин способен активировать сиг-
нальный путь AMPK, который, в свою очередь, 
может ингибировать mTOR и, соответственно, 
влиять на множество процессов, приводящих 
к изменению экспрессии генома и увеличению 
продолжительности жизни модельных организ-
мов [37]. Рифампицин это антибиотик, способ-
ный ингибировать бактериальную ДНК-зави-
симую РНК-полимеразу и влиять на динамику 
микробиоты [37]. Примечательно, что комбина-
ции рапамицина и рифампицина синергически 
влияют на продолжительность жизни нематоды 
и дрозофилы [37].

Большинство эпигенетических модификато-
ров относится к ингибиторам метилтрансфераз 
или деацетилаз гистонов [35, 40]. Эти вещества 
способны модифицировать различные эпигене-
тические метки и  тем самым влиять на транс-
криптом, протеом и, в конечном итоге, играть 
важную роль в  регуляции метаболома. Проте-
стирована способность нескольких комбинаций 

различных эпигенетических регуляторов репро-
граммировать клетки, и  на основании этого 
созданы эффективные коктейли, включающие 
такие компоненты, как бутират натрия, 5-аза-
цитидин, трихостатин А, DZNep и вальпроевая 
кислота [35]. Коктейль на основе бутирата на-
трия, ингибитора гистондеацетилаз, является 
в настоящее время одним из самых эффектив-
ных коктейлей химического репрограммирова-
ния, который способен индуцировать статисти-
чески значимое снижение транскриптомного 
возраста как у человека, так и у мышей и поло-
жительно влиять на компартментализацию ста-
реющих клеток [41].

Наконец, метаболические модификаторы 
характеризуются способностью переключать 
метаболизм с окислительного фосфорилирова-
ния на гликолиз, главным образом, в результате 
ингибирования серин-треониновой протеинки-
назы GSK3. К широко известным ингибиторам 
GSK3 относятся соединения лития, обязательно 
входящие в состав каждого коктейля, вызываю-
щего эпигенетическую трансформацию [35], об-
легчающие и ускоряющие процесс репрограм-
мирования [42].

Таким образом, использование химических 
веществ позволяет добиться частичного репро-
граммирования и омолаживания клеток путем 
восстановления эпигенома, транскриптома 
и  других омиков без изменения их геномной 
идентичности [41], тем самым предлагая воз-
можно более безопасную альтернативу методам 
генетических манипуляций. Однако следует 
иметь в виду, что все вещества, которые исполь-
зовали для репрограммирования, обладают 
очень широким спектром действия на организм. 
Так, например, эпигенетические модификато-
ры, в соответствии с особенностями механизма 
своего действия, затрагивают экспрессию боль-
шей части генов и, следовательно, комплексно 
влияют на транскриптом, протеом и метаболом. 
Точно также нарушение работы сигнальных 
каскадов и модификация энергетического ста-
туса организма приводят к системным измене-
ниям многих показателей, включая продолжи-
тельность жизни. В  то же время, генетическая 
индукция в  ряде случаев может, по-видимому, 
обеспечивать большую избирательность воздей-
ствий и  эффектов, хотя и  в  этом случае суще-
ственной остается проблема неспецифичности 
воздействия на состояние организма.

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
МУЛЬТИОМИКСНОГО ОМОЛОЖЕНИЯ

Технологии продления жизни и улучшения 
ее качества, направленные на мультиомиксное 
омоложение, в  основе которого лежит согла-
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сованное восстановление эпигенома, транс-
криптома, протеома, метаболома и микробиома 
до уровня, характерного для молодого орга-
низма, отличаются большой потенциальной 
эффективностью. В настоящий момент можно 
говорить о нескольких принципиально возмож-
ных и валидированных в опытах с модельными 
объектами технологиях мультиомиксного омо-
ложения, таких как генетически и  химически 
индуцированное омоложение и трансплантация 
(рис. 2). Развитие таких технологий требует про-
ведения поиска оптимальных факторов омоло-
жения и выработки методов их доставки в орга-
низм. Кроме того, множество других вопросов, 
связанных с возможным практическим приме-
нением этих подходов, остается пока без ответа. 
В каком возрасте стоит начинать использование 
омолаживающих факторов? Какие ткани явля-
ются оптимальными мишенями для их воздей-
ствия? Какой должна быть интенсивность, про-
должительность и периодичность воздействия? 
Возможности практического использования 
подобных подходов для омоложения человека 
пока неочевидны. Тем не менее, хочется верить, 
что дальнейшая работа, позволит выработать 
конкретные практические рекомендации, ка-
сающиеся технологий мультиомиксного омо
ложения.

Сам термин мультиомиксное омоложение 
предполагает, что для его индукции исполь-
зуются факторы, оказывающие комплексное 
системное воздействие на организм. Действи-
тельно, замедление старения и продление жиз-
ни связаны с взаимозависимым изменением ра-
боты многих тканей и органов, основанной на 
кардинальной модификации многочисленных 
молекулярных и клеточных механизмов. В связи 
с этим именно комплексные воздействия пред-
ставляются адекватными в  том случае, когда 
необходимо увеличить продолжительность здо-

ровой жизни. Все транскрипционные факторы, 
эктопическая экспрессия которых индуцирова-
ла омоложение, и все вещества, используемые 
для репрограммирования, обладают очень ши-
роким спектром действия на организм, что и де-
лает столь привлекательным их применение для 
продления жизни. В то же время очевидно, что 
такое широкое воздействие может иметь неже-
лательные или даже вредные эффекты [41, 43]. 

Так, например, эктопическая активация 
факторов генетического репрограммирования 
в  соматических клетках ведет к  формирова-
нию профиля экспрессии генов, характерного 
для эмбриональных стволовых клеток, где эти 
факторы активны в естественных условиях. Это 
может приводить к развитию такого нецелевого 
эффекта, как потеря клеточной идентичности. 
Но, даже сохраняя свою идентичность благо-
даря кратковременности активации факторов, 
соматические клетки приобретают признаки, 
свойственные эмбриональным стволовым клет-
кам. В  частности, клетки становятся способ-
ными к интенсивному делению и регенерации. 
Насколько полезным окажется такое свойство 
для клеток разного типа? Возможно, эти каче-
ства важны для тканей со сниженной способ-
ностью к регенерации, например, для зритель-
ных нервов и  мышц, или тканей, чья высокая 
пролиферативная активность снижается в ста-
рости, например кишечного эпителия. В  этом 
контексте очень важным представляется во-
прос о выборе эффективных и безопасных кле-
точных и  тканевых мишеней для воздействия 
омолаживающими факторами. Отметим, что 
потенциальная возможность выбора мишени 
считается преимуществом генетических мето-
дов. При этом неясно, не приведет ли приоб-
ретенная репрограммированными клетками 
способность к интенсивному делению к увели-
чению вероятности появления новообразова-
ний. Способность генетических факторов инду-
цировать развитие неопластических изменений 
в перепрограммированных клетках может ока-
заться серьезным недостатком для их использо-
вания [44]. Кроме того, геномная интеграция, 
которой способствует использование вирусов 
в  качестве систем доставки омолаживающих 
факторов, также может спровоцировать разви-
тие опухолей [45]. Все сказанное подчеркивает 
важность дальнейшего изучения методов и эф-
фектов использования факторов генетического 
репрограммирования in vivo, а также указывает 
на необходимость поиска новых факторов для 
определения более безопасных и эффективных 
способов снижения клеточного возраста. В на-
стоящее время одними из перспективных счи-
таются некоторые ранее охарактеризованные 
транскрипционные факторы. Например, по-
казано, что циклическая экспрессия укорочен-

Старая особь

Молодая особь
Переливание крови

Трансплантация микробиоты

Генетически
индуцированное

омоложение

Инъекции Кормление

Химически индуцированное
омоложение

Рис. 2. Технологии мультиомиксного омоло
жения.
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ной версии FOXM1 задерживает естественное 
старение у  мышей [46]. Показано также, что 
высококонсервативные комплексы, модифици-
рующие хроматин, в  частности, белки группы 
Polycomb, участвующие в контроле продолжи-
тельности жизни других модельных организмов 
[47–49], влияют на процесс эпигенетического 
репрограммирования клеток [50]. Кроме того, 
особо перспективным для репрограммирования 
представляется использование белков семейства 
спираль-петля-спираль и  гомеодоменсодержа-
щих транскрипционных факторов. Так, напри-
мер, изменение экспрессии ортолога Lxh3/4 
у дрозофилы влияет на проявление различных 
маркеров старения и продолжительность жизни 
[51–53], а временная экспрессия гомеодоменсо-
держащего транскрипционного фактора Msx1 
восстанавливает в  старых миогенных клетках 
мышей профиль экспрессии генов, характер-
ный для более молодого возраста [54]. Мож-
но ожидать, что использование для индукции 
омоложения более высокоспециализированных 
транскрипционных факторов позволит избе-
жать появления нежелательных неспецифиче-
ских эффектов.

Не менее важным представляется расшире-
ние спектра и  состава коктейлей химических 
индукторов репрограммирования и  омоложе-
ния. Возможность комбинировать вещества для 
получения наибольшего эффекта в отношении 
мультиомиксного омоложения и  увеличения 
продолжительности жизни является одним из 
преимуществ химически индуцированного ре-
программирования. Чем больше химических 
агентов и их комбинаций будет найдено и про-
тестировано, тем больше вероятность найти оп-
тимальные методы омоложения. Среди новых 
особо перспективных веществ можно назвать 
радицикол (монорден), обращающий вспять 
изменения транскриптома и  эффективно уве-
личивающий продолжительность жизни нема-
тоды [55], и  фукоксантин, который, влияя на 
экспрессию генов, приводит к  значительному 
увеличению продолжительности жизни дрозо-
филы [56]. 

В настоящее время для индукции мультио-
миксного омоложения в  качестве триггера ис-
пользуют, главным образом, генетические и хи-
мические воздействия на эпигеном, которые 
приводят к  восстановлению эпигенетических 
меток, характерных для молодого возраста. На-
правленное изменение микробиома также может 
инициировать мультиомиксное омоложение. 
Большой теоретический и практический инте-
рес представляет дальнейшее изучение молеку-
лярных и клеточных основ процессов, которые 
определяют закономерности трансформаций, 
происходящих на уровне эпигенома и  микро-
биома, транскриптома, протеома и метаболома, 

в  последующие изменения. Сложность таких 
исследований усугубляется неоднозначностью 
переходов на любом этапе, они включают так-
же петли обратной связи. Вместе с тем, важным 
представляется поиск агентов, вызывающих 
омоложение непосредственно протеома и мета-
болома. Не исключено, что совместное исполь-
зование агентов различной направленности 
позволит увеличить эффективность и повысить 
безопасность потенциальных методов омоложе-
ния, в связи с чем изучение взаимной мульти-
омиксной регуляции необходимо для создания 
новых подходов к  продлению здоровой жизни 
на основе комбинированной терапии.

Работа проведена в рамках выполнения го-
сударственного задания НИЦ “Курчатовский 
институт”.

Работа выполнена без использования людей 
и животных в качестве объектов исследования.
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Multi-Оmic Rejuvenation: a New Strategy  
for Lifespan Extension

O. Y. Rybina1, *, E. G. Pasyukova1 
1National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

*e-mail: flybee@mail.ru

Various age-related disorders accumulate during aging, causing a decline in tissue and organ function, 
raising the risk of disease development, and leading to death. Age-related phenotypes are tightly related to 
an increase in coordinated, progressive changes in the transcriptome, proteome, metabolome, microbiome, 
and epigenome. Age-dependent modifications of the transcriptome, caused by changes in epigenetic, 
transcriptional, and post-transcriptional regulation of gene expression, lead to the accumulation of age-
related changes in the proteome and metabolome. In turn, dynamic changes in the microbiota during aging 
also affect gene expression and thus lead to age-related changes in the proteome and metabolome. Recent 
studies have shown that multi-omics rejuvenation technologies decrease age-related disorders and extend 
longevity. For example, the short-term induction of the expression of transcription factors that ensure 
the reprogramming of somatic cells into pluripotent stem cells is accompanied by the restoration of the 
DNA methylation pattern and transcriptome expression profile characteristic of younger tissues, resulting 
in an increased lifespan. In this review, we discuss existing multi-omics rejuvenation technologies and the 
prospects for extending and improving life.

Keywords: aging, lifespan, multi-omics technologies, transcriptome, epigenome, proteome, metabolome, 
microbiome
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Ассоциированное с возрастом изменение характера метилирования считается важным предиктором 
биологического возраста человека. Изменение уровня метилирования CpG-динуклеотидов 
способствует сдвигу в  работе ряда генов, в  том числе ассоциированных с  функционированием 
иммунной системы. В число этих генов входит ген CSF1, белковый продукт которого ассоциирован 
с  воспалительным старением, что делает его важным биомаркером возрастзависимых 
заболеваний. Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии определен профиль метилирования 
ассоциированного с промотором CpG-островка гена CSF1. Проведен поиск зависимостей между 
характером метилирования CpG-сайтов внутри исследуемых регионов и относительным уровнем 
мРНК гена CSF1 и  его белковым продуктом у  лиц разных возрастных групп. Показан высокий 
уровень корреляции двух CpG-сайтов с исследуемыми параметрами и установлено, что эти CpG-
динуклеотиды входят в состав сайтов связывания факторов транскрипции семейства NFI и фактора 
EGR1. Предполагается, что эти CpG-сайты играют важную роль в регуляции экспрессии гена CSF1.

Ключевые слова: метилирование ДНК, возрастные изменения, CpG-островок, ген СSF1

DOI: 10.31857/S00268998424050024, EDN: HUUTDV

ВВЕДЕНИЕ
Старение – биологический процесс, характе

ризующийся возрастным снижением функций, 
которое захватывает все уровни организации ор-
ганизма [1]. При старении изменяется экспрес-
сия генов, часть из которых, например генов, 
связанных с  репарацией ДНК, активируется, 
а генов, ответственных за трансляцию, и генов, 
кодирующих белки цепи переноса электронов, 
напротив, подавляется [2]. Сдвиги в экспрессии 
генов связаны не только с накопленными в те-
чение жизни мутациями, но и  с  генетической 
программой онтогенеза [3]. 

Важную роль в регуляции активности генов 
играют эпигенетические изменения. Метилиро-
вание ДНК считается наиболее точным из всех 
эпигенетических меток предиктором биологи-
ческого возраста [4]. Известно, что с  возрас-
том происходит глобальное гипометилирова-
ние генома с локальным гиперметилированием 
промоторных областей некоторых генов [5]. 
К генам, степень метилирования которых изме-

няется с возрастом, относятся гены, связанные 
с функционированием иммунной системы [6].

Важную роль в регуляции транскрипции ге-
нов играют промоторы, расположенные выше 
точки начала транскрипции [7, 8], подвержен-
ной различным модификациям. Метилирование 
промоторного региона, как правило, ингибиру-
ет экспрессию гена [9]. Считается, что степень 
модификации промоторной области гена не-
гативно коррелирует с уровнем его транскрип-
ции  [10]. Гены, содержащие CpG-островки 
в  промоторной области, характеризуются, как 
правило, относительно стабильным уровнем 
экспрессии во многих типах клеток. К  таким 
генам относятся так называемые гены домаш-
него хозяйства и гены, связанные с регуляцией 
развития [11]. Еще одним участком, который 
может быть ассоциирован с транскрипционной 
активностью гена, считается первый интрон. 
Снижение уровня метилирования CpG-
динуклеотидов внутри этого участка способно 
активировать внутренние сайты транскрипции, 

mailto:a.d.sergeeva@yandex.ru
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приводя к  образованию альтернативных вари
антов мРНК [12–14]. 

Процесс старения характеризуется повыше-
нием синтеза провоспалительных цитокинов, 
таких как интерлейкины (IL)-6 и  -12, фактор 
некроза опухолей-α (TNF-α) и др. [15]. Наибо-
лее заметно с возрастом ассоциированы макро-
фагальный колониестимулирующий фактор-1 
(CSF1), CXCL1, CXCL9, IL-6, фактор роста 
сосудистого эндотелия А (VEGFA) [16, 17]. Со-
гласно существующим представлениям CSF, 
или М-CSF1 ассоциирован с  возрастзависи-
мыми патологиями, такими как болезнь Аль-
цгеймера, сердечно-сосудистые заболевания, 
катаракта и хронические болезни почек [17, 18]. 
Повышение экспрессии гена CSF1 в опухолях, 
в частности в таких, как рак молочной железы, 
предстательной железы и яичников, усиливает 
онкогенность опухоли, способствует ее ускорен-
ному метастазированию и  инвазивности  [19]. 
Показано также, что возрастзависимое повыше-
ние содержания CSF1 в крови замедляет зажив-
ление ран у мышей [20]. 

В норме M-CSF отвечает за дифференци-
ровку, пролиферацию и выживаемость макро-
фагов и  их предшественников, участвует в  ре-
гуляции пролиферации и  дифференцировки 
остеокластов, а  также в  резорбции костной 
ткани. M-CSF участвует в  стимуляции высво-
бождения провоспалительных цитокинов при 
воспалительных процессах. Основными клет-
ками, способными к  синтезу M-CSF, являют-
ся остеобласты и  остеоциты. Альтернативный 
сплайсинг мРНК гена M-CSF приводит к обра-
зованию трех вариантов биологически активных 
молекул: мембраносвязанного гликопротеина, 
секретируемого гликопротеина и секретируемо-
го протеогликана [21, 22]. 

В представленной работе определен уровень 
метилирования двух регуляторных участков гена 
CSF1, относительный уровень мРНК и количе-
ство белка CSF1 в периферической крови доно-
ров разного возраста.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Из биобанка, содержащего 486 образцов 

периферической крови условно здоровых 
доноров, произвольным образом выбраны 26 
(19 от доноров женского пола, 7  – мужского). 
Возраст доноров составил 48.1 (23.0; 58.3) 
лет. Согласно возрастной классификации 
Всемирной организации здравоохранения, 
исследуемая выборка была разделена на три 
группы: до 45 лет (13 человек), 45–59 лет (семь 
человек), 60–85 лет (шесть человек).

Геномную ДНК выделяли с  помощью 
набора ДНК-Экстран-1 (“Синтол”, Россия) 

по инструкции производителя. Концентра-
цию нуклеиновой кислоты определяли на 
флуориметре Qubit 4 с использованием набора 
Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (“ThermoFish-
er”, США). Геномную ДНК (1 мкг) подвергали 
бисульфитной конверсии с  использованием 
набора BisQuick (“Евроген”, Россия). Образец, 
полученный после конверсии, использовали 
в полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Праймеры для оценки метилирования под
бирали с  использованием сервиса EpiDesigner 
(“Agena Bioscience”, США).

Праймеры к промотору:
prom_f:  aggaagagagGTTAGTATTGAATTAGT

TTGGAGAG;
prom_r: cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAA

ACCCAAACAAACTTTCACTT.
К интрону: 
i n t _ f :  a g g a a g a g a g G G G AT T G T TA G -

GTTTTTTTGGG;
int_r: cagtaatacgactcactatagggagaaggctAATTA-

ACCCCCTAAACTTTCCCTAC. 
К обратным праймерам добавлены после

довательности промотора Т7-полимеразы для 
последующих этапов синтеза РНК. 

Исследуемый GC-богатый фрагмент гена 
CSF1 амплифицировали с  использованием 
2 × Tersus буфера (“Евроген”), 1 U SynTaq 
ДНК-полимеразы (“Синтол”). Амплифика-
цию проводили по следующей программе: 
предварительная денатурация – 5 мин при 95°С; 
45 циклов: 95°С –30 с, 56°С – 30 с, 72°С – 1 мин, 
затем финальная элонгация при 72°С в течение 
7 мин. 

После ПЦР неприсоединенные dNTP де
фосфорилировали при помощи щелочной 
фосфатазы креветки (SAP, “Agena Biosci-
ence”, США). На следующем этапе проводили 
специфическую реакцию MassCLEAVE, в  ходе 
которой происходят две совмещенные реакции: 
in vitro транскрипция РНК с  последующим 
урацилспецифичным гидролизом. Результаты 
оценивали на MALDI-TOF масс-спектрометре 
MassARRAY (“Agena Bioscience”) с использова-
нием программного обеспечения EpiTYPER. 

Относительный уровень мРНК CSF1 оцени
вали методом ПЦР в реальном времени. В ка
честве референсного гена использовали ген 
TBP, кодирующий TATA-связывающий белок. 
мРНК выделяли с  помощью набора РНК-
Экстран (“Синтол”) по инструкции производи-
теля. После этого проводили обратную транс-
крипцию, используя набор ОТ-1 (“Синтол”) 
и  специфические обратные праймеры. ПЦР 
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в реальном времени проводили со следующими 
праймерами:

CSF_fw 5´-gggctccctgctgttgtt-3´
CSF_rv 5´-gcacactggatctttcaact -3´;
TBP_fw 5´-cgaatataatcccaagcggtt-3´
TBP_rv 5´-ctggactgttcttcactctt-3´.
Амплификацию проводили на ампли

фикаторе CFX96 Touch (“Bio-Rad”, США) 
по следующей программе: предварительная 
денатурация  – 5 мин при 95°С; затем 45 ци-
клов – 30 с при 95°С, 20 с при 58°С и 30 с при 
72°С, с  последующим считыванием интен
сивности флуоресценции. ПЦР проводили 
с  использованием готовой 2.5 × смеси SYBR 
Green  I (“Синтол”). Данные обрабатывали 
методом ΔΔCt. Данные нормировали с использ
ованием гена TBP в качестве референсного.

Количество CSF1 в плазме крови определяли 
по технологии xMAP (“LUMINEX”, США) 
с  использованием коммерческого набора Mil-
liplex MAP (“Millipore”, США) в  соответствии 
с инструкцией производителя. Панель включа-
ла оценку 47 цитокинов, включая CSF1. Плаз-
му крови с  иммобилизованными антителами 
инкубировали при перемешивании в  течение 
ночи (16–18 ч) при 2–8°С. Для регистрации 
и  анализа данных использовали стандартный 
набор программ на приборе Luminex MAGPIX 

(“LUMINEX”). Коэффициент детерминации 
каждого аналита был не ниже 0.95.

Cтатистическую обработку проводили 
с  помощью пакета программ Statistica 10. Для 
оценки корреляции использовали коэффициент 
Спирмена. Сравнение групп проводили с  ис
пользованием критериев Манна–Уитни 
и  Краскела–Уоллиса. Поиск мест посадки 
транскрипционных факторов проводили с ис
пользованием GenomeBrowser. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Ге н  C S F 1  к а р т и р о в а н  в   о б л а с т и 

chr1:110,453,233-110,473,616 (GRCh37/hg19). 
На первом этапе исследования для анализа 
метилирования были выбраны два фрагмента 
СрG-островков в  регуляторной области гена, 
локализованные в  промоторе (chr1: 110453116-
110453510) и в первом интроне (chr1: 110453889-
110454155) гена CSF1. Схема целевых регионов 
представлена на рис. 1. 

Всего проанализированы 29 CpG-сайтов 
(последовательно названных CpG1–29), неко
торые CpG-динуклеотиды, расположенные 
в этих регионах, не были эпитипированы из-за 
ограничения технологии MassARRAY. Опре-
делены средние уровни метилирования CpG-
сайтов в  обоих регионах (рис. 2). Уровень 
метилирования составил 42% (26%; 50%).  

Промотор Экзон Интрон

Регион II
267 п.н.

8 CpG-сайтов

Регион I
394 п.н.

21 CpG-сайт

Рис. 1. Схема участков гена CSF1, выбранных для анализа метилирования. Регион I находится в  промоторе 
и частично в первом экзоне гена CSF1, он содержит 21 анализируемый CpG-динуклеотид. Регион II расположен 
в первом интроне гена и содержит восемь анализируемых CpG-сайтов.
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Рис. 2. Диаграмма разброса уровня метилирования CpG-сайтов в  исследуемых регионах гена CSF1. Красным 
обозначены CpG-сайты с высоким уровнем метилирования; желтым – со средним; cиним – с низким.
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Уровень метилирования CpG-сайтов, распо
ложенных в регионе I, составил 20% (8%; 40%), 
причем ближе к  точке начала транскрипции 
уровень метилирования был ниже. В  регионе 
II уровень метилирования CpG-сайтов соста
вил 18% (8%; 40%). Внутри регионов все 
CpG-сайты были разделены на три группы, 
достоверно различающиеся (p <0.05) по уровню 
метилирования. Для CpG-динуклеотидов с высо
ким уровнем метилирования медиана составила 
50% (40%; 74%), со средним уровнем – 22% (12%; 
30%), с низким – 10% (2%; 18%) (рис. 3).

Установлено влияние возраста на метили
рование CpG-сайтов региона II в группах CpG 
с высоким (r = 0.84, р <0.05) и низким (r = 0.92, 
p < 0.05) уровнями метилирования в группе 45–
59 лет. Обнаружена положительная корреляции 
уровней метилирования CpG12 (r  =  0.46, 
p  <  0.05), CpG17 (r = 0.42, p <  0.05), CpG18 
(r = 0.39, p < 0.05) и CpG29 (r = –0.65, p < 0.05) 
с возрастом доноров (рис. 4).

Затем в соответствии с новой классификацией 
ВОЗ сформировали возрастные группы 
доноров. Выявили корреляции между уровнями 
метилирования CpG-сайтов и  возрастом. 
В  группе 15–44 года установлена корреляция 
уровней метилирования сайтов CpG7, CpG8 
(r  =  0.74, p <0.05), CpG12 (r = 0.58, p <0.05) 
и CpG29 (r = 0.43, p <0.05) с возрастом. 

В группе 45–59 лет выявлена зависимость 
уровня метилирования сайтов CpG22 (r = 0.84, 
p < 0.05) и CpG29 (r = = –0.53, p < 0.05) от воз-
раста доноров. В  группе 60–85 лет установле-
на корреляция между уровнем метилирования 
CpG29 (r = –0.84, p < 0.05) и возрастом. 

Обнаружено, что уровни метилирования 
CpG18 (H = 6.35, p  <  0.05), CpG19 (H = 6.04,  

p < 0.05) и CpG29 (H = 12.16, p < 0.05) различались 
в зависимости от возраста доноров (рис. 5). 

Относительный уровень мРНК гена CSF1 
составил 0.85 (0.37; 1.38). Не найдено корреляции 
между уровнем мРНК и возрастом доноров как 
во всей выборке, так и в выделенных возрастных 
группах. 

Установлены корреляции между метилиро
ванием некоторых CpG-сайтов и относительным 
уровнем мРНК CSF1. В  группе доноров 45–
59 лет выявлено влияние метилирования CpG22 
(r = 0.8, p < 0.05) и CpG24 (r = 0.98, p < 0.05) на 
относительный уровень мРНК CSF1. В  группе 
60–85 лет такая зависимость обнаружена для 
CpG18 (r = –0.9, p < 0.05) и CpG29 (r = –0.94, 
p < 0.05) (рис. 6).

Проведенный на следующем этапе ана
лиз выявил положительную зависимость между 
количеством M-CSF (CSF1) в плазме и возрастом 
доноров (r = 0.63, p < 0.05) (рис. 7).
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Рис. 3. CpG-сайты гена CSF1 с  разным уровнем 
метилирования. 1  – Группа с  высоким уровнем 
метилирования; 2  – группа со средним уровнем 
метилирования; 3 – группа с низким уровнем мети
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Нами не обнаружено зависимости между 
уровнем мРНК CSF1 и количеством белка как 
во всей выборке, так и внутри разных возраст-
ных групп. В  регионе I показана корреляция 
между уровнем белка и степенью метилирования 
группы CpG с низким уровнем метилирования 
(r  = –0.82, p <  0.05). В  регионе II обнаружена 
зависимость между уровнем метилирования 

CpG в группе с высоким уровнем и количеством 
белка M-CSF в плазме (r = –0.94, p < 0.05).

Также внутри возрастных групп установлены 
корреляции между метилированием отдельных 
CpG-сайтов и  количеством белка M-CSF 
в  плазме. В  группе 15–44 лет выявлена зави-
симость как метилирования CpG27 (r =  0.59, 
p < 0.05), так и медианного уровня метилирования 
региона II (r = 0.62, p < 0.05) от уровня белка. 
В  группе 45–59 лет обнаружена корреляция 
между метилированием CpG7, CpG8 (r = –0.82, 
p  <  0.05), медианным уровнем метилирования 
региона I (r = –0.85, p < 0.05) и уровнем CSF1 
в плазме. В группе 60–85 лет установлена зави-
симость между уровнем метилирования CpG29 
(r = –0.94, p < 0.05) и количеством CSF1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В нашей работе проведен поиск CpG-сай

тов – маркеров активации гена CSF1, имеющего 
принципиальное значение для идентификации 
возрастзависимых изменений в организме чело
века и развития ряда патологий. 

Изучена взаимосвязь между уровнями мети
лирования двух регионов, расположенных 
внутри CpG-островка гена CSF1, относительным 
уровнем мРНК данного гена, количеством белка 
в плазме и возрастом доноров. Целевая область 
региона I включает 21 CpG-сайт, доступный для 
эпитипирования, регион II содержит восемь 
таких сайтов. Общий профиль метилирования 
обоих регионов в  выборке характеризуется 
средней степенью метилирования (рис. 8). 
Ближе к  точке начала транскрипции уровень 
метилирования региона I заметно ниже, что, 
по-видимому, может быть связано с  необхо
димостью посадки транскрипционных факторов. 
В регионе II такой зависимости не наблюдается. 
Регион II локализован внутри интрона, по
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Рис. 5. Уровни метилирования CpG18 (а), CpG19 (б) 
и CpG29 (в) в разных возрастных группах.
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этому относительно невысокий уровень его ме
тилирования может указывать на его исполь
зование в  качестве альтернативного сайта 
начала транскрипции, или, напротив, приводить 
к  раннему прерыванию транскрипции. Еще 
одной возможной функцией этого региона 
может быть помощь цис-регуляторным эле-
ментам в регуляции транскрипции [23]. В инт
роне  1  гена CSF1 расположен энхансер, кото-
рый, предположительно, может быть усилен 
внутренним CGI. 

В профиле метилирования исследуемых 
регионов CpG-островка гена CSF1 выделены 
три группы CpG-сайтов с  разным уровнем 
метилирования. Отсутствие различий в общем 
уровне метилирования этих групп между воз
растными группами доноров может говорить 
о  том, что, возможно, метилирование от
дельных CpG-сайтов играет более важную роль 
в  регуляции CSF1. Обнаружено изменение 
уровня модификации некоторых CpG-сайтов 
в  зависимости от возраста доноров. Однако 
метилирование большей части CpG-сайтов 
не изменялось с  возрастом. Возможно, что 
модификация конкретных сайтов в  данном 
случае более важна для транскрипции, чем 
профиль метилирования в целом. Так, например, 
согласно данным S. Ogushi и  соавт., уровень 
метилирования CpG-сайтов, локализующихся 
рядом с  сайтами посадки транскрипционных 
факторов, влияет на активность гена метал
лотионеина-1 [24].

Деление выборки на возрастные группы 
позволило обнаружить некоторые зависимости 
между уровнями метилирования и  другими 
параметрами. Наиболее заметные изменения 
наблюдали в  группе 45–59 лет. Возможно, 
в этот период происходят активные изменения 
гомеостатического профиля, которые приве-
дут в  дальнейшем к  состоянию, называемому 
воспалительным старением [25]. 

Отсутствие корреляции между относительным 
уровнем мРНК и  степенью метилирования, 
а также уровнем белка в плазме может говорить 
о более существенном влиянии на транскрипцию 
гена CSF1 других эпигенетических факторов, на-
пример, микроРНК, кольцевых РНК, длинных 
некодирующих РНК или модификации гистонов 
[26–29]. 

Наиболее выражена корреляция уровней 
метилирования CpG18 и  CpG29 с  другими 
показателями. В  старшей возрастной группе 
показана зависимость между метилированием 
этих сайтов и уровнем мРНК. Выявлена также 
зависимость между степенью метилирования 
сайта CpG29 и белковым продуктом гена CSF1 
у лиц 60–85 лет. Методом поиска сайтов посадки 
установлено, что CpG18 входит в сайт связыва-
ния факторов семейства NFI, а CpG29 ассоци-
ирован с транскрипционным фактором EGR1. 

Транскрипционные факторы NFI необ
ходимы для привлечения BAF-комплекса 
к промотору с его последующей активацией [30]. 
Установлено, что члены семейства NFI активно 
экспрессируются в  разных видах опухолей, 
а также при возрастных изменениях [31]. L.M. 
Reynolds и  соавт. показали, что экспрессия 
NFIA в моноцитах зависит от ассоциированной 
с возрастом степени метилирования ряда CpG-
сайтов [32].

EGR1 участвует в  регуляции факторов 
роста, генов репарации ДНК, а  также при 
повреждениях тканей и фиброзе [33]. Показано, 
что фосфорилирование EGR1 приводит к бло-
кированию транскрипции SP1-зависимых ге-
нов [34]. Известна связь воспаления с  EGR1. 
Данный транскрипционный фактор способен 
подавлять активацию макрофагов путем бло-
кировки активности усилителей воспаления 
[35]. Сайты связывания EGR1 локализованы 
как в  промоторах (41.6% всех сайтов), так 
и в интронах (26.4%). Часто (31%) сайт связы-

CpG1-2 CpG3-4 CpG5-6 CpG7-8 CpG9-11 CpG12 CpG13-15 CpG16 CpG17 CpG18 CpG19 CpG20-21 CpG22 CpG23 CpG24 CpG25-26 CpG27 CpG28 CpG29

Промотор Сайт начала
транскрипции

Первый интрон

NFI EGR1

Рис. 8. Схема исследуемого региона CpG-островка гена CSF1. Красным цветом обозначены CpG с высоким уров-
нем метилирования, желтым – со средним, синим – с низким. Стрелка показывает направление транскрипции. 
Серыми кругами указаны транскрипционные факторы, в сайты посадки которых входят указанные CpG-дину-
клеотиды. CpG1–21 относятся к промотору, CpG22–29 – к интрону. Транскрипционные факторы семейства NFI 
и фактор EGR1 ассоциированы с регуляцией гена CSF1. 
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вания данного фактора находится в  пределах 
CpG-островков [36]. 

В гене CSF1, сайт связывания EGR1 нахо
дится в  пределах первого интрона и  входит 
в состав CpG-островка 

Показано, что экспрессия факторов EGR1 
и NFI увеличивается с возрастом [37]. Это по
зволяет предположить, что эти белки играют 
важную роль в  регуляции транскрипции гена 
CSF1. CpG-18 и CpG-29, локализованные в гене 
CSF1, ассоциированы с данными транскрипци-
онными факторами. Возрастзависимое измене-
ние уровня метилирования CpG-сайтов, входя-
щих в  состав сайтов связывания EGR1 и  NFI, 
может изменять активность транскрипции гена. 
Таким образом, высокоточным методом MAL-
DI-TOF показана потенциальная возможность 
использования уровня метилирования СрG18 
и СpG29 в промоторной и интронной областях 
гена CSF1 в качестве маркера возрастзависимых 
изменений.
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мощь в  проведении экспериментов по оценке 
уровня белка M-CSF. 

Работа выполнена при поддержке Минис
терства науки и высшего образования РФ (про
ект № FSWR-2023_0032).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с  участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или наци
онального комитета по исследовательской этике 
и  Хельсинкской декларации 1964 года и  ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. Исследования проведены в  со
ответствии с правилами локального этического 
комитета Нижегородского государственного 
университета им. Н.И. Лобачевского (протокол 
№  1 от 02.12.2020). Все испытуемые получили 
описание исследования и  дали письменное 
информированное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Jiang S., Guo Y. (2020) Epigenetic clock: DNA 
methylation in aging. Stem Cells Int. 2020, 1047896.

2.	 Perez-Gomez A., Buxbaum J.N., Petrascheck M. 
(2020) The aging transcriptome: read between the 
lines. Curr. Opin. Neurobiol. 63, 170–175. 

3.	 Takasugi M., Yoshida, Y., Nonaka Y., Ohtani N. 
(2023) Gene expressions associated with longer lifes-
pan and aging exhibit similarity in mammals. Nucl. 
Acids Res. 51(14), 7205–7219.

4.	 Chen L., Ganz P.A., Sehl M.E. (2022) DNA meth-
ylation, aging, and cancer risk: a mini-review. Front. 
Bioinform. 2, 847629.

5.	 Johnson A.A., Akman K., Calimport S.R., Wuttke D., 
Stolzing A., de Magalhães J.P. (2012) The role of 
DNA methylation in aging, rejuvenation, and age-
related disease. Rejuvenation Res. 15(5), 483–494.

6.	 Keenan C.R., Allan R.S. (2019) Epigenomic drivers 
of immune dysfunction in aging. Aging Cell. 18(1), 
e12878. 

7.	 Einarsson H., Salvatore M., Vaagensø C., Alcaraz N., 
Bornholdt J., Rennie S., Andersson R. (2022) 
Promoter sequence and architecture determine 
expression variability and confer robustness to genetic 
variants. eLife. 11, e80943.

8.	 Kreamer N.N., Phillips R., Newman D.K., Bo
edicker J.Q. (2015) Predicting the impact of promoter 
variability on regulatory outputs. Sci. Rep. 5, 18238.

9.	 Nojimaa S., Fuchikamia M., Kataokaa T., Arakia M., 
Omuraa J., Miyagia T., Okamotoa Y., Hishimotob A., 
Morinobu S. (2021) Alterations in DNA methylation 
rates of brain-derived neurotrophic factor in patients 
with schizophrenia. Eur. J. Psychiatry. 35(2), 67‒74.

10.	 de Mendoza A., Nguyen T.V., Ford E., Poppe  D., 
Buckberry S., Pflueger J., Grimmer M.R., Stolzen
burg S., Bogdanovic O., Oshlack A., Farnham 
P.J., Blancafort P., Lister R. (2022) Large-scale 
manipulation of promoter DNA methylation reveals 
context-specif ic transcriptional responses and 
stability. Genome Biol. 23(1), 163.

11.	 Vavouri T., Lehner B. (2012) Human genes with 
CpG island promoters have a distinct transcription-
associated chromatin organization. Genome Biol. 
13(11), R110.

12.	 Nam A.R., Lee K.H., Hwang H.J., Schabort J.J., 
An J.H., Won S.H., Cho J.Y. (2020) Alternative 
methylation of intron motifs is associated with cancer-
related gene expression in both canine mammary 
tumor and human breast cancer. Clin. Epigenetics. 
12(1), 110.

13.	 Zhang X., Wu M., Xiao H., Lee M.T., Levin L., 
Leung Y. K., Ho S.M. (2010) Methylation of a single 
intronic CpG mediates expression silencing of the 
PMP24 gene in prostate cancer. Prostate. 70(7), 765–
776.

14.	 Hong J., Je-Keun R. (2022) Genomic effect of DNA 
methylation on gene expression in colorectal cancer. 
Biology. 11(10), 1388.

15.	 Walker K.A., Basisty N., Wilson D.M., 3rd, Ferrucci L. 
(2022) Connecting aging biology and inflammation in 
the omics era. J. Clin. Invest. 132(14), e158448.

16.	 Li X., Li C., Zhang W., Wang Y., Qian P., Huang H. 
(2023) Inflammation and aging: signaling pathways 
and intervention therapies. Signal Transduct. Target. 
Ther. 8(1), 239.

17.	 Yusipov I., Kondakova E., Kalyakulina A., Kri
vonosov  M., Lobanova N., Bacalini M.G., Fran
ceschi  C., Vedunova M., Ivanchenko M. (2022) 
Accelerated epigenetic aging and inf lammatory/



701

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

МЕТИЛИРОВАНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ CpG-САЙТОВ

immunological profile (ipAGE) in patients with 
chronic kidney disease. GeroSci. 44(2), 817–834.

18.	 Wing M.R., Devaney J.M., Joffe M.M., Xie D., 
Feldman H.I., Dominic E.A., Guzman N.J., Ra
mezani A., Susztak K., Herman J.G., Cope L., 
Harmon B., Kwabi-Addo B., Gordish-Dressman H., 
Go A.S., He J., Lash J.P., Kusek J.W., Raj D.S., 
Chronic Renal Insufficiency Cohort (CRIC) Study 
(2014) DNA methylation profile associated with rapid 
decline in kidney function: findings from the CRIC 
study. Nephrol. Dial. Transplant. 29(4), 864–872.

19.	 Maldonado M.D.M., Schlom J., Hamilton D.H. 
(2023) Blockade of tumor-derived colony-stimulating 
factor 1 (CSF1) promotes an immune-permissive 
tumor microenvironment. Cancer Immunol. Immu
nother. 72(10), 3349‒3362. 

20.	 Ambrosi T.H., Marecic O., McArdle A., Sinha R., 
Gulati G.S., Tong X., Wang Y., Steininger H.M., 
Hoover M.Y., Koepke L.S., Murphy M.P., Sokol J., 
Seo E.Y., Tevlin R., Lopez M., Brewer R.E., 
Mascharak S., Lu L., Ajanaku O., Conley S.D., 
Seita J., Morri M., Neff N.F., Sahoo D., Yang F., 
Weissman I.L., Longaker M.T., Chan C.K.F. (2021) 
Aged skeletal stem cells generate an inf lammatory 
degenerative niche. Nature. 597(7875), 256‒262. doi: 
10.1038/s41586-021-03795-7 

21.	 Plotkin L.I., Bivi N. (2014) Chapter 3: Local 
regulation of bone cell function. In: Basic and Applied 
Bone Biology. Eds Burr D.B., Allen M.R. San Diego: 
Acad. Press, pp. 47–73.

22.	 Menke J., Iwata Y., Rabacal W.A., Basu R., Stan
ley  E.R., Kelley V.R. (2011) Distinct roles of CSF-
1 isoforms in lupus nephritis. J. Am. Soc. Nephrol. 
22(10), 1821–1833.

23.	 Cain J.A., Montibus B., Oakey R.J. (2022) Intragenic 
CpG Islands and their impact on gene regulation. 
Front. Cell Develop. Biol. 10, 832348.

24.	 Ogushi S., Yoshida Y., Nakanishi T., Kimura T. (2020) 
CpG site-specific regulation of metallothionein-1 
gene expression. Int. J. Mol. Sci. 21(17), 5946.

25.	 Piber D., Olmstead R., Cho J.H., Witarama T., Pe
rez  C., Dietz N., Seeman T.E., Breen E.C., Co
le  S.W., Irwin M.R. (2019) Inflammaging: age and 
systemic, cellular, and nuclear inflammatory biology 
in older adults. J. Gerontol. Ser. A, Biol. Sci. Med. Sci. 
74(11), 1716–1724.

26.	 O´Brien J., Hayder H., Zayed Y., Peng C. (2018) 
Overview of microRNA biogenesis, mechanisms of 
actions, and circulation. Front. Endocrinol. 9, 402.

27.	 Zhou, W.Y., Cai Z.R., Liu J., Wang D.S., Ju H. Q., 
Xu R.H. (2020) Circular RNA: metabolism, functions 
and interactions with proteins. Mol. Cancer. 19(1), 172.

28.	 Dong X., Weng Z. (2013) The correlation between 
histone modifications and gene expression. Epigenom-
ics. 5(2), 113–116.

29.	 Kaikkonen M.U., Lam M.T., Glass C.K. (2011) 
Non-coding RNAs as regulators of gene expression 
and epigenetics. Cardiovascular Res. 90(3), 430–440.

30.	 Liu R., Liu H., Chen X., Kirby M., Brown P.O., 
Zhao  K. (2001) Regulation of CSF1 promoter 
by  the  SWI/SNF-like BAF complex. Cell. 106(3), 
309–318.

31.	 Fane M., Harris L., Smith A.G., Piper M. (2017) Nu-
clear factor one transcription factors as epigenetic reg-
ulators in cancer. Int. J. Cancer. 140(12), 2634–2641.

32.	 Reynolds L.M., Taylor J.R., Ding J., Lohman K., 
Johnson C., Siscovick D., Burke G., Post W., Shea S., 
Jacobs D.R., Jr, Stunnenberg H., Kritchevsky S.B., 
Hoeschele I., McCall C.E., Herrington D., Tra-
cy R.P., Liu Y. (2014) Age-related variations in the 
methylome associated with gene expression in human 
monocytes and T cells. Nat. Commun. 5, 5366.

33.	 Wang B., Guo H., Yu H., Chen Y., Xu H., Zhao G. 
(2021) The role of the transcription factor EGR1 in 
cancer. Front. Oncol. 11, 642547.

34.	 Havis E., Duprez D. (2020) EGR1 transcription fac-
tor is a multifaceted regulator of matrix production in 
tendons and other connective tissues. Int. J. Mol. Sci. 
21(5), 1664.

35.	 Trizzino M., Zucco A., Deliard S., Wang F., Barbi-
eri E., Veglia F., Gabrilovich D., Gardini A. (2021). 
EGR1 is a gatekeeper of inflammatory enhancers in 
human macrophages. Sci. Аdv. 7(3), eaaz8836.

36.	 Duclot F., Kabbaj M. (2017) The role of Early Growth 
Response 1 (EGR1) in brain plasticity and neuropsy-
chiatric disorders. Front. Behav. Neurosci. 11, 35.

37.	 Senapati P., Miyano M., Sayaman R.W., Basam M., 
Trac C., Leung A., LaBarge M.A., Schones D.E. 
(2022) Normal mammary epithelia accumulate 
DNA methylation changes with age that are con-
sistent with breast cancer methylomes. bioRxiv. doi: 
10.1101/2020.06.26.170043



702 СЕРГЕЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

Methylation of Selected CpG-Sites of the Gene CSF1  
as a Factor of Regulation of its Expression  
and a Marker of Human Biological Aging

A. D. Sergeeva1, *, A. D. Perenkov1, M. V. Vedunova1

1National Research Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod, 
Nizhny Novgorod, 603022 Russia
*e-mail: a.d.sergeeva@yandex.ru

Age-associated transformation of the methylation pattern is considered to be an important predictor of 
human biological age. Changes in the level of CpG-dinucleotide methylation contribute to a shift in the 
function of a number of genes, including those associated with the functioning of the immune system. One 
of such gene is CSF1. The protein product of this gene is associated with inflammatory aging, making it an 
important biomarker of age-related diseases. We studied the methylation profile of the promoter-associated 
CpG island of the CSF1 gene by MALDI-TOF mass spectrometry. The dependences between the character 
of CpG-site methylation within the investigated regions and the relative level of the gene mRNA and its 
protein product in people of different age groups were searched. For two CpG sites, a high level of correlation 
with the studied parameters is shown. A search for the landing sites of transcription factor binding sites 
associated with gene transcription showed that these CpG dinucleotides are part of motifs for the NFI family 
transcription factors and the EGR1 factor. We hypothesize that these CpG sites play an important role in the 
regulation of CSF1 gene expression.

Keywords: DNA methylation, age-depend changes, CpG-island, CSF1 gene
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Сокращения: АФК – активные формы кислорода; ТФ – транскрипционный фактор; AKT – протеинкиназа B; AMPK 
(5´-AMP-activated protein kinase) – АМР-активируемая протеинкиназа; AP1 (activating protein 1) – активирующий бе-
лок 1; aPKC (atypical protein kinase C) – атипичная протеинкиназа С; ARE (antioxidant response element) – элемент 
антиоксидантного ответа; ATE1 (arginyl-tRNA transferase 1) ‒ аргинил-тРНК-трансфераза-1; ERK1/2 (extracellular 
signal-regulated protein kinase 1/2)  – протеинкиназа, регулируемая внеклеточными сигналами; FXR (farnesoid X 
receptor) – фарнезоидный Х-рецептор; GSK3β (glycogen synthase kinase 3β) – киназа гликогенсинтазы 3β; IKKβ – 
β-субъединица IκB-киназы; JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) – тирозинкиназа/
преобразователь сигнала и  активатор транскрипции; JNK (c-Jun N-terminal kinases)  – киназы семейства MAPK; 
KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) – Kelch-подобный ECH-ассоциированный белок-1; KIR (Keap-interacting 
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с LC3; MAPK (mitogen-activated protein kinases) – активируемые митогенами протеинкиназы; mTOR (mammalian target 
of rapamycin) – серин/треониновая протеинкиназа, мишень рапамицина у млекопитающих; mTORC1/2 (mammalian 
target of rapamycin complex 1/2) – комплексы 1 и 2, содержащие mTOR; Neh (NRF2-ECH homology; ECH – аналог 
NRF2 у кур) – домен гомологии NRF2-ECH; NES (nuclear export signal) – сигнал экспорта из ядра; NFE (nuclear factor 
erythroid derived) – ядерный фактор эритроидного происхождения; NF-κB (nuclear factor κB) – ядерный фактор κB; 
NLS (nuclear localization signal) – сигнал внутриядерной локализации; NRF2 (NFE2-related factor 2) – транскрипцион-
ный фактор-2 семейства NFE; p38 MAPK (p38 mitogen activated protein kinase) – митогенактивируемые протеинкина-
зы, класс p38; p62/SQSTM1 (sequestosome 1) – убиквитинсвязывающий белок p62, или секвестосома-1; РВ1 (Phox and 
Bem1) – домен Phox и Bem1; PGAM5 (phosphoglycerate mutase family, member 5) – серин/треониновая фосфатаза; PI3K 
(phosphatidyl inositol 3 kinase) – фосфатидилинозитол-3-киназа; PKC (protein kinase C) – протеинкиназа C; PPARγ 
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) – γ-рецептор, активируемый пролифератором пероксисом; PTEN 
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) – фосфатаза с двойной субстратной специфичностью; 
RBX1 (RING-box protein 1) – белок RING-box 1; SESN – сестрин; TAK1 (TGF-β-activated kinase 1) ‒ активируемая 
TGF-β киназа-1; TBK1 (TANK-binding kinase 1) ‒ TANK-связывающая киназа-1; TRAF6 (TNFα receptor-associated 
factor 6) – фактор 6, ассоциированный с рецептором фактора некроза опухолей α; βTrCP (β-transducin repeat containing 
protein) – белок, содержащий β-трансдуциновые повторы; UBA (ubiquitin associated) – ассоциированный с убикви-
тином (домен); ULK (UNK-51-like autophagy activating kinase) ‒ активирующая аутофагию UNK-51-подобная киназа; 
UXT (ubiquitous expressed transcript) ‒ универсально экспрессируемый транскрипт. 



704 ШИЛОВСКИЙ

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

ВВЕДЕНИЕ

У млекопитающих путь KEAP1/NRF2/ARE1  
(Kelch-подобный ECH-ассоциированный бе-
лок-1/транскрипционный фактор-2 семейства 
NFE/элемент антиоксидантного ответа) и ауто-
фагия относятся к основным внутриклеточным 
системам защиты от окислительного стресса 
и поддерживают гомеостаз [1–3]. Транскрипци-
онный фактор (ТФ) NRF2 первоначально был 
идентифицирован как главный регулятор ре-
докс-гомеостаза, который управляет экспресси-
ей набора генов, участвующих в смягчении окис-
лительного и электрофильного стресса. Однако 
роль NRF2 в регулировании множества процес-
сов реакции клетки на стресс гораздо шире. Так, 
показано, что NRF2 регулирует экспрессию 
генов, контролирующих ферроптоз  – процесс 
гибели клеток, зависящий от перекисного окис-
ления железа и  липидов [2]. В  настоящее вре-
мя растет число работ, посвященных изучению 
не только классической роли NRF2 (индукции 
экспрессии генов, кодирующих белки системы 
антиоксидантной защиты и детоксикации), но 
и  его участию в  других клеточных процессах, 
включая воспаление [4], регуляцию циркадных 
биоритмов [5] и  клеточную гибель, в  том чис-
ле в  условиях развития возрастных патологий 
[6, 7]. Выявлена множественность механизмов 
NRF2, влияющих на функцию эндотелиаль-
ных клеток, а  также плюсы и  минусы актива-
ции этого ТФ в эндотелии сердечно-сосудистой 
системы в норме и при патологии [8]. Пока не 
получила однозначной оценки роль белка NRF2 
в  развитии атеросклероза: наряду с  данными 
о его защитном действии, есть и предполагаю-
щие проатерогенную активность (см. обзор [8]). 

Помимо известных положительных эффек-
тов активации NRF2: снижение уровня окисли-
тельного стресса и  воспалительной активации 
эндотелия, восстановление нормальной функ-
ции митохондрий, увеличение биодоступно-
сти NO за счет предотвращения разобщения 
eNOS, – известны и негативные: усиление экс-
прессии гена NOX4, кодирующего NADPH-ок-
сидазу, ответственную за продукцию активных 
форм кислорода (АФК). Кроме того, роль NRF2 
в канцерогенезе тоже двойственна. Этот белок 
вовлечен в  механизмы, с  одной стороны, за-
щищающие нормальные клетки от мутагенеза 
и злокачественной трансформации, а с другой, 
тем самым способствующие выживанию уже 
имеющихся опухолевых клеток. Также способ-
ность NRF2 стимулировать ангиогенез вносит 
дополнительный вклад в прогрессирование опу-
холей, способствуя их васкуляризации [8]. В об-

зоре представлен всесторонний анализ данных 
о  функциях белков, регулирующих аутофагию 
и сигнальный путь KEAP1/NRF2/ARE.

СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, ИНДУЦИРУЮЩИЕ 
АКТИВНОСТЬ NRF2

Известно несколько уровней регуляции 
NRF2. Этот транскрипционный фактор обеспе-
чивает адаптацию клетки к окислителям и элек-
трофилам главным образом за счет вызванной 
стрессом модификации тиольных групп цистеи-
на в одном из его репрессоров – KEAP1, входя-
щего с убиквитинлигазой Cullin-3 RING (CRL) 
в состав комплекса CRL–KEAP1. Модификация 
остатков Cys в  KEAP1 блокирует активность 
CRL–KEAP1, что приводит к  накоплению de 
novo свежетранслированного NRF2 в ядре и ин-
дукции экспрессии генов-мишеней. 

Основной путь стабилизации NRF2 в клет-
ке  – накопление белков, которые нарушают 
связь между KEAP1 и NRF2, конкурируя с ним 
за сайты связывания на KEAP1. Это важный для 
аутофагии белок p62, адаптерный белок Hrd1, 
белки p21, PALB2, PGAM5, WTX, IKKβ (регу-
лятор пути NF-κB – ядерного фактора κB). Все 
они содержат консервативный мотив E(S)T/L/
NGE [9]. Показано присутствие KEAP1 в  ми-
тохондриях, где он взаимодействует с  белком 
PGAM5 [10, 11]. KEAP1 критически важен для 
поддержания митохондриального гомеостаза: 
p62 рекрутирует его в  митохондрии и  вместе 
с  RBX1 опосредует убиквитинирование этих 
органелл клетки, предотвращая образование 
дисфункциональных мегамитохондрий и  тем 
самым смягчая течение неалкогольной жиро-
вой болезни печени [12]. NRF2-ингибирующую 
активность проявляет и  белок, содержащий 
β-трансдуциновые повторы (β-TrCP), который 
входит в состав убиквитинлигазного комплекса 
SKP1–Cullin-1–F-box (SCF-β–TrCP). Однако 
образование фосфодегрона в NRF2 с помощью 
киназы-3 гликогенсинтазы (GSK3) ингибиру-
ется стимулами, которые активируют протеин-
киназу B (PKB)/AKT. В частности, активность 
PKB/AKT может быть усилена действием фос-
фатидилинозитол-3-киназы (PI3K) и mTORC2 
(mammalian target of rapamycin complex 2). Это 
позволяет объяснить, почему гены, управля-
емые антиоксидантзависимыми элементами 
(ARE), индуцируются факторами роста и пита-
тельными веществами [13].

СИСТЕМА KEAP1–NRF2–ARE 
И АУТОФАГИЯ

Помимо окислительного (электрофильного) 
стресса система NRF2 может быть активиро-
вана через нарушение оборота белка [14]. Ре-

1 Все гены и белки указаны по правилам написания для 
клеток человека, если это не оговорено особо.
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БЕЛОК p62: ПЕРЕСЕЧЕНИЕ ПУТЕЙ

доксчувствительный сигнальный путь KEAP1–
NRF2–ARE характеризуется функциональным 
взаимодействием с  системой аутофагии [14, 
15]. В  регуляции NRF2 посредством аутофа-
гии важную роль играет многофункциональ-
ный регуляторный цитоплазматический белок 
p62 (секвестосома-1, SQSTM1) [16]. Для p62-
опосредованной индукции NRF2 необходимо 
увеличение концентрации p62, что повышает 
вероятность конкурентного вытеснения NRF2 
из комплекса с KEAP1. Этот механизм, вероят-
но, работает при длительной активации NRF2 
благодаря тому, что NRF2 повышает экспрес-
сию p62, связываясь с  ARE-содержащим про-
мотором гена SQSTM1, кодирующего его. Таким 
образом, p62  – продукт гена-мишени NRF2, 
поэтому экспрессия этих белков связана петлей 
положительной обратной связи: накопление p62 
способствует активации NRF2, а активирован-
ный NRF2 дополнительно повышает уровень 
p62 [15]. Увеличивающееся в  результате коли-
чество белка p62 секвестрирует на себе KEAP1, 
а  это, в  свою очередь, стабилизирует NRF2 
и поддерживает его активность [15]. Деградация 
KEAP1 происходит посредством p62-зависимой 
аутофагии [17], чему способствует предшеству-
ющее его убиквитинирование [18]. Способность 
KEAP1 репрессировать NRF2 может быть осла-
блена белком p62 с помощью механистической 
мишени для зависимого от рапамицина ком-
плекса-1 (mammalian target of rapamycin complex 
1, mTORC1). Таким образом, у млекопитающих 
ось p62–NRF2 включает путь активации PI3K/
AKT и mTORC1. ТФ NRF2 положительно регу-
лирует экспрессию mTOR [19]. Белок p62 взаи-
модействует с молекулами, которые взаимодей-
ствуют с mTOR и образуют комплекс mTORC1 
[20]. mTORC1 способствует передаче сигналов 
роста клеток, а мутации в нем идентифициро-
ваны в нескольких типах опухолей человека [21].

Кроме того, цитопротекторное действие ак-
тивированного NRF2 выходит за рамки клас-
сических генов-мишеней этого ТФ, так как 
продукты и других ARE-содержащих генов про-
являют противовоспалительную активность [22] 
и вовлечены в протеасомную деградацию окис-
ленных белков [23]. 

Нарушение аутофагии в печени препятству-
ет обороту p62, вызывая тяжелое повреждение 
этого органа. Процесс сопровождается обра-
зованием телец включения, содержащих p62, 
KEAP1 и  убиквитинированные белки, и  при-
водит к  усилению экспрессии генов-мишеней 
NRF2 [14]. Эта модель повреждения печени 
может быть скомпенсирована путем удаления 
NRF2. Следовательно, конститутивная актива-
ция NRF2 в состоянии дефектной селективной 
аутофагии вредна для функциональной целост-
ности гепатоцитов. Также показано, что система 
NRF2/ARE задействована в передаче сигналов 
гибели гепатоцитов, в том числе путем ферроп-
тоза [24].

СТРУКТУРА И МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 
р62 (SQSTM1)

Белок p62 содержит 6 консервативных доме-
нов, которые взаимодействуют с  белками раз-
личных сигнальных систем (рис. 1). Это домен 
PB1 (содержит мотивы Phox и  Bem1p), домен 
“цинкового пальца” ZZ-типа (ZZ), TRAF6-свя-
зывающий домен (TB), LC3-взаимодействую-
щий домен (LIR), взаимодействующий с KEAP1 
домен KIR и  убиквитинсвязывающий домен 
UBA (ubiquitin associated). N-концевой домен 
РВ1 p62 образует олигомеры и  димеры с  дру-
гими белками, включая aPKC (atypical protein 
kinase C) и  ERK (extracellular signal-regulated 
protein kinase). Домен ZZ представляет структу-
ру типа “цинковые пальцы”, что позволяет p62 
выступать в качестве ТФ и связываться с ДНК. 
Посредством ТВ-домена p62 связывается с фак-
тором TRAF6 (TNF-α receptor-associated fac-
tor  6) и  активирует NF-κB, модулируя таким 
образом процеcc воспаления. С-концевые до-
мены LIR (ATG8/LC3-interacting region), KIR 
(Keap-interacting region) и UBA служат для свя-
зывания KEAP1 и убиквитинированных белков, 
а также их деградации посредством аутофагии. 
Домен KIR сходен по структуре с ETGE-после-
довательностью NRF2, что позволяет р62 взаи-
модействовать с KEAP1 и тем самым нарушать 
ассоциацию NRF2 с KEAP1 и его последующее 
убитиквитинирование. Кроме того, взаимодей-
ствие p62 с KEAP1 приводит к деградации по-
следнего по пути аутофагии [26].

PB1 ZZN - TB LIR K UBA

21 103128 163 225 250 321 341 386 440

- C

Рис. 1. Структурная организация белка p62. Доменная структура белка p62 человека (440 а.о.): 21–103 а.о. – домен 
PB1 (содержит мотивы Phox и Bem1p); 128‒163 а.о. – домен “цинкового пальца” ZZ-типа (ZZ); 225–250 а.о. – 
TRAF6-связывающий домен TB; 321–341 а.о. – LC3-взаимодействующий домен (LIR); 346–359 а.о. – взаимодей-
ствующий с KEAP1 домен KIR (K); 386–440 а.о. – убиквитинсвязывающий домен (UBA).
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Белок p62 вовлечен в сигналинг процесса ау-
тофагии за счет домена LIR, который непосред-
ственно взаимодействует с маркером аутофагии 
LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light 
chain 3) [27]. LIR связывается с белком ATG8/
LC3 [25], который локализуется на мембранах 
аутофагосом. В  результате рекрутируемые p62 
“грузы” заключаются в аутофагосомы. Показа-
но, что белок p62 чувствителен к окислительно-
му стрессу, что способствует активации аутофа-
гии [28].

В составе p62 есть сайты связывания многих 
других функционально важных для клетки бел-
ков: убиквитина, KEAP1 и  других. Это позво-
ляет p62 конкурировать с NRF2 за связывание 
с KEAP1 и активацию пути NRF2 [14, 26]. p62 
связывается с  убиквитином через С-концевой 
UBA-домен, рекрутируя полиубиквитиниро-
ванные белки. Показано участие p62 в качестве 
рецептора при многих формах селективной ау-
тофагии [29]. Можно выделить два типа ауто-
фагии: микро- и  макроаутофагию. Первый  – 
аутофагия, опосредуемая шаперонами (CMA, 
chaperone-mediated autophagy),  – запускается 
при активном участии шаперона HSC70 и  на-
правляет определенные белки в  лизосому для 
уничтожения. HSC70 направляет белок, под-
лежащий удалению, к  рецептору LAMP-2A на 
поверхности лизосомы. Второй тип аутофагии 
связан с образованием мембранной структуры 
(аутофагосомы) вокруг той части клетки, кото-
рую предполагается удалить. В  этом процессе 
основную роль играют белки семейства ATG, 
один из них – LC3 (ATG8) – служит маркером 
начала аутофагии [30].

Неселективная аутофагия происходит 
в клетке, страдающей от дефицита питательных 
веществ. В этой ситуации избирательная ауто-
фагия служит для выборочного удаления орга-
нелл с целью регулирования их количества. Ми-
тофагия  – частное проявление избирательной 
митохондриальной аутофагии [31]. Митофагия 
зависит от PTEN-индуцированной киназы-1 
(PINK1). PINK1 содержит нацеленную на мито-
хондрии последовательность (MTS). При отсут-
ствии митохондриального повреждения PINK1 
проникает в эти органеллы через внешнюю мем-
брану (через комплекс TOM) и частично через 
внутреннюю мембрану (через комплекс TIM). 
На внутренней мембране PINK1 подвергается 
частичному расщеплению с  образованием ас-
социированного с пресенилином ромбовидного 
белка (PARL). Эта форма PINK1 расщепляется 
протеазами митохондриального матрикса [32]. 
В  поврежденных митохондриях внутренняя 
мембрана деполяризована, что влияет на им-
порт белка, опосредованный TIM. В результате 
белок PINK1 не попадает в митохондриальный 
матрикс, где он обычно разрушается, а  нака-

пливается на внешней мембране митохондрий. 
Это приводит к  активации цитозольной E3-
убиквитинлигазы PARKIN, которая, убикви-
тинируя белки на внешней мембране митохон-
дрий, запускает митофагию (рис. 2). PARKIN 
способствует K63-ассоциированному полиубик-
витинированию митохондриального субстрата 
и рекрутирует убиквитин- и LC3-связывающий 
белок p62 в митохондрии [33]. 

Комплекс, включающий киназу RIP, атипич-
ную протеинкиназу С, фактор TRAF6 и убикви-
тинлигазу K63, играет критическую роль в фос-
форилировании IKKβ, важном для активации 
ТФ NF-κB [34]. Обнаружено, что высокий уро-
вень p62 коррелирует с  повышенной продук-
цией интерлейкина-1β (IL-1β). Оказалось, что 
p62 связывает киназы JNK и  ERK, тем самым 
усиливая активацию NF-κB и,  как следствие, 
экспрессию IL-1β. Кроме того, накопление p62 
способствует активации каспазы-1 в  инфлам-
масомах, которая необходима для протеолити-
ческого процессинга IL-1β [35]. 

Белок p62 действует как адаптерная молеку-
ла, которая напрямую взаимодействует с убик-
витинированными молекулами на аутофагосо-
ме. Удаление p62 полностью блокирует клиренс 
поврежденных митохондрий [36]. Таким обра-
зом, активация оси PINK1/PARKIN/p62 (рис. 2) 
играет важную роль в селективном устранении 
поврежденных митохондрий, что важно для 
поддержания контроля их качества. Следует 
отметить, что что p62-опосредованное убикви-
тинирование и митофагия также могут идти по 
PINK1/PARKIN-независимому пути [37].

Известны два пути конъюгации убикви-
тинподобных белков, которые необходимы для 

Рис. 2. Пути регуляции NRF2 при митофагии и ауто-
фагии. Представлена упрощенная схема, состоящая 
из регуляторной петли, включающей p62, KEAP1 
и  NRF2, и  другой регуляторной петли, включаю-
щей AMPK (5´-AMP-activated protein kinase), SESN2 
(sestrin 2), ULK1 (UNC-51-like autophagy activating 
kinase 1). Стрелкой обозначено прямое стимулирую-
щее воздействие, включая катализ; линией с тупым 
концом обозначено ингибирующее/супрессорное 
действие на активность/экспрессию NRF2.

МИТОФАГИЯ

PARKIN PINK p62

GSK3β β-TrCP NRF2 KEAP1

AMPK SESN2 ULK1

АУТОФАГИЯ
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биогенеза аутофагосом. Это системы ATG12-
ATG5-ATG16 и ATG8. Считалось, что аутофагия, 
по существу неселективный процесс, частично 
избирательна. Селективные субстраты аутофа-
гии включают поврежденные митохондрии, вну-
триклеточные патогены и  даже подмножество 
цитозольных белков, распознаваемых с  помо-
щью убиквитинсвязывающих адаптеров ауто-
фагии, таких как p62, NBR1, NDP52, TAX1BP1 
и  Optineurin. Эти белки избирательно распоз-
нают аутофагический груз и  опосредуют его 
поглощение аутофагосомами, связываясь с не-
большими убиквитинподобными модификато-
рами, которые принадлежат к семейству ATG8/
LC3 [38, 39]. Среди этих белков p62 лучше всего 
охарактеризован как опосредующий аутофаго-
вый клиренс полиубиквитинированных грузов, 
таких как агрегированные белки [40]. 

Другой адаптер, используемый в селективной 
аутофагии, – NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1), 
который через свой домен PB1 взаимодействует 
с p62, а через домены UBA и LIR участвует в ре-
крутинге и аутофагосомной деградации убикви-
тинированных белков [25]. Optineurin и NDP52 
описаны как рецепторы ксенофагии, использу-
ющие аппарат аутофагии для убиквитинирован-
ных внутриклеточных патогенов [41]. Оба эти 
адаптера участвуют в клиренсе белковых агрега-
тов [42, 43] и необходимы для регуляции переда-
чи сигналов NF-κB [44]. Хотя все эти рецепторы 
опосредуют деградацию убиквитинированных 
белков, известны и более специфические адап-
теры, действующие на удаление поврежденных 
или избыточных митохондрий (например, Atg32 
дрожжей и NIX млекопитающих) или перокси-
сом (например, Atg30 и  Atg36 дрожжей). Они 
распознают конкретных партнеров по связыва-
нию на поверхности своей органеллы-мишени 
и  через домен LIR обеспечивают их доставку 
к  созревающей аутофагосоме [33]. Филогене-
тический анализ и анализ сети взаимодействий 
выявили, что функция белков ATG эволюцион-
но консервативна даже у  растений рода Arabi-
dopsis и люцерны Medicago truncatula [45]. У рас-
тений функциональный гибридный гомолог p62 
и NBR1 (NBR1 у Arabidopsis, Joka2 у Nicotiana) 
играет важную роль в утилизации полиубикви-
тинированных белков, накопленных в условиях 
абиотического стресса [46, 47]. 

РОЛЬ p62 В ФОРМИРОВАНИИ 
АУТОФАГОСОМ

Известно, что прямое взаимодействие меж-
ду p62 и  убиквитином довольно слабое, поэ-
тому образование полиубиквитинированных 
агрегатов начинается с аутоолигомеризации p62 
через его домен PB1 [29]. Однако выдвинутая 
первоначально “простая” концепция доставки 

предназначенных к деградации белковых агре-
гатов посредством соединения боковой цепи 
полиубиквитина на грузе и укрепления ATG8/
LC3 на поверхности фагофора с помощью p62 
впоследствии оказалась более сложной. Оба вза-
имодействия: домен UBA–убиквитин и  мотив 
LIR–ATG8 – слабые.

Низкая аффинность домена UBA к  убик-
витину частично обусловлена его гомодимери-
зацией, которая взаимоисключает связывание 
убиквитина [48]. Это сродство может быть уси-
лено за счет фосфорилирования S403 в домене 
UBA казеинкиназой-2 (casein kinase 2, CK2) 
и  TANK-связывающей киназой-1 (TANK-
binding kinase 1, TBK1) [49]. Ингибирование 
фосфорилирования S403 p62 способствует об-
разованию перинуклеарных агресом убиквити-
нированных белков, что является важным за-
щитным механизмом клетки при протеасомной 
дисфункции. Фосфорилирование T269/S272 
в белке р62 ингибирует фосфорилирование по 
S403, усиливая образование агресом убиквити-
нированного белка и защищая клетки от проте-
отоксического кризиса [49].

Мотив LIR p62 представлен последователь-
ностью DDDWTHL и связывается с LC3B в ми-
кромолярном диапазоне концентраций [40]. 
Олигомеризация, опосредованная доменом 
PB1, позволяет p62 сильно и селективно связы-
ваться с грузами, включая белки с неправильной 
укладкой, на которых концентрируется убикви-
тин [50]. Сходный эффект наблюдается для вза-
имодействия LIR–LC3B, где опосредованная 
PB1 олигомеризация приводит к  взаимодей-
ствию с очень высоким сродством с концентри-
рованным на мембране LC3, так что скорость 
диссоциации становится практически нулевой 
[50]. Это тесное взаимодействие позволяет p62 
изгибать мембраны вокруг груза, и это свойство 
сохраняется у Atg19 дрожжей [50]. Фактически, 
эти агрегаты, содержащие p62 и убиквитиниро-
ванные белки, могут служить исходным карка-
сом для биогенеза аутофагосом – потенциально 
за счет связывания нескольких белков ATG [29, 
51]. Более того, сообщалось, что фагофоры мо-
гут преимущественно формироваться в агрега-
тах p62 рядом с лизосомами в клетках Drosophila 
melanogaster, что похоже на расположение PAS 
(phagophore assembly site) рядом с вакуолью/ли-
зосомой у дрожжей Saccharomyces cerevisiae [52]. 
Белок p62 также взаимодействует с  mTORC1 
[53]. Последний связывается с  лизосомами, 
способствуя росту клеток и ингибируя аутофа-
гию путем фосфорилирования ATG1 (ULK1/2) 
[54, 55]. Затем ATG8/LC3 рекрутируется на фор-
мирующийся фагофор и взаимодействует с р62 
и  другими белками, образуя p62-содержащий 
агрегат, окруженный двойной мембраной [56]. 
Также с  ATG1/ULK1 взаимодействует деубик-
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витиназа Leon/USP5, тем самым негативно ре-
гулируя процесс аутофагии [57].

РОЛЬ р62 В РЕГУЛЯЦИИ АУТОФАГИИ
Еще в 2011 году A. Duran с соавт. [19] сооб-

щали, что активация комплекса mTORC1 спо-
собствует его транслокации на поверхность 
лизосомы, из чего делали вывод, что снижение 
уровня p62, как и  инактивация mTORC1, мо-
гут активировать аутофагию. Однако позднее J. 
Zhou и др. [46] показали, что в клетках HEK293 
и HeLa белок p62 высвобождает Beclin1 (гомо-
лог ATG6) путем разрушения ассоциации BCL-
2 c Beclin1 и тем самым положительно регули-
рует индукцию аутофагии [46]. Кроме того, p62 
взаимодействует и  регулирует деацетилазную 
активность HDAC6 (histone deacetylase 6) – мо-
дификатора F-актиновой сети, участвующей 
в селективной аутофагии [58]. 

В клетках карциномы сайленсинг гена 
SQSTM1, кодирующего p62, приводил к появле-
нию аномальных аутофагосом и в итоге к ауто-
фагической гибели клеток [59]. Таким образом, 
роль p62 в  индукции аутофагии оказывается 
сложной и,  вероятно, зависит от конкретных 
условий. Белок p62 может перемещаться меж-
ду ядром и цитоплазмой и даже экспортировать 
убиквитинированные субстраты из ядра в цито-
золь – где аутофагия проходит наиболее интен-
сивно [60].

Многочисленные клеточные органеллы, та-
кие как ядрышки, P-гранулы, стресс-гранулы 
и  PML-тельца,  – это достаточно стабильные 
образования. Предполагается, что многие из 
этих безмембранных органелл формируются на 
границе раздела фаз, где идет конденсация вы-
сокомолекулярных соединений (белков, РНК 
и  ДНК) с  образованием крупных агрегатов 
[61–63]. Выяснилось, что не только органеллы, 
но и  образование временных клеточных кон-
денсатов (puncta) также происходит на границе 
раздела фаз [64]. В этих конденсатах биомолеку-
лы проявляют неодинаковую подвижность, что 
придает разным конденсатам различные физи-
ческие свойства. Конденсаты, образующиеся 
на границе раздела фаз “жидкость–жидкость”, 
характеризуются высокой подвижностью ма-
кромолекул, сконцентрированных внутри этих 
структур [61, 62]. Хотя точные молекулярные 
механизмы, лежащие в  основе формирования 
разделения фаз “жидкость–жидкость”, до сих 
пор не совсем ясны, похоже, что это явление 
основано на низкоаффинном мультивалентном 
взаимодействии макромолекул [61]. Наличие 
неструктурированных областей, также способ-
ствует разделению фаз “жидкость–жидкость” 
[65]. Интересно, что именно такими свойства-

ми обладают нитевидные олигомеры цепей p62 
и  убиквитина. С  одной стороны, убиквитин-
связывающий домен UBA p62 взаимодействует 
с убиквитином с микромолярной аффинностью 
и  связан с  остальной частью белка p62 через 
длинную неструктурированную область. С дру-
гой стороны, цепи убиквитина содержат множе-
ство сайтов взаимодействия для p62 [66].

УРОВНИ РЕГУЛЯЦИИ р62
Регуляция p62 осуществляется на транскрип-

ционном и  посттранскрипционном уровнях. 
Транскрипция гена SQSTM1 регулируется ТФ 
NF-κB, AP-1 и  FXR (фарнезоидный Х-рецеп-
тор) [67]. Кроме того, этот ген – мишень NRF2. 
Ген SQSTM1 содержит ARE в области –1306∙∙∙–
1295 п.н., формируя тем самым петлю положи-
тельной обратной связи [15]. Убиквитинирова-
ние белка KEAP1 усиливает его взаимодействие 
с  p62, хотя наибольший вклад в  него вносят 
белки семейства Sestrin (сестрины) [68, 69]. 
Наличие в  промоторе гена SESN2 (кодирует 
белок Sestrin  2, SESN2) последовательности 
ARE усиливает его активирующее действие на 
систему KEAP1/NRF2/ARE (по механизму по-
ложительной обратной связи) [68] (рис. 2). Бе-
лок SESN2 способен образовывать комплексы 
с p62 и KEAP1, а также ингибировать mTORC1, 
что активирует аутофагию. SESN2 способству-
ет митофагии – специфической форме аутофа-
гии, – либо ингибируя mTORC1, либо используя 
другие механизмы, такие как взаимодействие 
с  рецептором аутофагии p62 и  Е3-убиквитин-
лигазой RBX1 [70, 71].

Механизм активации аутофагии и  мито-
фагии сестринами включает ингибирование 
mTORC1 и активацию ULK1, что способствует 
снижению уровня АФК и удалению дисфункци-
ональных митохондрий. ULK1 фосфорилирует 
SESN2, вызывая митофагию, а  фосфорилиро-
ванный SESN2 активирует ULK1, дополнитель-
но индуцируя аутофагию по механизму положи-
тельной обратной связи (рис. 2). 

Сестрины усиливают чувствительность 
к  инсулину, блокируя сигнальный путь киназ 
mTORC1 и p70S6K1 (ribosomal protein S6 kinase 
B1), ответственный за деградацию белка IRS1 
(insulin receptor substrate 1), необходимого для 
передачи сигнала от инсулинового рецептора 
к PI3K с последующей активацией киназ PDK1 
и mTORC2 и фосфорилированием АКТ. Повы-
шение уровня экспрессии SESN2 стимулирует 
активацию AMPK и  ингибирование mTORC1, 
поддерживая высокую активность AKT и  спо-
собствуя супрессии глюконеогенеза и снижению 
уровня сахара в крови [72]. Кроме того, сестри-
ны подавляют накопление липидов и стресс эн-
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доплазматического ретикулума посредством ин-
гибирования mTORC1 за счет активации AMPK 
и  связывания GATOR2 (GAP activity towards 
Rags 2) [69, 73]. Помимо общей регуляции про-
цесса аутофагии, SESN2 также контролирует 
специфическое расщепление белков в  лизосо-
мах. Показано, что AMPK активирует NRF2 
путем ингибирования GSK3β (glycogen synthase 
kinase 3β) [74]. Конвергенция между путями 
AMPK и NRF2 важна, например для механизма 
противовоспалительного действия берберина на 
макрофаги, стимулированные липополисахари-
дом, и мышей, подвергшихся эндотоксиновому 
шоку [75]. Активация AMPK приводит к пере-
программированию метаболизма на усиление 
катаболизма и снижение анаболизма путем фос-
форилирования ключевых факторов во многих 
биосинтетических путях, в том числе mTOR [76, 
77]. К активаторам AMPK относится и извест-
ный опухолевый супрессор серин/треониновая 
киназа 11 (serine/threonine kinase  11, STK11), 
или LKB1 (liver kinase B1) [78–80]. В экспери-
ментах с  тканеспецифичными нокаутами гена 
Lkb1 у мышей показано, что в большинстве тка-
ней именно белок Lkb1  – главный посредник 
в  адаптивной активации AMPK при энергети-
ческом стрессе. На основании этих результатов 
авторы делают вывод о  наличии связи между 
регуляцией энергетического метаболизма и су-
прессией опухолей [78, 79].

SESN2 играет важную роль в регуляции ми-
тофагии при воспалении и  сепсисе. Так, этот 
сестрин контролирует узнавание и доставку по-
врежденных фрагментов митохондрий в  ауто-
фагосомы, взаимодействуя с  белком p62  – пе-
реносчиком субстратов для аутофагосом [81]. 
Посредством взаимодействия с белками KEAP1, 
p62 и  RBX1 сестрины вызывают деградацию 
KEAP1 c последующей активацией NRF2 [70]. 
Белок SESN2, связываясь с  NRF2, не только 
регулирует стабильность последнего, но также 
поддерживает его транскрипционную актив-
ность в  ядре [82]. В  некоторых типах клеток, 
например в почечных клубочках, SESN2 выпол-
няет антиоксидантную функцию, снижая экс-
прессию NOX4 [83].

Как отмечалось выше, мотивы E(S)T/L/NGE 
и  мотив 349STGE352 p62 в  частности, сходны 
с  KEAP1-связывающим мотивом 79ETGE82 
NRF2. Следовательно, p62 может конкурировать 
с NRF2 за связывание KEAP1. Когда аутофагия 
нарушается, уровень p62 повышается, что приво-
дит к деградации KEAP1 и, как следствие, к ста-
билизации NRF2 [14]. Взаимодействие между 
KEAP1 и p62 происходит после фосфорилиро-
вания мотива STGE в p62, которое могут выпол-
нять mTORC1 [84] или TAK1 (TGF-β-activated 
kinase 1) [85, 86]. Увеличение отрицательного 
заряда этой последовательности (при фосфори-

лировании серина) делает возможным взаимо-
действие с  положительно заряженными остат-
ками домена Kelch KEAP1. Аффинность KEAP1 
к домену KIR р62 немного ниже, чем к DLGex 
(последовательность M17–Q51 в NRF2, важная 
для взаимодействия с  KEAP1), и  существенно 
ниже, чем к  ETGE-последовательности NRF2 
[14], поэтому структурное сходство KEAP1-свя-
зывающих последовательностей p62 и NRF2 не 
играет роли при классической активации си-
стемы NRF2/KEAP1/ARE электрофильными 
соединениями. Как отмечалось, для p62-опо-
средованной индукции экспрессии NRF2 необ-
ходимо увеличение концентрации p62, что по-
вышает вероятность конкурентного вытеснения 
DLGex NRF2 из комплекса с KEAP1. Этот ме-
ханизм, вероятно, работает лишь при длитель-
ной активации NRF2 благодаря тому, что NRF2 
повышает экспрессию p62, связываясь с промо-
тором гена, кодирующего p62. В результате мно-
гочисленные молекулы белка p62 секвестрирует 
на себе KEAP1, а это, в свою очередь, стабили-
зирует NRF2 и  поддерживает активность по-
следнего [15]. Фосфорилирование p62 по S349 
у  человека (позиция S351 в  р62 мыши) суще-
ственно увеличивает его аффинность к KEAP1, 
которая становится выше, чем сродство KEAP1 
к ETGE-мотиву NRF2 и тем более к DLGex [84]. 
Такая модификация возможна после предвари-
тельного фосфорилирования p62 по позиции 
S403 киназой TBK1 и  последующего форми-
рования агрегатов p62 друг с другом и с убик-
витинированными мишенями. Эти агрегаты 
служат, с одной стороны, мишенями для ауто-
фагии, а с другой – сайтами секвестрирования 
KEAP1, в результате чего происходит индукция 
NRF2/ARE [84]. Белок KEAP1 способствует 
очищению клетки от агрегатов убиквитина по-
средством аутофагии, где он взаимодействует 
с p62 и LC3. В ответ на селективную аутофагию 
KEAP1 перемещается в тельца включения после 
взаимодействия с p62 [15]. KEAP1 колокализу-
ется с p62, что способствует деградации KEAP1 
[87]. Взаимодействие между p62 и KEAP1 уси-
ливается, когда p62 подвергается фазовому раз-
делению (и появляется как включение [puncta]), 
управляемому цитоплазматическим белком 
DAXX (death-associated protein 6) [88]. Мутация 
в KIR-домене p62, которая отменяет взаимодей-
ствие KEAP1 с p62, имеет место при различных 
патологиях, например при боковом амиотрофи-
ческом склерозе [89].

Кроме того, KEAP1 взаимодействует с регу-
лятором аутофагии ATG5 [90]. Также показано 
прямое взаимодействие KEAP1 с протеасомны-
ми субъединицами PSMD2, PSMD4 и сегрегазой 
Vcp/p97 [9] – негативным регулятором стабиль-
ности NRF2 [91]. Выявлен ряд мутаций KEAP1, 
носящих общее название ANCHOR (additionally 
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NRF2-complexed hypomorph), сильно влияющих 
на ассоциацию с NRF2 и приводящих к стаби-
лизации третичной структуры KEAP1 и  обра-
зованию p62-зависимые фазоворазделенных 
сферических кластеров. Эти кластеры содержат 
KEAP1-положительное ядро, окруженное немо-
дифицированным и фосфорилированным p62, 
полиубиквитином и  NRF2. Эти исследования 
позволяют лучше понять молекулярные меха-
низмы регуляции и субклеточной локализации 
KEAP1, а  также влияния мутаций на конфор-
мационнымй цикл KEAP1 и транскрипцию ге-
нов-мишеней NRF2 [9]. 

Еще один способ регуляции аутофагии 
с  участием p62  – аргинилирование N-конца 
белков [92]. В дополнение к созданию субстра-
тов, несущих N-дегрон и предназначенных для 
протеолиза, N-концевое аргинилирование мо-
жет запустить селективную макроаутофагию 
посредством активации аутофагического N-ре-
когнина и  p62 [93, 94]. Y. Zhang c соавт. [95]  
и  H.Cha-Molstad с  соавт. [96] показали, что 
N-концевой аргинин белков (N-дегрон) связы-
вает домен ZZ p62, что облегчает их удаление. 
Кроме того, аргинилтрансфераза ATE1 (ar-
ginyl-tRNA transferase 1) и  p62 кластеризуются 
вместе со своими грузами. Можно предполо-
жить, что кластер ATE1 и сборка телец p62 могут 
быть одним из механизмов, с  помощью кото-
рого этот фермент облегчает аргинилирование 
и  последующую аутофагическую переработку 
накопленных субстратов [97]. При липофагии 
связанные с N-концевым Arg белки p62 подвер-
гаются аутополимеризации и рекрутируют фаго-
форы LC3+ в место лизосомной деградации ли-
пидных гранул. У мышей со специфичным для 
печени нокаутом гена Ate1 при диете с высоким 
содержанием жиров развивалась тяжелая неал-
когольная жировая болезнь печени. Низкомо-
лекулярные агонисты р62 облегчали липофагию 
и оказывали терапевтическое действие при ожи-
рении и гепатостеатозе у мышей дикого типа, но 
не у мышей с нокаутом гена р62 (Sqstm1) [98]. 

Показано, что белок UXT (ubiquitous ex-
pressed transcript) может способствовать селек-
тивной аутофагии, опосредованной p62 [99, 
100]. UXT связывается с белковыми агрегатами, 
а  также с  PB1-доменом p62, образуя олигомер 
и тем самым увеличивая кластеризацию p62 для 
его эффективного нацеливания на белковые 
агрегаты и способствуя образованию p62-телец 
и  их выведению посредством аутофагии [99, 
101]. Кроме того, UXT-V2 (короткая изоформа 
UXT, состоящая из 157 а.о., тогда как UXT-V1 
имеет на N-конце на 12 а.о. больше) специфи-
чески взаимодействует со STING1 (stimulator 
of interferon response cGAMP interactor 1) – ос-
новным адаптерным белком сигнального пути 
cGAS (cyclic GMP-AMP synthase)/STING1 [101]. 

Однако чрезмерная или длительная активация 
STING1 ассоциирована с аутовоспалительными 
и  аутоиммунными заболеваниями. Таким об-
разом, предотвращение чрезмерной активации 
STING1 важно для поддержания иммунного го-
меостаза. В то же время известно, что STING1 
избирательно разрушается при аутофагии по-
средством взаимодействия с  p62 [100]. Yoon 
и соавт. [99] показали, что в модельной системе 
Xenopus эктопическая экспрессия UXT человека 
задерживает индуцированную мутированной 
формой SOD1 (superoxide dismutase 1) дегенера-
цию мотонейронов, а  специфическое наруше-
ние взаимодействия между UXT и p62 ингибиру-
ет UXT-опосредованную защиту. На основании 
этих результатов можно предполагать, что UXT 
функционирует как адаптер p62-зависимой ау-
тофагии [99]. Другая изоформа UXT, UXT-V2, 
действует как кофактор транскрипции, кото-
рый взаимодействует с  белком p65, входящим 
в состав ответственной за развитие воспаления 
транскрипционной энхансосомы NF-κB. Сни-
жение уровня эндогенного UXT-V2 приводит 
к усилению апоптоза, индуцированного TNF-α 
[101, 102].

Соединения, которые повышают уровень 
p62, такие как рапамицин [103] и  трегалоза 
[104], проходили клинические испытания фазы 
II и  III как потенциальные препараты для ле-
чения сахарного диабета, системной красной 
волчанки и  аутосомно-доминантной полики-
стозной болезни почек. Еще одно лечебное воз-
действие, голодание, приводит к  увеличению 
активности AMPK и ингибированию mTORC1, 
которые, предположительно, уменьшают фос-
форилирование S351 в STGE-мотиве p62 и сво-
дят к  минимуму опосредуемую аутофагосома-
ми деградацию KEAP1. Возобновление диеты 
с  высоким содержанием углеводов после го-
лодания увеличивает деградацию KEAP1 бла-
годаря совместному действию p62 и  SESN1/
SESN2, что приводит к индукции генов-мише-
ней NRF2 [70].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Аутофагия отвечает за деградацию внутри-

клеточных белков и  поврежденных органелл 
в  ответ на эндогенные и  экзогенные стрессы, 
включая окислительный, гипоксический, эндо-
плазматического ретикулума, а также голодание, 
вызванное недостатком питательных веществ 
и  факторов роста [105–107]. Окислительный 
стресс – это не только причина дисфункции ми-
тохондрий, но и следствие сбоя в работе систе-
мы контроля качества митохондрий. Дисбаланс 
возникает при дисрегуляции митохондриаль-
ного биогенеза и митофагии [108]. В условиях 
подавления биогенеза и активации митофагии 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_guanosine_monophosphate%E2%80%93adenosine_monophosphate
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возникает дефицит энергии. И  наоборот, при 
подавлении митофагии и  активации митохон-
дриального биогенеза в  клетке накапливается 
большое количество поврежденных митохон-
дрий, которые продуцируют высокие уровни 
АФК и при этом не удовлетворяют энергетиче-
ские потребности из-за нефункциональной ды-
хательной цепи [109]. В этом случае клетку мо-
жет “выручить” белок NRF2, который, образуя 
регуляторные петли, участвует в митохондриаль-
ном биогенезе. Так, NRF2 усиливает экспрес-
сию PGC-1α (peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma coactivator)  – главного регуля-
тора митохондриального биогенеза  – и  NRF1 
(nuclear respiratory factor 1), которые регулируют 
транскрипцию митохондриальной ДНК. PGC-
1α, в свою очередь, дезактивирует GSK3β через 
p38 [110], что блокирует один из путей инактива-
ция NRF2 (рис. 2). Блокирование второго пути 
инактивации NRF2 включает взаимодействие 
с p62, который взаимодействует с ингибитором 
NRF2 – KEAP1. Однако регуляция митофагии 
белком NRF2 этим не ограничивается. Этот ТФ 
регулирует экспрессию белка PINK1, который 
играет ключевую роль в индукции митофагии. 
Для жизнеспобности клетки важно, чтобы ак-
тивация NRF2 приводила не к дисбалансу в на-
правлении митофагии или митохондриального 
биогенеза, а “работала” на поддержания дина-
мического баланса, обеспечивающего стабиль-
ность митохондрий [111, 112]. 

Как по отдельности, так и вместе, пути пе-
редачи сигналов p62 и  NRF2 тесно связаны 
с  выживаемостью клеток [113, 114]. С  одной 
стороны, они могут защищать ткань от дегене-
рации, в том числе возрастзависимой [115, 116]. 
Учитывая, что убиквитин играет ключевую роль 
в элиминации неправильно свернутых и агреги-
рованных белковых молекул, S. Ma с соавт. [117] 
рассматривают p62 как перспективную мишень 
для модуляции протеасомных путей. Так, сни-
жение экспрессии или инактивация гена p62 
(Sqstm1) у мышей вызывало симптомы, подоб-
ные болезни Альцгеймера (ухудшение рабочей 
памяти), и приводило к гиперфосфорилирова-
нию tau-белка, образованию нейрофибрилляр-
ных клубков и нейродегенерации [118]. Сходные 
результаты наблюдали на модели крыс с болез-
нью Альцгеймера, индуцированной введением 
в гиппокамп белка-предшественника β-амилои-
да APP (amyloid precursor protein) – экспрессия 
p62 была снижена в мозге этих животных [119]. 
Усиление экспрессии p62 приводило к  сниже-
нию уровня β-амилоида и улучшению когнитив-
ных способностей у  мышей APP/PS1 (модель 
болезни Альцгеймера) [1, 120].

С другой стороны, на животных моделях по-
казано, что активация оси p62–KEAP1–NRF2 
может приводить к развитию злокачественных 

опухолей, в  частности к  гепатоцеллюлярной 
карциноме (ГЦК), за счет увеличения продук-
ции UDP-глюкуроната и глутатиона [121, 122]. 
Рассматривают несколько механизмов индуци-
рованного p62 и NRF2 канцерогенеза при ГЦК. 
Это мутации в  генах NFE2L2 (NRF2) и KEAP1 
[123], а также хроническое воспаление [4, 124], 
которое вызывает конститутивную активацию 
NRF2 и стабильную сверхэкспрессию p62 [125]. 
Кроме того, некоторые патологические состо-
яния сопровождаются накоплением аберрант-
ного p62 и возможным ослаблением аутофагии. 
Эти алкогольный/неалкогольный стеатогепатит, 
болезнь Вильсона–Коновалова и  первичный 
билиарный холангит [126–129]. Поскольку на-
копленный p62 взаимодействует с KEAP1, при-
водя к  накоплению NRF2, цитопротекторные 
гены-мишени NRF2 должны быть высокоэкс-
прессированы в этих патологических условиях. 

Опухолевые клетки, наряду с  накоплением 
p62, экспрессируют высокие уровни генов-ми-
шеней NRF2 [130]. Учитывая, что повышенная 
экспрессия генов-мишеней NRF2 способствует 
выживанию клеток (в том числе и трансформи-
рованных), логично ожидать неблагоприятный 
прогноз у  пациентов с  p62-положительными 
злокачественными опухолями. Интересно, что 
в  опухолевых клетках фосфорилирование p62 
под действием комплекса mTORC1 усиливает 
его сродство к  KEAP1 (то есть “оттягивает на 
себя” белок-ингибитор NRF2). Таким обра-
зом, активность mTORC1 дополнительно уси-
ливает стабилизацию NRF2 и  транскрипцию 
его генов-мишеней [84]. Регуляторную петлю 
p62–NRF2 уже рассматривают как перспектив-
ную мишень для фармакологического вмеша-
тельства [131, 132], в том числе для разработки 
препаратов, направленных на подавление раз-
вивающихся с возрастом нейродегенеративных 
процессов, приводящих к болезни Паркинсона, 
болезни Альцгеймера и другим патологиям. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда № 24-44-00099 
(https://rscf.ru/project/24-44-00099/).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Zhang W., Feng C., Jiang H. (2021) Novel target for 
treating Alzheimer´s diseases: crosstalk between the 
Nrf2 pathway and autophagy. Ageing Res. Rev. 65, 
101207. doi: 10.1016/j.arr.2020.101207



712 ШИЛОВСКИЙ

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

2.	 Shakya A., McKee N.W., Dodson M., Chapman E., 
Zhang D.D. (2023) Anti-ferroptotic effects of Nrf2: 
beyond the antioxidant response. Mol. Cells. 46, 
165–175. doi: 10.14348/molcells.2023.0005

3.	 Baykal-Köse S., Efe H., Yüce Z. (2021) Аутофагия 
не влияет на ответ линии клеток хронического 
миелоидного лейкоза, устойчивой к иматинибу, 
на ингибиторы тирозинкиназ. Молекуляр. 
биология.  55(4), 626–633. doi: 10.31857/
S002689842104004

4.	 Зиновкин Р.А., Гребенчиков О.А. (2020) Акти
вация транскрипционного фактора Nrf2 как 
подход к предотвращению цитокинового шторма 
при COVID-19. Биохимия. 85(7), 978–983.  
doi: 10.31857/S0320972520070118 

5.	 Шиловский Г.А., Путятина Т.С, Моргунова Г.В., 
Селиверстов А.В., Ашапкин В.В., Сорокина Е.В., 
Марков А.В., Скулачев В.П. (2021) Регуляция 
белков циркадных ритмов и nrf2-опосредованной 
антиоксидантной защиты: двойная роль киназы 
гликогенсинтазы 3. Биохимия. 86(4), 511–528.  
doi: 10.31857/S0320972521040059 

6.	 Зиновкин Р.А., Кондратенко Н.Д., Зиновкина Л.А. 
(2022) Является ли Nrf2 основным регулятором 
старения млекопитающих? Биохимия. 87(12), 
1842–1855. doi: 10.31857/S0320972522120053 

7.	 Шиловский Г.А. (2022) Лабильность защитной 
системы клетки Nrf2/Keap/ARE в  различных 
моделях клеточного старения возрастных 
патологиях. Биохимия. 87(1), 86–103. doi: 
10.31857/S0320972522010067 

8.	 Кондратенко Н.Д., Зиновкина Л.А., Зинов
кин Р.А. (2023) Транскрипционный фактор NRF2 
в  функционировании эндотелия. Молекуляр. 
биология. 57(6), 1058–1076. doi: 10.31857/
S0026898423060101 

9.	 Cloer E.W., Siesser P.F., Cousins E.M., Goldfarb D., 
Mowrey D.D., Harrison J.S., Weir S.J., Dokho
lyan N.V., Major M.B. (2018) p62-dependent phase 
separation of patient-derived Keap1 mutations Nrf2. 
Mol. Cell. Biol. 38(22), e00644-17. doi: 10.1128/
MCB.00644-17

10.	 Lo S.-C., Hannink M. (2006) PGAM5, a Bcl-XL-
interacting protein, is a novel substrate for the redox-
regulated Keap1-dependent ubiquitin ligase complex. 
J. Biol. Chem. 281, 37893–37903. doi: 10.1074/jbc.
M606539200 

11.	 O´Mealey G.B., Plafker K.S., Berry W.L., Janknecht 
R., Chan J.Y., Plaf ker S.M. (2017) A PGAM5-
Keap1-Nrf2 complex is required for stress-induced 
mitochondrial retrograde trafficking. J. Cell Sci. 130, 
3467–3480. doi: 10.1242/jcs.203216

12.	 Yamada T., Murata D., Adachi Y., Itoh K., Kame
oka S., Igarashi A., Kato T., Araki Y., Huganir R.L., 
Dawson T.M., Yanagawa T., Okamoto K., Iijima M., 
Sesaki H. (2018) Mitochondrial stasis reveals p62-
mediated ubiquitination in PARKIN-independent 
mitophagy and mitigates nonalcoholic fatty liver 

disease. Cell Metab. 28, 588–604.e5. doi: 10.1016/j.
cmet.2018.06.014 

13.	 Rada P., Rojo A.I., Evrard-Todeschi N., Innamo
rato  N.G., Cotte A., Jaworski T., Tobón-Vela
sco  J.C., Devijver H., García-Mayoral M.F., Van 
Leuven F., Hayes J.D., Bertho G., Cuadrado A. 
(2012) Structural and functional characterization of 
Nrf2 degradation by the glycogen synthase kinase 
3/β-TrCP axis. Mol. Cell. Biol. 32(17), 3486–3499. 
doi: 10.1128/MCB.00180-12

14.	 Komatsu M., Kurokawa H., Waguri S., Taguchi K., 
Kobayashi A., Ichimura Y., Sou Y.S., Ueno I., Saka-
moto A., Tong K.I., Kim M., Nishito Y., Iemura S., 
Natsume T., Ueno T., Kominami E., Motohashi H., 
Tanaka K., Yamamoto M. (2010) The selective au-
tophagy substrate p62 activates the stress responsive 
transcription factor Nrf2 through inactivation of 
Keap1. Nat. Cell Biol. 12(3), 213–223. doi: 10.1038/
ncb2021

15.	 Jain A., Lamark T., Sjøttem E., Larsen K.B., 
Awuh JA., Øvervatn A., McMahon M., Hayes J.D., 
Johansen T. (2010) p62/SQSTM1 is a target gene 
for transcription factor Nrf2 and creates a positive 
feedback loop by inducing antioxidant response el-
ement-driven gene transcription. J. Biol. Chem. 
285(29), 22576–22591.  doi:10.1074/jbc.M110.118976 

16.	 Lamark T., Svenning S., Johansen T. (2017) Regula-
tion of selective autophagy: the p62/SQSTM1 par-
adigm. Essays Biochem. 61, 609–624. doi: 10.1042/
EBC20170035

17.	 Taguchi K., Fujikawa N., Komatsu M., Ishii T., Unno 
M., Akaike T., Motohashi H., Yamamoto M. (2012) 
Keap1 degradation by autophagy for the maintenance 
of redox homeostasis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
109, 13561–13566. doi: 10.1073/pnas.1121572109

18.	 Zhang D.D., Lo S.-C., Sun Z., Habib G.M., Lieb-
erman M.W.,  Hannink M. (2005) Ubiquitination 
of Keap1, a BTB-Kelch substrate adaptor protein 
for Cul3, targets Keap1 for degradation by a pro-
teasome-independent pathway. J. Biol. Chem. 280, 
30091–30099. doi: 10.1074/jbc.M501279200 

19.	 Duran A., Amanchy R., Linares J.F., Joshi J., 
Abu-Baker S., Porollo A., Hansen M., Moscat J., 
Diaz-Meco M.T. (2011) p62 is a key regulator of 
nutrient sensing in the mTORC1 pathway. Mol. Cell. 
44(1), 134–146. doi: 10.1016/j.molcel.2011.06.038

20.	 Switon K., Kotulska K., Janusz-Kaminska A., 
Zmorzynska J., Jaworski J. (2017) Molecular neuro-
biology of mTOR. Neuroscience. 341, 112–153. doi: 
10.1016/j.neuroscience.2016.11.017

21.	 Murugan A.K. (2019) mTOR: Role in cancer, me-
tastasis and drug resistance. Semin. Cancer Biol. 59, 
92–111. doi: 10.1016/j.semcancer.2019.07.003

22.	 Kim J., Cha Y.-N., Surh Y.-J. (2010) A protective role 
of nuclear factor-erythroid 2-related factor-2 (Nrf2) 
in inf lammatory disorders. Mutat. Res. 690(1–2), 
12–23. doi: 10.1016/j.mrfmmm.2009.09.007



713

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

БЕЛОК p62: ПЕРЕСЕЧЕНИЕ ПУТЕЙ

23.	 Pickering A.M., Linder R.A., Zhang H., Forman H.J., 
Davies K.J.A. (2012) Nrf2-dependent induction of 
proteasome and Pa28αβ regulator ARE required for 
adaptation to oxidative stress. J. Biol. Chem. 287(13), 
10021–10031. doi: 10.1074/jbc.M111.277145

24.	 Ghanim B.Y., Qinna N.A. (2022) Nrf2/ARE axis sig-
nalling in hepatocyte cellular death. Mol. Biol. Rep. 
49(5), 4039–4053. doi: 10.1007/s11033-022-07125-6

25.	 25.	Johansen T., Lamark T. (2011) Selective autophagy 
mediated by autophagic adapter proteins. Autophagy. 
7, 279–296. doi: 10.4161/auto.7.3.14487 

26.	 Copple I.M., Lister A., Obeng A.D., Kitterin
gham N.R., Jenkins R.E., Layfield R., Foster B.J., 
Goldring C.E., Park B.K. (2010) Physical functional 
interaction of sequestosome 1 with Keap1 regulates 
the Keap1–Nrf2 cell defense pathway. J. Biol. Chem. 
285, 16782–16788. doi: 10.1074/jbc.M109.096545

27.	 Katsuragi Y., Ichimura Y., Komatsu M. (2015) 
p62/SQSTM1 functions as a signaling hub and an 
autophagy adaptor. FEBS J. 282, 4672–4678.

28.	 Carroll B., Otten E.G., Manni D., Stefanatos R., 
Menzies F.M., Smith G.R., Jurk D., Kenneth  N., 
Wilkinson S., Passos J.F., Attems J., Veal E.A., Teys
sou E., Seilhean D., Millecamps S., Eskelinen E.L., 
Bronowska A.K., Rubinsztein  D.C., Sanz A., 
Korolchuk V.I. (2018) Oxidation of SQSTM1/p62 
mediates the link between redox state and protein 
homeostasis. Nat. Commun. 9, 256. doi: 10.1038/
s41467-017-02746-z

29.	 Rogov V., Dotsch V., Johansen T., Kirkin V. (2014) 
Interactions between autophagy receptors and 
ubiquitin like proteins form the molecular basis for 
selective autophagy. Mol. Cell. 53(2), 167–178. doi: 
10.1016/j.molcel.2013.12.014 

30.	 Dokladny K., Zuhl M.N., Mandell M., Bhatta
charya  D., Schneider S., Deretic V., Moseley 
P.L. (2013) Regulatory coordination between two 
major intracellular homeostatic systems: heat shock 
response autophagy. J. Biol. Chem. 288(21), 14959–
14972. doi: 10.1074/jbc.M113.462408

31.	 Krämer L., Groh C., Herrmann J.M. (2021) The 
proteasome: friend and foe of mitochondrial 
biogenesis. FEBS Lett. 595(8), 1223–1238. doi: 
10.1002/1873-3468.14010 

32.	 Jin S.M., Lazarou M., Wang C., Kane L.A., Naren
dra D.P., Youle R.J. (2010) Mitochondrial membrane 
potential regulates PINK1 import and proteolytic 
destabilization by PARL. J. Cell Biol. 191, 933–942. 
doi: 10.1083/jcb.201008084

33.	 Novak I. (2012) Mitophagy: a complex mechanism 
of mitochondrial removal. Antioxid. Redox Signal. 
17(5), 794–802. doi: 10.1089/ars.2011.4407

34.	 Sanz L., Sanchez P., Lallena M.-J., Diaz-Meco M.T., 
Moscat J. (1999) The interaction of p62 with RIP links 
the atypical PKCs to NF-κB activation. EMBO  J. 
18(11), 3044–3053. doi: 10.1093/emboj/18.11.3044 

35.	 Choe J.Y., Jung H.Y., Park K.Y., Kim S.K. (2014) 
Enhanced p62 expression through impaired 

proteasomal degradation is involved in caspase-1 
activation in monosodium urate crystal-induced 
interleukin-1β expression. Rheumatology (Oxford). 
53(6), 1043–1053. doi: 10.1093/rheumatology/
ket474

36.	 36.	Geisler S., Holmström K.M., Skujat D., 
Fiesel F.C., Rothfuss O.C., Kahle P.J., Springer W. 
(2010) PINK1/PARKIN-mediated mitophagy is 
dependent on VDAC1 and p62/SQSTM1. Nat. Cell 
Biol. 12, 119–131. doi: 10.1038/ncb2012

37.	 Yamada T., Dawson T.M., Yanagawa T., Iijima M., 
Sesaki H. (2019) SQSTM1/p62 promotes 
mitochondrial ubiquitination independently of PINK1 
and PRKN/PARKIN in mitophagy. Autophagy. 15, 
2012–2018. doi: 10.1080/15548627.2019.1643185

38.	 Sulkshane P., Ram J., Thakur A., Reis N., Kleifeld O., 
Glickman M.H. (2021) Ubiquitination and receptor-
mediated mitophagy converge to eliminate oxidation-
damaged mitochondria during hypoxia. Redox Biol. 
45, 102047. doi: 10.1016/j.redox.2021.102047

39.	 Chu C.T. (2019) Mechanisms of selective autophagy 
and mitophagy: implications for neurodegenerative 
diseases. Neurobiol. Dis. 122, 23–34. doi: 10.1016/j.
nbd.2018.07.015

40.	 Pankiv S., Clausen T.H., Lamark T., Brech A., 
Bruun  J.A., Outzen H., Øvervatn A., Bjørkøy G., 
Johansen T. (2007) p62/SQSTM1 binds directly to 
Atg8/LC3 to facilitate degradation of ubiquitinated 
protein aggregates by autophagy. J. Biol. Chem. 
282(33), 24131–24145. doi: 10.1074/jbc.M702824200 

41.	 Boyle K.B., Randow F. (2013) The role of “eat-me” 
signals and autophagy cargo receptors in innate 
immunity. Curr. Opin. Microbiol. 16(3), 339–348.  
doi: 10.1016/j.mib.2013.03.010 

42.	 Korac J., Schaeffer V., Kovacevic I., Clement A.M., 
Jungblut B., Behl C., Terzic J., Dikic I. (2013) 
Ubiquitin-independent function of optineurin in 
autophagic clearance of protein aggregates. J. Cell 
Sci. 126(Pt. 2), 580–592. doi: 10.1242/jcs.114926

43.	 Jo C., Gundemir S., Pritchard S., Jin Y.N., 
Rahman I., Johnson G.V. (2014) Nrf2 reduces levels 
of phosphorylated tau protein by inducing autophagy 
adaptor protein NDP52. Nat. Commun. 5, 3496. doi: 
10.1038/ncomms4496

44.	 Inomata M., Niida S., Shibata K., Into T. (2012) 
Regulation of Toll-like receptor signaling by NDP52-
mediated selective autophagy is normally inactivated 
by A20. Cell. Mol. Life Sci. 69(6), 963–979. doi: 
10.1007/s00018-011-0819-y 

45.	 Yang M., Wang L., Chen C., Guo X., Lin C., 
Huang W., Chen L. (2021) Genome-wide analysis 
of autophagy-related genes in Medicago truncatula 
highlights their roles in seed development and 
response to drought stress. Sci. Rep. 11(1), 22933. 
doi: 10.1038/s41598-021-02239-6

46.	 Zhou J., Wang J., Cheng Y., Chi Y.J., Fan B., Yu J.Q., 
Chen Z. (2013) NBR1-mediated selective autophagy 
targets insoluble ubiquitinated protein aggregates in 



714 ШИЛОВСКИЙ

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

plant stress responses. PLoS Genet. 9(1), e1003196. 
doi: 10.1371/journal.pgen.1003196

47.	 Zientara-Rytter K., Sirko A. (2014) Significant role of 
PB1 and UBA domains in multimerization of Joka2, 
a selective autophagy cargo receptor from tobacco. 
Front. Plant Sci. 5, 13. doi: 10.3389/fpls.2014.00013

48.	 Long J., Garner T.P., Pandya M.J., Craven C.J., 
Chen P., Shaw B., Williamson M.P., Layfield R., 
Searle M.S. (2010) Dimerisation of the UBA domain 
of p62 inhibits ubiquitinbinding and regulates NF-
κB signalling. J. Mol. Biol. 396(1), 178–194. doi: 
10.1016/j.jmb.2009.11.032

49.	 Matsumoto G., Shimogori T., Hattori N., Nukina N. 
(2015) TBK1 controls autophagosomal engulfment 
of polyubiquitinated mitochondria through p62/
SQSTM1 phosphorylation. Hum. Mol. Genet. 24(15), 
4429–4442. doi: 10.1093/hmg/ddv179

50.	 Wurzer B., Zaffagnini G., Fracchiolla D., Turco E., 
Abert C., Romanov J., Martens S. (2015) Oligome
rization of p62 allows for selection of ubiquitinated 
cargo and isolation membrane during selective 
autophagy. Elife. 4, e08941. doi: 10.7554/eLife.08941

51.	 Nagy P., Hegedus K., Pircs K., Varga A., Juhasz G. 
(2014) Different effects of Atg2 and Atg18 mutations 
on Atg8a and Atg9 trafficking during starvation 
in Drosophila. FEBS Lett. 588(3), 408–413. doi: 
10.1016/j.febslet.2013.12.012

52.	 Nagy P., Kárpáti M., Varga A., Pircs K., Venkei Z., 
Takáts S., Varga K., Erdi B., Hegedűs K, Juhász G. 
(2014) Atg17/FIP200 localizes to perilysosomal 
Ref(2)P aggregates and promotes autophagy by 
activation of Atg1 in Drosophila. Autophagy. 10(3), 
453–467. doi: 10.4161/auto.27442 

53.	 Hennig P., Fenini G., Di Filippo M., Karakaya T., 
Beer H.D. (2021) The pathways underlying 
the multiple roles of p62 in inf lammation and 
cancer. Biomedicines. 9(7), 707. doi: 10.3390/
biomedicines9070707

54.	 Panwar V., Singh A., Bhatt M., Tonk R.K., Azizov S., 
Raza A.S., Sengupta S., Kumar D., Garg M. (2023) 
Multifaceted role of mTOR (mammalian target of 
rapamycin) signaling pathway in human health and 
disease. Signal Transduct. Target. Ther. 8(1), 375. doi: 
10.1038/s41392-023-01608-z

55.	 Juhász G. (2012) Interpretation of bafilomycin, pH 
neutralizing or protease inhibitor treatments in 
autophagic flux experiments: novel considerations. 
Autophagy. 8(12), 1875–1876. doi: 10.4161/auto.21544 

56.	 Danieli A., Martens S. (2018) p62-mediated phase 
separation at the intersection of the ubiquitin-
proteasome system autophagy. J. Cell Sci. 131(19), 
jcs214304. doi: 10.1242/jcs.214304

57.	 Pai Y.L., Lin Y.J., Peng W.H., Huang L.T., Chou H.Y., 
Wang C.H., Chien C.T., Chen G.C. (2023) The 
deubiquitinase Leon/USP5 interacts with Atg1/ULK1 
and antagonizes autophagy. Cell Death Dis. 14(8), 540. 
doi: 10.1038/s41419-023-06062-x

58.	 Yan J., Seibenhener M.L. Calderilla-Barbosa L., 
Diaz-Meco M.T., Moscat J., Jiang J., Wooten M.W., 
Wooten M.C. (2013) SQSTM1/p62 interacts with 
HDAC6 and regulates deacetylase activity. PLoS One. 
278(9), e76016. doi: 10.1371/journal.pone.0076016

59.	 Nihira K., Miki Y., Ono K., Suzuki T., Sasano  H. 
(2014) An inhibition of p62/SQSTM1 caused 
autophagic cell death of several human carcinoma 
cells. Cancer Sci. 105(5), 568–575. doi: 10.1111/
cas.12396

60.	 Pankiv S., Lamark T., Bruun J.A., Øvervatn A., 
Bjørkøy G., Johansen T. (2010) Nucleocytoplasmic 
shuttling of p62/SQSTM1 and its role in recruitment 
of nuclear polyubiquitinated proteins to promyelocytic 
leukemia bodies. J. Biol. Chem. 285(8), 5941–5953. 
doi: 10.1074/jbc.M109.039925

61.	 Banani S.F., Lee H.O., Hyman A.A., Rosen M.K. 
(2017) Biomolecular condensates: organizers of 
cellular biochemistry. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 18(5), 
285–298. doi: 10.1038/nrm.2017.7

62.	 Shin Y., Brangwynne C.P. (2017) Liquid phase con
densation in cell physiology and disease. Science. 
357(6357), eaaf4382. doi: 10.1126/science.aaf4382

63.	 Brangwynne C.P., Eckmann C.R., Courson D.S., 
Rybarska A., Hoege C., Gharakhani J., Jülicher F., 
Hyman A.A. (2009) Germline P granules ARE liquid 
droplets that localize by controlled dissolution/
condensation. Science. 324, 1729–1732. doi: 10.1126/
science.1172046

64.	 Li P., Banjade S., Cheng H.C., Kim S., Chen B., 
Guo L., Llaguno M., Hollingsworth J.V., King D.S., 
Banani S.F., Russo P.S., Jiang Q.X., Nixon B.T., 
Rosen M.K. (2012) Phase transitions in the assembly 
of multivalent signalling proteins. Nature. 483(7389), 
336–340. doi: 10.1038/nature10879

65.	 Park S., Han S., Choi I., Kim B., Park S.P., Joe E.H., 
Suh Y.H. (2016) Interplay between leucine-rich re-
peat kinase 2 (LRRK2) and p62/SQSTM-1 in se-
lective autophagy. PLoS One. 11(9), e0163029. doi: 
10.1371/journal.pone.0163029

66.	 Kurusu R., Morishita H., Komatsu M. (2024) p62 
bodies: cytosolic zoning by phase separation. J. Bio-
chem. 175(2), 141–146. doi: 10.1093/jb/mvad089

67.	 Jiang T., Harder B., Rojo de la Vega M., Wong P.K., 
Chapman E., Zhang D.D. (2015) p62 links autophagy 
and Nrf2 signaling. Free Radic. Biol. Med. 88(Pt. B), 
199–204. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2015.06.014 

68.	 Rhee S.G., Bae S.H. (2015) The antioxidant function 
of sestrins is mediated by promotion of autophagic 
degradation of Keap1 and Nrf2 activation and by inhi-
bition of mTORC1. Free Radic. Biol. Med. 88(Pt. B), 
205–211. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2015.06.007

69.	 Ro S.H., Fay J., Cyuzuzo C.I., Jang Y., Lee N., 
Song H.S. Harris E.N. (2020) SESTRINs: emerging 
dynamic stress-sensors in metabolic and environ-
mental health. Front. Cell Dev. Biol. 8, 603421. doi: 
10.3389/fcell.2020.603421



715

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

БЕЛОК p62: ПЕРЕСЕЧЕНИЕ ПУТЕЙ

70.	 Bae S.H., Sung S.H., Oh S. Y., Lim J.M., Lee S.K., 
Park Y.N., Lee H.E., Kang D., Rhee S.G. (2013) Se-
strins activate Nrf2 by promoting p62-dependent au-
tophagic degradation of Keap1 prevent oxidative liv-
er damage. Cell Metab. 17(1), 73–84. doi: 10.1016/j.
cmet.2012.12.002

71.	 Kovaleva I.E., Tokarchuk A.V., Zheltukhin A.O., Da-
lina A.A., Safronov G.G., Evstafieva A.G., Lyam-
zaev K.G., Chumakov P.M., Budanov A.V. (2020) 
Mitochondrial localization of Sesn2. PLoS One. 
15(4), e0226862. doi: 10.1371/journal.pone.0226862

72.	 Gong L., Wang Z., Wang Z., Zhang Z. (2021) Se-
strin2 as a potential target for regulating metabol-
ic-related diseases. Front. Endocrinol. (Lausanne). 
12, 751020. doi: 10.3389/fendo.2021.751020

73.	 Fatima M.T., Hasan M., Abdelsalam S.S., Sivara-
man S.K., El-Gamal H., Zahid M.A., Elrayess M.A., 
Korashy H.M., Zeidan A., Parray A.S., Agouni A. 
(2021) Sestrin2 suppression aggravates oxidative 
stress and apoptosis in endothelial cells subjected to 
pharmacologically induced endoplasmic reticulum 
stress. Eur. J. Pharmacol. 907, 174247. doi: 10.1016/j.
ejphar.2021.174247

74.	 Joo M.S., Kim W.D., Lee K.Y., Kim J.H., Koo J.H., 
Kim S.G. (2016) AMPK facilitates nuclear accumu-
lation of Nrf2 by phosphorylating at serine 550. Mol. 
Cell. Biol. 36, 1931–1942. doi: 10.1128/MCB.00118-
16

75.	 Mo C., Wang L., Zhang J., Numazawa S., Tang H., 
Tang X., Han X., Li J., Yang M., Wang Z., Wei D., 
Xiao H. (2014) The crosstalk between Nrf2 and 
AMPK signal pathways is important for the an-
ti-inflammatory effect of berberine in LPS-stimu-
lated macrophages and endotoxin-shocked mice. 
Antioxid. Redox Signal. 20, 574–588. doi: 10.1089/
ars.2012.5116

76.	 Herzig S., Shaw R.J. (2018) AMPK: Guardian of me-
tabolism and mitochondrial homeostasis. Nat. Rev. 
Mol. Cell Biol. 19, 121–135. doi: 10.1038/nrm.2017.95

77.	 Morgunova G.V., Klebanov A.A. (2019) Age-relat-
ed AMP-activated protein kinase alterations: from 
cellular energetics to longevity. Cell Biochem. Funct. 
37(3), 169–176. doi: 10.1002/cbf.3384

78.	 Shackelford D.B., Shaw R.J. (2009) The LKB1-
AMPK pathway: metabolism and growth control in 
tumour suppression. Nat. Rev. Cancer. 9, 563–575, 
doi: 10.1038/nrc2676

79.	 Li X., Tang X., Su J., Xu G., Zhao L., Qi Q. (2019) 
Involvement of E-cadherin/AMPK/mTOR axis in 
LKB1-induced sensitivity of non-small cell lung 
cancer to gambogic acid. Biochem. Pharmacol. 169, 
113635. doi: 10.1016/j.bcp.2019.113635.72

80.	 O´Neill E.J., Sze N.S.K., MacPherson R.E.K., Tsi
ani E. (2024) Carnosic acid against lung cancer: in-
duction of autophagy and activation of Sestrin-2/
LKB1/AMPK signalling. Int. J. Mol. Sci. 25(4), 
1950. doi: 10.3390/ijms25041950

81.	 Kim M.J., Bae S.H., Ryu J.C., Kwon Y., Oh J.H., Kwon 
J., Moon J.S., Kim K., Miyawaki A., Lee M.G., Shin 
J., Kim Y.S., Kim C.H., Ryter S.W., Choi A.M., Rhee 
S.G., Ryu J.H., Yoon J.H. (2016) SESN2/Sestrin2 
suppresses sepsis by inducing mitophagy and inhibiting 
NLRP3 activation in macrophages. Autophagy. 12(8), 
1272–1291. doi: 10.1080/15548627.2016.1183081

82.	 Tomasovic A., Kurrle N., Surun D., Heidler J., 
Husnjak K., Poser I., Schnutgen F., Scheibe S., 
Seimetz M., Jaksch P., Hyman A., Weissmann N., 
von Melchner H. (2015) Sestrin 2 protein regulates 
plateletderived growth factor receptor β (Pdgfrβ) ex-
pression by modulating proteasomal and Nrf2 tran-
scription factor functions. J. Biol. Chem. 290(15), 
9738–9752. doi: 10.1074/jbc.M114.632133

83.	 Eid A.A., Lee D.Y., Roman L.J., Khazim K., Gorin Y. 
(2013) Sestrin 2 and AMPK connect hyperglycemia 
to Nox4-dependent endothelial nitric oxide synthase 
uncoupling and matrix protein expression. Mol. Cell. 
Biol. 33(17), 3439–3460. doi: 10.1128/MCB.00217-13 

84.	 Ichimura Y., Waguri S., Sou Y.-S., Kageyama S., 
Hasegawa J., Ishimura R., Saito T., Yang Y., Kou-
no T., Fukutomi T., Hoshii T., Hirao A., Takagi K., 
Mizushima T., Motohashi H., Lee M-S., Yoshi-
mori  T., Tanaka K., Yamamoto M., Komatsu M. 
(2013) Phosphorylation of p62 activates the Keap1-
Nrf2 pathway during selective autophagy. Mol. Cell. 
51(5), 618–631. doi: 10.1016/j.molcel.2013.08.003 

85.	 Hashimoto K., Simmons A.N., Kajino-Sakamoto R., 
Tsuji Y., Ninomiya-Tsuji J. (2016) TAK1 regulates 
the Nrf2 antioxidant system through modulating 
p62/SQSTM1. Antioxid. Redox Signal. 25, 953–964. 
doi: 10.1089/ars.2016.6663

86.	 Ran D., Ma Y., Liu W., Luo T., Zheng J., Wang D., 
Song R., Zhao H., Zou H., Gu J., Yuan Y., Bian J., 
Liu Z. (2020) TGF-β-activated kinase 1 (TAK1) me-
diates cadmium-induced autophagy in osteoblasts via 
the AMPK/mTORC1/ULK1 pathway. Toxicology. 
442, 152538. doi: 10.1016/j.tox.2020.152538

87.	 Duleh S., Wang X., Komirenko A., Margeta M. 
(2016) Activation of the Keap1/Nrf2 stress response 
pathway in autophagic vacuolar myopathies. Acta 
Neuropathol. Commun.  4(1), 115. doi: 10.1186/
s40478-016-0384-6 

88.	 Yang Y., Willis T.L., Button R.W., Strang C.J., Fu Y., 
Wen X., Grayson P.R.C., Evans T., Sipthorpe R.J., 
Roberts S.L., Hu B., Zhang J., Lu B., Luo S. 
(2019) Cytoplasmic DAXX drives SQSTM1/p62 
phase condensation to activate Nrf2-mediated stress 
response. Nat. Commun. 10(1), 3759. doi: 10.1038/
s41467-019-11671-2.19

89.	 Goode A., Rea S., Sultana M., Shaw B., Searle M.S., 
Layfield R. (2016) ALS-FTLD associated mutations 
of SQSTM1 impact on Keap1-Nrf2 signalling. Mol. 
Cell. Neurosci. 76, 52–58.  10.1016/j.mcn.2016.08.004

90.	 Rolland T., Taşan M., Charloteaux B., Pevzner S.J., 
Zhong Q., Sahni N., Yi S., Lemmens I., Fontanillo C., 
Mosca R., Kamburov A., Ghiassian S.D., Yang X., 
Ghamsari L., Balcha  D., Begg B.E., Braun  P., 



716 ШИЛОВСКИЙ

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

Brehme M., Broly M.P., Carvunis A.-R., Convery-
Zupan D., Corominas R., Coulombe-Huntington J., 
Dann E., Dreze M., Dricot A., Fan C., Franzosa E., 
Gebreab  F., Gutierrez B.J., Hardy M.F., 
Jin  M., Kang  S., Kiros  R., Lin G.N., Luck K., 
MacWilliams A., Menche J., Murray R.R., Palagi A., 
Poulin M.M., Rambout X., Rasla J., Reichert P., 
Romero V., Ruyssinck E., Sahalie J.M., Scholz A., 
Shah A.A., Sharma A., Shen Y., Spirohn K., Tam S., 
Tejeda A.O., Trigg S.A., Twizere J.-C., Vega K., 
Walsh J., Cusick M.E., Xia  Y., Barabási  A.  L., 
Iakoucheva L.M., Aloy P., De Las Rivas J., 
Tavernier J., Calderwood M.A., Hill D.E., Hao T., 
Roth F.P., Vidal M. (2014) A proteome-scale map 
of the human interactome network. Cell. 159, 1212–
1226. doi: 10.1016/j.cell.2014.10.050 

91.	 Seth D., Hess D.T., Hausladen A., Wang L., Wang 
Y.-J., Stamler J.S. (2018) A multiplex enzymatic 
machinery for cellular protein S-nitrosylation. 
Mol. Cell.  69, 451–464.e6. doi: 10.1016/j.
molcel.2017.12.025

92.	 Bonnet L.V., Palandri A., Flores-Martin J.B., Hal
lak M.E. (2024) Arginyltransferase 1 modulates p62-
driven autophagy via mTORC1/AMPK signaling. 
Cell Commun. Signal. 22(1), 87. doi: 10.1186/s12964-
024-01499-9

93.	 Ji C.H., Kwon Y.T. (2017) Crosstalk and interplay 
between the ubiquitin-proteasome system and 
autophagy. Mol. Cells. 40(7), 441–449. doi: 10.14348/
molcells.2017.0115

94.	 Lee S.J., Kim H.Y., Lee M.J., Kim S.B., Kwon Y.T., 
Ji C.H. (2023) Characterization and chemical 
modulation of p62/SQSTM1/Sequestosome-1 as 
an autophagic N-recognin. Methods Enzymol. 686, 
235–265. doi: 10.1016/bs.mie.2023.02.005

95.	 Zhang Y., Mun S.R., Linares J.F., Ahn J., To
wers C.G., Ji C.H., Fitzwalter B.E., Holden M.R., 
Mi W., Shi X., Moscat J., Thorburn A., Diaz-Meco 
M.T., Kwon Y.T., Kutateladze T.G. (2018) ZZ-
dependent regulation of p62/SQSTM1 in autophagy. 
Nat. Commun. 9(1), 4373. doi: 10.1038/s41467-018-
06878-8

96.	 Cha-Molstad H., Yu J.E., Feng Z., Lee S.H., 
Kim J.G., Yang P., Han B., Sung K.W., Yoo Y.D., 
Hwang J., McGuire T., Shim S.M., Song H.D., 
Ganipisetti S., Wang N., Jang J.M., Lee M.J., 
Kim S.J., Lee K.H., Hong J.T., Ciechanover A., 
Mook-Jung I., Kim K.P., Xie X.Q., Kwon Y.T., 
Kim B.Y. (2017) p62/SQSTM1/Sequestosome-1 is 
an N-recognin of the N-end rule pathway which 
modulates autophagosome biogenesis. Nat. Commun. 
8(1), 102. doi: 10.1038/s41467-017-00085-7

97.	 Demishtein A., Fraiberg M., Berko D., Tirosh B., 
Elazar Z., Navon A. (2017) SQSTM1/p62-mediated 
autophagy compensates for loss of proteasome 
polyubiquitin recruiting capacity. Autophagy. 13(10), 
1697–1708. doi: 10.1080/15548627.2017.1356549

98.	 Jung E.J., Sung K.W., Bae T.H., Kim H.Y., 
Choi  H.R., Kim S.H., Jung C.H., Mun S.R., 
Son Y.S., Kim S., Suh Y.H., Kashina A., Park J.W., 

Kwon Y.T. (2023) The N-degron pathway mediates 
lipophagy: the chemical modulation of lipophagy in 
obesity and NAFLD. Metabolism. 146, 155644. doi: 
10.1016/j.metabol.2023.155644

99.	 Yoon M.J., Choi B., Kim E.J., Ohk J., Yang C., 
Choi Y.G., Lee J., Kang C., Song H.K., Kim Y.K., 
Woo J.S., Cho Y., Choi E.J., Jung H., Kim C. (2021) 
UXT chaperone prevents proteotoxicity acting as an 
autophagy adaptor for p62-dependent aggrephagy. 
Nat. Commun. 12(1), 1955. doi: 10.1038/s41467-021-
22252-7

100.	Pan M., Yin Y., Hu T, Wang X., Jia T., Sun J., 
Wang Q., Meng W., Zhu J., Dai C., Hu H., Wang 
C. (2023) UXT attenuates the CGAS-STING1 
signaling by targeting STING1 for autophagic 
degradation. Autophagy. 19(2), 440–456. doi: 
10.1080/15548627.2022.2076192

101.	Han P., Mo S., Wang Z., Xu J., Fu X., Tian Y. (2023) 
UXT at the crossroads of cell death, immunity and 
neurodegenerative diseases. Front. Oncol. 13, 1179947. 
doi: 10.3389/fonc.2023.1179947

102.	Sun S., Tang Y., Lou X., Zhu L., Yang K., Zhang 
B., Shi H., Wang C. (2007) UXT is a novel and 
essential cofactor in the NF-κB transcriptional 
enhanceosome. J. Cell Biol. 178(2), 231–244. doi: 
10.1083/jcb.200611081

103.	Sarkar S., Rubinsztein D.C. (2008) Small molecule 
enhancers of autophagy for neurodegenerative di
seases. Mol. BioSyst. 4(9), 895–901. doi: 10.1039/
b804606a

104.	Mizunoe Y., Kobayashi M., Sudo Y., Watanabe S., 
Yasukawa H., Natori D., Hoshino A., Negishi A., 
Okita N., Komatsu M.,  Higami Y. (2018) Treha-
lose protects against oxidative stress by regulating the 
Keap1-Nrf2 and autophagy pathways. Redox Biol. 15, 
115–124. doi: 10.1016/j.redox.2017.09.007

105.	Galati S., Boni C., Gerra M.C., Lazzaretti M., Bus-
chini A. (2019) Autophagy: a player in response to 
oxidative stress and DNA damage. Oxid. Med. Cell. 
Longev. 2019, 5692958. doi: 10.1155/2019/5692958

106.	Beese C.J., Brynjólfsdóttir S.H., Frankel L.B. (2020) 
Selective autophagy of the protein homeostasis 
machinery: ribophagy, proteaphagy and ER-pha-
gy. Front. Cell Dev. Biol. 7, 373. doi: 10.3389/
fcell.2019.00373

107.	Kim J., Lee S., Kim H., Lee H., Seong K.M., Youn H., 
Youn B. (2021) Autophagic organelles in DNA dam-
age response. Front. Cell Dev. Biol. 9, 668735. doi: 
10.3389/fcell.2021.668735

108.	Jadiya P., Tomar D. (2020) Mitochondrial protein 
quality control mechanisms. Genes (Basel). 11(5), 
563. doi: 10.3390/genes11050563 

109.	Rödl S., Herrmann J.M. (2023) The role of the pro-
teasome in mitochondrial protein quality control. 
IUBMB Life. 75(10), 868–879. doi: 10.1002/iub.2734

110.	Gureev A.P., Shaforostova E.A., Popov V.N. (2019) 
Regulation of mitochondrial biogenesis as a way for 
active longevity: interaction between the Nrf2 and 



717

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

БЕЛОК p62: ПЕРЕСЕЧЕНИЕ ПУТЕЙ

PGC-1α signaling pathways. Front. Genet. 10, 435. 
doi: 10.3389/fgene.2019.00435

111.	Gureev A.P., Sadovnikova I.S., Starkov N.N., Star-
kov A.A., Popov V.N. (2020) p62-Nrf2-p62 mitoph-
agy regulatory loop as a target for preventive therapy 
of neurodegenerative diseases. Brain Sci. 10(11), 847. 
doi: 10.3390/brainsci10110847

112.	Шиловский Г.А., Ашапкин В.В. (2022) Транс
крипционный фактор Nrf2 и  митохондрии  – 
друзья или противники в  редокс-регуляции 
темпов старения. Биохимия. 87(12), 1856–1867. 
doi: 10.31857/S0320972522120065 

113.	Redza-Dutordoir M., Averill-Bates D.A. (2021) 
Interactions between reactive oxygen species and 
autophagy: Special issue: Death mechanisms 
in cellular homeostasis. Biochim. Biophys. Acta 
Mol. Cell. Res. 1868(8), 119041. doi: 10.1016/j.
bbamcr.2021.119041

114.	Lu C., Jiang Y., Xu W., Bao X. (2023) Sestrin2: mul-
tifaceted functions, molecular basis, and its implica-
tions in liver diseases. Cell Death Dis. 14(2), 160. doi: 
10.1038/s41419-023-05669-4

115.	Далина А.А., Ковалева И.Е., Буданов А.В. (2018) 
Cестрины  – шлагбаумы на путях от стресса 
к  старению и  болезням. Молекуляр. биология. 
52(6), 948–962. doi: 10.1134/S0026898418060046 

116.	Haidurov A., Budanov A.V. (2020) Sestrin family – 
the stem controlling healthy ageing. Mech. Ageing 
Dev. 192, 111379. doi: 10.1016/j.mad.2020.111379

117.	Ma S., Attarwala I.Y., Xie X.Q. (2019) SQSTM1/
p62: a potential target for neurodegenerative disease. 
ACS Chem. Neurosci. 10, 2094–2114. doi: 10.1021/
acschemneuro.8b00516

118.	Ramesh Babu J., Lamar Seibenhener M., Peng  J., 
Strom A.L., Kemppainen R., Cox N., Zhu H., 
Wooten M.C., Diaz-Meco M.T., Moscat J., Woo-
ten M.W. (2008) Genetic inactivation of p62 leads to 
accumulation of hyperphosphorylated tau and neu-
rodegeneration. J. Neurochem. 106(1), 107–120. doi: 
10.1111/j.1471-4159.2008.05340.x

119.	Zheng X., Wang W., Liu R., Huang H., Zhang R., 
Sun L. (2012) Effect of p62 on tau hyperphosphory-
lation in a rat model of Alzheimer´s disease. Neural 
Regen. Res. 7, 1304–1311. doi: 10.3969/j.issn.1673-
5374.2012.17.004

120.	Caccamo A., Ferreira E., Branca C., Oddo S. (2017) 
p62 improves AD-like pathology by increasing auto-
phagy. Mol. Psychiatry. 22, 865–873. doi: 10.1038/
mp.2016.139

121.	Katsuragi Y., Ichimura Y., Komatsu M. (2016) Regu-
lation of the Keap1–Nrf2 pathway by p62/SQSTM1. 
Curr. Opin. Toxicol. 1, 54–61. doi: 10.1016/j.
cotox.2016.09.005

122.	Saito T., Ichimura Y., Taguchi K., Suzuki T., 
Mizushima T., Takagi K., Hirose Y., Nagahashi M., 
Iso T., Fukutomi T., Iso T., Fukutomi T., Ohi-
shi M., Endo K., Uemura T., Nishito Y., Okuda S., 
Obata  M., Kouno T., Imamura R., Tada Y., Oba-

ta R., Yasuda D., Takahashi K., Fujimura T., Pi J., 
Lee M.S., Ueno T., Ohe T., Mashino T., Wakai T., 
Kojima H., Okabe T., Nagano T., Motohashi H., 
Waguri S., Soga T., Yamamoto M., Tanaka K., 
Komatsu M. (2016) p62/Sqstm1 promotes malig-
nancy of HCV-positive hepatocellular carcinoma 
through Nrf2-dependent metabolic reprogramming. 
Nat. Commun. 7, 12030. doi: 10.1038/ncomms12030

123.	Menegon S., Columbano A., Giordano S. (2016) 
The dual roles of Nrf2 in cancer. Trends Mol. Med. 
22, 578–593. doi: 10.1016/j.molmed.2016.05.002

124.	Ahmed S.M., Luo L., Namani A., Wang X.J., 
Tang X. (2017) Nrf2 signaling pathway: pivotal roles 
in inflammation. Biochim. Biophys. Acta Mol. Basis 
Dis. 1863, 585–597. doi: 10.1016/j.bbadis.2016.11.005

125.	Hennig P., Di Filippo M., Bilfeld G., Mellett M., 
Beer H.D. (2022) High p62 expression suppresses 
the NLRP1 inflammasome and increases stress resis-
tance in cutaneous SCC cells. Cell Death Dis. 13(12), 
1077. doi: 10.1038/s41419-022-05530-0

126.	Jeong S.J., Zhang X., Rodriguez-Velez A., Ev-
ans  T.D., Razani B. (2019) p62/SQSTM1 and se-
lective autophagy in cardiometabolic diseases. An-
tioxid. Redox Signal. 31(6), 458–471. doi: 10.1089/
ars.2018.7649

127.	Davidson J.M., Chung R.S., Lee A. (2022) The con-
verging roles of sequestosome-1/p62 in the molecu-
lar pathways of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 
and frontotemporal dementia (FTD). Neurobiol. Dis. 
166, 105653. doi: 10.1016/j.nbd.2022.105653

128.	Jiang B., Zhou X., Yang T., Wang L., Feng L., 
Wang Z., Xu J., Jing W., Wang T., Su H., Yang G., 
Zhang Z. (2023) The role of autophagy in cardiovas-
cular disease: cross-interference of signaling pathways 
and underlying therapeutic targets. Front. Cardiovasc. 
Med. 10, 1088575. doi: 10.3389/fcvm.2023.1088575 

129.	Tan C.T., Soh N.J.H., Chang H.C., Yu V.C. (2023) 
p62/SQSTM1 in liver diseases: the usual suspect with 
multifarious identities. FEBS J. 290(4), 892–912. doi: 
10.1111/febs.16317

130.	Yang H., Ni H.M., Ding W.X. (2019) Emerging play-
ers in autophagy deficiency-induced liver injury and 
tumorigenesis. Gene Exp. 19(3), 229–234. doi: 10.37
27/105221619X15486875608177

131.	Yu M., Zhang H., Wang B., Zhang Y., Zheng X., 
Shao B., Zhuge Q., Jin K. (2021) Key signaling path-
ways in aging and potential interventions for healthy 
aging. Cells. 10(3), 660. doi: 10.3390/cells10030660

132.	Si J., Liu B., Qi K., Chen X., Li D., Yang S., Ji E. 
(2023) Tanshinone IIA inhibited intermittent hy-
poxia induced neuronal injury through promoting 
autophagy via AMPK-mTOR signaling pathway. 
J.  Ethnopharmacol. 315, 116677. doi: 10.1016/j.
jep.2023.116677

https://doi.org/10.1134/S0026898418060046


718 ШИЛОВСКИЙ

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

p62: Intersection of Antioxidant Defense  
and Autophagy Pathways

G. A. Shilovsky1, 2, *
1Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia 

2Kharkevich Institute for Information Transmission Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 127051 Russia
*email: gregory_sh@list.ru, gr_gerontol@gmail.com

Numerous regulatory cascades link the cell´s response to oxidative stress and the mechanisms of maintain-
ing homeostasis and cell viability. The review summarizes the molecular mechanisms of interaction of the 
autophagy protein p62 with cell defense systems, primarily through the NRF2/KEAP1/ARE pathway. Un-
derstanding the cross-regulation of antioxidant defense and autophagy pathways contributes to the search for 
promising molecular targets for the treatment of age-related diseases.
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Cерин/треониновая протеинкиназа ATM (ataxia-telangiectasia mutated) выполняет в  клетке 
ряд функций, связанных с  процессом старения – участвует в  регуляции клеточного ответа на 
повреждение ДНК, а также фосфорилирует вакуолярную АТРазу, что ведет к деградации лизосом 
и клеточному старению. В данной работе геропротекторный потенциал KU-60019, селективного 
ингибитора ATM, проанализирован на трех видах Drosophila с разной продолжительностью жизни. 
Показано, что KU-60019 увеличивает продолжительность жизни особей долгоживущего вида (D. 
virilis) и вида с умеренной продолжительностью жизни (D. melanogaster). Однако продолжительность 
жизни особей короткоживущего вида D. kikkawai сокращается после обработки KU-60019. При этом 
KU-60019 повышает выживаемость дрозофил трех видов в условиях гипертермии, окислительного 
стресса и голодания, но не оказывает влияния на возрастзависимое изменение уровня локомоторной 
активности. Подавление экспрессии гена tefu, кодирующего гомолог ATM, с  помощью РНК-
интерференции также приводит к увеличению продолжительности жизни и стрессоустойчивости 
особей D. melanogaster по сравнению с мухами контрольных линий. Таким образом, влияние KU-
60019 на продолжительность жизни варьирует в зависимости от вида Drosophila, что может быть 
связано с установленными нами ранее различиями транскриптомов у исследуемых видов и требует 
дальнейшего экспериментального изучения.

Ключевые слова: ингибитор ATM, KU-60019, продолжительность жизни, стрессоустойчивость, 
спонтанная двигательная активность, Drosophila
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ВВЕДЕНИЕ
Белок ATM (ataxia-telangiectasia mutated) 

представляет собой серин/треониновую проте
инкиназу, высококонсервативную у  эукариот 
[1]. ATM локализуется преимущественно в ядре 
и быстро активируется при повреждениях ДНК 
сигнальным комплексом Mre11-Rad50-Nbs1 
(MRN) или независимо от комплекса MRN 
в ответ на окислительный стресс [2]. ATM фос-
форилирует более 700 мишеней, включая белки, 
участвующие в  репарации повреждений ДНК, 
регуляции биогенеза микроРНК, контроле кле-
точного цикла и апоптозе [3–6].

Мутация в  гене ATM у  человека может 
приводить к  развитию атаксии-телеангиэкта
зии  – редкого генетического заболевания, 

известного также, как синдром Луи-Бара, 
которое характеризуется повышенной чувст
вительностью к  ионизирующему излучению, 
нейродегенерацией, иммунодефицитом, пред
расположенностью к  раку, метаболическими 
нарушениями и преждевременным старением – 
большинство таких пациентов умирают в воз
расте 20–30 лет [7, 8]. Сходный спектр наруше-
ний отмечен также у мышей с дефицитом ATM 
[9], крыс [10], рыб Danio rerio [11] и  дрозофил 
с мутацией ATM [12–14]. Вместе с тем, описаны 
однонуклеотидные полиморфизмы гена ATM, 
ассоциированные с  долгожительством у  чело-
века [15–17]. 

Кроме того, ATM выполняет ряд функций, 
которые не имеют прямой связи с  ответом на 
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повреждение ДНК, но связаны с  процессом 
старения, включая клеточный ответ на 
окислительный стресс [18], метаболизм глюкозы 
[19], гомеостаз митохондрий [20], костный мета-
болизм [21], иммунный ответ [22], аутофагию [23, 
24], воспаление [10, 25], поддержание теломер 
[14, 26], регуляцию активности лизосом [27]. 

В недавних исследованиях Kang и  соавт. 
[27] и  Kuk и  соавт. [28] показано, что пода-
вление активности ATM может иметь геро-
протекторный потенциал. Так, при клеточ-
ном старении вакуолярная АТРаза (V-АТРаза), 
участвующая в регуляции активности лизосом, 
фосфорилируется киназой ATM, что ведет 
к  нарушению функции лизосом, снижению 
аутофагии и  последующему накоплению 
дисфункциональных митохондрий с избыточной 
продукцией активных форм кислорода [27]. По-
давление активности ATM селективным инги-
битором KU-60019 в  спонтанно и  ускоренно 
стареющих клетках вызывает снижение фос-
форилирования V-АТРазы, восстанавливает 
активность лизосом и  активирует процесс 
аутофагии, тем самым способствует удалению 
дисфункциональных митохондрий [27, 28].

Таким образом, можно заключить, что про-
теинкиназа ATM имеет большое количество 
связанных с  клеточным старением мишеней 
фосфорилирования и  вовлечена в  регуляцию 
продолжительности жизни организма. При 
этом геропротекторный потенциал ингибиторов 
ATM слабо изучен. 

У Drosophila melanogaster описаны два 
белка ответа на повреждение, которые входят 
в  семейство киназ ATM: meiotic 41 (mei-41), 
гомологичный ATR [29, 30] и  telomere fusion 
(tefu), который имеет гомологию с  ATM чело-
века [30–32]. Наличие данных белков позволяет 
использовать муху в качестве модели при оценке 
геропротекторного потенциала свойств ингиби-
рования ATM.

В настоящей работе мы проанализировали 
геропротекторный потенциал специфического 
ингибитора киназы ATM – KU-60019, используя 
в качестве модели особи трех видов дрозофил: D. 
melanogaster, D. kikkawai и  D.  virilis с  различной 
продолжительностью жизни, а также D. melanogaster 
с опосредованным РНК-интерференцией нокда
уном гена tefu. Проанализированы измене
ния в  продолжительности жизни, стрессоус
тойчивости и спонтанной активности мух.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии Drosophila. Короткоживущая линия 

вида D. kikkawai и  долгоживущая линия вида 
D. virilis предоставлены В. Гладышевым (Гарвард, 
США). Линии D. melanogaster получены из кол

лекции дрозофил “Bloomington Drosophila Stock 
Center” Университета Индианы США. В  ка
честве линии с умеренной продолжительностью 
жизни использовали линию дикого типа Can
ton-S (#64349, далее обозначена как CS) D. me
lanogaster. В  качестве драйверной линии ис
пользовали da-GAL4 (#55849), которая экспрес-
сирует активатор транскрипции GAL4 во всех 
клетках организма, а  в  качестве активируемой 
линии  – линию UAS-RNAi-tefu (#31635), кото-
рая экспрессирует дцРНК под контролем GAL4-
активируемого промотора UAS для подавления 
экспрессии гена tefu. 

Подавление экспрессии гена  tefu. Для 
нокдауна гена tefu (гомолог ATM [30]) вир
гинных самок линии UAS-RNAi-tefu скрещивали 
с  самцами линии da-GAL4. Полученные по-
томки F1 с  генотипом da-GAL4 > RNAi-tefu 
характеризовались сайленсингом гена tefu, опо-
средованным интерференцией РНК (RNAi). 
Подавление экспрессии tefu происходило во 
всех клетках организма на протяжении все
го жизненного цикла. Эффективность и  спе
цифичность используемого РНК-интерфе
ренционного реагента (P{TRiP.JF01422}attP2) 
подтверждена данными, представленными 
в базе данных FlyRNAi [33].

Условия содержания дрозофил. Для куль
тивирования дрозофил и  постановки экспе
риментов использовали климатические камеры 
Binder KBF720-ICH (“Binder”, Германия). Мух 
содержали при температуре 25°С, относительной 
влажности воздуха 60% и  12 ч  режиме осве
щения. Использовали питательную среду сле
дующего состава: вода – 1 л, кукурузная мука – 
92  г, сухие дрожжи  – 32.1 г, агар-агар  – 5.2  г, 
глюкоза  – 136.9 г. Пропионовую кислоту  – 
5  мл и  нипагин  – 10 мл 10%-ного раствора 
в  95%-ном этаноле добавляли для снижения 
микробной нагрузки. Данная питательная среда, 
как показано ранее, не снижает показатели 
репродукции D. melanogaster и  не влияет на 
продолжительность жизни в  ряду поколений 
[34]. Ряд исследований, проведенных в  нашей 
лаборатории, также подтвердил оптимальность 
этой среды для экспериментального изучения 
продолжительности жизни у D. melanogaster [35, 
36]. Сходство компонентного состава данной 
питательной среды и  среды, используемой 
при поддержании коллекции видов дрозофил 
в  Корнельском университете (“National Droso

phila Species Stock Center”, США) позволило 
предположить, что она пригодна для оценки 
продолжительности жизни у  всех трех видов 
Drosophila.

Обработка ингибитором ATM. На поверхность 
питательной среды наносили 30  мкл раствора 
KU-60019 (#531978, “Sigma-Aldrich”, США) 
в 96%-ном этиловом спирте в концентрации 1 
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и  100 мкмоль/л (мкМ). На среду контрольной 
группы животных наносили 30 мкл 96%-ого 
этилового спирта. Концентрация ингибитора 
ATM 1 мкМ была выбрана на основании 
экспериментальных данных, полученных на 
культуре клеток [28]. Использовали также 
увеличенную на два порядка концентрацию  – 
100 мкМ. Экспериментальные особи получали 
KU-60019 в  составе питательной среды 2 раза 
в неделю в течение всей жизни. 

Анализ продолжительности жизни. Конт
рольные и  экспериментальные особи бы
ли собраны в  течение 24 ч  после вылупления 
имаго. С использованием углекислотного нар
коза мух сортировали по полу и  рассаживали 
в  пробирки размером 25 мм × 95 мм “Narrow 
Drosophila Vials” (# 32–109, “Genesee Scientific”, 
США) по 30 особей. Мух переносили на све-
жую среду 2 раза в  неделю. Число умерших 
особей подсчитывали ежедневно, начиная 
с  первого дня жизни имаго. На основании 
полученных данных рассчитывали медианную 
(50-й перцентиль) и  максимальную (90-й 
перцентиль) продолжительность жизни (ПЖ) 
и  строили кривые выживаемости. В  каждом 
варианте анализировали по 150 особей. Каждый 
эксперимент повторяли 2–3 раза.

Анализ стрессоустойчивости. Оценивали 
устойчивость к  гипертермии (35°C), окис
лительному стрессу и  голоданию. Мух содер
жали на среде, содержащей 2% агар-агара и 5% 
сахарозы. В  случае анализа устойчивости мух 
к  окислительному стрессу в  среду добавляли 
20 ммоль/л (мМ) параквата (#856177, “Sigma-
Aldrich”, США). При оценке устойчивости к го-
лоданию сахарозу в питательную среду не добав-
ляли. В возрасте 14 сут исследуемые мухи под-
вергались воздействию факторов стресса. Мы 
исходили из предположения, что 14 дней обра-
ботки ингибитором достаточно для того, чтобы 
вещество повлияло на активность ATM, тогда 
как еще не наблюдался эффект возрастного 
снижения стрессоустойчивости. Гибель мух 
в описанных условиях стресса оценивали с ис
пользованием монитора активности DAM2 
(Drosophila Activity Monitor, “Trikinetics”, США). 
Мух рассаживали по одной особи в  стеклян-
ный капилляр (диаметр 5 мм, длина 60 мм) для 
записи активности. Время гибели мух опреде-
ляли по полному прекращению двигательной 
активности. На основании полученных дан-
ных было рассчитано медианное время выжи-
ваемости в часах (50-й перцентиль) и построе-
ны кривые выживаемости. В каждом варианте 
анализировали по 32 самца и 32 самки. Каждый 
эксперимент повторяли 2–3 раза.

Анализ спонтанной локомоторной активности. 
Оценку активности проводили 1 раз в  неделю 
у  мух в  возрасте от 1 до 10 недель. В  каждом 

варианте эксперимента использовали четыре–
пять пробирок по 10 мух в каждой. Использо-
вали узкие пробирки улучшенной прозрачно-
сти “Drosophila Vials, Narrow (KR)” (#32–118, 
“Genesee Scientific”, США). Анализ проводили 
в  мониторах активности LAM25 (Locomotor 
Activity Monitor, “TriKinetics”, США). При про-
ведении теста пробирки находились в горизон-
тальном положении. Данные (количество сра-
батываний датчиков движения) с  прибора за-
писывали в течение 24 ч и представляли в виде 
средней суточной активности на одну особь. 

Статистический анализ результатов. Досто
верность различий между кривыми дожития 
оценивали с  использованием логрангового 
критерия (критерий Мантеля–Кокса) [37], 
критерия Гехана–Бреслоу–Вилкоксона [38]. 
Статистическую значимость отличий во 
времени гибели по перцентилям оценивали 
с  использованием точного критерия Фишера 
и теста Ванг–Аллисона (тест Бошлу) [39]. В слу-
чае множественного сравнения при расчете 
уровня значимости различий применяли 
поправку Бонферрони [40]. Статистическую 
значимость различий в спонтанной активности 
оценивали с  помощью двухфакторного дис
персионного анализа (ANOVA) и пост-хок тест 
Тьюки [41]. Статистические данные анали
зировали с помощью программы Statistica, вер-
сия 13 (“TIBCO Software Inc.”, США), статисти-
ческой среды R, версия 2.15.1 (The R Foundation) 
и онлайн приложения OASIS 2 [42].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние KU-60019 на продолжительность жизни 
Drosophila

Изучали влияние KU-60019 в концентрациях 
1 и 100 мкМ на ПЖ представителей трех видов 
рода Drosophila с  разной ПЖ  – D.  melanogaster 
с  умеренной ПЖ (рис. 1а,б, табл.  1), коротко
живущего вида D. kikkawai (рис.  1в,г, табл.  1) 
и  долгоживущего вида D. virilis (рис.  1д,е, 
табл. 1).

Наблюдали увеличение медианной ПЖ 
у  самок D. melanogaster (линия CS) на 3% при 
концентрации KU-60019 1 мкМ (p  <  0.05), 
а  также у  самцов и  самок D. virilis на 10 и  3%, 
соответственно, при концентрации KU-60019 
100 мкМ (p < 0.0001 и p < 0.05). Кроме того, пока-
зано увеличение показателя максимальной ПЖ 
самцов и самок D. virilis на 7% при концентрации 
KU-60019 100 мкМ (p  <  0.01). Медианная ПЖ 
снижалась у самок D. kikkawai на 3% (p < 0.001) 
в  присутствии 1 и  100  мкМ KU-60019 (рис.  1, 
табл. 1). Максимальная ПЖ снижалась у самцов 
и  самок D. kikkawai на 8% при концентрации 
исследуемого вещества 100 мкМ (p < 0.01) и на 
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Таблица 1. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на продолжительность жизни видов рода Drosophila

Вид Drosophila KU-60019, 
мкМ Пол M, сут dM, % МК ГВ 90% 

(сут)
d90% 
(%) ВА N

D. melanogaster (CS)
контроль ♂ 57 n/a n/a n/a 65 n/a n/a 285

1 ♂ 57 0 >0.05 >0.05 64 –2 >0.05 285
100 ♂ 57 0 >0.05 >0.05 64 –2 >0.05 295

D. kikkawai
контроль ♂ 25 n/a n/a n/a 36 n/a n/a 312

1 ♂ 25 0 >0.05 >0.05 36 0 >0.05 279
100 ♂ 23 –8 >0.05 >0.05 33 –8 <0.01 319

D. virilis
контроль ♂ 89 n/a n/a n/a 112 n/a n/a 158

1 ♂ 88 –1 >0.05 <0.05 112 0 >0.05 158
100 ♂ 98 +10 <0.0001 <0.01 120 +7 <0.0001 165

D. melanogaster (CS)
контроль ♀ 64 n/a n/a n/a 72 n/a n/a 298

1 ♀ 66 +3 <0.05 <0.05 74 +3 >0.05 277
100 ♀ 64 0 >0.05 >0.05 72 0 >0.05 282

D. kikkawai
контроль ♀ 39 n/a n/a n/a 51 n/a n/a 283

1 ♀ 38 –3 <0.001 <0.01 45 –12 <0.001 309
100 ♀ 38 –3 <0.001 <0.01 45 –12 <0.0001 308

Рис. 1. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрациях 1 и 100 мкМ на продолжительность жизни самцов 
(а, в, д) и самок (б, г, е) рода Drosophila: D. melanogaster (CS), D. kikkawai, D. virilis.  ** – р < 0.001,  логранговый 
критерий с поправкой Бонферрони.
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12% – при 1 и 100 мкМ (p < 0.001). Полученные 
данные подтверждаются статистически значи
мым (p < 0.001) сдвигом кривых дожития влево 
у самок D. kikkawai при обеих изученных кон
центрациях и  вправо у  самок D. virilis при 
100 мкМ KU-60019 (рис. 1г,е).

Таким образом, геропротекторный эффект 
KU-60019 выявлен у  самцов и  самок долго
живущего вида D. virilis и самок D. melanogaster 
с умеренной ПЖ. Напротив, у особей коротко-
живущего вида D. kikkawai отмечено снижение 
ПЖ после обработки KU-60019.

Влияние KU-60019 на стрессоустойчивость 
дрозофил

Исследовано влияние ингибитора ATM KU-
60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на выжива
емость особей D. melanogaster (рис. 2, табл. 2), 
D.  kikkawai (рис.  3, табл. 3) и  D. virilis (рис. 4, 
табл.  4) в  условиях гипертермии (35°C), окис-
лительного стресса (паракват 20 мМ) и  голо-
дания (2%-ная агаровая среда без добавления 
сахарозы).

Показано, что обработка самцов и  самок 
D.  melanogaster KU-60019 приводит к  ста
тистически значимому (p  <  0.001) увеличению 
устойчивости к гипертермии (рис. 2а,б, табл. 2). 
Медианное время выживаемости при этом уве-
личивается на 13% у самцов после обработки KU-
60019 в концентрации 1 и 100 мкМ и на 7% у самок 
после обработки KU-60019 в  концентрации 
100  мкМ. Статистически значимых эффектов 
KU-60019 на выживаемость особей D. melanogaster 
в условиях окислительного стресса не отмечено 
(рис. 2в,г, табл. 2). Также у самцов D. melanogaster 
после обработки KU-60019 в  концентрации 
100 мкМ наблюдается повышение устойчивости 
к голоданию – медианное время выживаемости 
увеличивается на 17% (рис. 2д,е, табл. 2). 

У особей D. kikkawai обработка KU-
60019 в  концентрации 1 и  100 мкМ вызывает 
снижение медианного времени устойчивости 
к  гипертермии у самцов на 47 и 33%, соответ

ственно, и его повышение у самок на 189 и 200% 
соответственно (рис. 3а,б, табл. 3). Медиан-
ное время выживаемости в  условиях окисли-
тельного стресса повышается как у самцов (на 
36% после обработки 100 мкМ KU-60019), так 
и  у  самок  – на 28 и  16% после обработки 1 
и 100 мкМ KU-60019 соответственно (рис. 3в,г, 
табл. 3). У самок D. kikkawai обработка KU-60019 
в  концентрации 100 мкМ вызывает снижение 
медианной устойчивости к  голоданию на 14% 
(рис. 2д,е, табл. 2).

Показано, что предварительная обработка 
D. virilis KU-60019 в условиях гипертермии вы-
зывает увеличение медианного времени вы-
живаемости: у самцов – на 38% (100 мкM KU-
60019) и  у  самок  – на 27 и  38% (1 и  100 мкМ 
KU-60019) соответственно (рис. 4а,б, табл. 4). 
Обработка самцов D. virilis KU-60019 в  кон-
центрации 100 мкМ приводит к  увеличению 
медианного времени выживаемости в условиях 
окислительного стресса на 41% (рис. 4в,г, 
табл.  4). В  то же время обнаружено сниже-
ние медианного времени выживаемости са-
мок D. virilis в условиях голодания на 17 и 25% 
после обработки KU-60019 в  концентрации 1 
и 100 мкM соответственно (рис. 4д,е, табл. 4).

Таким образом, влияние KU-60019 на вы
живаемость особей рода Drosophila в  усло
виях гипертермии, окислительного стресса 
и  голодания зависит от концентрации соеди
нения, вида и пола мух.

Влияние KU-60019 на спонтанную двигательную 
активность Drosophila

Изучено влияние ингибитора ATM KU-60019 
в  концентрации 1 и  100 мкМ на возрастные 
изменения уровня спонтанной активности 
особей трех видов рода Drosophila: D. melanogaster, 
D. kikkawai и D. virilis.

Двухфакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) выявил статистически значимое 
влияние возраста (p < 0.0001), но не обработки 
KU-60019, на спонтанную двигательную актив-

Вид Drosophila KU-60019, 
мкМ Пол M, сут dM, % МК ГВ 90% 

(сут)
d90% 
(%) ВА N

D. virilis
контроль ♀ 96 n/a n/a n/a 118 n/a n/a 163

1 ♀ 99 +3 >0.05 >0.05 118 0 >0.05 142
100 ♀ 99 +3 <0.05 >0.05 126 +7 <0.0001 157

Примечание. ♂ – самцы, ♀ – самки, M – медианная продолжительность жизни (сут), 90% – возраст 90% смертности 
(сут), dM и d90% – различия медианной продолжительности жизни и возраста 90% смертности между контрольными 
и экспериментальными линиями соответственно (%), ГВ – значение р по критерию Гехана–Вилкоксона, МК – зна-
чение р по критерию Мантеля–Кокса, ВА – значение р по тесту Ванг–Аллисона, n/a – неприменимо, N – количество 
особей в выборке.

Таблица 1. Окончание
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Таблица 2. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость особей D. melanogaster

Вариант Пол М, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Гипертермия

Контроль ♂ 8 n/a n/a n/a n/a 64
1 мкМ KU60019 ♂ 9 +13 <0.001 <0.001 <0.001 64
100 мкМ KU60019 ♂ 9 +13 <0.001 <0.001 <0.001 63
Контроль ♀ 14 n/a n/a n/a n/a 62
1 мкМ KU60019 ♀ 13 –7 >0.05 >0.05 >0.05 64
100 мкМ KU60019 ♀ 15 +7 >0.05 >0.05 <0.05 64

Окислительный стресс
Контроль ♂ 42 n/a n/a n/a n/a 59
1 мкМ KU60019 ♂ 41 –2 >0.05 >0.05 >0.05 64
100 мкМ KU60019 ♂ 44 +5 >0.05 >0.05 >0.05 64
контроль ♀ 42 n/a n/a n/a n/a 64
1 мкМ KU60019 ♀ 50 +19 >0.05 >0.05 >0.05 64
100 мкМ KU60019 ♀ 52 +24 >0.05 >0.05 >0.05 56

Гипертермия
а

100

80

60

40

20

0
0 5 10 15 20 25

Время, ч

В
ы

ж
и

вш
и

е,
 %

б
100

80

60

40

20

0
0 5 10 15 20 25

Время, ч

В
ы

ж
и

вш
и

е,
 %

Окислительный стресс
в

100

80

60

40

20

0
0 20 40 60 80 120

Время, ч

В
ы

ж
и

вш
и

е,
 %

г
100

80

60

40

20

0
В

ы
ж

и
вш

и
е,

 %
100 0 20 40 60 80 120

Время, ч
100

Голодание
д

100

80

60

40

20

0
0 10 20 30 40 60

Время, ч

В
ы

ж
и

вш
и

е,
 %

е
100

80

60

40

20

0

В
ы

ж
и

вш
и

е,
 %

50 0 20 40 60 80 120
Время, ч

100

контроль 1 мкмоль/л 100 мкмоль/л

Рис. 2. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на стрессоустойчивость самцов (а, в, д) 
и самок (б, г, е) D. melanogaster. * – p < 0.05, *** – p < 0.001, логранговый критерий с поправкой Бонферрони.



725

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

ИЗУЧЕНИЕ ГЕРОПРОТЕКТОРНЫХ СВОЙСТВ

ность самцов и самок D. melanogaster (рис. 5а,б, 
табл. 5). Пост-хок тест Тьюки показал ста
тистически значимое снижение активности 
с возрастом в экспериментальных группах сам
цов (p < 0.05) и самок (p < 0.01), а также в кон-
трольных группах самок (p < 0.05), но не самцов. 

У D. kikkawai с  помощью ANOVA пока-
зан статистически значимый вклад возраста 
(р  <0.001) в  спонтанную двигательную ак-
тивность самцов и  самок, при этом эффект 
KU-60019 (p  <  0.001) выявлен только у  сам-
цов (рис. 5в,г, табл. 5). Попарное сравнение 
вариантов с  помощью пост-хок теста Тьюки 
выявило статистически значимое увеличение 
локомоторной активности у самцов (p < 0.001) 
и  самок (p  <  0.001) с  возрастом, но не пока-
зало эффектов обработки KU-60019 у  самцов 
(p > 0.05). 

ANOVA выявил вклад возраста в  спон-
танную двигательную активность (p  <  0.0001) 
самцов и  самок D. virilis, тогда как влияние 
KU-60019 (p  <  0.01) показано только у  самок 
(рис. 5д,е, табл. 5). Пост-хок тест Тьюки показал 
статистически значимое возрастное снижение 
спонтанной двигательной активности у самцов, 
обработанных 1 мкМ KU-60019, а также у самок 
старше 3–4 недель, контрольных и обработанных 
1 и 100 мкМ KU-60019. Отмечено также снижение 
двигательной активности у трехнедельных самок, 
получавших KU-60019 в концентрации 100 мкМ 
(р < 0.05).

Таким образом, обработка KU-60019 не ока
зывает существенного влияния на возрастные 
изменения локомоторной активности у особей 
трех видов Drosophila.

Влияние РНК-интерференции гена tefu  
на эффекты KU-60019

Продукт гена tefu, являющийся гомологом 
ATM млекопитающих [30], верифицировали 

в  качестве мишени KU-60019 путем анализа 
эффектов ингибитора ATM на продолжи
тельность жизни линии мух, в  которой эксп
рессия гена tefu подавлена с  помощью РНК-
интерференции. Нами установлено, что опо-
средованное РНК подавление экспрессии 
гена tefu приводит к  увеличению медианной 
продолжительности жизни на 51 и  23% у  сам-
цов, на 87 и  12% у  самок и  максимальной 
продолжительности жизни на 27 и 22% у самцов, 
40 и 13% у самок по сравнению с особями кон-
трольных родительских линий da-GAL4 и UAS-
RNAi-tefu соответственно (табл. 6). 

В подтверждение tefu-опосредованного дей-
ствия KU-60019 у  самцов da-GAL4 > RNAi-tefu 
геропротекторный эффект этого вещества был 
выражен слабее, чем у  контрольных самцов 
UAS-RNAi-tefu, что проявляется отсутствием 
статистически значимого эффекта на медианную 
продолжительность жизни и меньшим сдвигом 
вправо кривых дожития (рис. 6а,д, табл. 6). 
При этом положительный эффект KU-60019  
(1 и  100  мкМ) на максимальную продол
жительность жизни самцов сохраняется как 
у  контрольных UAS-RNAi-tefu, так и  у  экспе-
риментальных da-GAL4 > RNAi-tefu вариантов 
(табл. 6). Необходимо отметить, что обработ-
ка контрольных самцов da-GAL4 KU-60019 
в  обеих концентрациях приводит к  снижению 
максимальной продолжительности жизни 
(рис. 6в, табл. 6), что может быть связано 
с  биологическими особенностями данной 
линии и  низкой жизнеспособностью. Статис
тически значимое влияние KU-60019 на по-
казатели продолжительности жизни и  кри
вые смертности экспериментальных da-
GAL4 > RNAi-tefu и  контрольных самок 
UAS-RNAi-tefu наблюдалось только при кон
центрации 100 мкМ (рис. 6б,г,е, табл. 6). При 
этом медианная продолжительность жизни 
у  самок da-GAL4 > RNAi-tefu увеличивалась на 
4% и  снижалась на 5% у  контрольных самок 
UAS-RNAi-tefu. 

Вариант Пол М, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Голодание

Контроль ♂ 30 n/a n/a n/a n/a 64
1 мкМ KU60019 ♂ 30 0 >0.05 >0.05 >0.05 63
100 мкМ KU60019 ♂ 35 +17 <0.001 <0.01 <0.001 62
Контроль ♀ 88 n/a n/a n/a n/a 62
1 мкМ KU60019 ♀ 85 –3 >0.05 >0.05 >0.05 60
100 мкМ KU60019 ♀ 81 –8 >0.05 >0.05 >0.05 60

Примечания. Здесь и в табл. 3‒4. ♂ – самцы, ♀ – самки, M – время медианной выживаемости (ч), 90% – возраст 90% 
смертности (сут), dM – различия медианной выживаемости между контрольными и экспериментальными мухами (%), 
ВА – значение р по тесту Ванг–Аллисона, Ф – значение р по точному критерию Фишера, n/a – неприменимо, ЛР – 
значение р по логранговому критерию, N – количество особей в выборке.

Таблица 2. Окончание
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Рис. 3. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на стрессоустойчивость самцов (а, в, д) 
и самок (б, г, е) D. kikkawai. элементов: ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, логранговый критерий с поправкой Бонфер-
рони.

Таблица 3. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость особей D. kikkawai

Вариант Пол M, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Гипертермия

Контроль ♂ 15 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♂ 8 –47 <0.001 <0.001 <0.001 27
100 мкM KU60019 ♂ 10 –33 <0.001 <0.001 <0.01 31
Контроль ♀ 18 n/a n/a n/a n/a 63
1 мкM KU60019 ♀ 52 +189 <0.001 <0.001 <0.001 62
100 мкM KU60019 ♀ 54 +200 <0.001 <0.001 <0.001 31

Окислительный стресс
Контроль ♂ 11 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♂ 13 +18 >0.05 >0.05 >0.05 32
100 мкM KU60019 ♂ 15 +36 <0.001 <0.001 <0.001 32
Контроль ♀ 25 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♀ 32 +28 <0.01 <0.01 <0.001 32
100 мкM KU60019 ♀ 29 +16 >0.05 >0.05 <0.01 32
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Таким образом, подавление экспрессии 
гена tefu вызывает увеличение медианной 
и  максимальной продолжительности жизни 
у  особей da-GAL4 > RNAi-tefu по сравнению 
с мухами контрольных родительских линий da-
GAL4 и UAS-RNAi-tefu. При этом обработка KU-
60019 в меньшей степени затрагивает показатели 
продолжительности жизни и  кривые смертно-
сти экспериментальных линий с РНК-интерфе-
ренцией гена tefu по сравнению с контрольными 
линиями. 

Изучено также влияние обработки 1 и 100 мкМ 
KU-60019 в сочетании с РНК-интерференцией 
гена tefu на стрессоустойчивость особей D. me
lanogaster. Обработка ингибитором ATM при-
вела к  значительному увеличению выживае-
мости в  условиях гипертермии (35°C) особей 
da-GAL4 > RNAi-tefu относительно особей обеих 
родительских линий (рис. 7а,б, табл. 7). Так, 
у самцов, получавших KU-60019 в концентрации 
1 и 100 мкМ, наблюдали увеличение медианной 
выживаемости на 113 и  171% относительно 
родительской линии da-GAL4 и  на 89 и  111% 
относительно родительской линии UAS-
RNAi-tefu (табл. 7). У  варианта, получившего 
контрольную среду, обнаружено незначительное 
повышение выживаемости (13%) относительно 
родительской линии da-GAL4  (табл. 6). 
Обработка самок KU-60019 в  концентрации 
1 мкМ и  в  контроле привела к  увеличению 
выживаемости на 47% относительно роди
тельской линии da-GAL4. При обработке KU-
60019 в  концентрации 100 мкМ наблюдали 
снижение медианной выживаемости на 40% 
относительно родительской линии UAS-RNAi-
tefu (табл. 8). 

В условиях окислительного стресса добав
ление в  корм самцам ингибитора KU-60019 
в исследуемых концентрациях привело к увели
чению медианной выживаемости на 44 и  58% 
относительно родительской линии da-GAL4 
(табл. 7). Также обнаружено, что выживаемость 
мух в  контрольном варианте на 39% ниже, 
чем в  родительской линии UAS-RNAi-tefu 
(табл. 7). Обработка самок ингибитором KU-
60019 в  концентрации 1 и  100 мкМ привела 

к  увеличению выживаемости на 181 и  159% 
относительно родительской линии da-GAL4 
(табл. 8). В  контрольном варианте наблюдали 
повышение медианной выживаемости на 19% 
относительно родительской линии UAS-RNAi-
tefu (табл. 8).

Также обработка ингибитором KU-60019 
привела к значительному увеличению времени 
выживаемости самцов и самок в условиях голо
дания (табл. 7 и 8). Ингибитор KU-60019 в обеих 
исследуемых концентрациях вызвал увеличение 
медианной выживаемости самцов на 10 и  21% 
относительно родительской линии da-GAL4 
и на 16 и 41% относительно родительской линии 
UAS-RNAi-tefu (табл. 7). В контрольном варианте 
также наблюдали увеличение выживаемости 
самцов на 21 и 31% относительно родительских 
линий da-GAL4 и UAS-RNAi-tefu соответственно 
(табл. 7). У  самок, получавших KU-60019 
в  концентрации 1 либо 100 мкМ, наблюдали 
повышение перцентилей выживаемости на 202 
и  162% относительно родительской линии da-
GAL4 и на 121 и 68% относительно родительской 
линии UAS-RNAi-tefu (табл. 8). У контрольного 
варианта увеличение выживаемости составило 
219 и  102% относительно родительских ли-
ний da-GAL4 и  UAS-RNAi-tefu соответственно 
(табл. 8).

Эффекты обработки KU-60019 на меди
анное время выживаемости мух с РНК-интер
ференцией гена tefu в  большинстве вариантов 
эксперимента подтверждаются влиянием на 
кривые выживаемости, которые смещены впра
во по сравнению с  контрольными вариантами 
(p < 0.001) (рис. 7 и 8). 

Таким образом, во всех использованных 
вариантах наблюдали повышение стрессоус
тойчивости самцов и  самок D. melanogaster 
с РНК-интерференцией гена tefu, по сравнению 
с  родительскими линиями da-GAL4 и  UAS-
RNAi-tefu.

Также оценили влияние ингибитора ATM на 
спонтанную двигательную активность особей 
D. melanogaster с РНК-интерференцией гена tefu. 
Трехфакторный дисперсионный анализ выявил 
статистически значимый (<0.001) вклад возрас-

Вариант Пол M, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Голодание

Контроль ♂ 40 n/a n/a n/a n/a 28
1 мкM KU60019 ♂ 37 –8 >0.05 >0.05 >0.05 32
100 мкM KU60019 ♂ 36 –10 >0.05 >0.05 >0.05 24
Контроль ♀ 88 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♀ 83 –6 >0.05 >0.05 >0.05 31
100 мкM KU60019 ♀ 76 –14 <0.05 <0.05 >0.05 32

Таблица 3. ОкончаниеТаблица 3. Окончание
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Рис. 4. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на стрессоустойчивость самцов (а, в, д) 
и самок (б, г, е) D. virilis. *** – p < 0.001, логранговый критерий с поправкой Бонферрони.

Таблица 4. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость особей D. virilis 

Вариант Пол M, ч dM, % Ф ЛР N
Гипертермия

Контроль ♂ 13 n/a n/a n/a 28
1 мкМ KU60019 ♂ 17 +31 >0.05 >0.05 31
100 мкМ KU60019 ♂ 18 +38 >0.05 <0.05 31
Контроль ♀ 48 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♀ 61 +27 <0.001 <0.001 32
100 мкМ KU60019 ♀ 66 +38 <0.001 <0.001 32

Окислительный стресс
Контроль ♂ 91 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♂ 90 –1 >0.05 >0.05 32
100 мкМ KU60019 ♂ 128 +41 <0.01 >0.05 32
Контроль ♀ 126 n/a n/a n/a 31
1 мкМ KU60019 ♀ 115 –9 >0.05 >0.05 31
100 мкМ KU60019 ♀ 108 –14 >0.05 >0.05 32
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та, генотипа и их взаимодействия на спонтанную 
двигательную активность самцов и самок (табл. 9, 
рис. 9). Однако обработка ингибитором не 
привела к статистически значимому изменению 
спонтанной двигательной активности дрозофил. 
Пост-хок тест Тьюки показал статистически 
значимое изменение двигательной активности 
у  трехнедельных самцов с  подавленной в  ре
зультате РНК-интерференции экспрессией гена 
tefu на контрольной среде относительно обеих 
родительских линий (р  = 0.00004) (рис. 9а,б). 
Небольшие изменения в спонтанной активности 
обнаружены также у  четырехнедельных самок 
с РНК-интерференцией гена tefu на контрольной 
среде относительно родительской линии UAS-
RNAi-tefu (р = 0.0028) (рис. 9г). В остальных вари-
антах эксперимента различий не наблюдали. Так-
же стоит отметить, что относительно родитель-
ской линии da-GAL4 результаты были рассчитаны 
по 6 неделю включительно, поскольку эта линия 
имеет короткую ПЖ. Таким образом, дисперси-
онный анализ выявил статистически значимый 
вклад возраста, генотипа и  их взаимодействия, 
но не выявил эффектов обработки ингибитором 
на суммарную спонтанную двигательную ак-
тивность самцов и самок D. melanogaster с РНК-
интерференцией гена tefu. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данном исследовании проанализирован 
геропротекторный потенциал KU-60019  – 
специфического ингибитора киназы ATM 
(IC₅₀ = 6.3 нМ), в  концентрации 1 и  100 мкМ 
[43]. В работах, выполненных на сенесцентных 
диплоидных фибробластах человека, линиях 
фибробластов с  мутацией ATM, а  также на 
стареющих фибробластах человека линий HGPS 
и WS, KU-60019 был описан как эффективный 
агент [27, 28], замедляющий как спонтанное, так 
и ускоренное старение клеток в культуре.

Для выявления эффектов KU-60019 на ПЖ 
целого организма мы использовали особей 
разных видов Drosophila. Согласно сформули-
рованным ранее критериям геропротектора, 
исследования на различных модельных орга-
низмах снижают риск обнаружения видоспеци-

фичных эффектов [44]. В связи с этим, в данной 
работе мы изучали геропротекторные эффекты 
KU-60019 на особях трех видов Drosophila, раз-
личающихся по ПЖ [35, 45–47]. 

Оценивая геропротекторные эффекты 
KU-60019, мы обнаружили, что обработка 
этим соединением увеличивает медианную 
и  максимальную ПЖ самцов и  самок D. virilis 
(долгоживущий вид), а  также медианную ПЖ 
самок D. melanogaster (вид с  умеренной ПЖ). 
У  особей обоих полов D. kikkawai (корот
коживущий вид) наблюдали снижение меди
анной и  максимальной ПЖ. Таким образом, 
нами не отмечена воспроизводимость геро
протекторного эффекта KU-60019 на особях 
разных видов несмотря на эволюционную 
консервативность мишени. 

Интересно, что ранее в работе, посвященной 
геропротекторным свойствам антиоксиданта 
N-ацетил-L -цистеина (NAC), мы также 
обнаружили различия в  геропротекторных 
эффектах между особями разного вида и  пола 
[35]. Опубликованные на сегодняшний день экс-
периментальные данные свидетельствуют о том, 
что полспецифичные эффекты геропротектор-
ных вмешательств в целом и фармакологических 
соединений в частности, характерны для разных 
модельных организмов, включая D. melanogaster 
[48] и  другие виды дрозофил [35]. В  недавнем 
обзоре Lushchak и соавт. пришли к выводу, что 
разная чувствительность к фармакологическим 
геропротекторным вмешательствам самцов 
и самок D. melanogaster прежде всего зависит от 
генетического фона, статуса спаривания, дозы 
вещества и продолжительности его воздействия. 
Однако мало известно о механизмах, лежащих 
в  основе половых различий в  ответе на геро
протекторные вмешательства.

Кроме того, ранее было показано, что KU-
60019 снижает пролиферативную активность 
опухолевых клеток [49, 50]. В опубликованных 
на сегодняшний день исследованиях отсут
ствуют прямые доказательства того, что KU-
60019 влияет на репродуктивную функцию 
благодаря своей антипролиферативной актив
ности, однако не исключено, что он может 

Вариант Пол M, ч dM, % Ф ЛР N
Голодание

Контроль ♂ 130 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♂ 127 –2 >0.05 >0.05 32
100 мкМ KU60019 ♂ 124 –5 >0.05 >0.05 32
Контроль ♀ 188 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♀ 156 –17 <0.05 <0.001 32
100 мкМ KU60019 ♀ 141 –25 <0.01 <0.001 32

Таблица 4. Окончание
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Рис. 5. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на спонтанную двигательную активность 
самцов (а, в, д) и самок (б, г, е) D. melanogaster (а, б), D. kikkawai (в, г) и D. virilis (д, е). *p <0.024, пост-хок тест 
Тьюки. Планки погрешностей обозначают стандартную ошибку среднего.

Таблица 5. Результаты двухфакторного дисперсионного анализа влияния возраста и обработки 
на спонтанную двигательную активность Drosophila 

Фактор Пол SS DF MS F p
D. melanogaster

Возраст ♂ 9103996 9 1011555 7.3082 0.0000
Обработка  526307 2 263153 1.9012 0.1543
Возраст × Обработка  1658673 18 92149 0.6657 0.8376
Ошибка  15087080 109 138414   
Возраст ♀ 59785003 9 6642778 48.895 0.0000
Обработка  635665 2 317833 2.339 0.1008
Возраст × Обработка  3233734 18 179652 1.322 0.1860
Ошибка  16303110 120 135859   
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снижать репродуктивный потенциал дрозофил, 
модифицируя влияние на ПЖ. Однако необхо-
димы дополнительные исследования эффектов 
KU-60019 на репродукцию мух.

Как показывают наши предыдущие иссле
дования, биологическая основа межвидовых 
различий как в  ПЖ, так и  в  эффектах фарма
кологических вмешательств может обуслов
ливаться транскриптомными [47] и  мета
боломными [46] особенностями видов. Ранее 
нами были установлены существенные различия 
в  паттернах глобальной экспрессии генов 
у  представителей рода Drosophila [47]. В  част-
ности, долгоживущие виды мух отличались 
от короткоживущих повышением активности 
генов, вовлеченных в  метаболизм жирных 
кислот, снижением транскрипции генов, свя-
занных с развитием нервной системы, передачей 
сигналов активина, сплайсингом РНК [47]. 
Сравнительное исследование метаболом-
ных профилей разных видов Drosophila также 
выявило характеристики, связанные с высокой 
ПЖ. Полученные результаты показывают, что 
продление жизни связано с повышением уровня 
метаболизма аминокислот, фосфолипидов 
и углеводов [46]. Вероятно, данные механизмы 
опосредуют межвидовые различия геропротек-
торных эффектов KU-60019. 

В свою очередь, особи D.  kikkawai характе
ризуются не только короткой ПЖ, но и снижен-
ной устойчивостью ко многим факторам стресса 
[45]. Долгосрочное (на протяжении всей жизни 
имаго) подавление активности белка ATM, 
являющегося ключевым регулятором клеточного 
ответа на повреждение ДНК, могло сыграть 
критическую роль в  жизнеспособности особей 
данного вида и ускорить их старение. 

Стоит отметить, что в  противоположность 
полученным нами данным, в некоторых публи
кациях показан геропротекторный эффект 
активации ATM. Так, на мышах, моделирующих 
атаксию-телеангиэктазию, показано, что стиму
ляция активности ATM приводит к замедлению 
старения и  продлевает им жизнь [51]. Кроме 
того, некоторые геропротекторы активируют 
ATM. Например, методами in vitro показано 
прямое стимулирующее действие ресвератрола 
на очищенный ATM. Как в  нормальных, так 
и в трансформированных линиях клеток чело
века аутофосфорилирование ATM и  фосфо
рилирование субстрата стимулируется ресве
ратролом по механизму, регулируемому актив
ными формами кислорода [52]. Показано также, 
что митофагический эффект геропротектора 
спермидина связан с активацией ATM-зависи-
мого сигнального пути [53].

Фактор Пол SS DF MS F p
D. kikkawai

Возраст ♂ 2424900 4 606225 24.2923 0.0000
Обработка  379003 2 189501 7.5936 0.0012
Возраст × Обработка  240421 8 30053 1.2043 0.3131
Ошибка  1422459 57 24955   
Возраст ♀ 13131203 6 2188534 47.2365 0.0000
Обработка  73516 2 36758 0.7934 0.4558

Возраст × Обработка  208227 12 17352 0.3745 0.9690

Ошибка  3752843 81 46331   
D. virilis

Возраст ♂ 64863337 9 7207037 14.9087 0.0000
Обработка  783743 2 391871 0.8106 0.4470
Возраст × Обработка  10545469 18 585859 1.2119 0.2624
Ошибка  58009374 120 483411   
Возраст ♀ 470005.7 9 52222.9 14.1183 0.0000
Обработка  36097.7 2 18048.8 4.8795 0.0092
Возраст × Обработка  109012.1 18 6056.2 1.6373 0.0617
Ошибка  432775.7 117 3698.9   

Примечание. ♂ – самцы, ♀ – самки, SS – сумма квадратов отклонений, DF – число степеней свободы, MS – диспер-
сия, F – фактическое значение отношения Фишера, p – уровень значимости.

Таблица 5. Окончание
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Рис. 6. Роль гена tefu во влиянии ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на продолжительность 
жизни самцов (а, в, д) и самок (б, г, е) D. melanogaster. ** – p < 0.01, *** – p < 0.0001 – логранговый критерий с по-
правкой Бонферрони.

Таблица 6. Роль гена tefu в формировании эффектов ингибитора ATM KU-60019 на продолжительность 
жизни самцов и самок D. melanogaster

Генотип Обработка KU–
60019, мкМ Пол M, сут dM, 

% Ф 90%, 
сут

d90%, 
% ВА Ф N

da-GAL4 > RNAi-tefu 
контроль ♂ 59 n/a n/a 70 n/a n/a n/a 614

1 ♂ 59 0 >0.05 74 +6 <0.0001 <0.0001 584
100 ♂ 61 +3 >0.05 73 +4 <0.0001 <0.0001 610

da-GAL4 
контроль ♂ 39 –51* <0.0001 55 –27* <0.0001 <0.0001 304

1 ♂ 39 0 >0.05 53 –4 <0.0001 >0.05 303
100 ♂ 39 0 <0.01 49 –11 <0.0001 <0.001 306

UAS-RNAi-tefu 
контроль ♂ 48 –23* <0.0001 57 –22* <0.0001 <0.0001 301

1 ♂ 51 +6 <0.05 61 +7 <0.0001 <0.05 310
100 ♂ 51 +6 <0.01 61 +7 <0.0001 >0.05 308

da-GAL4 > RNAi-tefu
контроль ♀ 73 n/a n/a 84 n/a n/a n/a 608

1 ♀ 72 –1 >0.05 84 0 >0.05 >0.05 606
100 ♀ 76 +4 <0.01 84 0 >0.05 >0.05 598
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Согласно предложенным ранее критериям 
геропротектора, потенциальные геропротекторы 
характеризуются способностью повышать 
устойчивость организма к  неблагоприятным 
факторам внешней среды [44]. Поэтому нами ис-
следовано влияние KU-60019 на стрессоустойчи-
вость особей трех видов Drosophila. Изучено также 
влияние KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ 
на выживаемость в условиях гипертермии (35°C), 
при обработке индуктором окислительного 
стресса паракватом (20 мM) и  при голодании. 
Обнаружено, что обработка ингибитором в обе-
их концентрациях повышала выживаемость из-
учаемых видов дрозофил в условиях стресса. Мы 
связываем этот эффект с положительным влия-
нием ингибитора KU-60019 на функциональное 
восстановление системы лизосомы/аутофагия, 
которое сопровождается восстановлением функ-
ций митохондрий и  метаболическим перепро-
граммированием [54, 55].

Установлено, что одной из причин нару
шения функций организма при действии 
стресс-факторов различной этиологии является 
снижение стабильности мембран лизосом [56, 
57]. Нарушение работы лизосом при окисли-
тельном стрессе или повреждении свободны-
ми радикалами приводит к старению и гибели 
клетки за счет нарушения аутофагии, ингиби-
рования лизосомных ферментов и повреждения 
лизосомных мембран [58, 59]. Показано, что 
V-АТРаза вовлечена в поддержание гомеостаза 
внутриклеточных уровней меди и железа и игра
ет важную роль в Sod2-опосредованной реакции 
на окислительный стресс [60]. Клетки получают 
необходимые питательные вещества из окружа-
ющей среды и используют адаптивные механиз-
мы для выживания в условиях дефицита пита-
тельных веществ. Как питательные вещества 
перемещаются и распределяются внутри клеток, 
а  также запасаются ли они в  ответ на стресс, 
остается малоизученным. Показано, что в ответ 

на голодание, вызванное недостатком глюко-
зы, запускается механизм деградации мембран. 
Этот механизм включает в себя липидирование 
белка аутофагии LC3 на лизосомных мембра-
нах и  образование внутриклеточных везикул 
посредством микроаутофагии [61]. При этом 
голодание индуцирует лизосомное хранение 
лейцина [62]. В ответ на тепловой шок (гипер-
термию) в  клетках немедленно индуцируются 
гены, кодирующие белки теплового шока, кото
рые запускают связанные с  лизосомной сис
темой процессы: гибель клеток, аутофагию и за
щиту от пермеабилизации лизосомной мемб
раны [63, 64]. 

Важной характеристикой качества жизни 
и жизнеспособности животных является физи
ческая активность. С  возрастом происходит 
снижение нервно-мышечной активности 
и  изменение поведенческих реакций [65–68]. 
Согласно критериям геропротектора [44], 
соединения с  геропротекторным потенциа-
лом должны улучшать качество жизни, в  том 
числе замедлять скорость возрастзависимого 
снижения локомоторной активности. Однако 
нами установлено, что обработка особей 
D.  melanogaster и  D. kikkawai KU-60019 в  кон
центрации 1 и 100 мкМ не оказывает влияния 
на возрастзависимое изменение активности. 
В то же время, отмечено достоверное снижение 
спонтанной активности у трехнедельных самок 
D.  virilis, получавших KU-60019 в  концентра-
ции 100 мкМ. Эти данные не подтверждают 
гипотезу о  поддержании функциональности 
мышечных клеток вследствие деградации 
поврежденных митохондрий при обработке 
KU-60019. В  целом же полученные данные не 
исключают антивозрастного действия KU-
60019 на популяцию митохондрий, поскольку 
нарушение функций митохондрий с возрастом 
ведет не только к  нарушению работы нервно-

Генотип Обработка KU–
60019, мкМ Пол M, сут dM, 

% Ф 90%, 
сут

d90%, 
% ВА Ф N

da-GAL4 
контроль ♀ 39 –87* <0.0001 60 –40* <0.0001 <0.0001 303

1 ♀ 39 0 >0.05 60 0 <0.0001 >0.05 311
100 ♀ 40 +3 >0.05 60 0 <0.0001 >0.05 300

UAS-RNAi-tefu 
контроль ♀ 65 –12* <0.0001 74 –13* <0.0001 <0.0001 311

1 ♀ 65 0 >0.05 74 0 <0.0001 >0.05 308
100 ♀ 62 –5 <0.0001 71 –4 <0.0001 >0.05 303

Примечание. ♂ – самцы, ♀ – самки, М, сут – медианная продолжительность жизни (сут), dM, % – различия в ме-
дианной продолжительности жизни между контрольными и экспериментальными линиями (%), 90%, сут – возраст 
гибели 90% особей выборки (сут), d90%, % – различия возраста 90% смертности между контрольными и эксперимен-
тальными линиями (%), ВА – значение р по тесту Ванг–Аллисона, Ф – значение р по точному критерию Фишера, N – 
количество особей в выборке, n/a – неприменимо, *различия между родительскими линиями da-GAL4, UAS-RNAi-tefu 
и линией с нокдауном tefu da-GAL4 > RNAi-tefu.

Таблица 6. Окончание
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Рис. 7. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в  концентрации 1 и  100  мкМ на стрессоустойчивость самцов 
D. melanogaster c подавленной экспрессией гена tefu. * – p < 0.001, ** и ## – p < 0.0001 относительно родительской 
линии da-GAL4 (а, в, д) и UAS-RNAi-tefu (б, г, е), соответственно, логранговый критерий.

Таблица 7. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость самцов D. melanogaster  
при РНК-интерференции гена tefu

Вариант Обработка  
KU-60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Гипертермия

da-GAL4 
контроль 8 +12.5* <0.0001* <0.001* 95

1 8 +112.5* <0.0001* <0.0001* 95
100 7 +171.4* <0.0001* <0.0001* 128

UAS-RNAi-tefu 
контроль 10 –10.0# <0.0001# >0.05# 124

1 9 +88.9# <0.0001# <0.0001# 127
100 9 +111.1# <0.0001# <0.0001# 128

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 9 n/a n/a n/a 96

1 17 n/a n/a n/a 32
100 19 n/a n/a n/a 32
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мышечной системы, но и к индукции фенотипа 
старения [69]. 

Стоит отметить, что в отличие от D. melano
gaster и  D. virilis, спонтанная двигательная ак-
тивность особей D. kikkawai не снижалась 
с возрастом, а напротив, несколько возрастала. 
Несмотря на то, что в  целом не обнаружено 
корреляции между ПЖ и локомоторной актив
ностью мух [70, 71], ранее мы выявили обрат
ную взаимосвязь между долгожительством 
и двигательной активностью мух, содержащихся 
в темноте или при пониженной температуре [72], 
что предполагает сложную взаимосвязь дан-
ных показателей и их зависимость от внешних 
факторов. На сегодняшний день сложно 
объяснить причины увеличения спонтанной 
локомоторной активности D. kikkawai с  воз
растом, но с учетом ряда генетических [47], ме-
таболических [46] и поведенческих [73] разли
чий между коротко- и долгоживущими видами, 
можно предположить установление компромисса 
между двигательной активностью и ПЖ особей 
данного вида. Видовые особенности генома 
и метаболома также могут быть причиной раз
личий в  показателях функционального ста
рения организма (на примере локомоторной 

активности) и различий во влиянии ингибитора 
ATM на ПЖ. 

Для верификации продукта гена tefu, как 
мишени KU-60019, мы проанализировали 
эффекты ингибитора ATM на те же физио
логические показатели у  линии с  нокдау
ном, вызванным РНК-интерференцией гена 
tefu. Обнаружено увеличение медианной 
и  максимальной ПЖ у  особей с  репрессией 
гена tefu (da-GAL4 > RNAi-tefu) по сравнению 
с  особями контрольных родительских линий 
da-GAL4 и UAS-RNAi-tefu. Стоит отметить, что 
несмотря на геропротекторный и адаптогенный 
эффект нокдауна гена tefu, мутации в  данном 
гене приводят к высокой летальности дрозофил 
на разных стадиях предимагинального развития, 
радиочувствительности и короткой ПЖ жизни. 
Так, мутантный аллель tefustg ( ) ха-
рактеризуется высокой радиочувствительно-
стью и  летальностью на стадии куколки [74, 
75]. Аллель с потерей функции ATM – tefuatm-4 
( ) летален [14]. Мутация tefuatm-6  

( ) обладает высокой летальностью 
на стадии куколки и  радиочувствительно-
стью [14, 76]. Фенотип мух с  аллелем tefuatm-8  
( ) характеризуется короткой ПЖ, 

Вариант Обработка  
KU-60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Окислительный стресс

da-GAL4 
контроль 26 +3.8* >0.05* >0.05* 64

1 27 +44.4* <0.0001* <0.0001* 63
100 24 +58.3* <0.0001* <0.0001* 63

UAS-RNAi-tefu 
контроль 44 –38.6# <0.0001# <0.0001# 80

1 41 –4.9# >0.05# >0.05# 80
100 39 –2.6# >0.05# >0.05# 80

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 27 n/a n/a n/a 126

1 39 n/a n/a n/a 78
100 38 n/a n/a n/a 64

Голодание

da-GAL4 
контроль 38 +21.1* <0.0001* <0.0001* 64

1 40 +10.0* <0.0001* <0.001* 63
100 34 +20.6* <0.0001* <0.0001* 76

UAS-RNAi-tefu 
контроль 35 +31.4# <0.0001# <0.0001# 80

1 38 +15.8# <0.0001# <0.0001# 78
100 29 +41.4# <0.0001# <0.0001# 80

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 46 n/a n/a n/a 95

1 44 n/a n/a n/a 78
100 41 n/a n/a n/a 80

Примечание. Здесь и в табл. 8. М, ч – время медианной выживаемости (ч), dM, % – различия медианной выживаемости 
у  контрольных и  экспериментальных мух: dM* = М(da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu)  – М(da-GAL4) или dM# = М(da-
GAL4 > UAS-RNAi-tefu – М(UAS-RNAi-tefu), Ф (p) – значение р по точному критерию Фишера, ЛР (p) – значение р по 
логранговому критерию Представлены значения, полученные при сравнении показателей экспериментальной линии 
da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu относительно родительских линий da-GAL4 (*) и UAS-RNAi-tefu (#), n/a – неприменимо, 
N – количество особей в выборке.

Таблица 7. Окончание
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Рис. 8. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в  концентрации 1 и  100  мкМ на стрессоустойчивость самок 
D. melanogaster c РНК-интерференцией гена tefu. ** и ## – p < 0.0001 относительно родительской линии da-GAL4 
(а, в, д) и UAS-RNAi-tefu (б, г, е), соответственно, логранговый критерий.

Таблица 8. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость самок D. melanogaster  
при РНК-интерференции гена tefu

Вариант Обработка  
KU–60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Гипертермия

da-GAL4 
контроль 15 +46.7* <0.0001* <0.0001* 64

1 15 +46.7* <0.0001* <0.0001* 59
100 14 +28.6* >0.05* <0.0001* 90

UAS-RNAi-tefu 
контроль 24 –8.3# >0.05# <0.0002# 96

1 25 –12.0# >0.05# >0.05# 95
100 30 –40.0# <0.0001# <0.0001# 96

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 22 n/a n/a n/a 95

1 22 n/a n/a n/a 80
100 18 n/a n/a n/a 80
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повышенной чувствительностью к  гипертер-
мии и  нарушениями двигательной активности 
[12–14]. В то же время, как и в экспериментах 
на особях Drosophila разных видов, анализ 
спонтанной локомоторной активности не вы
явил статистически значимого влияния об
работки ингибитором ATM на спонтанную 
двигательную активность самцов и самок D. me
lanogaster с  репрессированным в  результате 
РНК-интерференции гена tefu.

Также во всех вариантах исследования 
с  использованием комбинации РНК-интер
ференции гена tefu и  обработки KU-60019 
наблюдали повышение стрессоустойчивости 
относительно родительских линий da-GAL4 
и  UAS-RNAi-tefu.  Повышение стрессо
устойчивости, вызванное обработкой KU-60019 
на фоне нокдауна гена tefu может быть связано 
с присутствием дополнительных молекулярных 
мишеней KU-60019, подавление которых 
может модифицировать эффекты, связанные 
с  ингибированием ATM. Например, KU-60019 
может взаимодействовать не только с ATM, но 
и с PIK3C3 (фосфатидилинозитол-3-киназа, ка-
талитическая субъединица типа 3) [43], PRKDC 
(протеинкиназа, активируемая ДНК, катали-
тическая субъединица) [43], ATR (серин/трео-
ниновая киназа ATR) [43], ATXN2 (атаксин 2) 
[77], YES1 (протоонкоген YES 1, тирозинкиназа 
семейства Src) [78]. Эти молекулы вовлечены 
в  регуляцию многих клеточных процессов, 

связанных со старением, включая аутофагию, 
пролиферацию, дифференцировку, поддержание 
гомеостаза и выживание клеток, что может вести 
к  модификации геропротекторного действия 
KU-60019.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ
Таким образом, нами изучен геропротек

торный потенциал KU-60019, селективного 
ингибитора ATM, с использованием особей трех 
видов Drosophila с разной ПЖ. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют, что влияние KU-60019 
на ПЖ зависит от вида Drosophila. Отмечено 
увеличение ПЖ самцов и самок долгоживущего 
вида D. virilis (на 3–10%) и самок D. melanogaster 
(на 3%) с умеренной ПЖ после обработки KU-
60019, тогда как у особей короткоживущего вида 
D. kikkawai ПЖ снижалась (на 3–12%). Вместе 
с тем, обработка KU-60019 повышала выжива-
емость особей исследованных видов дрозофил 
в условиях гипертермии, окислительного стрес-
са и  голодания. По-видимому, эффекты KU-
60019-опосредованного подавления активности 
ATM на ПЖ в большой степени определяются 
особенностями транскриптомов, выявленными 
нами в более ранних исследованиях. 

Кроме того, при интерпретации эффек
тов KU-60019 необходимо учитывать допол
нительные молекулярные мишени, которые 
вовлечены в  регуляцию многих клеточных 

Вариант Обработка  
KU–60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Окислительный стресс

da-GAL4 
контроль 22 +190.9* <0.0001* <0.0001* 64

1 21 +181.0* <0.0001* <0.0001* 63
100 22 +159.1* <0.0001* <0.0001* 63

UAS-RNAi-tefu 
контроль 54 +18.5# >0.05# >0.05# 63

1 56 +5.4# >0.05# >0.05# 64
100 50 +14.0# >0.05# >0.05# 63

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 64 n/a n/a n/a 64

1 59 n/a n/a n/a 64
100 57 n/a n/a n/a 64

Голодание

da-GAL4 
контроль 43 +218.6* <0.0001* <0.0001* 58

1 49 +202.0* <0.0001* <0.0001* 61
100 50 +162.0* <0.0001* <0.0001* 78

UAS-RNAi-tefu 
контроль 68 +101.5# <0.0001# <0.0001# 80

1 67 +120.9# <0.0001# <0.0001# 80
100 78 +67.9# <0.0001# <0.0001# 80

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 137 n/a n/a n/a 87

1 148 n/a n/a n/a 72
100 131 n/a n/a n/a 80

Таблица 8. Окончание
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Рис. 9. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на спонтанную двигательную активность 
самцов (а, б) и самок (в, г) D. melanogaster c РНК-интерференцией гена tefu. # – p < 0.003 относительно родитель-
ской линии da-GAL4 (а, в) и UAS-RNAi-tefu (б, г), пост-хок тест Тьюки. Планки погрешностей обозначают стан-
дартную ошибку среднего.

Таблица 9. Результаты трехфакторного дисперсионного анализа ANOVA эффектов возраста и обработки 
ингибитором

Фактор Пол SS DF MS F p
Возраст ♂ 64852440 8 8106555 34.34 0.0000
Обработка  479642 2 239821 1.02 0.3646
Генотип  7080886 2 3540443 15.00 0.0000
Возраст × Обработка  11963427 16 747714 3.17 0.0001
Возраст × Генотип  13373240 16 835828 3.54 0.0000
Обработка × Генотип  1881983 4 470496 1.99 0.0986
Возраст × Обработка × Генотип  12077505 32 377422 1.60 0.0334
Ошибка  33989977 144 236042   
Возраст ♀ 2112091 8 264011 6.11 0.0000
Обработка  159645 2 79823 1.85 0.1607
Генотип  9592265 2 4796133 111.07 0.0000
Возраст × Обработка  860678 16 53792 1.25 0.2385
Возраст × Генотип  8277206 16 517325 11.98 0.0000
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процессов, связанных со старением, включая 
аутофагию, пролиферацию, дифференциров-
ку, поддержание гомеостаза и выживание кле-
ток, подавление которых может модифициро-
вать геропротекторные эффекты, связанные 
с ингибированием ATM.

Наряду с фармакологическим подавлением 
активности ATM, супрессия активности 
гена tefu с  помощью РНК-интерференции 
также приводила к  увеличению ПЖ экспери
ментальных особей по сравнению с  особями 
контрольных родительских линий, что под
тверждает геропротекторный потенциал ATM 
как мишени. 

Дальнейшие исследования позволят понять, 
какие молекулярные процессы лежат в  основе 
эффектов обработки ингибитором ATM на ПЖ 
Drosophila и как эти эффекты могут различаться 
у разных видов. Это может привести к разработке 
более эффективных стратегий увеличения ПЖ 
и борьбы со старением.

Авторы выражают благодарность Институту 
биологии ФИЦ Коми НЦ УрО РАН за предо
ставленную коллекцию лабораторных линий 
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дарственного задания Института биологии 
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The serine/threonine protein kinase ATM (ataxia-telangiectasia mutated) performs a number of functions 
in the cell that are interrelated with the aging process. In addition to regulating the cellular response to 
DNA damage, ATM phosphorylates vacuolar ATPase, leading to lysosome degradation and cellular 
senescence. In this work, we analysed the geroprotective potential of KU-60019, a selective ATM inhibitor, 
using individuals of three Drosophila species with different lifespans. KU-60019 was shown to increase the 
lifespan of individuals of the long-lived species D. virilis and individuals of a species with moderate lifespan 
D. melanogaster. However, in individuals of the short-lived species D. kikkawai, longevity is reduced after 
KU-60019 treatment. At the same time, KU-60019 treatment increases survival of Drosophila individuals of 
the three species under hyperthermia, oxidative stress and starvation, but has no effect on age-dependent 
changes in the level of locomotor activity. Suppression of tefu gene expression (ATM homologue) by RNA 
interference also causes an increase in longevity and stress tolerance of D. melanogaster individuals compared 
to individuals of control lines. Thus, the effect of KU-60019 on longevity varies depending on the Drosophila 
species, which may be related to the previously established differences of transcriptomes in the studied species 
and requires further experimental study. 
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И ХРОМОСОМНЫХ ПЕРЕСТРОЕК,  

ВЛИЯЮЩИХ НА ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ,  
В ЛИНИЯХ D. melanogaster С НАРУШЕНИЕМ КОНТРОЛЯ  
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Мобильные генетические элементы (МГЭ) способствуют повышению частоты спонтанных мутаций 
в геноме, а также способны изменять структуру генов или влиять на их экспрессию, поэтому важно 
иметь представление об активности МГЭ и их положении в геноме. В представленной работе показано 
преимущество сочетания двух методов секвенирования для поиска инсерций МГЭ и хромосомных 
перестроек: полногеномного нанопорового секвенирования и  секвенирования транскриптома 
методом Illumina. Полногеномное нанопоровое секвенирование позволяет обнаружить инсерции 
МГЭ, а секвенирование транскриптома на платформе Illumina – оценить влияние инсерций на 
экспрессию генов. В  работе использованы данные секвенирования геномов линий Drosophila 
melanogaster с фенотипом flamenco SS (w1, мутант flamenco) и MS (w1, мутант flamenco, активная 
копия gypsy). В качестве контроля использована лабораторная линия дикого типа Д32. В линиях SS, 
MS и линии дикого типа обнаружены инсерции и делеции МГЭ в эухроматиновых районах генома 
и в интронах генов относительно референсного генома (NCBI GCF_000001215.4). В анализируемых 
геномах проведен поиск инсерций и  делеций в  генах системы РНК-интерференции и  в  генах, 
дифференциально экспрессируемых у  мух линий SS и  MS. В  результате обнаружены инсерции 
МГЭ в различных регионах генов AGO3, CG17147, Su(var)3-3, Gasz, CG43348, moody, CG17752. Не 
обнаружено корреляции между изменением положения МГЭ и  уменьшением или увеличением 
экспрессии большинства анализируемых генов. В  гене vig найдена хромосомная перестройка, 
затрагивающая 3´-нетранслируемую область. На основании результатов секвенирования длинными 
прочтениями получена сборка генома линии MS de novo. Установлено, что повышение экспрессии 
генов CR45822 и pst в линиях SS и MS связано с трипликацией, а не с изменением регуляторных 
последовательностей генов или инсерцией МГЭ. 

Ключевые слова: Drosophila melanogaster, мобильные генетические элементы, эволюция, Oxford 
Nanopore, Illumina, сборка генома
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ВВЕДЕНИЕ

Мобильные генетические элементы (МГЭ) 
являются структурной частью генома эукариот, 
они составляют значительную его долю и влия-

ют на активность множества генов. События ре-
комбинации между последовательностями МГЭ 
приводят к геномным перестройкам, а транспо-
зиция МГЭ в ген – к нарушению его работы [1]. 
Мутации в генах системы контроля подавления 
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активности МГЭ приводят к увеличению веро-
ятности транспозиции этих элементов [2].

Известно несколько путей РНК-интер
ференции, используемых для подавления 
экспрессии МГЭ на посттранскрипционном 
уровне, в  каждом из которых функционируют 
разные гены и разные источники антисмысловой 
РНК [3]. Один из основных механизмов сай

ленсинга транспозонов в клетках зародышевого 
пути у дрозофилы – путь piРНК-интерференции 
[4], в котором piРНК при участии белков PIWI 
подавляют ретротранспозоны [5, 6]. piРНК это 
РНК длиной 23–30 нуклеотидов, которые обычно 
закодированы в специализированных геномных 
регионах  – в  кластерах piРНК, обогащенных 
дефектными последовательностями транс
позонов [7]. Нарушение процессов синтеза 
и сплайсинга транскриптов кластеров снижает 
разнообразие и  общее количество piРНК, что 
может привести к  повышению уровня транс-
крипции МГЭ [8]. В  то же время, в  соматиче-
ских клетках активность МГЭ в основном кон-
тролируется эндогенными малыми интерфери-
рующими РНК (endo-siРНК), за формирование 
которых отвечают белки Dicer-2 (Dcr-2) и Argo
naute 2 (AGO2) [9].

Удобным экспериментальным объектом для 
исследования МГЭ является Drosophila mela
nogaster. Геном дрозофилы содержит несколько 
десятков описанных и классифицированных се-
мейств МГЭ [10]. Базы данных GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) [11], FlyBase (flybase.org) 
[12], МСТЕ [13] и другие содержат информацию 
о геноме D. melanogaster, что значительно облег-
чает поиск повторяющихся последовательно-
стей. Например, в базе FlyBase [12] в референс-
ном геноме (NCBI GCF_000001215.4) указаны 
положения полноразмерных копий или фраг-
ментов МГЭ. 

Активность МГЭ на уровне транскрипции 
и  биогенез piРНК часто изучают с  исполь
зованием высокопроизводительного секве
нирования. Описаны изменения транс
крипционной активности МГЭ при стрессе (тем
пературные факторы, радиация и т.д.) или на
рушении работы системы РНК-интерференции 
[14, 15].

С целью поиска новых положений МГЭ 
в  геноме используют секвенирование длин
ными прочтениями [16, 17]. К  недостаткам 
секвенирования длинными прочтениями ме
тодом Oxford Nanopore относится высокая 
частота ошибок (5–15%) [18], но это не влия-
ет на определение положения МГЭ и  крупных 
хромосомных перестроек. Для выравнивания 
прочтений, полученных методом нанопорового 
секвенирования, с  исследуемым геномом, ис
пользуют такие программы, как BWA-MEM [19], 

Minimap2 [20], NGMLR [21] и  другие  [22–
24]. Несмотря на то, что программа BWA-
MEM рекомендована для работы с  длинными 
прочтениями, она неточно определяет границы 
структурных вариаций (Structural variations 
(SVs)) [20]. Одна из наиболее простых, быстрых 
и  эффективных программ при работе с  длин
ными прочтениями – программа Minimap2, эф
фективная в случае последовательностей длиной 
до ~100 млн п.н. [20].

В свою очередь, сопоставление de  novo 
сборки исследуемого генома и  транскриптома 
позволяет провести корреляционный анализ 
изменения экспрессии генов, вблизи которых 
произошла инсерция МГЭ [16].

Ранее в  работах нашей лаборатории было 
показано нарушение процессов сплайсинга 
транскриптов локуса flamenco у линий SS и MS 
[25], что может быть причиной нарушения 
контроля активности МГЭ (фенотип flamenco). 
Линии SS и MS характеризуются генетической 
нестабильностью, которую связывают с присут
ствием мутантного аллеля flamenco [26]. Линия 
MS получена путем введения в  линию SS 
активной копии ретротранспозона с длинными 
концевыми повторами (ДКП-ретротранспозона) 
gypsy [27]. Линия MS характеризуется повы-
шенной экспрессией gypsy, снижением репро-
дуктивных способностей самок, связанным 
с  комплексными нарушениями морфологии 
яичников, а  также снижением экспрессии ге-
нов, ответственных за формирование яйца [26, 
27]. Анализ транскриптома линий SS и  МS не 
выявил значимых мутаций в  экзонах генов 
системы РНК-интерференции. Обнаруженные 
изменения экспрессии генов не объясняли 
природу фенотипа f lamenco [28]. Можно 
предположить, что в  исследуемых линиях эти 
изменения связаны с мутациями в регуляторных 
районах генов или с инсерциями МГЭ, которые 
невозможно обнаружить секвенированием 
транскриптома короткими прочтениями.

В ходе исследования сравнили данные 
секвенирования длинными прочтениями генома 
D. melanogaster линий SS, MS, линии дикого типа 
Д32 с референсным геномом. Проведена сборка 
генома MS и осуществлен поиск генетических 
перестроек, которые могли повлиять на 
изменения экспрессии генов. Описаны подходы, 
позволяющие избежать ошибок, вызванных 
несовершенством стандартных способов 
обработки данных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии D. melanogaster и  условия культи­

вирования. В  работе использовали изогенные 
линии с  фенотипом f lamenco SS (w1) и  MS 
(w1, forked, содержит искусственно внесен-
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ный МГЭ gypsy) [27], и линию дикого типа Д32 
из коллекции кафедры генетики МГУ. Мух 
культивировали в  стандартных условиях: на 
пищевом субстрате (агар, манная крупа, сахар, 
изюм, дрожжи) в  стеклянных пробирках при 
температуре 25°С и влажности около 65%. Мух 
пересаживали на свежий корм в новую пробирку 
каждые 18 дней.

Выделение РНК и  высокопроизводительное 
секвенирование. РНК выделяли из пяти самок 
линий SS, MS и  Д32 с  помощью комплекта 
реактивов ExtractRNA (“Евроген”, Россия). 
Концентрацию РНК измеряли с помощью флу-
ориметра Qubit (“Thermo Scientific”, США), 
целостность (RIN>7) оценивали с  помощью 
капиллярного электрофореза на приборе 
Bioanalyzer 2100 (“Agilent”, США). Подготовка 
библиотек выполнена с использованием набо-
ра TruSeq RNA Library Prep Kit v.2 (“Illumina”, 
CША). Перед секвенированием концентрацию 
библиотек оценивали с помощью флуориметра 
Qubit и  ПЦР в  реальном времени (праймеры: 
I-qPCR-1.1 AATGATACGGCGACCACCGAGAT 
и I-qPCR-2.1 CAAGCAGAAGACGGCATACGA). 
Библиотеки были разведены до концентрации 
11 пМ и  секвенированы на приборе Illumina 
HiSeq 2000 (длина прочтения – 50 нуклеотидов). 
Глубина секвенирования в  случае линии 
MS составила 5 млн прочтений, линий Д32 
и SS – 12 млн прочтений на образец. Качество 
секвенирования контролировали с  помощью 
программы FastQC [29]. Для тримминга 
секвенированных последовательностей исполь
зовали программу Trimmomatic v.0.32 [30]. Доля 
прочтений с  качеством не менее 20 (по систе-
ме оценки качества PHRED) составила 98.9–
99.5%. Короткие прочтения были сопоставлены 
с референсным геномом D. melanogaster сборки 
BDGP6 (версия BDGP6.94) с  использованием 
программы Tophat v.2.1.0 [31]. Доля картиро
ванных прочтений составила 94–98%. Подсчет 
прочтений производили с помощью программы 
HTSeq v.0.6.1 [32].

Дифференциальную экспрессию генов 
оценивали методом DESeq [33]. Транскриптомы 
линий SS, MS и  Д32 (контрольная линия) 
сравнивали попарно. Выявленные дифферен

циально экспрессируемые гены (padj<0.05) в ли-
нии SS дополнительно валидировали путем 
сравнения транскриптома линии SS с  линия-
ми Oregon-R и  w1118 (глубина секвенирования 
11–17 млн прочтений на образец, серии экспе
риментов GSE99574), которые доступны 
в NCBI GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) 
и процессированы согласно описанному выше 
протоколу [26, 28].

Выделение ДНК и  нанопоровое секвени­
рование. Для выделения геномной ДНК 
использовали по восемь самок линий MS, 

SS, Д32. Мух гомогенизировали тефлоновым 
пестиком в  микропробирке. Затем добавляли 
500 мкл лизирующего раствора (0.1 М Трис-HCl 
pH 9.0, 0.1 М EDTA, 1% SDS, 1% DEPC) и ин-
кубировали в  течение 30 мин при 70°С. ДНК 
из раствора осаждали ацетатом калия (1 М) 
и изопропанолом (0.5 объема). После промыв-
ки 70%-ным этанолом осадок ДНК растворяли 
в деионизированной воде. Концентрацию ДНК 
измеряли спектрофотометрически на приборе 
NanoDrop (Peqlab). Образцы ДНК были 
обработаны РНКазой А  (“Thermo Scientific”). 
Соотношения оптической плотности при 260/280 
и 260/230 нм составляли более 2.1. Подготовку 
библиотеки для нанопорового секвенирования 
проводили с  использованием набора Ligation 
Sequencing kit (“Oxford Nanopore Technologies”, 
Великобритания). Библиотеки секвенировали 
на приборе MinION (ячейка FLO-MIN106D). 
Итоговое количество прочтений состави-
ло 2.6  ×  106 при среднем размере прочтения 
3800  п.н. Максимальная длина прочтения  – 
около 48000 п.н. Общее количество прочитанных 
нуклеотидов 6.7 ×  109  п.н. Процедуру “бейс-
коллинга” проводили с помощью программного 
пакета Guppy. Прочтения выравнивали на 
геном D. melanogaster сборки BDGP6 (версия 
BDGP6.94) с  помощью программы Minimap2 
[20]. Получено 20-кратное значение покрытия 
генома линии MS. В  случае линий SS и  Д32 
покрытие было 5–7-кратным. Последующую 
сборку генома de novo выполняли с  помощью 
программы Canu с параметрами по умолчанию 
[34]. Полученные контиги картировали на 
геном D. melanogaster сборки BDGP6 с помощью 
программы Minimap2 [20]. Покрытие контигов 
относительно референсного генома не менее 
65%.

Дополнительные программы. Для визу
ализации прочтений использовали программу 
IGV [35]. Программа визуализирует выров
ненные прочтения на референсный геном 
с  указанием границ генов. Цветовая палитра, 
предусмотренная программным продуктом 
IGV, позволяет увидеть замены нуклеотидов, 
делеции и вставки с указанием размера в парах 
нуклеотидов (п.н.). Секвенирование длинными 
прочтениями не позволяет определить поло
жение МГЭ с точностью до нуклеотида в связи 
с  высокой ошибкой секвенирования [18]. 
В  данной работе рассмотрены хромосомные 
перестройки, инсерции и делеции МГЭ, обна
руженные в  гомозиготном состоянии, так как 
только они могут быть характеристикой линии.

Количественная ОТ-ПЦР. Различия в  экс-
прессии отдельных генов подтверждали с  по-
мощью количественной ПЦР на матрице 
кДНК. Образцы РНК обрабатывали ДНКазой I 
(“Thermo Scientific”). Обратную транскрип-
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цию проводили с  использованием случай-
ного праймера по протоколу набора MMLV-
RT Kit (“Евроген”, Россия). Амплификацию 
проводили в амплификаторе Mini-Opticon Real-
Time-PCR System (“Bio-Rad Lab”, США) с ис-
пользованием реакционной смеси qPCRmix-HS 
SYBR (“Евроген”), содержащей флуоресцент-
ный краситель SYBR Green I. Параметры ам-
плификации: предварительная денатурация  – 
95°С, 5 мин, затем 40 циклов ПЦР (денатура-
ция – 95°С, 15 с, отжиг праймеров – 55°С, 45 с, 
элонгация – 72°С, 60 с). Эффективность прай-
меров оценивали с  помощью серии кратных 
разведений ДНК или кДНК. Результаты ПЦР 
анализировали с  помощью пакета программ 
Bio-Rad CFX Manager (версия 1.6.541.1028). 
В  качестве референсных использовали гены 
αTub84D, RpL40, EloB, eIF-1A. Уровень экс-
прессии генов рассчитывали по методу ΔCt 
(уровень экспрессии гена интереса) = 2Ct[среднее 
арифметическое референсных генов] – Ct[ген интереса]) на 
матрице кДНК. Количество копий гена в геноме 
рассчитывали по методу ΔCt (количество копий 
гена интереса) = 2Ct[референсный ген]  – Ct[ген ин-
тереса]) на матрице ДНК. Последовательности 
праймеров приведены в табл. 1. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Поиск МГЭ и хромосомных перестроек 
на основании данных секвенирования генома 
длинными прочтениями и транскриптома 

В анализе использованы данные нано
порового секвенирования генома и  секве
нирования транскриптома методом Illumina 
изогенных линий SS и  MS D. melanogaster 
с  нарушенным контролем транспозиции МГЭ 
gypsy. В качестве контроля использованы линия 
дикого типа Д32 и  референсный геном. Мух 
содержали в одинаковых стандартных условиях 
на протяжении долгого времени. Таким образом 
при анализе транскриптома исключается вли
яние стресса и  условий содержания на эксп
рессию генов. Секвенирование генома длин
ными прочтениями позволяет увидеть хромо
сомные перестройки и  новые инсерции МГЭ 
в  изогенных линиях, а  секвенирование транс

криптома позволяет оценить дифферен
циальную экспрессию генов. 

Результаты секвенирования длинными про
чтениями анализировали с  использованием 
программы Minimap2. Мы обратили внимание, 
что Minimap2 по-разному интерпретирует дан-
ные прочтений с  гибридной структурой. Про-
чтениями с гибридной структурой мы называем 
прочтения, состоящие из последовательности 
МГЭ и геномного окружения инсерции.

При выравнивании на референсный ге
ном прочтения с гибридной структурой, вклю
чающего последовательность МГЭ с геномным 
окружением (последовательность генома  + 
+ МГЭ + последовательность генома) (рис. 1а), 
программа Minimap2 будет интерпретировать 
данные как новую инсерцию. Если гибрид-
ное прочтение начинается или заканчивает-
ся последовательностью МГЭ, которой нет 
в  референсном геноме в  данном положении 
(последовательность генома + начало/конец 
МГЭ) (рис. 1б), то Minimap2 разделяет прочтение 
на два положения в геноме: один фрагмент про-
чтения будет сопоставлен с  соответствующим 
участком референсного генома, а  другой, со-
держащий фрагмент МГЭ, будет ошибочно кар-
тирован в случайную последовательность этого 
МГЭ в  референсном геноме. Таким образом, 
у гомозиготы по инсерции МГЭ будет показана 
инсерция или набор прочтений, обрывающихся 
в области инсерции. У гетерозиготы мы можем 
наблюдать прочтения без инсерции, прочтения 
с инсерцией (при хорошем покрытии) и набор 
прочтений, обрывающихся в области инсерции.

Единственное, что позволяет предположить 
факт некорректного выравнивания, это увели
чение покрытия для МГЭ в референсном геноме 
в  2–5 раз. По анализу прочтений в  районе 
МГЭ в референсном геноме можно установить 
координаты расположения других фрагментов 
прочтения, содержащих участок генома, и  тем 
самым установить локализацию инсерции МГЭ.

В анализе транскриптома методом Illumina 
использовали программу Tophat. Короткие 
прочтения не могут иметь гибридную струк-

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры для ОТ-ПЦР  

Ген Прямой праймер (5´-3´) Обратный праймер (5´-3´) Ампликон, п.н.

CR45822 GTTCCGTGGTCAGTACAGC GTCGAGCAAGTGATACAAATG 81

αTub84D GTGCATGTTGTCCAACACCAC AGAACTCTCCCTCCTCCATA 131

RpL40 CTGCGTGGTGGTATCATTG CAGGTTGTTGGTGTGTCC 147

EloB GCACAAACATACACACTCACG TTTCCTACTTCGCTTGCACC 142

eIF-1A TCGTCTGGAGGCAATGTG GAGTCCTGGTAGTCACGC 126

forked GGATACGGAGGACTACATGC GTGTGGCTTCTTGGGCTTGT 265
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туру “последовательность генома  + МГЭ  + 
+  последовательность генома”, так как ин-
серции МГЭ или его фрагментов чаще всего 
имеют размер более 300 п.н., что больше размера 
короткого прочтения (рис. 1в). При структу-
ре короткого прочтения “последовательность 
генома + начало/конец МГЭ” программа для 
сопоставления прочтений с  референсным 
геномом не будет использовать при выравнивании 
такие прочтения из-за превышения параметра 
несовпадающих нуклеотидов.

Верификация инсерции ретротранспозона gypsy 
в ген forked линии MS D. melanogaster

В анализе использовали линию MS с  ин-
серцией ретротранспозона gypsy в  ген forked. 
В  начале исследования точное положение 
данной инсерции было неизвестно. Анализ 
секвенирования генома линии MS D. melano
gaster длинными прочтениями подтвердил 
инсерцию ретротранспозона gypsy размером 
около 7450 п.н. (рис. S1, анализ последова-
тельности S1, см. Дополнительные материалы 
в  электронном виде по DOI статьи и  на сайте 
http://www.molecbio.ru/downloads/2024/5/supp_
Kukushkina_rus.pdf) в ген forked. 

Зная точное положение инсерции МГЭ, 
можно подтвердить мутацию методом ПЦР 
с использованием ДНК как матрицы. Праймеры 
при этом подбирают в окружении и внутри МГЭ 
[36]. Для подтверждения инсерции использовали 
отводку линии MS, прошедшую через насы
щающее скрещивание, чтобы исключить воз
можную гетерогенность линии по инсерции 
gypsy в forked. Ретротранспозон gypsy относится 
к  классу ретротранспозонов с  длинными кон
цевыми повторами (ДКП-ретротранспозон), 
он содержит два однонаправленных ДКП раз
мером 482 п.н. Для подтверждения инсерции 
использовали праймеры в окружении МГЭ со
гласно [36].

Так как размер МГЭ составляет более 7 т.п.н., 
а время элонгации равно 60 с, то ПЦР-продукт не 
должен синтезироваться. При этом праймеры на 
ген forked без инсерций должны амплифицировать 
один продукт размером 265 п.н.

Однако в результате ПЦР на геномной ДНК 
линии MS с  соответствующими праймерами 
вокруг инсерции МГЭ получен продукт размером 
около 750 п.н., который далее был секвенирован 
по методу Сэнгера (анализ последовательности 
S2, см. электронное приложение). Обнару
женный фрагмент 750 п.н. соответствовал участку 
гена forked со вставкой фрагмента МГЭ gypsy 
размером 481 п.н. При этом последовательность 
инсерции совпадала по размерам с  ДКП МГЭ 
(482 п.н.). Такой ПЦР-фрагмент мог получиться 
аналогично процессам, происходящим при ПЦР 
для сайт-направленного мутагенеза [37] (рис. 2).

Таким образом, при подтверждении инсер-
ций методом ПЦР следует учитывать возмож-
ность ложноотрицательного результата, если 
МГЭ относится к классу ДКП-ретротранспозо-
нов. Такие МГЭ с обоих концов фланкированы 
длинными прямыми повторами, которые могут 
отжигаться друг на друга за счет взаимной ком-
плементарности во время ПЦР. 

Поиск хромосомных перестроек в генах  
системы piРНК-интерференции 

и в дифференциально экспрессируемых генах 

Инсерции и  делеции МГЭ являются харак
теристикой линий с  нарушением контро
ля транспозиции [38–40]. В  связи со значи
тельным количеством генетических перестроек, 
обнаруженных при поиске ассоциаций с фено
типом f lamenco, мы решили остановиться 
на анализе инсерций и  делеций в  генах сис
темы piРНК-интерференции и  генах, диф
ференциально экспрессируемых в  линиях SS 
и MS [26, 28].

Длинные прочтения

Рефернсный геном

Короткие прочтения

(а)
(б)

(в)

Удаление прочтения при
картировании

Инсерция

МГЭ

МГЭ

Рис. 1. Схема сопоставления прочтений с референсным геномом, включающих последовательность МГЭ, для 
секвенирования длинными прочтениями и секвенирования короткими прочтениями. Красным цветом изображен 
МГЭ в исследуемом геноме, черным – референсный геном с указанием положения инсерции (фиолетовый). При 
выравнивании длинных прочтений, включающих последовательность МГЭ, окруженную последовательностями 
генома, данные будут интерпретированы как новая инсерция (a). Короткие фрагменты МГЭ будут ошибочно 
перенесены в случайную последовательность этого МГЭ в референсном геноме (б, в).
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Анализ последовательностей и промоторных 
областей 74 генов системы piРНК-интерферен-
ции [41] и 65 генов, дифференциально экспрес
сируемых в  линиях SS и  MS [26, 28], позволил 
обнаружить инсерции МГЭ или другие пере
стройки генома, которые могут нарушать работу 
гена (табл. 2). 

В табл. 3 представлены результаты опре
деления дифференциальной экспрессии генов 
в линиях SS и MS с фенотипом flamenco отно-
сительно линии Д32 (padj  ≤ 0.05), содержащие 
инсерции/делеции МГЭ или перестройку 
генома. Гены из таблицы 2 с padj > 0.05 не при-
ведены.

Один из основных белков piРНК-интерфе
ренции  – Argonaute 3 (AGO3). В  экзонах гена 
AGO3 мутаций не обнаружено, но в отличие от 
референсного генома интроны данного гена 
в  анализируемых линиях содержат несколько 
инсерций МГЭ. Линии SS, MS и  Д32 имеют 
свой уникальный набор МГЭ. Инсерции МГЭ X 
и G4 представлены в линиях SS и MS, а также 
в линии дикого типа Д32 (рис. 3а, табл. 2). Ген 
AGO3 находится на границе с кластером 80F, что 
может характеризовать данный район как горя-
чую точку транспозиции МГЭ. Аналогичные 
инсерции обнаружены и в линии дикого типа, 
поэтому можно сделать вывод, что эти мутации 
не ассоциированы с фенотипом flamenco.

В линиях SS и  MS (2L: 15064123) найдена 
инсерция около 2250 п.н. в  интроне гена vasa 
(vas) (табл. 2). Анализ этой инсерции показал, 
что это не МГЭ, а  дупликация фрагмента 
интрона данного гена (2L: 15061758–15064119). 
Эта дупликация в  гене vasa затрагивает 3´-не

транслируемую область транскриптов vig-Rd 
и  vigRB гена vig, расположенного на противо-
положной цепи ДНК относительно гена vasa. 
Мутация в 3´-нетранслируемой области может 
нарушать экспрессию гена на уровне белка. 
VIG участвует в  организации гетерохроматина 
и его положение частично перекрывается с HP1. 
Мутанты по гену vig демонстрируют истощение 
HP1 и HP2 в изолированных ядрах [42]. Ранее 
в линиях SS и MS обнаружили снижение уровня 
экспрессии гена rhino (hp1d), который кодирует 
белок из семейства HP1 [25].

Vasa (Vas) играет решающую роль в  широ-
ком спектре клеточных процессов, включая 
биогенез рибосом [43, 44], инициацию транс-
ляции [45], развитие ооцита [46, 47], сплайсинг 
пре-мРНК и распад мРНК [44]. Мутации в гене 
vasa обычно приводят к частичной или полной 
стерильности, а также к повышению экспрессии 
МГЭ [41, 46, 47]. Так как дупликация в интроне 
гена vasa обнаружена в линиях SS и MS, можно 
предположить, что мутация не приводит к  на-
рушению репродуктивных способностей самок 
[26]. При этом анализ транскриптомных данных 
не подтвердил появления нового экзона или 
изменения транскрипции гена [28]. 

В линии MS обнаружена инсерция МГЭ 
в  гене Gasz (табл. 2). Gasz кодирует фактор 
первичного биогенеза piРНК. Инсерция ретро
транспозона 17,6 в  3´-нетранслируемой обла-
сти может нарушать экспрессию гена на уровне 
белка. Gasz локализуется на внешней мембране 
митохондрий вместе с  Daed и  Zuc и  участвует 
в созревании piРНК на поверхности митохон-
дрий. Истощение Gasz приводит к  накопле-

Праймер прямой Праймер обратныйМГЭ

ДКП -ретротранспозон
(размер более 7 000 п.н.)

ПЦР

ДКП ДКП

ПЦР (40 циклов, 
Taq ДНК-полимераза)

ДНК ДКП ДКП

ДКП ДКП

ДКП

Рис. 2. Схема амплификации ДКП ДКП-ретротранспозонов, имеющих в своей структуре два сонаправленных 
ДКП. В ходе ПЦР синтезируются продукты, содержащие на 3´-концах два гомологичных и сонаправленных ДКП. 
Достраивание фрагмента происходит за счет перекрывания гомологичных участков.
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нию предшественников транскриптов flamenco 
и  уменьшению количества зрелой piРНК [48]. 
В линии SS инсерции в этом гене не обнаружено. 
Следовательно, данные мутации не являются 
причиной возникновения фенотипа flamenco.

Анализ дифференциально экспрессирующих
ся генов выявил инсерцию МГЭ blood в области 

(chr3L:20225801) между генами CG17147 
и Su(var)3-3 на расстоянии 478 п.н. после гена 
CG17147 (рис. 3б, табл. 2). В  гене CG17147 
обнаружена инсерция 210 п.н. в  интрон, 
аналогичная инсерция представлена и в линии 
дикого типа. По данным транскриптомного 
анализа экспрессия этого гена повышена в 6 раз 
(табл. 3) [28]. Возможно, эта инсерция могла 

Таблица 2. Мутации в генах piРНК-интерференции и генах, дифференциально экспрессируемых в линиях 
SS, MS и линии дикого типа Д32

Ген Положение 
инделов, п.н.**

Положение, инсерция/делеция и размер, п.н.** МГЭ MS SS Д32

AGO3* 3L: 23572954 Интрон Инсерция 5050 BS  +  

 3L: 23610908 То же
 

То же 4700 Doc   +

 3L: 23618761 –//– –//–  910 roo  +  

 3L: 23610908–
23620600

–//– Делеция
(гетерозигота)

9700  –   +

 3L: 23663464 –//– Инсерция
(гетерозигота)

6150 X + + +

 3L: 23684000 –//– Инсерция
(гетерозигота)

2050 G4 + +

vasa*/vig* 2L: 15064123 –//– Инсерция 2350 Дубликация 
района гена vasa 

2L: 15061758–
15064019 

+ +  

Su(var)3-3*/
CG17147

3L: 20225800  То же
 

7400 blood + +  

Gasz* 2R: 8170000 3´-Нетранслируемая  
область

–//– 6700 17.6 +   

CG43348 2L: 1199692 3´-Нетранслируемая  
область

–//– 9700 Max +   

moody X: 2014730 3´-Нетранслируемая  
область

–//– 5200 copia +   

CG17752 3R: 19622486 Интрон –//– 7600 roo +   

CR45822/ pst 3L: 7355650–
7363640

–//– 16000 Трипликация 
локуса

+ +

Mur2B X: 1567717–
1569443

Интрон Делеция 1740 I + + +

X: 1628000–
1635500

Интрон Делеция 7400 gtwin + + +

su(w[a]) X: 1033407–
1040982

5´-Нетранслируемая  
область

Делеция 
интронa

7580 412 + + +

Scgδ X: 1737166–
1746272

5´-Нетранслируемая  
область

Делеция 
интронa

9112 roo + + +

forked X: 17279030 Экзон Инсерция 7400 gypsy +   

+ – Инсерции или делеции в анализируемых линиях.
* Гены системы piРНК-интерференции.
** Округленное значение, п.н.
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Таблица 3. Дифференциальная экспрессия генов, содержащих инсерцию/делецию МГЭ или хромосомную 
перестройку, у линий SS, MS относительно Д32 (метод DESeq)

Ген flybase_id
SS относительно Д32 MS относительно Д32

Log2FC SS/D32 padj SS/D32 Log2FC МS/D32 padj МS/D32

CG17147 FBgn0260393 4.431 0.050 3.104 0.042

CG43348 FBgn0263080 –6.871 0.000 –4.463 0.000

moody FBgn0025631 1.626 0.043 1.256 0.030

CG17752 FBgn0038718 1.813 0.011 1.061 0.047

CR45822 FBgn0267472 2.286 0.035 1.857 0.046

pst FBgn0035770 1.690 0.002 1.169 0.040

Примечание. padj – скорректированное значение p; Log2FC – log2 отношения уровней экспрессии генов 
в сравниваемых линиях.

а б

Линия

Д32

MS

в г

Д32

MS

100 п.н. 500 п.н.

AG03 CG17147

100 п.н. 500

Su(var)3-3

CG43348 Mur2B

Рис. 3. Визуальное отображение результатов анализа нанопорового секвенирования в  программе IGV. 
Серым показаны прочтения, соответствующие референсному геному. Красным, желтым, зеленым отмечены 
однонуклеотидные полиморфизмы, соответствующие замене определенного нуклеотида. Черные штрихи 
в  прочтении  – неопределенные нуклеотиды. Прочтения имеют границы и  направление чтения. Фиолетовый 
прямоугольник с цифрами в прочтениях соответствует инсерциям в генах AGO3, CG43348 и в области между генами 
CG17147 и Su(var)3-3 с указанием длины вставки (а, б, в). Длинные черные линии с цифрами соответствуют деле-
ции в интроне гена Mur2B в линиях с указанием длины (г).
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повлиять на изменение экспрессии гена, если 
затронула или принесла энхансерный участок. 
Интересно, что в  580 п.н. от обнаруженной 
инсерции расположен ген Su(var)3-3. На из
менение экспрессии гена Su(var)3-3 или сплай
синг его мРНК инсерция МГЭ не повлияла. 
Su(var)3-3 участвует в  образовании гетерохро-
матина, облегчая метилирование H3K9 [42]. 
Нокаут гена Su(var)3-3 приводит к повышению 
экспрессии определенных групп МГЭ [41]. 
Не выявлено прямого участия Su(var)3-3 
в  процессах сплайсинга транскриптов локусов 
piРНК. При этом процесс формирования 
гетерохроматина с  помощью гистон-метил
трансфераз, необходимых для правильной 
транскрипции локусов, не до конца изучен.

При анализе дифференциально экспресси
руемых генов CG43348, moody, CG17752 в линии 
MS обнаружены инсерции МГЭ (рис. 3в, 
табл. 2). В линии SS не найдено хромосомных 
перестроек или инсерций МГЭ в этих генах, при 
этом их экспрессия в линиях MS и SS не отли-
чается. Следовательно, изменения экспрессии 
генов CG43348, moody, CG17752 не связаны 
с данными мутациями.

Анализ данных секвенирования транскрип
тома методом Illumina показал увеличение 
экспрессии генов CR45822 и  pst в  несколько 
раз (табл. 3) в  линиях SS и  MS относительно 
линии дикого типа Д32 [30, 31]. Методом ОТ-

ПЦР подтверждено увеличение экспрессии гена 
CR45822 на уровне транскрипции в  несколько 
раз в линиях SS и MS относительно линии Д32 
(тест Манна–Уитни, p <0.01, N = 6).

Важно отметить, что анализ данных секвени
рования длинными прочтениями выявил в ис
следуемом районе крупные инсерции общим 
размером около 16 т.п.н. Одно прочтение 
в области, прилегающей к началу гена CR45822, 
другое – на расстоянии около 8 т.п.н. При этом 
покрытие в данном регионе было заметно выше, 
чем в остальных областях хромосомы (рис. 4a).

С использованием данных нанопорового 
секвенирования и программы Canu проведена 
сборка de novo генома мух линии MS. Полученные 
контиги сопоставлены с последовательностями 
генов из базы данных FlyBase [12]. В результате 
найдена трипликация района, охватывающего 
ген CR45822 и второй экзон гена Sec63 размером 
около 16 т.п.н. (рис. 4б). Этот район не является 
последовательностью МГЭ и не содержит тан
демных повторов.

С целью проверки результатов методом ПЦР 
в  реальном времени определено количество 
копий гена CR45822 в  геномной ДНК иссле
дуемых линий SS и  MS относительно линии 
дикого типа Д32. В расчетах учитывали эффек
тивность праймеров к исследуемому гену и ре
ференсным генам. В  результате получено рас-
четное значение  – около трех копий CR45822 

а
1000 п.н.
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Рис. 4. Трипликация локуса между генами CR45822 и CR45835. Наблюдается увеличение покрытия прочтений 
между генами CR45822 и CR45835 в 2‒3 раза (а). На собранном de novo участке хромосомы 3L на основе данных 
нанопорового секвенирования сопоставлены последовательности генов CR45822, CR45835, pst, Sec63, CTCF. Видна 
трипликация генов CR45822, CR45835, pst, фрагментов генов CTCF и Sec63, при этом можно определить собствен-
ные полиморфные варианты некоторых генов (б).
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в  линии MS и  родительской линии SS против 
одной копии в линии дикого типа Д32.

Инсерции МГЭ в референсном геноме 
относительно исследуемых линий  

и линии дикого типа

Проведение анализа в  определенных поло
жениях референсного генома привело к  об
наружению МГЭ, которых не было в  этих 
локусах в  линиях SS и  MS и  линии дикого 
типа Д32. Мутации этого типа представлены 
в интроне гена Mur2B (рис. 3г, табл. 2) в линиях 
SS и  MS и  линии дикого типа Д32. Мож-
но предположить, что произошли эксцизия 
и  транспозиция МГЭ из одного локуса в  дру-
гой. Однако после эксцизии ретротранспозонов 
путем гомологичной рекомбинации чаще 
всего остается одиночный ДКП [49]. При 
этом в  анализируемых линиях эти локусы не 
содержат фрагментов МГЭ. Соответственно, 
референсный геном содержит не делецию МГЭ, 
а инсерцию относительно исследуемой линии, 
то есть эта инсерция МГЭ в  референсном 
геноме, характерна исключительно для линии 
дрозофил, использованной при сборке генома.

Существуют и индивидуальные особенности 
анализируемых линий. Так, лабораторная 
линия дикого типа содержит делецию МГЭ, не 
обнаруженную в  линиях MS и  SS. Подобные 
геномные перестройки могут использоваться 
для проведения филогенетического анализа.

Анализ таких кластеров piРНК, как flamenco, 
42AB, 38C, 80F [7], выявил значительные различия 
между референсным геномом и исследуемыми 
и  контрольными лабораторными линиями. 
Анализ состава МГЭ в кластерах и определение 
точного количества обнаруженных инсерций 
и делеций – задача дальнейших исследований. 

Можно предположить, что не каждая 
обнаруженная инсерция МГЭ в  ген приводит 
к  нарушению последовательности мРНК. 
Предполагается, что интроны могут происхо-
дить от транспозонов [50–52], возможно также 
существование механизмов распознавания МГЭ 
как интрона [51]. Например, в  референсном 
геноме в  5´-нетранслируемой области мРНК 
генов su(w[a]) и Scgδ (табл. 2) присутствуют МГЭ 
412 и  roo, соответственно, представляющие 
собой интроны. В исследуемых линиях SS и MS 
и линии дикого типа Д32 в генах su(w[a]) и Scgδ 
этих интронов нет, как нет и последовательности 
МГЭ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В нашей работе при помощи секвенирования 

длинными прочтениями проведен поиск мутаций 

в генах системы piРНК-интерференции и генах, 
дифференциально экспрессирующихся в геноме 
линий SS и MS D. melanogaster. Обнаружены ин-
серции МГЭ в генах AGO3, CG17147, Su(var)3-3, 
Gasz, CG43348, moody, CG17752, затрагивающие 
различные структуры генов. Среди проанали-
зированных генов piРНК-интерференции ли-
ний SS и  MS можно отметить перспективный 
маркер фенотипа flamenco – гены vig и Su(var)3-3. 
Обнаружены хромосомные перестройки генов 
vasa, CR45822 и  pst. Инсерция МГЭ возле гена 
CG17147 связана, по-видимому, с  увеличением 
его транскрипции в  линиях SS и  MS. В  связи 
с тем, что большинство обнаруженных инсерций 
МГЭ не вызывали изменений экспрессии генов, 
можно предположить, что эта инсерция повлияла 
на регуляторную область гена CG17147. Не 
обнаружено также корреляции между изменением 
положения МГЭ и уменьшением или увеличением 
экспрессии других дифференциально экспрес
сируемых генов.

Как правило, при анализе геномных 
и транскриптомных данных принято опираться 
на референсный геном. Однако при анализе 
мобильного компонента генома необходимо 
учитывать, что референсные геномы сделаны 
на основании данных генома определенной 
популяции, обладающей характерными для нее 
позициями инсерций МГЭ, что может отразиться 
на интерпретации получаемых результатов. 
В частности, при использовании программного 
пакета TLDR [53] для поиска новых вставок 
МГЭ в геном, можно не учесть популяционные 
особенности линии и  референсного генома, 
с которым исследуемая линия давно разошлась 
в ходе эволюции. В результате может быть сде-
лан ошибочный вывод, например, об увели-
чении количества копий МГЭ в  исследуемой 
линии, а также выполнен неправильный попу-
ляционный анализ, учитывающий только уве-
личение числа копий МГЭ и положение новых 
копий относительно референсного генома. При 
исследовании анализируемых геномов обнару-
жены делеции МГЭ, которые являются инсер-
циями МГЭ, характерными для референсного 
генома. Очевидно, что одного референсного 
генома недостаточно для охвата глобального 
генетического разнообразия мобильного компо
нента генома, присутствующего в  различных 
популяциях. В свободном доступе есть данные 
длинных прочтений основных контрольных 
линий (Canton-S, OregonR, w1118 и  т.д.) [11]. 
При этом не обязательно секвенировать все 
известные линии, достаточно использовать 
линии, являющиеся отводками или “основой” 
исследуемой линии. Например, линия w1118 
считается базовой для получения большинства 
трансгенных линий [54].
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Исследование транскриптома методом 
высокопроизводительного секвенирования, 
сопоставленного только с одним референсным 
геном, может не отражать все мутационные 
события. Например, инсерция МГЭ в 5´-нетран
слируемую область может нарушать старт 
инициации трансляции, тем самым полностью 
меняя последовательность продукта гена [50–
52]. Однако, используя короткие прочтения, 
можно не только пропустить инсерцию МГЭ, 
но и не заметить изменений в экспрессии гена. 
Классические методы определения экспрессии 
МГЭ методом ПЦР в  реальном времени тоже 
не обеспечивают получение точного результата. 
Две популяционно различные линии могут 
содержать разное количество копий МГЭ, но 
экспрессироваться каждый отдельный элемент 
будет на одном уровне. Анализ транскриптомных 
данных будет выявлять повышение экспрессии 
МГЭ, что можно трактовать как повышение 
активности этого МГЭ или нарушение работы 
системы контроля транспозиции.

Возможно, что повышение уровня экс
прессии МГЭ gypsy в  линии MS [27] связано 
только с  увеличением количества копий, а  не 
с нарушением системы piРНК-интерференции. 
Так как линии SS и MS изогенны, то различия 
в положении новых инсерций наблюдаются даже 
при небольшом числе проанализированных 
генов. Это может быть связано с  тем, что 
линия MS получена из одной особи линии SS, 
которая имела определенный набор инсерций 
МГЭ. Возможно, новые инсерции связаны 
с  нарушением работы системы piРНК-интер
ференции и,  таким образом, являются след
ствием фенотипа f lamenco. Ранее в  работах 
нашей лаборатории были показаны нарушения 
процессов сплайсинга транскриптов локуса 
f lamenco у  линий с  фенотипом f lamenco SS 
и  MS [25]. Этот феномен может быть связан 
с особенностями структуры и состава кластера 
МГЭ, что представляет интерес для дальнейших 
исследований.

Работа получила поддержку программы 
“Молекулярно-генетические механизмы неста
бильности генома и  мутагенеза у  животных 
и  человека” (грант 13-1-21). Номер ЦИТИС: 
121032500085-3.

В соответствии с пунктом 3 главы 1 Директивы 
2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о  защите 
животных, используемых в научных целях, тре
бования биоэтики не распространяются на 
объект данного исследования.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Transposable elements (TE) increase the frequency of spontaneous mutations in the genome and are 
also capable of altering function and affecting gene expression, so it is important to have an idea of their 
activity and position in the genome. The paper demonstrates the advantage of combining the analysis of two 
sequencing methods of searching TE insertions and chromosomal rearrangements: full-genome nanopore 
sequencing allows the detection of TE insertions, and the use of transcriptome sequencing evaluates the 
effect of insertions on gene expression. The results are presented using SS (w1, flamenco mutant) and MS (w1, 
flamenco mutant, active copy of gypsy) strains with the flamenco phenotype as an example to investigate the 
causes of impaired control of TE activity. The laboratory wild type strain D32 was used as a control. Insertions 
and deletions of TE into the euchromatin regions of the genome and into the introns of genes relative to the 
reference genome were found in the studied strains and wild-type strains. In the analyzed genomes, a search 
for insertions and deletions in RNA interference system genes and in differentially expressed genes in SS and 
MS strains with flamenco phenotype was performed. We have detected TE insertions in various structures 
of AGO3, CG17147, Su(var)3-3, Gasz, CG43348, moody, CG17752 genes. For most of the analyzed genes, 
no correlation between a change in the TE position and a decrease or increase in gene transcription was 
found. A chromosomal rearrangement affecting the 3’-untranslated region has been detected for the vig gene. 
Based on the results of long-read sequencing, a de novo genome assembly for the MS strain was obtained. 
The increased expression in SS and MS strains for CR45822 and pst genes was found to be associated with 
triplication, but not with changes in gene regulatory sequences or TE insertion.

Keywords: Drosophila melanogaster, mobile genetic elements, evolution, Oxford Nanopore, Illumina, genome 
assembly
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Протоковая аденокарцинома поджелудочной железы (Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma, PDAC) 
характеризуется неблагоприятным прогнозом и плохо поддается современным методам лечения. 
Моделью развития PDAC может служить ряд клеточных культур, отражающих различные 
степени дифференцировки и  злокачественности опухоли. Высокодифференцированные 
низкозлокачественные клетки отличаются повышенной экспрессией гена KLF5. Белок KLF5  – 
яркий представитель многофункциональных факторов транскрипции, участвует во множестве 
клеточных процессов, в частности, связанных с различными видами рака. Методом циркулярной 
идентификации конформации хромосомы (4C-seq) нами изучена пространственная организация 
хроматина, включающего регуляторные области гена KLF5, в высокодифференцированных клетках 
PDAC Capan2 с высоким уровнем экспрессии KLF5 и в низкодифференцированных клетках PDAC 
MIA PaCa2 c низким уровнем экспрессии этого гена. Выявлены существенные различия в числе 
и распределении контактов регуляторной области KLF5 с другими областями хроматина в этих типах 
клеток: в клетках Capan2 число контактов значительно выше. Существует корреляция между уровнем 
экспрессии соседствующих с KLF5 генов и интенсивностью их контактов с регуляторной областью 
KLF5, что указывает на согласованность их экспрессии, возможно, в рамках транскрипционной 
фабрики. Для Capan2 характерен высокий уровень контактов регуляторной области KLF5 
со свободным от генов участком генома, содержащим кластер ассоциированных с  PDAC 
полиморфных сайтов (SNP/InDel). Таким образом, при повышении степени злокачественности 
клеток наблюдается снижение общего числа контактов промоторной области гена KLF5 и уровня 
экспрессии большинства окружающих KLF5 генов.

Ключевые слова: протоковая аденокарцинома поджелудочной железы, KLF5, хроматин, простран-
ственная структура, регуляция транскрипции
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гоприятным прогнозом (5-летняя выживаемость 
менее 10%) и  плохо поддается существующим 
методам лечения [2, 3].

Для понимания механизмов развития онко
патологий важно изучать взаимодействие 
различных генов и  регуляцию их активности. 
Современные методы молекулярного карти
рования позволяют выявить в  геноме регу
ляторные области целевых генов и  оценить 
влияние их окружения. Эпигенетические меха
низмы, регулирующие такие сети, например, 
ремоделирование хроматина путем модификации 
гистонов [4] и  изменения пространственной 
организации хроматина [5], также привлекают 

Cокращения: PDAC  – протоковая аденокарцинома 
поджелудочной железы; 4С-seq  – циркулярная 
идентификация конформации хромосомы; SNP  – 
однонуклеотидный полиморфизм; FDR – доля ложных 
заключений (false discovery rate); TAD – топологически 
ассоциированный домен; FPKM – число фрагментов, 
картирующихся в  1000 п.н., на миллион прочтений 
(Fragments Per Kilobase Million).

ВВЕДЕНИЕ
Протоковая аденокарцинома поджелудочной 

железы (Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma, 
PDAC) занимает четвертое место среди причин 
смертности от рака [1], характеризуется небла-



757

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ХРОМАТИНА

значительное внимание. В данной работе нами 
изучено влияние геномного окружения гена 
транскрипционного фактора KLF5 на прогрес-
сию PDAC человека.

Развитие PDAC сопровождается дерегули
рованием согласованной активности транс
крипционных факторов, в  частности, нару
шением регуляторных взаимодействий в транс
крипционных сетях, необходимых для пра
вильной дифференцировки и  развития клеток 
поджелудочной железы, что направляет их 
развитие к  агрессивному злокачественному 
фенотипу [6]. 

Моделью развития PDAC может служить 
ряд клеточных культур, отражающих различные 
степени дифференцировки и злокачественности 
(grade) опухоли. Показано, что в  ряду линий 
клеток CFPAC1, Capan2, HPAF2, Capan1, Bx-
Pc3, AsPC1, PANC1, MIA PaCa2 повышает-
ся степень злокачественности и  понижает-
ся степень дифференцировки опухолевых 
клеток, при этом происходит согласованное 
повышение или понижение уровней транс-
крипции ряда генов транскрипционных фак-
торов [7]. В  частности, высокодифферен-
цированные низкозлокачественные клетки 
характеризуются повышенной транскрипцией 
генов ELF3, FOXA1, KLF5, HNF1B и  др., тогда 
как в  низкодифференцированных и  высоко
злокачественных клетках на высоком уровне 
транскрибируются, в  том числе, гены ZEB1, 
GATA2, ETV5 и TCF12. Эти данные подтверждены 
нами ранее для этих и некоторых других факторов 
транскрипции как на уровне транскрипции, 
так и  на уровне синтеза соответствующих 
белков [8]. Мы предположили, что клетки 
линий MIA PaCa2 и  Capan2 могут наилучшим 
образом моделировать соответственно мезен
химальный (низкодифференцированный, 
высокозлокачественный) и  эпителиаль
ный (высокодифференцированный, низко
злокачественный) этапы развития PDAC. 

Один из ключевых факторов транскрипции, 
определяющих прогрессию PDAC [9],  – 
Kruppel-подобный фактор 5 (Kruppel-Like 
Factor 5, KLF5), принадлежит к  семейству 
транскрипционных факторов KLF, состоя-
щему более чем из 20 членов [10]. Ген KLF5 
располагается вблизи одного из локусов 
предрасположенности к PDAC, содержащих не-
сколько SNP, ассоциированных с PDAC [11–13]. 
Фактор транскрипции KLF5 является ярким 
представителем многофункциональных белков, 
он вовлечен во множество клеточных процессов, 
определяющих, в  частности, патологические 
изменения при различных видах рака [9, 14], 
сердечно-сосудистых заболеваниях [15], бо-
лезнях почек [16] и  др. Ген KLF5 принимает 

непосредственное участие и в прогрессии PDAC 
у  мышей [17], он экспрессируется на высоком 
уровне в низкозлокачественных клетках PDAC 
в культуре [7, 8].

В настоящей работе методом циркуляр-
ной идентификации конформации хромосомы 
(Circular Chromosome Conformation Cap-
ture, 4C-seq) нами изучена пространственная 
организация хроматина, включающего регу
ляторные области гена KLF5, в  культурах 
высокодифференцированных клеток PDAC 
(клетки Capan2) с  высоким уровнем экс-
прессии KLF5 и  низкодифференцированных 
клеток PDAC MIA PaCa2 c низким уров
нем экспрессии этого гена. Такой подход 
позволил нам выявить изменения в  прост
ранственной организации хроматина вбли
зи промоторной области гена KLF5 при 
переходе клеток от низкозлокачественного 
к высокозлокачественному состоянию и, соот
ветственно, при переходе экспрессии гена KLF5 
от высокого уровня к низкому. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Клеточную линию 

рака поджелудочной железы человека MIA Pa-
Ca2 (ATCC CRL-1420) культивировали в  сре-
де DMEM/F12, содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS), 
100  ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина и  0.25 мг/мл амфотерицина (“Gibco”, 
“Thermo Fisher Scientific”, США). Клеточную 
линию PDAC человека Capan2 (ATCC HTB-80) 
культивировали в  среде RPMI 1640 с  добавле-
нием 12.5% FBS и тех же антибиотиков. Клетки 
выращивали при 5% СО2, 37°С и  влажности 
90%. 

Получение 4С библиотек. Для получения 4С 
библиотек использовали в  основном протокол 
van de Werken H.J. и соавт. [18] с модификациями. 
Клетки (~107) обрабатывали 2.25%-ным фор
мальдегидом в течение 10 мин, собирали цент
рифугированием и  ресуспендировали в  5  мл 
50  мM Трис-HCl pH 7.5, 150 мM NaCl, 5 мM 
EDTA, 0.5% NP-40, 1% Тритона X-100 с добав-
лением 25  мкл коктейля ингибиторов протеаз 
(“Sigma-Aldrich” P8340, США). Далее клетки об-
рабатывали эндонуклеазой Hind III (FastDigest, 
“Thermo Scientific”, США) в соответствии с про-
токолом [18] полноту расщепления контролиро-
вали электрофорезом в агарозном геле. Фермент 
инактивировали (20 мин, 80°С), ДНК лигировали 
при высоком разведении с  использованием 
лигазы (5 ед./мкл) и  буфера для лигирования 
(“Thermo Scientific”). Далее ДНК очищали со-
гласно протоколу, расщепляли Dpn II (“New 
England Biolabs” R0543T, США) и  повторно 
лигировали. Для каждого типа клеток получено 
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по два независимых образца сшитой библиотеки, 
а также дополнительно по контрольной библио-
теке, полученной по той же схеме, но без добав-
ления формальдегида (несшитый контроль).

В качестве якорных точек (viewpoints, baits) 
были выбраны два фрагмента Hind III–Dpn 
II генома человека (К1 и  К3), максимально 
сближенных с  точкой начала транскрипции 
гена KLF5 и с последовательностью [19], необ-
ходимой для активности гена (см. дополнитель-
ный рис. S1 см. Дополнительные материалы 
в  электронном виде по DOI статьи и на сайте 
http://www.molecbio.ru/downloads/2024/5/supp_
Zinovyeva_rus.zip). 

Библиотеки последовательностей, лигиру
ющихся с  этими якорями, далее получали 
при помощи двустадийной обращенной ПЦР. 
Структуры праймеров для амплификации мето
дом обращенной ПЦР приведены в  табл.  1. 
Там же приведены структуры вспомогательных 
последовательностей, необходимых для масш
табного секвенирования на секвенаторах Illu-
mina. Окончательная структура библиотек после 
двух стадий ПЦР приведена на рис. 1а.

ПЦР библиотек проводили в два этапа – на 
первом этапе к  последовательностям библио-
теки добавляли индекс и  праймеры P7 и  read-

ing primer (Illumina, США), на втором этапе 
(step-out) к  5´-концу добавляли последова-
тельность, содержащую праймер P5 (Illumina, 
США). Оба этапа ПЦР проводили при двух 
температурах отжига  – два первых цикла при 
температуре отжига геномной части праймера 
(52–55°С), а затем 30–32 цикла при более высо
кой температуре отжига полного праймера 
(60–65°С). Реакцию первого этапа проводили 
в  объеме 800 мкл (16  ×  50  мкл), второго эта-
па  – в  объеме 100 мкл (4  ×  25 мкл) с  исполь-
зованием полимеразы Encyclo (“Евроген”, 
Россия) и  амплификатора PTC-100 (“MJ Re-
search”, США). Продукт очищали согласно 
[18]. Условия амплификации каждой из библи-
отек приведены в  табл. S1 (см. Дополнитель-
ные материалы на сайте http://www.molecbio.
ru/downloads/2024/5/supp_Zinovyeva_rus.zip), 
а картина электрофореза амплифицированных 
библиотек в агарозном геле – на рис. 1б.

Смесь равных количеств библиотек (сум
марно ~400 нг) передана в компанию “Евроген” 
для секвенирования. 

Секвенирование и  картирование. Смесь 
библиотек секвенировали при помощи системы 
Illumina NovaSeq 6000 в  формате односторон-
них прочтений 1 × 100 п.н. В результате полу-

Таблица 1. Структура праймеров для ПЦР 

Библиотека Праймер
Праймеры Hind III (H-primers) для первого этапа ПЦР*

Библиотека K1H-3a 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/ATCACG/CATGCTTTCATTTACAAAAGCTT
K1H-4a 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/CGATGT/CATGCTTTCATTTACAAAAGCTT
K1H-5 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/TTAGGC/CATGCTTTCATTTACAAAAGCTT
K1H-6 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/CAGATC/CATGCTTTCATTTACAAAAGCTT
K1H-7 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/ACTTGA/CATGCTTTCATTTACAAAAGCTT
K1H-8 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/GATCAG/CATGCTTTCATTTACAAAAGCTT
K3H-3a 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/ATCACG/TTTTTGCAATGAAAAAGCTT
K3H-4a 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/CGATGT/TTTTTGCAATGAAAAAGCTT
K3H-5 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/TTAGGC/TTTTTGCAATGAAAAAGCTT
K3H-6 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/CAGATC/TTTTTGCAATGAAAAAGCTT
K3H-7 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/ACTTGA/TTTTTGCAATGAAAAAGCTT
K3H-8 5´ACACGACGCTCTTCCGATCT/GATCAG/TTTTTGCAATGAAAAAGCTT

Праймеры Dpn II (D-primers) для первого этапа ПЦР**
Праймер K1D2N 5´CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT/TCATCAGCCATTCTCTGAAGG
Праймер K3D3N 5´CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT/TCCAGGTTCTACATTGGCTTG

Праймеры для второго (step-out) этапа ПЦР***
Праймер SO2 5´AATGATACGGCGACCACCGAGATCT/ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

* Слева направо (части праймера разделены косой чертой): Reading primer (Illumina, частично), индекс, уникальная 
часть со стороны Hind III.
** Слева направо: праймер P7 (Illumina), уникальная часть со стороны Dpn II.
*** Слева направо: праймер P5 (Illumina), Reading primer (Illumina). Со стороны Dpn II использовали праймеры 
K1D2N и K3D3N. 

http://www.molecbio.ru/downloads/2024/5/supp_Zinovyeva_rus.zip
http://www.molecbio.ru/downloads/2024/5/supp_Zinovyeva_rus.zip
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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ХРОМАТИНА

чено более 150 млн прочтений. Прочтения были 
демультиплицированы при помощи программы 
grep пакета SeqKit [20] и картированы на геном 
человека (сборка GRCh37/hg19) при помощи 
программы bowtie ver. 1 [21] (опции – best, -n 2). 
Данные по эффективности картирования при-
ведены в дополнительной табл. S2. 

В результате получены и  секвенированы 
12 библиотек. По четыре библиотеки содержали 
(в  двух повторностях) потенциальные контак-
ты регуляторной области гена KLF5 с отдален-
ными областями генома в  двух линиях клеток 

(MIA PaCa2 и  Capan2) и  двух соседних якор-
ных точках (viewpoints). Четыре контрольные 
библиотеки (те же клетки и якорные точки без 
повторностей) получены без фиксации клеток 
формальдегидом. Результаты секвенирования 
занесены в базу данных NCBI SRA (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/sra/) и доступны под номером 
PRJNA1016108.

Анализ контактов и  обработка результатов. 
Файлы картированных библиотек преоб
разовывали в  формат bam при помощи па
кета Samtools [22] и  наиболее вероятные 
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Рис. 1. Структура и секвенирование библиотек. а – Структура библиотек. P5, P7, Reading – последовательности 
для секвенирования Illumina; H- и D-праймеры – уникальные праймеры для обращенной ПЦР со стороны сайтов 
Hind III и  Dpn II соответственно; индекс  – индексные последовательности; вставка  – амплифицированная 
геномная последовательность, контактирующая с якорем. б – Электрофорез в агарозном геле 4С библиотек после 
второго этапа ПЦР-амплификации. Номер библиотеки соответствует номеру праймера Hind III (см. табл.  1). 
M_1 и M_0.1 – ДНК-маркеры 1 и 0.1 т.п.н. соответственно. в – Типичное расположение прочтений относительно 
сайтов расщепления Hind III в участке хромосомы 13. Представлены три варианта лигирования: (1) по одной из 
цепей; (2) по противоположной цепи; (3) по обеим цепям с разной эффективностью. Рисунок подготовлен при по-
мощи пакета SeqMonk (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk). г – Расположение контактных 
участков в области хромосомы 13 длиной 6 млн.п.н. вокруг гена KLF5. По оси ординат отложено число прочтений 
на миллион (RPM) в соответствующей библиотеке, синяя вертикальная линия показывает положение якорных 
последовательностей. В двух верхних дорожках показано распределение контактов якорной последовательности 
K1 и клеток Capan2 в двух независимых экспериментах; в следующих двух дорожках – те же данные для клеток 
MIA PaCa2. д – Pасположение контактных участков в небольшой (200 т.п.н.) области хромосомы 13 вблизи гена 
KLF12. По оси ординат отложено число прочтений в соответствующей библиотеке. Две верхние дорожки позво-
ляют сравнить распределение контактов якорных последовательностей K1 и K3 в клетках Capan2, следующие две 
дорожки – то же для клеток MIA PaCa2. Внизу показано расположение сайтов расщепления Hind III. 
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места контактов выявляли с  использованием 
специализированных программных пакетов 
R3Cseq [23] FourCSeq [24] и peakC [25] в прог
раммной среде R (https://www.r-project.org/about.
html). Дифференциальные контакты выявляли 
с использованием R-пакета 4C-ker [26].

Дополнительные ресурсы. Использовали 
также R-пакеты xlsx (https://cran.r-project.org/
web/packages/xlsx/), openxlsx (https://cran.r-proj-
ect.org/web/packages/openxlsx/index.html), bro-
man (https://cran.r-project.org/web/packages/bro-
man/index.html), REDseq (https://bioconductor.
org/packages/release/bioc/html/REDseq.html). 

В геномном анализе использовали UCSC 
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu, [27, 
28]), 3D Genome Browser (http://3dgenome.
fsm.northwestern.edu/index.html), a также ба
зы данных проекта ENCODE (https://www.
encodeproject.org, [29]), NCBI GEO (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/, [30]) и GeneCards (https://
www.genecards.org, [31]). 

Для первичной визуализации и  контроля 
результатов секвенирования и  картирования 
применяли программу анализа данных секве
нирования SeqMonk (https://www.bioinformatics.
babraham.ac.uk/projects/seqmonk/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор клеток, конструирование и  картиро­

вание библиотек. Для исследования прост
ранственной структуры хроматина в  области 
промотора гена KLF5 из имеющегося спектра 
клеток, происходящих из тканей на разных 
стадиях PDAC, мы выбрали две линии, соот-
ветствующие крайним стадиям развития опу-
холи. Клетки линии MIA PaCa2 конститутивно 
экспрессируют мезенхимальные гены и  моде
лируют высокозлокачественную PDAC, тогда 
как линия Capan2 относится к  эпителиально-
му типу и по спектру экспрессируемых белков 
может служить моделью низкозлокачественной 
опухоли [7, 32]. Ранее показали, что ген KLF5 
и  соответствующий белок экспрессируются 
на высоком уровне в  низкозлокачественных 
клетках PDAC, включая Capan2, и на два поряд-
ка слабее в высокозлокачественных MIA PaCa2 
[7, 8]. 

О регуляции экспрессии самого гена KLF5 
известно довольно мало. Промотор этого гена 
в  геноме человека находится внутри области 
−751…+232 и  содержит последовательность 
CGCCCGCGC, связывающую фактор транс-
крипции EGR1 в  гладкомышечных клетках со-
судов [33]. Промотор KLF5 не имеет TATA-по
следовательности и  содержит сайт связывания 
фактора SP1 с  координатами  –239…–219 [34]. 

С использованием репортерного гена выявлена 
минимально необходимая для активности 
промотора область длиной 186 п.н. (–68…+118), 
содержащая несколько GC-богатых сайтов. Свя-
зывание с одним из них фактора SP3 также не-
обходимо для базальной транскрипции KLF5 
[19]. Один из предполагаемых энхансеров гена 
KLF5, активный в клетках HT29 колоректальной 
аденокарциномы человека, располагается 
в области примерно +371000 п.н. и имеет длину 
277 п.н. [35] (рис. S1, см. электронное приложе-
ние). 

Белок KLF5 взаимодействует с суперэнхан
серами [36] и  вместе с  рядом других факторов 
транскрипции выполняет роль мастер-регу
лятора при раке пищевода [37, 38]. В  свою 
очередь, сам ген KLF5 может находиться под 
контролем суперэнхансера [39].

Мы исследовали пространственную органи-
зацию хроматина вблизи промоторной области 
гена KLF5 в  высокодифференцированной 
низкозлокачественной линии клеток PDAC 
(клетки Capan2) с  высоким уровнем экспрес-
сии KLF5 и  в  низкодифференцированной 
высокозлокачественной линии MIA PaCa2 
c пониженным уровнем экспрессии этого гена. 
Использовали метод 4C-seq и  расщепление 
ферментами Hind III и  Dpn II. Для повы-
шения надежности результатов выбраны две 
якорные последовательности, прилегающие 
к  ближайшему к  точке начала транскрипции 
KLF5 сайту расщепления Hind III (см. рис. S1). 
Получены, секвенированы и  картированы на 
геном человека (сборка GRCh37/hg19) 12 би-
блиотек (по две биологических повторности 
для каждого из якорей и  двух типов клеток, 
плюс по одной повторности для контрольных 
библиотек без обработки формальдегидом, см. 
электронное приложение, табл. S2), в  сред-
нем около 107 прочтений на библиотеку. Типы 
расположения прочтений относительно сайтов 
расщепления Hind III приведены на рис. 1в. 

Воспроизводимость результатов. Прочтения 
полученных библиотек в  формате bedGraph 
визуализовали в геномном браузере UCSC, по-
сле чего сравнивали биологические повторы для 
якоря K1 и клеток MIA PaCa2 и Capan2 (рис. 1г), 
а также результаты для якорных последователь-
ностей K1 и  K3 (рис. 1д). Видно, что общая 
картина распределения числа прочтений хорошо 
воспроизводится в  независимых повторах, 
а также сходна при использовании близких по 
расположению якорных последовательностей. 
Коэффициент корреляции Пирсона в  случае 
биологических повторов составил 0.98–0.99. Для 
дальнейшего анализа объединили результаты, 
полученные для якорей K1 и K3. 
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Идентификация контактов. В данной работе 
мы ограничили анализ контактов относительно 
небольшой областью хромосомы 13 человека, 
включающей примерно по 3 млн  п.н. с  5´- 
и  3´-стороны от якорной точки (точнее, 
с  70671801 по 76628882 п.н.). По нашим 
данным, эта область содержит основную часть 
обнаруженных контактов. Более удаленные от 
KLF5 контактирующие области будут предметом 
отдельного анализа. 

Для анализа данных 4С-seq и  выявления 
наиболее достоверных участков контакта мы 
применили три наиболее активно исполь
зующихся с  этой целью программных пакета: 
R3Cseq [23] FourCSeq [24] и  peakC [25]. Так 
как в  этих программах используются разные 
алгоритмы определения базовой линии, а также 
разные форматы представления и визуализации 
результатов, прямое сравнение данных, полу
ченных с их помощью, затруднительно. Поэтому 
для сравнения результатов мы использовали об
щий для этих программ параметр – P-значение, 
с  поправкой на долю ложных заключений 
(FDR, False Discovery Rate), определяющее 
в данном случае значимость отличия величины 
наблюдаемого сигнала от расчетной базовой 
линии. Для удобства этот параметр представлен 
в  виде отрицательного логарифма -lg(P-val-
ue), а его распределение в обеих линиях клеток 
и трех использованных программах можно ви
деть на рис. 2. Область длиной 15 т.п.н. по обе 
стороны от якоря не рассматривали в  связи 
с  высокой вероятностью неспецифического 
лигирования [23]. 

Контакты считали значимыми в тех случаях, 
когда наблюдаемое P-значение было ниже по-
рогового (0.01 для R3Cseq и FourCSeq, 0.05 для 
peakC, рис. 2) одновременно во всех трех пакетах 
программ. Чтобы получить представление 
о степени достоверности контакта каждой точки 
с  учетом результатов всех трех программ, мы 
рассчитали объединенное P-значение. Так как 
P-значения, генерируемые тремя программами 
с разными алгоритмами и методами определения 
базовой линии в одной и той же точке контакта, 
могут отличаться на порядок и более (см. рис. 2), 
мы нормировали эти значения для каждой ото
бранной точки контакта (представлены в виде –
lg(P-value)) на сумму значений всех отобранных 
контактов в исследованной области генома. Ко-
эффициент нормирования был принят равным 
единице для FourCseq. После этого суммировали 
нормированные значения –lg(P-value) в каждой 
точке контакта. Такая операция позволяет урав
нять вклад каждой из программ в  суммарное 
значение объединенного параметра –lg(P-value), 
а  величина параметра будет указывать на сте-
пень значимости данного контакта. Результаты 
приведены в дополнительной табл. S3. 

Обращает на себя внимание тот факт, что 
число идентифицированных контактов промо
торной области гена KLF5 с другими областями 
исследованного района генома в клетках Capan2, 
активно экспрессирующих этот ген, значитель-
но (108/69) превышает количество контактов 
в клетках MIA PaCa2. 

Дифференциальные контакты. Распределение 
различий в  контактах в  исследуемой области 
клеток Capan2 и  Mia PaCa2 представлено на 
рис. 2 в виде распределения значений –lg(P-val-
ue). Различия считали значимыми в тех случаях, 
когда наблюдаемое значение P было ниже 0.01.

Все отобранные контактирующие области 
были разделены на три группы – специфичные 
для клеток Capan2 (с высоким уровнем экспрес-
сии KLF5), специфичные для клеток MIA PaCa2 
(с низким уровнем экспрессии KLF5) и общие 
для обоих типов клеток (дополнительная табл. 
S4). Специфичными для клеток Capan2 оказа-
лись 66 контактов, для клеток MIA PaCa2 – 27, 
общими в обоих типах клеток были 42 контакта. 

Расположение контактов относительно TAD. 
Как хорошо видно из рис. 2, кластеры кон
тактирующих с  якорем KLF5 участков распо
лагаются в соответствии с TAD (см., например, 
обзор [5]). Согласно данным, полученным 
с  использованием всех программных пакетов, 
основная масса контактов, как и  ожидалось, 
располагается внутри TAD4, в котором находит-
ся ген KLF5. В то же время наблюдается замет-
ная область контактов в TAD7, общая для обоих 
типов клеток, и две области контактов в TAD5 
и TAD8, заметно выраженные только в клетках 
Capan2. Оставшиеся четыре TAD не содержат 
последовательностей, контактирующих с KLF5. 
Контактирующие с  регуляторной областью 
KLF5 участки генома будут рассмотрены бо
лее подробно. Таким образом, границы TAD 
не являются непреодолимыми при органи
зации контактов якорной области с  отда
ленными участками генома, хотя TAD играют 
определенную роль в  ограничении этих кон
тактов. 

Контакты и экспрессия генов. Исследуемый 
нами участок длиной 6 млн п.н. содержит 10 ко-
дирующих белки генов (не считая KLF5), об-
разующих два кластера по четыре гена, еще 
два гена не входят в кластеры (рис. 3а), а  так-
же протяженные участки, не содержащие ге-
нов (“генные пустыни”). Из рис. 3а видно, 
что распределение контактов якорной области 
KLF5 в  целом соответствует распределению 
генов – плотность контактов высока в областях 
высокой плотности генов и, наоборот, контакты 
практически отсутствуют в “генных пустынях”. 
Важным исключением является область длиной 
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около 600 т.п.н. между генами KLF5 и  KLF12, 
не содержащая генов, но имеющая большое 
число контактов, причем преимущественно 
специфичных для Capan2. 

Уровень транскрипции всех генов в клетках 
Capan2 и  MIA PaCa2 (в  единицах FPKM по 
данным RNA-seq [7]) также представлен на 
рис. 3а, рис. 4 и в табл. 2. Ген DACH1, один из 
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Рис. 2. Распределение контактов якорного участка гена KLF5 в области хромосомы 13 человека размером 6 млн п.н. 
(по 3 млн п.н. с 5´- и 3´-стороны от якоря). Приведены результаты анализа клеток MIA PaCa2 и Capan2, получен-
ные при помощи программ peakC, FourCSeq и R3Cseq и представленные в виде –lg(P-value). Горизонтальная линия 
соответствует пороговому P-значению (0.05 для peakC и 0.01 для FourCseq и R3Cseq). Для дифференциальных кон-
тактов, выявленных при помощи программы 4C-ker, пороговое P-значение составило 0.01. Вертикальная стрелка 
показывает положение якорной последовательности. Внизу представлено расположение восьми топологически 
ассоциированных доменов хроматина (Topologically Associated Domains, TAD) согласно данным Hi-C для клеток 
Capan1 [44].
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Рис. 3. Расположение отобранных и нормализованных участков контакта якорного участка гена KLF5 в области 
хромосомы 13 человека размером 6 млн п.н. относительно некоторых функциональных элементов. Отдельно при-
ведены области контактов, специфичные для клеток Capan2, MIA PaCa2, и общие для обеих линий клеток. а – 
Тканеспецифичность экспрессии генов в клетках Capan2 и MIA PaCa2, связь уровня экспрессии гена и числа его 
контактов с промоторной областью KLF5. По осям ординат отложены значения FPKM для оценки уровня экспрессии 
генов и –lg(P-value) для участков контакта. б – Расположение относительно контактов точек однонуклеотидного 
полиморфизма и делеций/вставок (SNP/indel), ассоциированных с PDAC по данным полногеномного анализа 
(GWAS, Genome-Wide Association Studies, см. [11, 13]). 



764 ЗИНОВЬЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

Рис. 4. Связь уровней экспрессии генов и  интенсивности их контактов с  якорным участком KLF5 в  двух 
богатых генами участках хромосомы 13 (обведены квадратами на рис. 3а). а  – Участок с  координатами 
75 800 000 – 76 500 000 п.н. б – Участок с координатами 73280000–73600000 п.н. По осям ординат отложены значе-
ния FPKM для оценки уровня экспрессии генов и –lg(P-value) для участков контакта. Стрелками указано направ-
ление транскрипции генов. Уровни экспрессии генов приведены по данным [7] (доступны в базе данных NCBI 
GEO, GSE64558). Показаны все контакты, идентифицированные в каждой линии клеток (как специфичные для 
данной линии клеток, так и общие).
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двух генов, не входящих в кластеры, практически 
не экспрессируется в  обоих типах клеток и  не 
содержит ни одного контакта. Ген KLF12, на-
против, экспрессируется на заметном уровне 
в  клетках Capan2 и  слабо экспрессируется 
в  MIA PaCa2. Соответственно, с  этим геном 
колокализуется значительное число контактов 
в клетках Capan2 и намного меньшее их число 
в  MIA PaCa2. Возможно, существует прямая 
корреляция между уровнем экспрессии гена 
и числом его контактов с промоторной областью 
KLF5, экспрессия которого очень высока в клет-
ках Capan2 и  практически отсутствует в  MIA 
PaCa2 (рис. 3а). 

Верно ли это предположение для других 
генов? На рис. 4 представлены в  более круп
ном масштабе два кластера по четыре гена 
в  каждом. На рис. 4а видно, что гены, эксп
рессия которых в  клетках Capan2 заметно 
выше, чем в MIA PaCa2, характеризуются зна-
чительно бóльшим числом колокализованных 
контактов, специфичных для Capan2. В  част-
ности, контакты, специфичные для MIA PaCa2, 
полностью отсутствуют в  области гена LMO7. 
Если же ген экспрессируется в обеих линиях на 
сходном уровне (COMMD6, UCHL3), то и число 
локализованных контактов для них близко. Бо-
лее сложная картина наблюдается в другом кла-
стере генов (рис. 4б). Если в случае гена PIBF1 
приведенное выше правило выполняется  – 
ген экспрессируется в  обеих линиях клеток 
и содержит близкое число контактов как в Ca-
pan2, так и в MIA PaCa2, то подобная картина 
не наблюдается у  трех других генов. В  целом, 
однако, предложенное правило выполняется для 
семи из 10 генов. 

Приведенная выше картина хорошо укла-
дывается в  концепцию “транскрипционных 
фабрик” (transcription factories), то есть внутри-
ядерных частиц размером ~80 нм, содержащих 
около 10 молекул РНК-полимеразы II и  со
путствующие транскрипционные факторы, 
способных согласованно транскрибировать 
несколько генов одновременно (см. обзор 
[40]). Наши данные показывают, что на одной 
и  той же фабрике могут транскрибироваться 
далеко отстоящие друг от друга в геноме гены, 
относящиеся к  разным TAD, как, например, 
гены KLF5 и LMO7 (TAD 4 и 8, рис. 2). 

Таким образом, согласованно экспресси
роваться гены могут не только за счет 
двунаправленного промотора [41], но и находясь 
на большом удалении друг от друга в  геноме 
в  составе одной и  той же транскрипционной 
фабрики. Нельзя также исключить влияния на 
них одного и того же энхансера in trans, как мы 
предположили ранее [42].

Контакты и модификации гистонов. Регуляция 
транскрипции. Как можно видеть из рис. 5, 
расположение в  исследуемой области меток 
активного хроматина (H3K27ac, H3K4me3 
и  H3K4me1) в  обеих линиях клеток хорошо 
согласуется между собой и  с  расположением 
активных генов. Также можно видеть, что 
области высокой плотности модификаций 
гистона H3 в  целом совпадают по положению 
с  областями контактов регуляторной области 
KLF5 (как сказано выше, контакты в  области, 
непосредственно примыкающей к  гену KLF5, 
исключены нами из рассмотрения). Обратное 
неверно  – имеются протяженные участки, 
обогащенные контактами, но не содержащие 

Таблица 2. Транскрипция генов в исследуемой области

Ген Координаты на хромосоме 13 Транскрипция в клетках линии 
Capan2, FPKM*

Транскрипция в клетках линии 
MIA PaCa2, FPKM*

DACH1 72012097–72441330  0.223 0.186

MZT1 73284460–73301740 19.19 8.89

BORA 73303079–73329354 7.50 4.53

DIS3 73333933–73355970 8.24 7.25

PIBF1 73357608–73590057 14.23 5.33

KLF5 73636011–73650024 98.10 0.57

KLF12 74269627–74708066 2.26 0.036

TBC1D4 75860928–76055903 6.54 0.87

COMMD6 76100725–76111941 18.35 12.82

UCHL3 76134943–76179948 28.93 18.93

LMO7 76378463–76432149 30.12 1.59

* По данным [7]. 
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модифицированного гистона H3. Особенно 
хорошо это видно на примере клеток MIA PaCa2 
(три такие области обведены кружками на рис. 5). 
Таким образом, указанные выше активирующие 
модификации гистона H3 (открытый хроматин) 
не являются необходимымы для образования 
контактов. Тем не менее в  ряде случаев при 
увеличении числа контактов гена с регуляторной 
областью KLF5 в  его области появляется или 
существенно возрастает степень всех трех 
модификаций гистона H3, что отчетливо видно 
на примере генов LMO7 и KLF12.

Контакты и  PDAC-ассоциированные SNP. 
В  ходе полногеномного анализа ассоциаций 
(GWAS, см. [11–13]) выявлен ряд точек SNP/
indel, ассоциированных с  PDAC. Эти участки 
располагаются плотным кластером в небольшой 
области, расположенной между генами KLF5 
и  KLF12 и  характеризующейся также высокой 
плотностью контактов и модификаций гистона 
H3, строго специфичных для клеток Capan2. 
В линии MIA PaCa2 модификации гистона H3 
и  контакты в  этой области полностью отсут-

ствуют (рис. 3б). Можно предположить, что 
присутствие одного или нескольких SNP мешает 
образованию контактов, что в  свою очередь 
нарушает регуляцию KLF5 и  корегулируемых 
генов, что и приводит к прогрессии PDAC.

Функционально значимые области. Из облас
тей, контактирующих с промоторной областью 
гена KLF5, отбирали функционально значимые, 
удовлетворяющие следующим критериям:

– контактирующая область содержит зна
чительный уровень модифицированного гистона 
H3 (модификации K27Ac, K4me1 и K4me3, ха-
рактерные для активного хроматина);

– область содержит также либо экспери
ментально охарактеризованные регуляторные 
элементы, либо сегменты хроматина с  пред
сказанной функцией по данным [43].

Некоторые функциональные области пред
ставлены в  табл. 3, полный список всех кон
тактов и  их функциональных характеристик 
приведен в дополнительных табл. S5, S6 и S7. 

Таблица 3. Регуляторные элементы, потенциально находящиеся в контакте с промоторной областью гена KLF5

Координаты  
на хромосоме 13

Функциональные сегменты 
хроматина*

Модификации 
гистона H3 Ген

Транскрипция, 
FPKM

(Capan2/MIA  
PaCa2)

Специфичные для MIA PaCa2

73302581–73305305 Промотор +++ BORA, интрон 1 4.53

73347814–73362175 Промотор +++ DIS3, экзоны 
2–7

7.25

76106595–76115846 Промотор +++ COMMD6, 
интрон 1

12.8

Специфичные для Capan2

73909003–73913511 PDAC SNP rs4885093 ++ – –

73918091–73919235 PDAC SNP rs34829850 - – –

73924989–73937996 PDAC SNP rs9573166, rs386772267 ++ – –

74277232–74285530 Сайт CTCF ++ KLF12, интрон 7 2.26

74709920–74715862 Промотор/Энхансер +++ KLF12,  
5´-область

-

75989063–75991974 Энхансер ++ TBC1D4, интрон 
1

6.54

76125003–76128339 Промотор +++ UCHL3, интрон 2 28.9

76336300–76342754 Промотор/Энхансер +++ LMO7, интрон 5 30.1

Общие для Capan2 и MIA PaCa2

74288571–74291701 Энхансер ++ KLF12, интрон 
6–7

2.26/0.04

76056653–76061748 Промотор +++ TBC1D4, 
5´-область

-

* По [43] либо экспериментально найденные (см. текст).
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Рис. 5. Распределение геномных контактов якорного участка гена KLF5 и модификаций гистона H3 в хромати-
не клеток Capan2 и MIA PaCa2 (доступны в базе данных NCBI GEO, GSE64560) в области хромосомы 13 дли-
ной 6 млн п.н. По осям ординат отложены значения FPKM для оценки уровня экспрессии генов и –lg(P-value) 
для участков контакта. Уровни экспрессии генов приведены по данным [7] (доступны в базе данных NCBI GEO, 
GSE64560). Показаны все контакты, идентифицированные в каждой линии клеток (как специфичные для данной 
линии клеток, так и общие).

Одна из функциональных областей контакта, 
специфичная для клеток MIA PaCa2, распола-
гается вблизи точек начала транскрипции генов 
MZT1 и BORA, транскрибирующихся в противо-
положных направлениях, и обладает свойствами 
потенциального промотора. Возможно, она яв-
ляется промотором одного из этих генов, либо 
общим для них двунаправленным промотором. 
Оба этих гена экспрессируются как в  клетках 

Capan2, так и в MIA PaCa2 на достаточно высо-
ком уровне (табл. 3). Два других потенциальных 
промотора располагаются в  5´-кодирующих 
областях генов DIS3 и COMMD6.

Специфичная для клеток Capan2 область 
длиной около 40 т.п.н. содержит группу SNP, 
ассоциированных с PDAC (рассмотрена выше). 
Кроме того, для Capan2 специфичны две области 
контакта со свойствами промотора. Одна из них 
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(74709920–74715862) расположена вблизи точки 
начала транскрипции KLF12, другая  – во вто-
ром интроне (и вблизи точки начала транскрип-
ции) UCHL3. При этом KLF5 экспрессируется 
преимущественно в Capan2, а UCHL3 – в обеих 
линиях клеток. Также для Capan2 специфичны 
сайт связывания фактора транскрипции CTCF 
(потенциальный инсулятор) в  интроне 7 гена 
KLF12 и  две области контакта со свойствами 
энхансера, расположенные в интроне 1 гена TB-
C1D4 и интроне 5 гена LMO7. Эти два элемен-
та можно рассматривать как кандидаты на роль 
энхансера KLF5 в этих клетках.

Общим для двух линий клеток оказался 
контакт со свойствами промотора, располо-
женный вблизи точки начала транскрипции 
гена ТВС1В4; при этом в  клетках Capan2 ген 
экспрессируется намного сильнее, возможно, 
за счет описанного в  предыдущем абзаце 
энхансера. Область контакта, расположенная 
вблизи 3´-конца гена KLF12, также обладает 
свойствами потенциального энхансера. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. РАЗЛИЧИЯ  
МЕЖДУ КЛЕТКАМИ CAPAN2 И MIA PACA2

Из полученных нами и уже опубликованных 
данных можно сделать следующие заключения 
о  различиях в  структуре и  регуляции гена 
KLF5 и  окружающего этот ген хроматина 
в клетках линии Capan2 (низкозлокачественные 
высокодифференцированные, высокая экс
прессия KLF5) и  линии MIA PaCa2 (высоко
злокачественные и низкодифференцированные, 
низкая экспрессия KLF5):

– число и распределение контактов регуля
торной области KLF5 с  другими областями 
хроматина в  этих типах клеток существенно 
различаются (рис. 2)  – в  линии Capan2 число 
контактов значительно выше;

– в  линии Capan2 интенсивность активи
рующих хроматин модификаций гистона H3 
в  исследованной области значительно выше, 
чем в MIA PaCa2. Этому соответствует и повы-
шенный в клетках Capan2 уровень экспрессии 
большинства генов этой области;

– cуществует корреляция между уровнем 
экспрессии генов и  интенсивностью их кон
тактов с регуляторной областью KLF5, что ука-
зывает на согласованность их экспрессии, воз-
можно, в рамках транскрипционной фабрики; 

– только для клеток линии Capan2 характе-
рен высокий уровень контактов регуляторной 
области KLF5 со свободным от генов участком 
генома, содержащим кластер ассоциированных 
с PDAC SNP. 

Таким образом, в  рамках использованной 
модели при повышении степени злокачествен-
ности клеток в  исследованной области умень-
шается общее число контактов промоторной 
области гена KLF5, понижается степень моди-
фикации гистона H3, характерных для актив-
ного хроматина, и  уровень экспрессии боль-
шинства генов. Для подтверждения этих вы-
водов требуется проведение экспериментов на 
большем числе клеточных линий. 
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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ХРОМАТИНА

Spatial Organization of Chromatin of KLF5 Gene Promoter Region  
in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Cells
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Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma (PDAC) is characterized by a poor prognosis and is poorly amenable to 
modern therapies. A range of cell cultures reflecting different degrees of tumor differentiation and malignancy 
can serve as a model of PDAC development. Highly differentiated low malignant cells are characterized 
by increased expression of the KLF5 gene. The KLF5 protein is a vivid representative of multifunctional 
transcription factors, and its involvement in a variety of cellular processes, particularly in the pathology of 
various cancers, has been demonstrated. We investigated the spatial organization of chromatin of regulatory 
regions of KLF5 gene using highly differentiated Capan2 cells PDAC with a high level of KLF5 expression and 
poorly differentiated MIA PaCa2 PDAC cells with a low level of this gene expression by circular chromosome 
conformation capture (4C-seq). It was shown that the number and distribution of contacts of the KLF5 
regulatory region with other chromatin regions are significantly different for these cell types; the number of 
contacts is significantly higher for Capan2 cells. There is a correlation between the expression level of genes 
close to KLF5 and the intensity of their sequence contacts with the KLF5 regulatory region, indicating that 
their expression is coordinated, possibly within the transcriptional factory. Only Capan2 is characterized by a 
high level of contacts of the KLF5 regulatory region with the gene free region containing a cluster of PDAC-
associated single nucleotide polymorphisms (SNP). Thus, the total number of contacts of the promoter 
region of the KLF5 gene and the expression level of most of the surrounding KLF5 genes decrease as the 
grade of cell malignancy increases.
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Виментиновые промежуточные филаменты  – динамичные цитоскелетные структуры, 
способные перемещаться в  цитоплазме благодаря активности моторных белков  – кинезина-1 
и цитоплазматического динеина. Как именно моторные белки взаимодействуют с виментиновыми 
филаментами, неизвестно. В  этой работе показано, что белок GRIP1 (Glutamate Receptor 
Interacting Protein), известный как адаптер кинезина-1 на многих карго в нервных клетках, может 
опосредовать также связывание кинезина-1 с виментиновыми филаментами. GRIP1 ассоциирован 
с виментиновыми филаментами в различных клетках и иммунопреципитируется с виментином 
из клеточного лизата. Эндотелиальные клетки человека с  нокаутом гена белка GRIP1 теряют 
фокальные контакты и  меняют адгезивные свойства. Предложена гипотеза, согласно которой 
кинезин-1 с помощью адаптера GRIP1 доставляет виментиновые филаменты на периферию клетки 
для стабилизации фокальных контактов. 

Ключевые слова: белок GRIP1, кинезин-1, виментиновые промежуточные филаменты, фокальные 
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ВВЕДЕНИЕ
Виментиновые промежуточные филамен

ты  – динамичные цитоскелетные структуры, 
положение и  перемещение которых в  ци
топлазме зависит от микротрубочек и  мотор
ного белка кинезина-1 (далее просто кинезин) 
[1]. Деполимеризация микротрубочек  [2], 
а  также ингибирование кинезина [3] или но
каут генов его моторной тяжелой цепи [4] вы
зывают обратимую агрегацию виментиновых 
филаментов (ВФ) в  околоядерной области, 
зависящую от АТР и актиновых филаментов [5]. 
Кинезин  – универсальный моторный белок, 

который осуществляет транспорт разнообраз
ных карго, а его активность в каждом отдельном 
случае определяется связанным с  карго адап
терным (scaffolding) белком [6]. Адаптерный бе-
лок, опосредующий связывание кинезина с ВФ, 
неизвестен.    

Детальное изучение процесса агрегации 
ВФ показало, что от основной массы агреги-
рующих филаментов отстают отдельные фила
менты виментина, которые оказываются свя-
занными с  фокальными контактами (ФК) на 
периферии клетки [7]. Фокальные комплексы 
и  более зрелые ФК играют важную роль 
в  прикреплении и  распластывании клетки 
и  ее перемещении по субстрату. С  участием 
интегринов устанавливается связь внеклеточного 
матрикса с  цитоскелетом и  рекрутируется 
комплекс сигнальных и  адаптерных белков, 
чувствительный к внешним условиям [8]. Так, 
например, поток жидкости вдоль клеточной 
мембраны индуцирует реорганизацию ФК 
в клетках эндотелия [9]. Другим примером мо-
гут служить гладкомышечные клетки, в  кото
рых в ответ на механическое натяжение, имити

Сокращения: GRIP – белок, взаимодействующий с ре-
цептором глутамата (Glutamate Receptor Interacting 
Protein); ВФ  – виментиновые филаменты; ФК  – фо-
кальные контакты; GBD – GRIP-связывающий домен 
(GRIP-Binding Domain); PDZ  – общий структурный 
домен из 80–90 аминокислотных остатков, обнаружен-
ный в сигнальных белках бактерий, дрожжей, растений, 
вирусов и животных (Postsynaptic density-95/Discs large/
Zona occludens-1); AMPA – α-амино-3-гидрокси-5-ме-
тил-4-изоксазолпропионовая кислота. 



773

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

GRIP1 ВОВЛЕЧЕН ВО ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ

рующее повышенное давление крови в сосуде, 
один из компонентов ФК, зиксин, мигрирует 
в ядро и выполняет там роль транскрипционно-
го фактора [10].

Изменения в  ФК передаются на элементы 
цитоскелета и  корректируют поведение клет
ки, а  воспринимающий сигналы цитоскелет, 
в  свою очередь, влияет на структуру и  функ
ционирование ФК. Наиболее тесно с  ФК 
связаны актомиозиновые стресс-фибриллы, 
вместе они обеспечивают чувствительность 
клетки к механическим воздействиям и согла
сованное направленное перемещение клетки 
в  пространстве [11]. По микротрубочкам 
осуществляется транспорт различных карго 
к  ФК, их функция необходима для обмена 
компонентов ФК и  для внутриклеточной 
передачи сигналов [12]. Наконец, промежуточные 
филаменты, в частности ВФ, участвуют в стаби
лизации этих структур: ассоциация с  ВФ 
замедляет обмен белков в ФК [13], а вызванный 
РНК-интерференцией нокдаун виментина, на-
против, приводит к их частичной разборке [9].

Механизм влияния ВФ на ФК не установлен. 
Есть несколько кандидатов на роль посредника, 
обеспечивающего их взаимодействие. Прежде 
всего, сам виментин способен прямо связываться 
с β3-интегрином, и эта изоформа интегрина, по-
видимому, удерживает ВФ на периферии, по-
скольку в отсутствие β3-интегрина они агрегируют 
[14]. Распределение ВФ контролируется также 
ассоциированным с  ФК адаптерным белком 
Hic5, нокаут гена которого вызывает их коллапс 
[15]. Наконец, одна из изоформ цитолинкера 
плектина (P1f) локализуется на зрелых ФК 
в фибробластах и обеспечивает рекрутирование 
предшественников и сборку на них ВФ, обеспе-
чивая тем самым их связь [16]. 

Как и повсюду в цитоплазме, точная доставка 
виментиновых полимеров к  ФК зависит от 
микротрубочек и  кинезина. Предполагается, 
что роль адаптера в этом процессе может играть 
белок GRIP1 (Glutamate Receptor Interact-
ing Protein 1). Для такого предположения есть 
следующие основания: во-первых, GRIP1 на-
прямую связывается с тяжелой цепью кинезина 
[17]; во-вторых, GRIP1 участвует в  доставке 
разнообразных карго; в-третьих, GRIP1 взаи-
модействует с некоторыми белками, входящими 
в  состав фокальных комплексов  – с  зиксином 
[18] и тестином [19] (показано с использованием 
дигибридного анализа), а также с белком TRIP6 
[20] и α-липринами [21], что продемонстриро-
вано биохимическими методами.

В дополнение к этим данным в экспериментах 
на животных с инактивированным геном белка 
GRIP1 показано, что GRIP1 играет важную 

роль в  прикреплении клеток к  внеклеточному 
матриксу. Так, нокаут гена GRIP1 вызывал 
у мышей развитие синдрома Фрейзера, при ко-
тором нарушается связь между GRIP1 и Fras1 – 
белком внеклеточного матрикса, вовлеченным 
в  регуляцию адгезии эпидермиса к  базальной 
мембране [22]. Кроме того, из-за нарушения 
адгезии тромбоцитов к  эндотелию у  таких 
мышей задерживается образование кровяного 
сгустка [23]. 

GRIP1  – это белок с  молекулярной мас-
сой около 130 кДа, содержащий семь PDZ-
доменов (рис. 1а), благодаря которым он спо
собен одновременно связываться с  разными 
партнерами и  организовывать многоком
понентные комплексы. Главным компонентом 
этих комплексов, помимо самого GRIP1, являет-
ся моторный белок кинезин, который обеспечи-
вает транспорт по микротрубочкам. Интересно, 
что GRIP1 взаимодействует не только с  кине
зином, но и  с  другим моторным белком  – 
миозином VI [20]. Оба моторных белка связы-
ваются с  участком LR2 GRIP1 (рис. 1а), и  это 
связывание регулируется фосфорилированием 
Trp-956 в  белке GRIP1. Фосфорилированный 
GRIP1 освобождается из комплекса с  мотор-
ным белком посредством какого-либо члена се-
мейства 14-3-3, который вытесняет кинезин или 
миозин VI из транспортного комплекса [20, 24]. 

Ген белка GRIP1 экспрессируется в разных 
клетках и  тканях, многие культивируемые 
линии клеток млекопитающих содержат за
метное количество GRIP1. мРНК GRIP1 
подвергается альтернативному сплайсингу, в ре-
зультате которого образуются множественные 
варианты белка [25], различающиеся свой-
ствами и функциями [26, 27]. Например, один 
из вариабельных N-концевых участков опре-
деляет, будет ли изоформа модифицирована 
остатком пальмитиновой кислоты и направлена 
в дендритные шипики, в то время как немоди
фицированный белок останется в  теле ней
рона [28]. 

Исходно GRIP1 был обнаружен в головном 
мозге как партнер субъединиц AMPA-рецеп
торов – трансмембранных белковых комплексов, 
обеспечивающих передачу нейромедиатора 
глутаминовой кислоты между возбуждающими 
нейронами в  центральной нервной системе, 
что нашло отражение в  его названии: Gluta-
mate Receptor Interacting Protein [29]. Позже 
оказалось, что GRIP1 способен по отдельности 
связывать целый ряд белков, вовлеченных 
в  функционирование АМРА-рецепторов на 
разных его этапах [30–37]. В  этом процессе 
участвует и миозин VI, вовлеченный в эндоцитоз 
AMPA-рецепторов и их транспорт по актиновым 
филаментам в дендритах [38]. Помимо AMPA-
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рецепторов и  ассоциированных с  ними бел
ков, GRIP1 участвует в  доставке многих дру
гих карго, выполняя ряд важных функций 
в  нейронах. В  контексте этого исследования 
наиболее интересны такие партнеры GRIP1, 
как уже упоминавшиеся адаптерные (scaffold-
ing) белки α-липрины, известные партнеры 
тирозинфосфатаз семейства LAR, которые 
играют важную роль в  организации синапсов 
[22, 39]. Однако обнаружено также, что α-ли-
прины локализуются в области ФК [40] и регу-
лируют процесс их разборки [41]. 

Представленные в этой работе данные позво
ляют предположить, что GRIP1 может играть 
роль адаптера кинезина для ВФ и  участвовать 
в  их перемещении по микротрубочкам, по 
крайней мере, в  эндотелиальных клетках. 
Предполагается, что GRIP1 нужен для доставки 
ВФ на периферию клетки и обеспечения тесного 
контакта виментина и  ФК для их совместной 
стабилизации.  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Плазмиды. Клетки человека с нокаутом гена 

GRIP1 получены по технологии CRISPR-Cas9 
с  использованием вектора pLentiV2, содержа-
щего последовательность 5´-CTCCCGATAC-

CGTCAGACCC гидовой РНК (вектор любезно 
предоставили Ameli Robert и Владимир Гельфанд, 
Northwestern University, Chicago, США). Для по-
лучения нокаута гена GRIP1 в  клетках мыши 
олигонуклеотиды 5´-CACCCAGTGTTATGTTC-
CGAACTG и  5´-AAACCAGTTCGGAACATAA-
CACTG объединили в дуплекс, который фосфо
рилировали и лигировали в вектор pSpCas9(B-
B)-2a-puro, разрезанный по сайту рестрикции 
Bbs1.  

Вектор pCR-Blunt II-TOPO-GRIP1, содер-
жащий инвертированную последовательность 
кДНК изоформы 3 GRIP1 человека (NCBI gene 
ID 23426; accession number 021150.4), получен от 
компании “Open Biosystems” (США). Для полу-
чения полноразмерного GRIP1, слитого с Myc6-
тагом на N-конце, последовательность, кодиру-
ющую GRIP1, перенесли из исходного вектора 
в  вектор pCS2-MT по KpnI и  XbaI-сайтам 
рестрикции. ДНК, кодирующая N-концевую 
область GRIP1, слитую с  His6-тагом на 
N-конце, получена путем ПЦР на матрице 
pCS2-MT-GRIP1 со следующими праймерами: 
5´-ATGGATCCATAGCTGTCTCTTTTAAATGC, 
содержит сайт рестрикции BamH1, и  5´-ATA-
AGCTTCTGGTCAGTGGTGTTGGCCAG, 
содержит HindIII-сайт, и лигирования в вектор 
pQE80L по этим сайтам. Вектор, кодирующий 

Рис. 1. Характеристика анти-GRIP1-антител с  использованием иммуноблотинга и  иммунофлуоресцентного 
окрашивания. а – Схема строения молекулы GRIP1. б – Результат иммуноблотинга гомогената фибробластов 
крысы REF52 с анти-GRIP1-антителами. в – Клетки REF52, обработанные одновременно анти-GRIP1 и анти-
виментиновыми антителами. г – Такое же окрашивание клеток REF52, предварительно обработанных колцемидом 
до полной деполимеризации микротрубочек. Масштаб 10 мкм на всех изображениях.
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тот же N-концевой участок GRIP1, но слитый 
на N-конце с  GST, получен с  помощью ПЦР 
на матрице pCS2-MT-GRIP1 с  праймерами: 
5´-ATCTCGAGATAGCTGTCTCTTTTAAAT-
GC, включает сайт рестрикции XhoI, и 5´-CG-
CCACATCTGTCTGCAATAC. Продукт был 
лигирован в  вектор pGEX4T-1, обработанный 
NotI, фрагментом Кленова и XhoI.

Вектор pcDNA3-hKHC, кодирующий тя-
желую цепь кинезина-1, любезно предоставил 
Richard Wubbolts (Utrecht University, Нидер-
ланды). Конструкцию, кодирующую GFP-
GBD, клонировали, используя вектор pcD-
NA3-hKHC в  качестве матрицы для ПЦР со 
следующими праймерами: 5´-AAGGTAC-
CGCTACAAGAGTTAAAAAG с  Kpn1-сайтом, 
и  5´-AAGGATCCAGTTGGAGAAGCTGCTGG 
с BamH1-сайтом. Продукт лигировали в вектор  
pEGFP-C1 по таким же сайтам рестрикции. Для 
получения GFP-GBDshort использовали такой 
же путь клонирования, но обратным праймером 
был 5´-AAGGATCCTTCTTTCAGTGCTGATTC. 

Все конструкции ДНК проверяли секвени-
рованием.

Плазмида, кодирующая зиксин человека, 
слитый с  mKate-FP, получена от компании 
“Евроген” (Москва, Россия). 

Антитела. Антитела кролика к белку GRIP1 
получены и очищены в нашей лаборатории. Для 
этого векторную ДНК, кодирующую N-кон
цевую часть GRIP1 (аминокислотные остатки 
1–330 изоформы 3), слитую с  His6-тагом на 
N-конце (His6-GRIP1-N), ввели в E. сoli штамм 
BL21(DE3). Бактерии растили в  среде LB, со-
бирали центрифугированием и  лизировали 
с  помощью ультразвука. Лизат осветляли 
центрифугированием, рекомбинантный белок 
очищали хроматографией на Ni-NTA-агарозе 
(“Quigen”, США). Препарат белка был ди-
ализом переведен в  PBS и  использован для 
иммунизации двух кроликов. Для приготовления 
аффинной колонки тот же фрагмент GRIP1, 
слитый на N-конце с  GST, синтезировали 
в  клетках E. сoli (штамм BL21(DE3)), очи-
щали на глутатион-агарозе (“Sigma-Aldrich”, 
США) и “привязывали” к BrCN-агарозе (“Sig-
ma-Aldrich”). Для очистки антител фракцию 
иммуноглобулинов выделяли из сыворотки 
преципитацией в  50%-ном сульфате аммония, 
затем очищали антитела из этой фракции 
с помощью аффинной хроматографии. 

В работе использовали следующие коммер
ческие антитела: антитела мыши к  виментину 
V9 (“Sigma-Aldrich”);  антитела мыши 
к винкулину hVin1 (“Novus Biologicals”, США); 
антитела мыши к  белку нейрофиламентов 
NF-L 200/160 (“Sigma-Aldrich”). Антитела 

кролика к виментину мыши, обозначенные 3с8, 
получены предварительно в нашей лаборатории. 

Иммуноблотинг. Для тестирования анти
тел к  GRIP1 клетки на чашках промывали 
3  раза 0.25 М  раствором сахарозы, лизиро
вали в  буфере Laemmli для образцов и  про
гревали при 98°С в  течение 10 мин. Образцы 
подвергали электрофорезу в  10%-ном поли-
акриламидном геле (ПААГ), переносили на 
нитроцеллюлозные фильтры (“Amersham Bio-
sciences”, Великобритания) и  инкубирова-
ли в  течение 1 ч  при комнатной температуре 
сначала с  первичными, а  затем с  вторичными 
антителами, конъюгированными с  перок
сидазой хрена (“Jackson ImmunoResearch 
Laboratories”, Великобритания). Все инкуба-
ции проводили в  буфере PBS с  0.05% Tween 
20 и  0.05% неиммунной сыворотки крупного 
рогатого скота, после каждой инкубации филь-
тры промывали тем же буфером без сыворотки. 
Сигнал выявляли с помощью цветной реакции 
с диаминобензидином (“Sigma-Aldrich”).  

Культивирование клеток и  трансфекция. 
Клетки млекопитающих REF52 и  EA.hy926 
инкубировали в  среде DMEM (“Панэко”, 
Россия) с добавлением 10% эмбриональной сы-
воротки крупного рогатого скота (“HyClone”, 
США), 100 ед./мл пенициллина и  100 мкг/мл 
стрептомицина (“Sigma-Aldrich”), в атмосфере 
5% CO2 при 37°C. Клетки CAD поддерживали 
в  таких же условиях, но в  среде DMEM/F-12 
(“Панэко”). Для индукции роста нейритов клет-
ки CAD переносили в среду без сыворотки. 

Для трансфекции клеток использовали 
реагент GenJector-U (“Молекта”, Россия). Че-
рез 4 ч  после введения ДНК клетки снимали 
с  подложки, обрабатывая раствором трип
сина, переносили на покровные стекла и  ин
кубировали в  стандартной среде в  течение 
следующих 24–48 ч. 

Для нокаута гена белка GRIP1 клетки 
трансфицировали плазмидой, кодирующей Cas9 
и гидовую РНК и содержащей ген устойчивости 
к  пуромицину. Через 4 ч  после введения ДНК 
клетки обрабатывали раствором трипсина 
и переносили в 10 см чашки Петри, через 2 дня 
среду в  чашках заменяли свежей, содержащей 
пуромицин (“Sigma-Aldrich”) в  определенной 
заранее концентрации  – минимальной кон-
центрации, вызывающей гибель 100% клеток 
исходной культуры: 1.2 мкг/мл  – в  случае 
клеток CAD и 0.6 мкг/мл – в случае EA.hy926. 
Выделяли клетки, выжившие и  образовавшие 
колонии, методом иммуноблотинга определяли 
в них присутствие белка GRIP1.   

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Клетки 
на покровных стеклах фиксировали 3%-
ным параформальдегидом в  PBS (10 мин при 
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комнатной температуре) или метанолом при 
–20°С в  течение 6 мин. Клетки инкубировали 
с  антителами в  течение 1 ч  при комнатной 
температуре во влажной камере в  буфере PBS 
с  1% BSA и  0.1% Тритоном X-100: сначала 
с первичными антителами, затем со вторичными, 
конъюгированными с  флуорохромами FITC 
или TRITC (“Sigma-Aldrich”). По окончании 
инкубации стекла монтировали на предметные 
стекла и изучали под микроскопом Zeiss Axio-
vert M200 (“Carl Zeiss”, ФРГ), оборудованным 
камерой Zeiss AxioCam MRm. 

Иммунопреципитация. Опыт по иммуно
преципитации проводили на клетках REF52. 
Клетки, выращенные на 12 чашках Петри 
диаметром 10 см, промывали 3 раза 0.25 M 
раствором сахарозы и  лизировали на льду 
в  буфере, содержавшем 20 мM HEPES, 1% 
Тритона X-100, 150 мM NaCl, 0.1 мM EGTA, 
pH  7.4, с  добавлением ингибиторов протеаз 
(“Sigma-Aldrich”): 1 мл буфера на чашку. Лизат 
гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе 
и осветляли центрифугированием при 40 000 g 
в  течение 10 мин при 4°С. Экстракт был 
разделен на две части, которые параллельно 
инкубировали с 10 мкг антител против GRIP1, 
присоединенных к 4%-ной агарозе с белком А 
(“Sigma-Aldrich”). В  качестве контроля ис
пользовали такую же порцию агарозы без до
бавления антител. Инкубацию проводили 
в  течение 2 ч  при 4°C. По окончании инкуба-
ции обе порции носителя промывали тем же 
буфером для лизиса клеток, суспендировали 
в 50 мкл буфера для образцов Laemmli, инкуби-
ровали при 95°С в течение 10 мин и подвергали 
электрофорезу и иммуноблотингу.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

GRIP1 связывается  
с виментиновыми филаментами

С целью изучения функций белка GRIP1 
в клетках, отличных от нервных, были получены 
антитела к  N-концевой области одной из 
изоформ белка GRIP1 человека, содержавшей 
первые три PDZ-домена (рис. 1а). Как показало 
сравнение изоформ GRIP1 человека, мыши 
и  крысы, эти три PDZ-домена являются наи-
более консервативными, хотя предшествующие 
первому PDZ-домену N-концевые последова-
тельности могут различаться. С  другой сторо-
ны, анализ первичной структуры с  помощью 
программы Protein BLAST (National Center for 
Biotechnology Information) не обнаружил, по-
мимо GRIP1, каких-либо других белков со 
значительным уровнем гомологии с  белком 
GRIP1. Поэтому результат тестирования 
полученных антител методом иммуноблотинга 

гомогенатов культивируемых клеток оказал
ся неожиданным. Антитела к  такому реком
бинантному белку из сывороток двух разных 
животных выявляли, помимо компонента 
с  молекулярной массой около 130 кДа, соот-
ветствовавшего белку GRIP1, еще несколько 
иммунореактивных компонентов (рис. 1б), раз-
ных в гомогенатах разных клеточных линий (см. 
также другие рисунки). Такой результат нельзя 
объяснить присутствием в образцах нескольких 
изоформ GRIP1, поскольку в  соответствии 
с  базой данных NCBI предсказанные молеку
лярные массы вариантов GRIP1 варьиру-
ют в  пределах 111–129 кДа. По-видимому, 
этот результат обусловлен протеолизом 
GRIP1, тем более что в  нескольких работах 
показана регулируемая деградация GRIP1 [42, 
43]. Иммунофлуоресцентное окрашивание 
культивируемых клеток млекопитающих вы
явило сложный паттерн: анти-GRIP1-антитела 
декорировали некие везикулярные структуры, 
а  также филаменты. Определить везикулы, 
вводя в  клетки плазмиды, кодирующие те или 
иные маркеры различных органелл, и  анали
зируя их колокализацию со структурами, 
окрашенными антителами к GRIP1, не удалось. 
Филаменты же были идентифицированы как 
виментиновые, поскольку окрашивались ан-
тителами V9 к  виментину (рис. 1в). На рис.  1 
для примера приведены фибробласты REF52, 
содержащие густую сеть ВФ; однако сходный 
паттерн наблюдался и  в  клетках других линий 
(см. далее).

Чтобы различить ВФ и  микротрубочки, 
паттерны распределения которых часто сов
падают, клетки инкубировали с  колцемидом 
до полной деполимеризации микротрубочек 
и  последующей агрегации ВФ в  околоядерной 
области. В  таких клетках агрегировавшие ВФ 
по-прежнему декорировались анти-GRIP1-
антителами, и  картина в  мелких деталях сов
падала с  картиной окрашивания антителами 
к виментину (рис. 1в).

Как показал иммуноблотинг, сам виментин 
не связывал анти-GRIP1-антитела (рис. 2а), 
то есть их ассоциация с  ВФ не была обуслов-
лена прямым взаимодействием с  виментином. 
Эта связь, по всей вероятности, обусловлена 
взаимодействием виментина с GRIP1, посколь-
ку при использовании анти-GRIP1-антител 
для иммунопреципитации GRIP1 и  связанных 
с ним белков из клеточного экстракта, виментин 
обнаруживался в иммунопреципитате (рис. 2б). 
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Ингибирование связывания GRIP1 и кинезина 
нарушает распределение  

виментиновых филаментов

До сих пор функции GRIP1 изучали в основ-
ном на нейронах, поэтому имело смысл прове-
рить, контролирует ли GRIP1 положение ВФ 
в линии клеток CAD мыши, которые сохранили 
в  культуре многие свойства нейронов, в  част-
ности, способность выпускать длинные отрост-
ки [44]. Иммунофлуоресцентное окрашивание 
клеток антителами к  виментину показало, что 
при дифференцировке, которая начиналась 
при переносе клеток в бессывороточную среду, 
ВФ сначала концентрировались в  местах 
формирования будущих нейритов, а затем пучки 
филаментов заполняли длинные отростки, то 
есть подвергались транспорту в  направлении, 
характерном для кинезина  – к  плюс-концам 
микротрубочек [1], которые обращены к  кон-
цам отростков. 

Важность взаимодействия белка GRIP1 
и кинезина для продвижения ВФ по отросткам, 
проверяли прежде всего с использованием уже 
известного способа его доминантно-негативного 
ингибирования. В  предыдущих исследованиях 
функций GRIP1 в  нейронах в  качестве такого 
ингибитора использовали GRIP1-Binding 
Domain (GBD), представлявший собой участок 
тяжелой цепи кинезина, ответственный за связы-
вание GRIP1 (аминокислотные остатки 808–935 
тяжелой цепи кинезина (KIF5B) человека) [17] 
(рис. 3а). Экспрессия плазмиды, кодирующей 
GFP-GBD (но не GFP, служащий контролем), 
индуцировала агрегацию ВФ внутри тела клетки 

и  предотвращала вход виментина в  отростки 
(рис. 3б). Как видно на рис. 3б, эффект GFP-
GBD проявлялся уже в  довольно низкой 
(по сравнению с  контрольными клетками) 
концентрации; высокая же концентрация GFP-
GBD приводила к гибели клеток. 

В клетках CAD, инкубированных в полной 
среде, анти-GRIP1-антитела также выявляли два 
типа структур: везикулы и филаменты, которые 
в этих клетках были очень бледными (рис. 4б). 
Окрашивание клеток CAD, синтезировав-
ших GFP-GBD, антителами к GRIP1, выявило 
преимущественную локализацию обоих белков 
в  теле клетки (для визуализации отростков 
на рис. 3в, представлены инвертированные 
изображения). Совмещение двух изображе-
ний позволяет предположить колокализацию 
белков, однако из-за того, что тела клеток CAD, 
сформировавших отростки, плохо распласты-
ваются на субстрате, различить детали было 
невозможно, за исключением везикул, которые 
окрашивались антителами к GRIP1, но очевидно 
не связывали GFP-GBD (рис. 3в). Вместе с тем, 
окрашивание клеток, содержавших GFP-GBD, 
антителами к α-тубулину выявляло нормальное 
распределение микротрубочек (рис. 3г), поэтому 
эффект GFP-GBD можно было интерпретиро-
вать как затруднение в перемещении ВФ в на-
правлении плюс-концов микротрубочек, то есть 
как нарушение работы кинезина. 

Чтобы убедиться, что этот эффект специ
фичен в  отношении ВФ, с  которыми связан 
GRIP1, проверено влияние GFP-GBD на рас-
пределение в клетках CAD нейрофиламентов – 
еще одного типа филаментов, транспортиру-
емых в  нейронах кинезином [45]. Как можно 
видеть на рис. 3д, присутствие GFP-GBD ана-
логичным образом влияло и на вход в отростки 
нейрофиламентов. Следовательно, эффект это-
го доминантно-негативного ингибитора не был 
специфичным в отношении ВФ и GRIP1.

Причиной ингибирования транспорта 
промежуточных филаментов в отростки клеток 
CAD могло быть следующее обстоятельство: 
полипептид GBD содержит два важных для 
активности кинезина участка: первый (амино
кислотные остатки 883–937) является сайтом 
связывания с  микротрубочками [46], а  второй 
(остатки 903–933) – это сайт автоингибирования 
[47] (рис. 3а). Поэтому нельзя было исключить, 
что эффект GFP-GBD обусловлен его свя-
зыванием с  микротрубочками или моторным 
доменом кинезина, что должно препятство-
вать транспорту даже при нормальной системе 
микротрубочек. Чтобы проверить, критичен 
ли этот участок тяжелой цепи для GBD-
индуцированного ингибирования кинезина, 
из плазмиды удалили последовательность, 
кодирующую аминокислотные остатки 883–935. 

Рис. 2. Антитела к  GRIP1 не взаимодействуют 
с виментином, но преципитируют его из клеточного 
экстракта. а  – Два одинаковых иммуноблота 
с  гомогенатом клеток CAD, параллельно 
обработанных антителами к  GRIP1 и  виментину. 
б  – GRIP1 преципитирован из экстракта (1) кле-
ток REF52; анти-GRIP1-преципитат (2) содержал 
виментин, в  отличие от контрольного (3), полу-
ченного инкубацией такой же порции клеточно-
го экстракта с  чистыми агарозными гранулами 
с привязанным белком A.
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Из рис. 3б видно, что белковый продукт GBD-
short никак не влиял на распределение ВФ 
в клетках CAD.

GRIP1 вовлечен в формирование  
фокальных контактов

Поскольку доминантно-негативное ингиби
рование не дало однозначного результата, 
для истощения клеток CAD по белку GRIP1 
применили метод CRISPR-Cas9. Как показал 

иммуноблотинг с  анти-GRIP1-антителами, 
в  результате использования такого подхода 
из клеток CAD-GRIP1-KO исчез компонент 
с молекулярной массой около 130 кДа, который 
соответствовал белку GRIP1, но все остальные 
иммунореактивные компоненты сохранились 
(рис. 4а). 

При окрашивании клеток CAD с  нокаутом 
гена GRIP1 анти-GRIP1-антителами везикулы 
были по-прежнему видны, однако декориро-
вания ВФ уже не наблюдалось (рис. 4б). Этот 
результат позволил заключить, что ассоциа-
ция анти-GRIP1-антител с  ВФ обусловлена 
присутствием полноразмерного белка GRIP1, 
а  окрашивание везикул, по-видимому, опре-
делялось каким-то другим иммунореактивным 
компонентом, который пока не удалось 
идентифицировать.  

Нокаут гена GRIP1 не лишил клетки 
CAD-GRIP1-KO способности формировать 
отростки, причем не только в бессывороточной, 
но даже в  полной среде. Однако оказалось, 
что произошло снижение адгезии клеток 
CAD к  стеклу или пластику: в  отсутствие 
сыворотки они образовывали большие, 

Тяжелая цепь кинезина

моторный
домен

808 GBD935
883—937 связывание микротрубочек

а

б
GPF GFP-GBD GFP-GBDshort

виментин виментин виментин

GFP-GBD анти-GRIP1
совмещение

GFP-GBD GFP GFP-GBD

α–тубулин NF-M NF-M

10 мкм

в

г д

903—933 связывание моторного домена

Рис. 3. Доминантно-негативное ингибирование 
взаимодействия GRIP1 с кинезином влияет на вход 
промежуточных филаментов (ВФ) в нейриты клеток 
CAD. а  – Схема положения GBD (GRIP1 Binding 
Domain) на тяжелой цепи кинезина. б  – Эффект 
присутствия GBD на распределение ВФ в клетках 
CAD. Клетки в  полной среде трансфицированы 
плазмидой, кодирующей GFP-GBD, GFP (в  ка-
честве контроля) или GFP-GBD-short и  через 
20–24 ч перенесены в бессывороточную среду для 
индукции формирования отростков в  течение 
последующих 48 ч. Затем клетки фиксировали 
и подвергали иммунофлуоресцентному окрашива
нию: антителами 3c8 к  виментину мыши (б), ан-
тителами к  GRIP1 (в,  изображения инвертиро-
ваны для наглядности), антителами к  α-тубулину 
DM1α (г) и  антителами N2912 к  белку NF-M 
нейрофиламентов (д). Масштабная линейка 10 мкм 
на всех изображениях.

Рис. 4. Нокаут гена белка GRIP1 меняет адгезивные 
свойства клеток CAD, но не препятствует заполнению 
отростков виментином. a  – Иммуноблотинг 
с  анти-GRIP1-антителами гомогенатов клеток 
CAD  – контрольных и  с  нокаутом гена белка 
GRIP1. б  – Сравнение иммунофлуоресцентного 
окрашивания клеток CAD  – контрольных 
и  с  нокаутом гена белка GRIP1, анти-GRIP1-ан-
тителами. в  – Фазово-контрастное изображение 
клеток CAD  – контрольных и  с  нокаутом гена 
белка GRIP1, в  полной и  бессывороточной 
среде. г  – Иммунофлуоресцентное окрашивание 
антителами к виментину клеток CAD (контрольных 
и с нокаутом гена белка GRIP1), инкубированных 
в  бессывороточной среде. Части б  и  г  – масштаб 
10 мкм.
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плавающие в  среде агрегаты, окруженные 
множеством длинных тонких нейритов 
(рис. 4в). Иммунофлуоресцентное окрашивание 
редких прикрепившихся клеток показало, 
что отростки клеток с  нокаутом содержали 
виментин и  никаких признаков коллапса ВФ 
в телах клеток не наблюдалось (рис. 4г). Нельзя 
исключить, однако, что в клетках, потерявших 
способность к  адгезии и  объединившихся 
в плавающие агрегаты, ВФ претерпели коллапс. 
К  сожалению, проверить это предположение 
оказалось технически невозможным. Таким 
образом, пока не ясно, нужен ли GRIP1 для 
формирования отростков и  транспорта в  них 
ВФ, но он явно важен для обеспечения адгезии.

Поскольку адгезия зависит от силы ФК, 
можно предположить, что в клетках, истощен-
ных по белку GRIP1, нарушено функциони-
рование ФК. Однако из-за снижения адгезии 
к стеклу иммунофлуоресцентное окрашивание 
ФК в  клетках CAD с  нокаутом оказалось тех
нически невозможным. Поэтому тот же метод 
CRISPR-Cas9 был применен к  другой линии 
клеток  – эндотелиальным клеткам человека 
EA.hy926, которые часто служат моделью при 
исследовании фокальных и  других клеточных 
контактов. 

Иммуноблотинг с  анти-GRIP1-антителами 
показал, что из эндотелиальных клеток 
с  нокаутом гена белка GRIP1 исчез также 
компонент с молекулярной массой 130 кДа, то 
есть полноразмерный GRIP1 (рис. 5а), при этом 
в  клетках с  нокаутом не наблюдалось декори
рования виментиновых филаментов (рис. 5б).

Поведение эндотелиальных клеток EA.hy926 
тоже заметно изменялось после нокаута гена 
GRIP1. Они начинали объединяться в “остров-
ки” (рис. 6б), а  их адгезия к  субстрату замет-
но снижалась, так что их было гораздо легче 
снять с  пластика обработкой трипсином. Бо-
лее того, иммунофлуоресцентное окрашивание 
антителами к маркеру ФК винкулину показало 
отсутствие выраженных ФК в клетках с нокаутом 
(рис. 6в). 

В клетках EA.hy926–GRIP1-KO, как 
и в клетках CAD с нокаутом, не было заметно 
классического коллапса ВФ, однако наблюдалось 
очевидное перераспределение виментина: появ-
лялись плотные пучки филаментов, особенно 
в краевых клетках “островков” (рис. 6б). По-ви-
димому, эти виментиновые пучки оставались 
связанными с  интегринами [14], так как на 
поверхности, покрытой поли-L-лизином, ко-
торый препятствует связыванию интегринов 
с субстратом [48], пучки филаментов выглядели 
более рыхлыми (рис. 6б). 

Попытка восстановить ФК в эндотелиальных 
клетках с  нокаутом гена белка GRIP1 путем 
введения плазмиды, кодирующей изоформу  3 
белка GRIP1 человека, не привела к успеху. По-
видимому, с ФК связана некая другая изоформа 
белка. 

Феномены разборки ФК в  клетках эндо
телия с  нокаутом гена GRIP1 и  резкого изме
нения адгезивных свойств клеток требуют 
дальнейшего изучения. На данном этапе можно 
лишь предположить, что GRIP1 неким образом 
способствует стабилизации ФК, например, че-
рез доставку к  ним ВФ, которые, как уже по-
казано, оказывают на ФК стабилизирующее 
действие [9, 13]. Интересно, что микротру-
бочки и  происходящий по ним транспорт 
в таком случае играют двоякую роль, поскольку 
они необходимы и  для противоположного 
процесса естественной разборки ФК и обмена 
их компонентов [49]. Так, деполимеризация 
микротрубочек вызывает рост ФК [48], который 
можно объяснить сдвигом равновесия в сторону 
их сборки и стабилизации, тем более что ВФ еще 
некоторое время остаются связанными с ФК [7]. 
На рис. 7 представлен результат одновременной 
визуализации ФК и филаментов, декорирован-
ных анти-GRIP1-антителами, выявляющий их 
колокализацию на периферии фибробласта. 

Взаимодействие GRIP1 с  кинезином 
и  ключевая роль кинезина в  транспорте ВФ 
в  направлении плюс-концов микротрубочек 
давно установлены [6, 18]. Если GRIP1 это 
действительно адаптер, соединяющий кинезин 
с  ВФ для их транспорта, то ингибирование их 
взаимодействия должно вызывать агрегацию 
ВФ, как это происходит при микроинъекции 
ингибирующих антител против кинезина [3] 

Рис. 5. Нокаут гена GRIP1 в  эндотелиальных 
клетках EA.hy926. а  – Сравнение гомогенатов 
клеток EA.hy926 – контрольных и с нокаутом гена 
белка GRIP1, в  иммуноблотинге с  анти-GRIP1-
антителами. б  – Сравнение клеток EA.hy926  – 
контрольных и с нокаутом гена белка GRIP1 – по 
двойному иммунофлуоресцентному окрашиванию 
анти-GRIP1-антителами и антителами к виментину.
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или при деполимеризации микротрубочек 
[2]. Причиной того, что в  клетках CAD и  EA.
hy926, лишенных GRIP1, ВФ не агрегировали 
в  околоядерной области, вероятно, может 
быть присутствие другого, отличного от 
GRIP1, адаптерного белка, который отвечает 
за поддержание распределения ВФ по всей 
цитоплазме и в отростках нейронов. В нейронах, 
моделью которых служат клетки CAD, ФК важ
ны главным образом для направленного роста 
аксона, который происходит благодаря тому, что 

конус роста обладает механочувствительностью 
[50]. Вносит ли GRIP1 вклад в этот процесс, по-
ка непонятно. Насколько прочно связывались 
концы отростков с субстратом и сохранились ли 
ФК в конусах роста при истощении клеток CAD 
по белку GRIP1, осталось неясным из-за техни-
ческих трудностей. Что касается клеток эндоте-
лия, то участие GRIP1 в качестве специального 
адаптера в поддержании связи ФК с ВФ может 
объясняться тем, что эндотелиальные клетки 
нуждаются в  надежном контакте с  субстратом 
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Рис. 6. В истощенных по белку GRIP1 эндотелиальных клетках EA.hy926 отсутствуют ФК и меняется расположение 
ВФ. а – Фазово-контрастное изображение клеток EA.hy926 – контрольных и с нокаутом гена белка GRIP1. б – 
Распределение виментина (антитела V9) в клетках EA.hy926 – контрольных и с нокаутом гена белка GRIP1, на 
простом стекле и стекле, покрытом поли-L-лизином. в – Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток EA.hy926 
(контрольных и с нокаутом гена белка GRIP1) антителами к винкулину, маркеру ФК. Стрелками указаны ФК. 
Части б и в масштаб 10 мкм, а – 50 мкм.

Рис. 7. GRIP1 и фокальные контакты (ФК) колокализуются на периферии фибробласта. Взаимное расположение 
филаментов, декорированных анти-GRIP1-антителами (а), и ФК (б) в фибробласте REF52. ФК визуализированы 
по экспрессии плазмиды, кодирующей зиксин человека, слитый с флуоресцирующим белком mKate. Последнее 
изображение (г) является увеличенным участком, выделенным на совмещенном изображении (в). 
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для успешной пролиферации, а  потеря связи 
с  внеклеточным матриксом вызывает в  них 
апоптоз [51]. 

Таким образом, в данной работе обнаружена, 
с  одной стороны, ассоциация уже известного 
белка-адаптера кинезина GRIP1 с уже известным 
видом карго, транспортируемого кинезином – 
ВФ, с  другой стороны, выявлена роль GRIP1 
в  поддержании адгезивных свойств у  по 
крайней мере двух типов клеток и организации 
ФК в  клетках эндотелия. Поскольку роль ВФ 
в  стабилизации ФК убедительно показана, 
можно предположить, что для выполнения 
этой функции ВФ должны располагаться 
в  непосредственной близости к  ФК, то есть 
должны доставляться на периферию клетки 
посредством активного транспорта с помощью 
кинезина, и связь кинезина с ВФ осуществляет 
адаптерный белок GRIP1. Можно предположить 
также, что белок GRIP1 играет роль посредника, 
взаимодействующего с ВФ и неким компонентом 
ФК.
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GRIP1 is Involved in the Interaction of Vimentin Filaments  
with Focal Adhesions in Endothelial Cells
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Vimentin intermediate filaments are dynamic structures that are able to move in cytoplasm due to activity of 
the motor proteins, kinesin-1 and cytoplasmic dynein. How exactly motors interact with vimentin filaments 
remains unclear. In this work, I show that Glutamate Receptor Interacting Protein (GRIP1) known as 
adapter for kinesin-1 on neuronal cargoes is also a mediator for kinesin-1 interaction with vimentin filaments, 
and this interaction provides crosstalk between vimentin filaments and focal adhesions. GRIP1 associates 
with vimentin filaments in various cells and co-immunoprecipitates with vimentin from cell lysate. Human 
endothelial cells knockout by GRIP1 gene lose focal adhesions and dramatically change their adhesive 
properties. Hypothetically, kinesin-1 engages GRIP1 to deliver vimentin filaments to the cell periphery so 
that they make contact with focal adhesions and stabilize them. 

Keywords: Glutamate Receptor Interacting Protein 1 (GRIP1), kinesin, vimentin intermediate filaments, 
focal adhesions
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Бактерии Klebsiella oxytoca являются возбудителями различных внебольничных и внутрибольничных 
инфекций, в  том числе инфекций мочевыводящих путей, внутрибольничной пневмонии, 
антибиотик-ассоциированной диареи, однако факторы вирулентности данного вида изучены 
недостаточно. С  помощью разных субстратов нами охарактеризован адгезивный потенциал 
урологического изолята K. oxytoca NK-1. Показано, что этот штамм эффективно адгезирует 
к  эпителиальным клеточным линиям, гликозилированным и  негликозилированным белкам 
и полистиролу, а также вызывает агглютинацию клеток дрожжей, что указывает на наличие фимбрий 
типа 1 и 3 – органелл, обеспечивающих адгезию энтеробактерий к широкому кругу субстратов. 
В геноме K. oxytoca NK-1 обнаружены опероны фимбрий типа 1 и типа 3; оперон фимбрий типа 
3 представлен двумя копиями. Сконструированы мутанты с  инактивированными генами этих 
фимбрий. Показано, что инактивация генов фимбрий типа 1 не влияет на адгезию бактерий, 
в то время как инактивация генов фимбрий типа 3 повышает адгезию K. oxytoca NK-1 к клеткам 
эпителия легких (линия H1299); дополнительным индуктором повышенной адгезивности является 
манноза. При этом адгезия данного мутанта к другим субстратам не меняется. Полученные данные 
указывают на многофакторность аппарата адгезии K. oxytoca и  возможность компенсаторной 
экспрессии или сверхэкспрессии генов других адгезинов в отсутствие фимбрий типа 1 и / или 3. 

Ключевые слова: Klebsiella oxytoca, адгезия, фимбрии типа 1 и 3, адгезин, нокаут генов и оперонов, 
манноза, компенсаторная экспрессия, гиперадгезивный фенотип

DOI: 10.31857/S0026898424050084, EDN: HUMBXW

ВВЕДЕНИЕ
Порядок Enterobacterales включает множе

ство абсолютно и условно патогенных бактерий. 
Факторы вирулентности абсолютных патогенов, 
таких как Yersinia spp., Salmonella enterica, 
Shigella spp. и др., изучены достаточно подробно, 
тогда как гораздо меньше известно о факторах 
вирулентности условных патогенов, таких 
как Klebsiella oxytoca. К.  oxytoca представлена 

комплексом видов: К.  oxytoca, К.  michiganensis, 
К.  pasteurii, К.  grimontii, К.  spallanzanii, К.  hu
axiensis и  тремя новыми неназванными вида-
ми, дифференцируемыми по нуклеотидной 
последовательности гена blaOXA, кодирующе-
го β-лактамазу [1]. Фенотипически виды этого 
комплекса неотличимы друг от друга, поэтому 
в  рутинной практике все бактериальные изо
ляты, как правило, определяют как вид К. oxy
toca.

К. oxytoca – второй по клинической значи-
мости вид внутри этого рода после К. pneumoniae 
[2]. Установлено, что пенициллинотерапия 
приводит к  дисбиозу кишечной микробиоты 
и  чрезмерному росту бактерий К.  oxytoca [3], 
что, в свою очередь, может привести к развитию 
воспалительного заболевания кишечника – ан-
тибиотик-ассоциированного геморрагического 
колита [3], а также к развитию позднего неона-

Сокращения: БСА – бычий сывороточный альбумин; 
ИМП – инфекция мочевыводящих путей; КАИМП – 
катетер-ассоциированная инфекция мочевыводящих 
путей; КОЕ – колониеобразующая единица; ЛБ – лизо
генный бульон; ПЦР – полимеразная цепная реакция; 
ФСБ  – фосфатно-солевой буфер; COVID-19  – коро-
навирусная инфекция 2019 года; FRT-сайт  – сайт уз-
навания Flp-рекомбиназой; SOC – супероптимальный 
бульон с подавлением катаболитов.
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тального сепсиса, менингита или некротизиру-
ющего энтероколита у недоношенных младен-
цев [4]. К. oxytoca является также возбудителем 
инфекций мочевыводящих путей (ИМП), в том 
числе катетер-ассоциированных (КАИМП), 
мягких тканей, ран, внутрибрюшных инфекций, 
бактериемии и  внутрибольничной пневмонии 
[3, 5–8]. В частности, доля К. oxytoca в спектре 
уропатогенных возбудителей варьирует между 1 
и 3.5%, однако среди беременных женщин это 
значение достигает 19–38% [9].

Недавно было показано, что у  пациентов 
с  COVID-19 микробиота легких насыщается 
К. oxytoca [10]. Кроме того, у находящихся на ис-
кусственной вентиляции легких (ИВЛ) пациен-
тов, в том числе с COVID-19, часто развивается 
нозокомиальная пневмония, имеющая бактери-
альную природу [11]. По данным Национальной 
сети безопасности здравоохранения США за 
2006–2007 гг. развитие ИВЛ-ассоциированной 
пневмонии в  2.2% случаев вызвано К.  oxytoca 
[12]. Тем не менее, этиология ИВЛ-ассоцииро-
ванной пневмонии зависит от многих факторов, 
включая демографические особенности, геогра-
фическое положение и др. [11]. 

Изучение факторов вирулентности патоге-
нов важно не только с фундаментальной точки 
зрения, но и с практической: за последние де-
сятилетия возрос интерес к разработке и приме-
нению новых лекарственных средств, действую-
щих на факторы вирулентности возбудителей – 
вакцин и патоблокаторов [13, 14]. Вакцинация 
направляет иммунные реакции организма на 
ключевые этапы патогенеза, а  патоблокаторы 
инактивируют структуры, обеспечивающие ви-
рулентность бактерий, тем самым подавляя их 
способность вызывать заболевание [13, 14]. Та-
ким образом, действие препаратов обоих типов 
направлено на факторы вирулентности патоге-
нов, а  главная роль в защите от них отводится 
собственным механизмам иммунитета хозяина.

Адгезия бактерий к  поверхности являет-
ся начальным и  ключевым этапом развития 
инфекции [15]. Патогенные бактерии адгези-
руют к  эпителию или имплантируемым меди-
цинским изделиям (катетерам, трахеальным 
трубкам и  др.) с  помощью разнообразных по-
верхностных афимбриальных и фимбриальных 
белковых адгезинов. Афимбриальные адгезины 
расположены на поверхности клетки в  виде 
отдельных молекул или многокомпонентных 
агрегатов. Однако более эффективную адгезию 
обеспечивают адгезины, расположенные на 
фимбриях – нитевидных полимерных структурах, 
присущих большинству грамотрицательных 
и  ряду грамположительных бактерий [16, 17]. 
Важную роль в  патогенезе инфекций играют 
шаперон-ашерные фимбрии, экспорт и сборка 

которых происходит с  помощью собственного 
молекулярного аппарата, а  не общей системы 
секреции [18]. Периплазматический шапе-
рон формирует комплекс с  каждой струк-
турной субъединицей фимбрии, обеспечи-
вая фолдинг и  препятствуя преждевременной 
полимеризации, и переносит ее к белку-ашеру 
в  наружной мембране, который производит 
сборку фимбрий на поверхности клетки. 

К шаперон-ашерным фимбриям относятся 
фимбрии типа 1 и  3, характерные для вида 
К.  pneumoniae, близкородственного К.  oxytoca. 
Они обеспечивают адгезию бактерий к клеткам 
эпителия кишечника, мочевого пузыря и других 
органов, а  также к  поверхности медицинских 
изделий, что необходимо для формирования 
биопленок [18]. Фимбрии типа 1 и  3 хорошо 
охарактеризованы у  К.  pneumoniae, тогда как 
у  К.  oxytoca их функциональное значение 
подробно не изучено, а  имеющиеся данные 
сводятся лишь к  результатам скрининговых 
описательных исследований. Так, в ряде работ 
отмечена взаимосвязь продукции фимбрий 
типа 1 и  3 и  способности клинических штам-
мов К. oxytoca к формированию биопленок [19, 
20]. Продукция этих фимбрий описана также 
у  штаммов К.  oxytoca, способных к  адгезии на 
эпителиальные клетки [21, 22]. В связи с этим, 
цель данной работы заключалась в том, чтобы 
охарактеризовать адгезивный потенциал 
К. oxytoca NK-1 и оценить вклад фимбрий типа 
1 и 3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объект исследования и  условия культи­

вирования. Штамм К.  oxytoca NK-1 выделен 
с  поверхности мочеточникового стента паци-
ентки с  КАИМП. Бактерии культивировали 
при 37°C в  лизогенном бульоне (ЛБ) [23], при 
необходимости добавляли антибиотики: гента-
мицин (7 мкг/мл), хлорамфеникол (20 мкг/мл) 
или канамицин (50 мкг/мл). Агаризированная 
среда содержала 2% агара. Бактерии для оценки 
их адгезивных свойств выращивали в  усло
виях, оптимальных для продукции фимбрий 
(без аэрации в  течение 48 ч  при 37°C); для 
подавления продукции фимбрий бактерии 
выращивали в  тех же условиях, но при 30°C 
[24]. Для восстановления жизнеспособности 
бактерий после трансформации использовали 
супероптимальный бульон с подавлением ката
болитов (SOC) [23]; для получения ночной 
культуры бактерии культивировали с аэрацией 
в течение 16 ч.

Плазмиды и клеточные линии, использованные 
в  работе, любезно предоставлены доктором 
Rafał Kolenda, сотрудником лаборатории много
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параметрического анализа Бранденбургского 
технического университета Cottbus-Senften-
berg (Германия). Плазмиды pKD4, pKD46-Gm 
и pCP20 [25, 26] использовали на разных этапах 
инактивации генов и  оперонов. Линии клеток 
эпителия мочевого пузыря (5637), кишечника 
(Caco-2) и легких человека (H1299) использовали 
для определения адгезивности бактерий. 
Клеточные линии выращивали в коммерческих 
средах (“Merck”, Германия; 5637 в RPMI-1640, 
остальные линии в  DMEM/F12), содержащих 
дополнительно 10% эмбриональной сыворотки 
крупного рогатого скота, 2 мМ L-глутамин, 
1 мМ пируват натрия, 1% заменимых амино-
кислот (только для H1299) и  антибиотики  – 
пенициллин и  стрептомицин (по 100 ЕД /мл). 
Клеточные линии культивировали при 37°C, 
повышенной влажности и 5% CO2. 

Характеристика адгезивных свойств бак­
терий. Фимбрии на поверхности штамма 
К. oxytoca NK-1 выявляли методом дрожжевой 
агглютинации [27]. Бактерии (ОП600 = 1) и 2%-
ные пекарские дрожжи, ресуспендированные 
в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), смешивали 
на предметном стекле в  равном соотношении 
(по 15 мкл); для определения типа фимбрий 
к  смеси добавляли 15 мкл 0.2 М  маннозы. 
Степень агглютинации определяли визуально 
и оценивали по скорости образования хлопьев 
как слабую (+ – время образования более 20 с), 
умеренную (++  – время образования 5–20  с), 
высокую (+++ – до 5 с). 

Адгезию исследовали на плоскодонных 
полистирольных планшетах Nunc (“Thermo 
Fisher Scientif ic”, США) разного формата. 
В качестве субстратов для адгезии использовали 
клеточные линии и  адсорбированные бел
ки – гликозилированные (РНКаза B) и негли
козилированные (бычий сывороточный 
альбумин, БСА). Клеточные линии выращивали 
в  24-луночных планшетах с  поверхностью 
Nunclon Delta (“Thermo Fisher Scientific”) до 
достижения 80–90% монослоя, промыва-
ли 2  раза в  ФСБ и  добавляли в  лунки свежую 
среду без антибиотиков. В лунки 96-луночного 
планшета MaxiSorp добавляли РНКазу В (“Sigma-
Aldrich”, США) или БСА (“Roth”, Германия) – 
50 мкл в концентрации 5 мг/мл в 0.1 М Na2CO3 
рН 9.6. После инкубации в течение 12 ч при 4°C 
лунки промывали 1%-ным БСА и высушивали 
на воздухе.

Бактериальную культуру центрифугировали 
при 4500 об/мин в  течение 10 мин. Клетки 
промывали 3 раза в  ФСБ и  ресуспендировали 
в среде для культивирования клеточных линий 
без антибиотиков (для анализа адгезии к эука
риотическим клеткам) или 1% БСА (для анализа 
адгезии к  адсорбированным белкам). Лунки 
инфицировали бактериальной суспензией  – 

20 × 106 бактерий (клеточные линии) или  
5 × 106 бактерий (белки). После 2 ч инкубации 
лунки 3 раза промывали ФСБ для удаления 
несвязавшихся бактерий. Клетки эукариот 
с  адгезированными бактериями разрушали, 
добавляя в  лунку 200 мкл 0.1%-го Тритона 
X-100 на 5 мин. Готовили серию десятикратных 
разведений, которые высевали на агаризованную 
среду ЛБ для подсчета колониеобразующих 
единиц (КОЕ). Результаты выражали как 
количество КОЕ на 1 мм2 поверхности моно
слоя (площадь поверхности лунки 1.9 см2). 
Бактерии, связанные с  белками, фиксирова-
ли в  4%-ном параформальдегиде, промывали 
в  ФСБ, окрашивали иодидом пропидия 
и сканировали с помощью автоматизированной 
системы флуоресцентной микроскопии Aklides 
(“Medipan”, Германия); подсчет бактерий 
в  1  мм2 проводили в  программе Maxislider 
v.4.02. О влиянии инактивации на адгезивность 
мутанта судили по эффективности адгезии, 
выраженной как отношение уровня адгезии 
мутанта к уровню адгезии штамма дикого типа, 
принятого за 100%.

Для визуализации адгезированных бактерий 
клеточную линию 5637 выращивали на сте-
рильных покровных стеклах в  24-луночном 
планшете. Инфицированные и промытые клетки 
фиксировали 1%-ным глутаровым альдегидом 
(“Sigma-Aldrich”) в  течение 12 ч,  промыва-
ли 2 раза в  ФСБ и  обезвоживали растворами 
этанола в  восходящей концентрации (от 30 до 
96%) по 2 раза в течение 30 мин. Анализировали 
с  помощью сканирующего электронного 
микроскопа Merlin (“Carl Zeiss”, Германия) [28].

Поиск генов фимбрий в геноме штамма NK-
1, секвенированном нами ранее [29], проводили 
с помощью программы BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). Сравнительный анализ 
геномных локусов проводили с помощью про-
граммы Easyfig v. 2.2.3. Белковые мотивы в ами-
нокислотных последовательностях предсказы-
вали с помощью программы ScanProsite (https://
prosite.expasy.org/scanprosite/). 

Инактивацию генов и  оперонов проводили 
с  помощью системы рекомбинации фага 
λ Red по методу, описанному ранее [25], с мо
дификациями для энтеробактерий [30]. Удаля-
ли как гены адгезинов, так и полные опероны, 
чтобы исключить вклад других структурных 
субъединиц в адгезию. 

На всех этапах генетический материал до
ставляли в  клетки бактерий с  помощью эле
ктропорации: 50 мкл электрокомпетентных 
клеток и 1 мкл плазмиды (40–50 нг) или 5 мкл 
ПЦР-продукта (1000 нг) помещали в холодную 
кювету с  зазором 4 мм. Процедуру проводили 
с  помощью прибора MicroPulser (“Bio-Rad”, 
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США) при следующих параметрах: напряжение 
2.5 кВ, емкость 25 мкФ, сопротивление 200 Ом. 
Сразу после воздействия электрического 
импульса к  клеткам добавляли 900 мкл среды 
SOC. 

Для получения электрокомпетентных кле
ток нативного штамма ночную культуру ино
кулировали в свежую среду в соотношении 1 : 
100 и выращивали с аэрацией до ОП600 = 0.5–0.6. 
Далее клетки инкубировали на льду = в течение 
30 мин, осаждали (12 мин при 4500  g), 2 раза 
промывали холодной дистиллированной водой 
и концентрировали в ней же в 100 раз относи-
тельно первоначального объема культуры. Далее 
клетки трансформировали плазмидой pKD46-
Gm, кодирующей рекомбиназу фага λ Red, 
и культивировали при 30°C с аэрацией в тече-
ние 1 ч. 

Трансформанты культивировали на плотной 
среде ЛБ с  гентамицином при 30°C и  исполь-
зовали для получения вторичных электроком-
петентных клеток. После достижения ОП600 = 
= 0.2–0.3 к культуре добавляли 0.2% арабино-
зы для индукции экспрессии гена рекомбиназы 
фага λ Red. После дальнейшего культивирова-
ния в  течение 30–45 мин культуру инкубиро-
вали в течение 15 мин в водяной бане при 42°C 
и далее 15 мин во льду. После осаждения и про-
мывания клетки трансформировали ПЦР-ам-
плификатом гена устойчивости к  канамицину 
kan, фланкированного прямыми повторами 
(FRT-сайтами). Благодаря использованию со-
ставных праймеров для инактивации (табл. 1), 

ген был фланкирован также участками удаля-
емого элемента, по которым ген kan, фланки-
рованный FRT-сайтами, в  ходе гомологичной 
рекомбинации встраивался в  геном вместо 
удаляемого элемента с помощью накопленной 
в  клетках рекомбиназы. После трансформа-
ции клетки культивировали при 37°C в течение 
2 ч с аэрацией, а затем в течение 2 ч без аэрации. 
Скрининг мутантов проводили на плотной сре-
де ЛБ с канамицином, используя праймеры для 
верификации (табл. 2).  ПЦР-продукты анали
зировали с помощью электрофореза в 1.5%-ном 
агарозном геле [31], ДНК-маркер  – GeneRuler 
1 kb Plus (“Thermo Fisher Scientific”).

Полученные мутантные штаммы использо
вали для получения электрокомпетентных кле
ток, которые затем трансформировали плазми-
дой pCP20, кодирующей Flp-рекомбиназу. Эта 
рекомбиназа, узнающая FRT-сайты, вырезала 
ген kan из генома. Протокол приготовления 
электрокомпетентных клеток был таким же, как 
для нативного штамма. Трансформанты культи-
вировали на плотной среде ЛБ с хлорамфенико-
лом при 30°C.

Для элиминации плазмиды pCP20 из му-
тантных штаммов бактерии культивировали на 
плотной среде ЛБ без антибиотиков при 42°C. 
Колонии мутантов, утративших устойчивость 
ко всем трем антибиотикам, использовали для 
подтверждения инактивации с  помощью ПЦР 
с праймерами для верификации (табл. 2). 

Статистическая обработка результатов. 
Эксперименты проводили 3–5 раз по три 

Таблица 1. Праймеры для инактивации, использованные в работе

Ген/оперон Праймер Нуклеотидная последовательность* Т, °С

fimH 

Ko.fH.ina f aagaggaatgaaaaaaatagtcaccctgttgttaac
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

63.5

Ko.fH.ina r ttattcgtaaacaaaggttactccgataattgactg
ATGGGAATTAGCCATGGTCC

mrkD 
(обе копии)

Ko.mD.ina f agtcaggaaaaaacaaaggaaacgctatgtcgctaa
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

62.0

Ko.mD.ina r caattgtgctgaatcacgcatacccgcctcccgaat
ATGGGAATTAGCCATGGTCC

fim 

Ko.fim.ina f atgaacaaattagccgttatcgttttttcagcactgttcctgagcgctacGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTC

64.5

Ko.fim.ina r ctacactgcgatgccggactgcggctccgcttcgcctgagagctccgccaATGGGAATTAGC
CATGGTCC

mrk1 
(первая копия)

Ko.mrk1.ina f atgaaaaaggttcttctctctgctgcaatggcgactgcgttttttggtatGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC

65.5

Ko.mrk1.ina r tcaattataaacaagttcccaggtcgcccagctggtcaacggaccgctggATGGGAATTAGCC
ATGGTCC

mrk2  
(вторая копия)

Ko.mrk2.ina f gcggcaaatgctgctgataccaatgtaggcggcggtcaggttaatttcttGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTC

66.0

Ko.mrk2.ina r tcgctttttccggcgctggcgtaacgtagccaatgtaataagtaaatatcATGGGAATTAGCCA
TGGTCC

* Нижний регистр обозначает выступы целевого гена/оперона.
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повторности в  каждой серии. Данные пред
ставлены в  виде среднего ± ошибка среднего. 
Статистическую обработку поводили с помощью 
программы PSPP-1.4.1-g79ad47. Данные 
сравнивали с использованием непарного двух
выборочного t-критерия Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при р <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

К. oxytoca NK-1 обладает способностью  
к адгезии к широкому кругу субстратов

 Культура штамма NK-1, выращенная при 
37°C, вызывала умеренную агглютинацию 
клеток дрожжей (++), которая подавлялась 
маннозой (+), что указывает на продукцию 
бактериями чувствительных и нечувствительных 
к маннозе фимбрий типов 1 и 3 соответственно. 

В  то же время, культивирование бактерий при 
30°C приводило к  снижению агглютинации 
дрожжей (+), которая при этом не изменялась 
при добавлении маннозы, что указывало на 
наличие на поверхности бактерий, выращенных 
в данных условиях, лишь фимбрий типа 3. Таким 
образом, температура культивирования влияет 
на продукцию штаммом NK-1 фимбрий типа 1 
и 3. Для дальнейшей характеристики адгезивных 
свойств бактерии культивировали при 37°C. 

Адгезивный потенциал штамма был охаракте
ризован на разных биотических и абиотических 
поверхностях. С помощью сканирующей элект
ронной микроскопии показано, что бактерии 
эффективно адгезируют как к линии клеток 5637 
эпителия мочевого пузыря (рис. 1а), так и к стеклу 
(рис. 1б). Количественная оценка адгезии также 
подтвердила способность штамма адгезировать 
к  биотическим и  абиотическим поверхностям. 

Таблица 2. Праймеры для верификации мутантов, использованные в работе

Сайт амплификации Праймер Нуклеотидная последовательность Т, °С
Фланкирующие праймеры

fimH
Ko.fH f GGAACGATCCAGGCGGTGAT 56.0
Ko.fH r CGACAGGATGCAGTCGACCT 56.0

mrkD
Ko.mD f GAAGGCCACGGTTAAGTGGA 54.0
Ko.mD r AGGGCCAGTTGAATGAGTCG 54.0

fim
Ko.fim f AGCATTGCTTCAGGATTATT 50.0
Ko.fim r ATCCTTGATGAACTGATTGT 50.0

mrk1
Ko.mrk1 f TGCTCATTGATACTTAATTC 51.0
Ko.mrk1 r ATTGTAACATTTGCGCAAGA 50.0

mrk2
Ko.mrk2 f ATCCATAAAACAGTCTCAAT 52.0
Ko.mrk2 r TTAATGCAAAAAGATTCTGG 51.0

Внутренние праймеры
fimH/fim Ko.inn.fH f CGGTTCATTAATCGCGGTCC 54.0
mrkD Ko.inn.mD f ACGGCAATAACCCGATCCTC 54.0
mrk1/mrk2 Ko.inn.mrk f TATTCTCGCCGGAAAGCGGC 56.0

kan
К2 f CGGTGCCCTGAATGAACTGC 56.0
К1 r CAGTCATAGCCGAATAGCCT 52.0

Рис. 1. Адгезивный потенциал К. oxytoca NK-1. С помощью сканирующей электронной микроскопии (увеличение 
15000× и 2000×) показано, что бактерии способны адгезировать как к живым клеткам эпителия мочевого пузыря 
5637 (а), так и к стеклу (б).

а б

1 мкм 2  мкм
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Так, уровень адгезии штамма к клеткам эпителия 
кишечника Caco-2, легких H1299 и  мочевого 
пузыря 5637 составлял 2100 ± 100, 1500 ± 100 
и  450  ± 30 КОЕ/мм2 соответственно. На раз-
ных абиотических субстратах адгезивность 
штамма была примерно одинаковой, состав-
ляя 23000 ± 3000  бактерий/мм2 на РНКазе B, 
17000 ± 3000 бактерий/мм2 на БСА и столько же 
на полистироле без адсорбированных белков. 
Адгезия штамма к  РНКазе B, богатой остат-
ками маннозы, может объясняться продукци-
ей фимбрий типа 1, адгезин которых (FimH) 
специфически связывает маннозилированные 
белки [32]. В свою очередь, фимбрии типа 3 уча-
ствуют в неспецифической адгезии и могут быть 
фактором эффективной адгезии штамма NK-1 
к БСА и полистиролу [33, 34].

Геном К. oxytoca NK-1 кодирует фимбрии  
типа 1 и 3

С помощью BLAST-анализа в геноме К. oxy
toca NK-1 обнаружены кластеры генов, участ
вующих в  биогенезе фимбрий типа 1 и  3 (fim- 
и  mrk-опероны соответственно) (рис. 2). Об-
щими для этих оперонов являются следующие 
структурные гены:

– f imA  и  mrkA, кодирующие  главную 
субъединицу тела фимбрий;

– f imC и  mrkB, кодирующие шаперон, 
обеспечивающий фолдинг и  транспорт субъ
единиц через периплазму;

– гены fimD и mrkC ашера, обеспечивающего 
сборку субъединиц на наружной мембране;

– гены fimH и  mrkD адгезина, располо
женного на дистальном конце тела фимбрии 
и обеспечивающего специфичное прикрепление 
бактерий.

Оперон фимбрий типа 1 (fim-оперон) пред-
ставлен в  геноме одной копией размером 
8.05 т.п.н. Подобно fim-оперону К. pneumoniae, 
fim-оперон К.  oxytoca NK-1 включает восемь 
генов: fimA, fimC, fimD, fimH и  следующие 
минорные гены:

– fimI с  неохарактеризованной функцией. 
Имеющиеся данные позволяют предположить, 
что продукт этого гена терминирует сборку 
фимбрии и закрепляет ее на наружной мембране;

Рис. 2. Сравнительный анализ генных кластеров, ответственных за продукцию фимбрий типа 1 (а) или типа 3 (б), 
в геномах К. pneumoniae и К. oxytoca. Под генами представлены гипотетические генные продукты в аминокислот-
ных остатках (а.о.). Цветная шкала – степень идентичности сравниваемых генов.
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– fimF и fimG – продукты этих генов закреп
ляют адгезин на теле фимбрии и контролируют 
ее длину;

– дополнительный ген fimK кодирует белок-
репрессор экспрессии fim-оперона Klebsiella spp, 
отсутствующий у Escherichia coli [35, 36]. 

В то же время, в  отличие от К.  pneumoniae, 
перед fim-опероном К. oxytoca NK-1 вместо ге-
нов рекомбиназ fimB и fimE, меняющих ориен-
тацию промотора и  тем самым регулирующих 
экспрессию оперона [36], расположен ген гипо-
тетического белка. Согласно проведенному на-
ми BLAST-анализу, гомологи этого гена харак-
терны только для членов видового комплекса 
К.  oxytoca. С  помощью программы ScanProsite 
в продукте данного гена выявлен структурный 
мотив “спираль-поворот-спираль”, характерный 
для ДНК-связывающих регуляторных белков 
[37]. Можно предположить, что экспрессия 
fim-оперона в клетках К. oxytoca и других членов 
видового комплекса К.  oxytoca контролируется 
продуктом этого гена.

Оперон фимбрий типа 3 (mrk-оперон) в гено-
ме К. oxytoca NK-1 представлен двумя копиями 
размером 5.58 и  5.65 т.п.н. (рис. 2б), нуклео-
тидная последовательность которых идентична 
на 94%. Структурно обе копии состоят из пяти 
генов, они идентичны mrk-оперону К.  pneu-
moniae и, помимо уже упомянутых генов mrkA, 
mrkB, mrkC, mrkD, включают также минорный 
ген mrkF, продукт которого участвует в  сбор-
ке и  стабилизации фимбрий [38]. Экспрес-
сия mrk-оперона контролируется прилежащим 
и расположенным на обратной цепи кластером 
регуляторных генов, который организован ана-
логично в соответствующих геномных локусах 
обеих бактерий и состоит из следующих генов: 
mrkH (главный активатор), mrkI (репрессор) 
и  mrkJ (минорный активатор). Вместе с  тем, 
нуклеотидные последовательности этих ге
нов различаются. Так, обе копии гена mrkJ 
К. oxytoca гомологичны соответствующему гену 
К.  pneumoniae. Обе копии гена mrkI К.  oxytoca 
NK-1 гомологичны гену mrkI К. pneumoniae на 
70% только в  пределах 25% длины последо-
вательности. Интересно отметить, что копии 
гена mrkH К. oxytoca не гомологичны друг другу 
по всей длине, лишь одна копия гена mrkH 
гомологична гену mrkH К. pneumoniae на 74%. 

С целью изучения вклада фимбрий типа 1 
и  3 в  адгезивный потенциал К.  oxytoca NK-1 
проведен нокаут генов адгезинов – fimH и mrkD 
соответственно. Чтобы исключить возможное 
влияние других структурных субъединиц фимбрий 
на адгезию и  другие клеточные процессы, 
например, при накоплении в  периплазме, мы 
инактивировали также целые опероны фимбрий 
типа 1 (fim) и типа 3 (mrk). Для полного нокаута 

фимбрий типа 3 инактивировали вторую копию 
гена mrkD или оперона mrk у мутантов по первым 
копиям. Чтобы получить мутантов по обоим 
типам фимбрий, инактивировали ген адгезина 
или оперон фимбрий типа 1 у полных мутантов 
по фимбриям типа 3. В геноме мутантов вместо 
удаленного элемента оставался так называемый 
“шрам” меньшего размера, что подтверждено 
с помощью ПЦР (рис. 3а). На рис. 3б показана 
линейка мутантов c нокаутом генов отдельных 
адгезинов фимбрий типа 1 (ΔfimH) или типа  3 
(ΔmrkD1, ΔmrkD1,2), оперонов фимбрий типа 1 
(Δfim) или типа 3 (Δmrk1, Δmrk1,2), а также генов 
адгезинов и оперонов фимбрий типа 1 и 3 одно-
временно (ΔfimH ΔmrkD1,2 и Δfim Δmrk1,2 соот-
ветственно).

Инактивация генов фимбрий типа 3  
повышает адгезию К. oxytoca NK-1  

к клеткам эпителия легких

Адгезивные свойства мутантных штаммов 
исследовали с  помощью тех же клеточных ли
ний, белков, адсорбированных на полисти
роле, и  чистого полистирола. Согласно полу
ченным результатам, инактивация генов 
адгезинов и  оперонов обоих типов фимбрий 
не влияла на адгезию бактерий к абиотическим 
поверхностям (РНКазе B, БСА и полистиролу), 
а также к линиям клеток эпителия кишечника 
Caco-2 и  мочевого пузыря 5637 (рис. 4а). Од-
нако на клетках эпителия легких H1299 адгезия 
мутантов по генам фимбрий типа 3 неожидан-
но повышалась; и этот эффект усиливался при 
последующем удалении генов фимбрий типа 1 
у  данного мутанта. Необходимо отметить, что 
инактивация только генов фимбрий типа 1 не 
влияла на адгезию бактерий. При этом фенотип 
мутантов по генам адгезинов не отличался от фе-
нотипа мутантов по целым оперонам, что позво-
ляет сделать вывод о том, что наблюдаемый эф-
фект действительно вызван отсутствием в гено-
ме детерминант адгезинов фимбрий типа 3. Так, 
уровень адгезии мутантов по одной копии гена 
адгезина ΔmrkD1 или оперона Δmrk1 к клеткам 
линии H1299 повышался относительно дикого 
типа на 34 ± 10 и  30  ±  5%, соответственно, 
мутантов по обоим генам адгезина (ΔmrkD1,2) 
и  оперонов (Δmrk1,2)  – на 79 ± 7 и  87 ± 4%, 
а мутантов по фимбриям типа 1 и 3 одновремен-
но, то есть по генам адгезинов ΔfimH ΔmrkD1,2 
и оперонам Δfim Δmrk1,2 – на 129 ± 12 и 140 ± 
± 13% соответственно (рис. 4а). 

Инактивация фимбрий типа 1 не влияет на 
адгезию К.  oxytoca NK-1 к  клеткам эпителия 
кишечника и  легких, а  инактивация фимбрий 
типа 3 не влияет на адгезию к клеткам эпителия 
кишечника и мочевого пузыря, что согласуется 
с  данными, описывающими колонизирующую 
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Рис. 3. Верификация мутантных штаммов К. oxytoca NK-1 (а) и схематичное изображение генотипов полученных 
мутантов (б). Генетические детерминанты фимбрий типа 1 и 3, которые обеспечивают адгезию энтеробактерий 
к биотическим и абиотическим поверхностям, инактивированы. Элиминацию генов адгезинов или целых опе-
ронов фимбрий подтверждали с помощью ПЦР, используя пары праймеров к удаляемым элементам генома: ге-
нам адгезинов fimH и mrkD, оперонам fim, mrk1 и mrk2. Размеры амплификатов (п.н.), определенные с помощью 
электрофореза в  агарозном геле, указаны на электрофореграммах. М  – ДНК-маркер, дт  – дикий тип, kan  – 
мутантный тип до элиминации гена устойчивости к канамицину, мт – мутантный тип.
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способность К. pneumoniae в модели инфекции 
у мышей [39]. Однако полученные нами данные 
об отсутствии эффекта инактивации фимбрий 
на адгезию К.  oxytoca NK-1 к  полистиролу 
и  клеткам эпителия мочевого пузыря отлича
ются от данных для К.  pneumoniae [39, 40]. 
Так, инактивация фимбрий типа 1 или 3 нега
тивно влияла на способность К.  pneumoni-
ae колонизировать мочевой пузырь и  катетер 
в мышиной модели КАИМП [40]. Кроме того, 
инактивация фимбрий типа 3 подавляла спо-
собность К.  pneumoniae к  формированию 
биопленок на абиотической поверхности  – 
процессу, ключевым этапом которого является 
неспецифическое прикрепление бактерий 
[39]. В  то же время, в  отличие от показанной 
нами повышенной адгезии мутанта К.  oxytoca 
по фимбриям типа 3 к  клеткам эпителия лег-
ких, аналогичная мутация у  К.  pneumoniae ни
как не сказывалась на способности бактерий 
колонизировать легкие мышей [39].

Мы предполагаем, что отсутствие влияния 
инактивации фимбрий типа 1 или 3 на адгезию 
бактерий к  определенным субстратам связано 
с тем, что их удаление меняет белковый профиль 
внешней мембраны и в свою очередь вызывает 
стресс клеточной оболочки, на который 
бактериальная клетка реагирует компенсаторной 
экспрессией генов других адгезинов, в  част
ности, сверхэкспрессией адгезинов, тропных 
к  клеточной линии H1299 эпителия легких. 
Установлено, что у  грамотрицательных бак
терий реакция клеточной оболочки на стресс 
обеспечивается двухкомпонентной сигнальной 
системой Cpx, которая контролирует экспрессию 
многих генов, в  том числе оперонов фимбрий 
[41, 42].

Компенсаторная экспрессия фимбриальных 
генов осуществляется за счет механизмов 
координированной регуляции на уровне как 
локальных, так и глобальных регуляторов и на
правлена на предотвращение биогенеза од
новременно нескольких типов фимбрий для 



792 ГИЛЯЗЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

снижения энергозатрат [43, 44]. Это показано, 
например, для S-, P-, F1C-фимбрий и  фим-
брий типа 1 E. coli [45]. В  ходе BLAST-анали-
за мы обнаружили в  геноме К.  oxytoca NK-1 
еще три гипотетических гомолога оперонов 
шаперон-ашерных фимбрий из 10, описанных 
у  К.  pneumoniae [46, 47]: Kpa, Kpg и  Ecp. Та-
ким образом, адгезивный профиль мутант-
ных штаммов К.  oxytoca может объясняться 
компенсаторной экспрессией данных оперонов 
или других генов адгезинов, еще не идентифи-
цированных.

Возможно также, что функциональные осо
бенности фимбрий типа 1 и 3 К. oxytoca не обес
печивают их специфичность, характерную для 
соответствующих фимбрий у  К.  pneumoniae, 
а именно, адгезию к клеткам эпителия мочевого 
пузыря, гликопротеинам, БСА и полистиролу. 

Поскольку у  К.  pneumoniae экспрессия 
оперонов фимбрий типа  1 и  3 подверже-
на компенсаторной регуляции [48], мы 
предположили, что сверхадгезивность мутанта 
К.  oxytoca NK-1 по фимбриям типа 3 может 
быть связана с  гиперпродукцией фимбрий 
типа 1. Чтобы понять это, мы исследовали 
влияние маннозы на адгезивные свойства 
мутантных штаммов. Поскольку адгезивный 
фенотип мутантов по генам адгезинов не 
отличался от фенотипа мутантов по целым 
оперонам соответствующих фимбрий (рис. 4а), 
в  данном эксперименте использовали толь
ко мутантов по генам адгезинов. Перед 
адгезией бактерии (дикого типа и  мутантные) 
обрабатывали 0.2 М маннозой и рассчитывали 
эффективность адгезии каждого штамма как 
отношение адгезии обработанных бактерий 
к  адгезии необработанных, принятой за 100% 
(контроль). Манноза положительно влияла 

Рис. 4. Адгезивные фенотипы мутантов с инактивированными фимбриями типов 1 и/или 3. Чтобы оценить вли-
яние инактивации фимбрий на адгезию К. oxytoca NK-1 к клеткам эпителия легких H1299 (а), эффективность 
адгезии (%) каждого мутантного штамма рассчитывали как соотношение уровней адгезии мутантного штамма 
и штамма дикого типа, принятого за 100%. Чтобы оценить влияние маннозы на адгезию штаммов дикого типа 
и мутантов (б), рассчитывали эффективность адгезии (%) каждого штамма – отношение уровня адгезии после 
обработки маннозой (опыт) к уровню адгезии до обработки, принятому за 100% (контроль). *p < 0.05.
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на адгезивность мутантов с  одновременно 
инактивированными генами адгезинов обоих 
типов фимбрий в отношении клеток эпителия 
легких (рис. 4б). Обработка штамма дикого 
типа маннозой незначительно снижала его 
адгезивность  – остаточная адгезия составляла 
79 ± 2% от контроля. Наблюдаемый эффект 
может быть связан с  функционированием 
маннозачувствительных фимбрий типа  1. 
Интересно отметить, что манноза не влияла на 
адгезию мутанта по адгезинам фимбрий типа 3 
(ΔmrkD1,2) и  неожиданно повышала адгезию 
мутанта по адгезинам фимбрий обоих типов 
(ΔfimH ΔmrkD1,2) на 30 ± 3% относительно кон-
троля.

Согласно одной из разновидностей механизма 
РНК-интерференции [49], трансляция мРНК 
генного кластера mrkHIJ, расположенного на 
противоположной цепи после оперона фимбрий 
типа 3 и кодирующего его регуляторы, в натив-
ном состоянии может быть частично подавле-
на за счет гибридизации 5´-удлиненного конца 
его транскрипта с  3´-удлиненным концом 
транскрипта mrk-оперона. В случае инактивации 
промотора фимбриальных генов можно было бы 
допустить, что измененный фенотип мутантов 
по фимбриям типа 3 вызван частичной де-
репрессией кластера mrkHIJ, обусловленной 
отсутствием mrk-транскрипта, и, как следствие, 
изменением экспрессии других гипотетических 
генов адгезинов, перекрестными регуляторами 
которых являются продукты mrkHIJ. Тем не 
менее, поскольку инактивация была направлена 
лишь на структурные гены оперона и  не 
затрагивала промоторы и  регуляторные гены, 
дерепрессия mrkHIJ-кластера возможна лишь 
у мутанта по целым mrk-оперонам (ввиду пол-
ного отсутствия транскрипта), но не у  мутан-
та по генам адгезинов mrkD  – в  этом случае 
продолжалось бы частичное подавление. По-
скольку адгезивные фенотипы мутантов по ге-
нам адгезинов mrkD и целым mrk-оперонам не 
различались, мы не можем однозначно говорить 
о вкладе генов-регуляторов mrk-оперона в экс-
прессию других адгезинов.

Согласно опубликованным данным, манноза 
усиливает экспрессию генов вирулентности 
энтеробактерии Edwardsiella piscicida, патоген-
ной для рыб, за счет связывания и  активации 
маннозазависимого активатора транскрипции 
[50]. В  геноме К.  oxytoca нами обнаружен ген, 
на 73% идентичный этому гену-активатору, 
что позволяет предположить возможность 
его экспрессии в  рамках ответа оболочки 
К.  oxytoca на стресс, связанный с  удалением 
фимбрий типа  3 или одновременно типов 1 
и  3. В  присутствии экзогенной маннозы это 
усиливает экспрессию генов адгезинов, тропных 
к клеткам эпителия легких. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами показано, что адгезивный аппарат 

К. oxytoca NK-1 характеризуется многообразием 
компонентов, которые обеспечивают адгезию 
к  широкому кругу субстратов и  способны 
заменять друг друга. Это осуществляется 
благодаря перекрестной регуляции экспрессии 
соответствующих генов и  обеспечивает 
быструю и  эффективную адаптацию бактерий 
к разным экологическим нишам. В частности, 
высокий природный потенциал штамма К. oxy-
toca NK-1 к  адгезии на клетках эпителия лег-
ких повышается при инактивации фимбрий 
типа 3, и  этот эффект усиливается при 
одновременном отсутствии фимбрий типов 1 
и 3, а также в присутствии экзогенной маннозы. 
Это радикально отличается от эффекта, 
наблюдаемого после аналогичных манипуляций 
с фимбриальными генами у близкородственного 
вида  – К.  pneumoniae, что может свидетель-
ствовать об отличиях в  регуляции механизмов 
адгезии у  К.  oxytoca. Учитывая возрастающую 
клиническую значимость К.  oxytoca, важной 
представляется роль факторов, контролирую-
щих функционирование фимбрий типа 3, ко-
торые обладают потенциальной способностью 
индуцировать компенсаторную сверхэкспрес-
сию генов других адгезинов. Чтобы понять, как 
это может сказаться на патогенезе инфекций 
и,  в  первую очередь, пневмонии, необходимо 
дальнейшее изучение способности мутантов ко-
лонизировать легочный эпителий на животной 
модели, поскольку адгезины, обеспечивающие 
повышенную адгезию бактерий in vitro, могут 
служить антигенами для развития иммунного 
ответа in vivo в  богатой фагоцитами легочной 
среде и тем самым ускорять элиминацию пато-
генов. Кроме того, для идентификации струк-
тур, обеспечивающих повышенную адгезию 
мутантов, требуется проведение транскриптом-
ного и  протеомного анализа. Таким образом, 
полученные нами данные поднимают вопросы 
о механизмах адгезии условно-патогенных бак-
терий К.  oxytoca и  приоткрывают новые пер-
спективы в  дальнейшем поиске мишеней для 
патоблокаторов и вакцин, контроля инфекций, 
вызванных этими возбудителями.
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Inactivation of Type 3 Fimbriae Increases Adhesion  
of Klebsiella oxytoca to Lung Epithelial Cells

A. G. Giliazeva1, *, A. M. Mardanova1

1Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia 
*e-mail: adeliyagilyazeva@gmail.com 

Klebsiella oxytoca is a causative agent of various community-acquired and nosocomial infections in humans, 
including urinary tract infections, nosocomial pneumonia, antibiotic-associated diarrhea, etc. However, the 
virulence factors of this species have not been sufficiently studied. In this study, we characterized the adhesive 
potential of the urological isolate К. oxytoca NK-1 using different substrates. Our findings indicate that this 
strain effectively adheres to epithelial cell lines, glycosylated and non-glycosylated proteins and polystyrene. 
Furthermore, it induces yeast agglutination, indicating the presence of type 1 and type 3 fimbriae – organelles 
that facilitate the adhesion of enterobacteria to a diverce range of substrates. Both type 1 and type 3 fimbrial 
operons were identified in the strain´s genome, with the latter presented in two copies. Mutants with 
inactivated genes encoding these fimbriae were constructed. It has been shown that the inactivation of type 
1 fimbrial genes does not affect bacterial adhesion, while the inactivation of type 3 fimbrial genes increases 
the adhesion of К. oxytoca NK-1 to lung epithelial cells (line H1299), with mannose serving as an additional 
inducer of the increased adhesion. At the same time, the adhesion of this mutant to other substrates is not 
affected. These findings lead us to the conclusion that the adhesive apparatus of К. oxytoca is multifactorial. 
Additionally, they suggest the possibility of compensatory expression or overexpression of genes encoding 
alternative adhesins in the absence of types 1 and/or 3 fimbriae.

Keywords: Klebsiella oxytoca, adhesion, type 1 and type 3 fimbriae, adhesin, inactivation of genes and 
operons, mannose, compensatory expression, hyperadhesive phenotype
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Трансглутаминазы  – ферменты, осуществляющие посттрансляционные модификации белков 
и участвующие в регуляции их активности. Впервые показано, что у базального многоклеточного, 
морской губки Halisarca dujardinii, гены трансглутаминаз организованы в  кластер, как 
и  у  млекопитающих. Регуляторные области шести генов трансглутаминаз и  особенности их 
экспрессии в  разные периоды жизненного цикла H. dujardinii указывают на независимую 
регуляцию их экспрессии. Снижение активности трансглутаминаз, вызванное цистамином, 
повышает эффективность восстановления многоклеточной структуры губки после ее механической 
диссоциации. Впервые показано, что у  базального многоклеточного снижение активности 
трансглутаминаз приводит к  увеличению продукции активных форм кислорода. Изучение 
трансглутаминаз базального многоклеточного и других морских организмов важно для понимания 
эволюции и особенностей функционирования этих ферментов у высших животных.

Ключевые слова: трансглутаминазы, Halisarca dujardinii, реагрегация, цистамин, активные формы 
кислорода 
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ВВЕДЕНИЕ
Трансглутаминазы (TGM)  – семейство 

структурно и функционально родственных фер-
ментов, которые катализируют реакции вклю-
чения амина в остатки глутамина и образование 
изопептидной связи между остатками глутамина 
и лизина. Са2+-зависимые TGM животных [1], 
грибов [2] и растений [3] выполняют множество 
важных функций, таких как поддержание це-
лостности мембран и внутриклеточного матрик-
са, регуляция клеточной адгезии и  модуляция 
передачи сигнала [4]. TGM участвуют в  регу-
ляции активности белков-мишеней с помощью 
различных посттрансляционных модификаций, 
включая сшивание белков, аминилирование, 

гидролиз с  конверсией остатка Gln в  Glu [5]. 
Показано участие TGM в  регуляции развития 
эмбрионов как у позвоночных, так и у беспозво-
ночных животных [6, 7]. Бактериальные TGM 
не относятся к Са2+-зависимым ферментам, они 
обладают низкой гомологией с TGM животных 
и менее специфичны [8]. Бактериальные TGM 
находят широкое применение в  производстве 
различных продуктов питания, включая рыбные 
и мясные [9, 10], а также в создании капсул для 
лекарственных средств [11] и производстве био-
разлагаемого пластика [12]. 

Геном человека содержит девять генов TGM: 
TGM1, TGM2, TGM3, TGM4, TGM5, TGM6, 
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TGM7, ген фактора свертываемости кро-
ви FXIIIa (F13A) и  ген мембранного белка 4.2 
(EPB42). Эти гены кодируют восемь каталити-
чески активных и  одну неактивную (EPB42) 
изоформу TGM. Изоформы TGM млекопита-
ющих экспрессируются в различных тканях под 
контролем многоуровневой регуляции [13, 14]. 
TGM1 представлена в эпителиальных тканях [4, 
15, 16]. TGM2 широко распространена в различ-
ных клетках и тканях [17]. TGM3 присутствует 
в  волосяном фолликуле, эпидермисе и  голов-
ном мозге [4], а TGM4 в предстательной железе 
и ее жидкостях, включая семенную [18]. TGM5 
экспрессируется в  основном в  кератиноцитах 
крайней плоти, слизистой оболочке эпителия 
и скелетных мышцах [19]. TGM6 и TGM7 лока-
лизованы в семенниках и легких [4]. F13A нахо-
дится в плазме и является одним из компонен-
тов каскада свертывания крови [20]. EPB42 не 
обладает каталитической активностью, входит 
в состав мембраны эритроцитов, где участвует 
в поддержании ее целостности [21].

У беспозвоночных не найдено большого ко-
личества тканеспецифичных изоформ TGM. 
Клетки ракообразного Pacifastacus leniusculus 
содержат две изоформы TGM [22]. У Drosophila 
melanogaster обнаружены две изоформы, которые 
кодирует один ген (FlyBase ID: FBgn0031975). 
Обе изоформы функционируют и  как внутри-
клеточные, и как внеклеточные [1]. У морского 
ежа Paracentrotus lividus [7], асцидии Ciona intes-
tinalis [23], полихеты [24], гребневиков и губки 
Amphimedon queenslandica [25] найдена только од-
на изоформа TGM.

В регуляции экспрессии генов TGM у  мле-
копитающих участвует индуцируемый гипокси-
ей фактор (HIF-1, Hypoxia-Inducible Factor 1,). 
Экспрессия гена TGM1 в легких увеличивается 
при гипоксии и  регулируется фактором HIF-
1 с  участием мотива HRE (Hypoxia-responsive 
element) [26]. Кроме HRE, промотор гена TGM1 
содержит мотивы связывания транскрипцион-
ных факторов, участвующих в ответе на гипок-
сию: Ap1, AP2, CREB/AP1 и SP1 [26]. В состав 
промотора гена TGM2 входят AP2-мотивы [4], 
а промоторов генов TGM3 и TGM4 – Sp1-мотив 
[4, 18]. Промотор гена TGM5 содержит сайты 
связывания транскрипционных факторов AP1 
и NF1 [19]. Экспрессия гена F13A1 регулируется 
факторами NF1 и Sp1 [4].

Активность TGM связана с продукцией ак-
тивных форм кислорода (reactive oxygen species, 
ROS) [27], причем TGM могут быть основной 
мишенью для передачи сигналов ROS. Внутри-
клеточные ROS активируют TGM2 в  некото-
рых клеточных линиях и снижают в других [28]. 
В  клетках рака легкого и  рака поджелудочной 
железы понижение активности TGM2 приводит 

к  повышению внутриклеточного уровня ROS 
[29, 30]. Однако в  клеточной линии RBL2H3 
лейкоза крыс активность TGM2 необходима 
для продукции ROS [31]. Активность TGM свя-
зана с содержанием ROS и в некоторых клетках 
беспозвоночных. Так, внеклеточная активность 
TGM в гемопоэтических клетках ракообразного 
P. leniusculus повышается при снижении уровня 
ROS, вызванного введением антиоксиданта [32]. 
Данные о функционировании TGM у базальных 
многоклеточных отсутствуют. 

В качестве ингибиторов TGM in vitro и in vi-
vo используют цистамин и цистеамин. В клеточ-
ной среде цистамин превращается в цистеамин, 
который, в свою очередь, действует на остатки 
цистеина в активном центре TGM [33, 34]. 

Губки (Porifera)  – одна из древнейших ли-
ний животных, отделившаяся, вероятно, от фи-
логенетического дерева многоклеточных еще до 
образования тканей. Тело губки представлено 
несколькими типами клеток, которые сохраня-
ют плюрипотентность. Интересно, что пред-
ставители типа Porifera способны к реагрегации 
клеток после диссоциации тела и восстановле-
нию функциональной структуры, то есть к реге-
нерации в масштабе всего организма. Морские 
губки приливной зоны чрезвычайно устойчивы 
к изменению содержания кислорода в воде, они 
представляют собой уникальную модель для из-
учения процессов адаптации клеток к гипоксии 
[35]. Ранее нами было показано, что в процессе 
реагрегации клеток губок происходит повыше-
ние уровня экспрессии нейроглобина, белков, 
ответственных за обмен железа, а также транс-
крипционного фактора HIF [35, 36]. 

В представленной работе изучены функции 
белков TGM, экспрессия которых регулируется 
фактором гипоксии HIF1. Описано разнообра-
зие изоформ TGM у морской губки H. dujardinii, 
показана их возможная роль в процессе реагре-
гации клеток губки после диссоциации и связь 
активности TGM с продукцией ROS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы губок. Губок H.  dujardinii собира-

ли в  январе 2024 года при температуре воды 
+2…+5°С на субстрате (водорослях) в сублито-
ральной зоне Белого моря в районе д. Нильмо-
губа (координаты 66° 30.145′ с.ш. 33° 07.765′ в.д), 
в месте, где отсутствует опреснение морской во-
ды. К основным факторам, влияющим на содер-
жание кислорода в морской воде, относятся фо-
тосинтетическая активность водорослей и бак-
терий, температура воды и опреснение водами 
ручьев и  речек. Все эти факторы изменяются 
в  течение года. Концентрация растворенного 
кислорода в морской воде меняется в зависимо-
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сти от температуры: снижается с мая по август 
при нагревании воды до +15… +17°С, тогда как 
осенью охлаждение воды до +6….+8°С приво-
дит к росту концентрации кислорода. С другой 
стороны, в  летний период содержание кисло-
рода в воде увеличивается за счет деятельности 
фотосинтезирующих организмов, но при этом 
интенсифицируются также процессы гниения 
и  окисления, которые влияют на метаболиче-
ские процессы у водных животных. Использо-
вание в экспериментах губок зимнего периода, 
когда концентрация кислорода в воде стабиль-
на, позволяет избежать влияния на их метабо-
лизм фотосинтезирующих организмов и окис-
лительных факторов. Клеточный состав губок 
в январе соответствует периоду начала оогенеза 
и  сперматогенеза годового цикла H.  dujardinii 
[37]. Особи H. dujardinii переносили на субстрате 
в аэрируемые аквариумы объемом 5 л с природ-
ной морской водой при +4°С и с соблюдением 
этих условий доставляли в ИБР РАН в течение 
24 ч для экспериментов по реагрегации клеток 
в присутствии цистамина. 

Ингибирование трансглутаминаз (TGM).  
TGM ингибировали цистамином (Cystamine 
Dihydrochloride, “Sigma-Aldrich”, США), ко-
торый растворяли непосредственно перед экс-
периментом в  стерильной морской воде и  до-
бавляли в  чашки с  клеточной суспензией гу-
бок до конечной концентрации 1, 5 и  25  мМ. 
Концентрации цистамина подбирали, исходя 
из кинетики ингибирования TGM человека ци-
стамином [33]. Так, цистамин в концентрации 
0.5  мМ снижал активность TGM в  клеточной 
линии человека DU145 до 5%, а в концентрации 
0.022 мМ подавлял активность рекомбинант-
ной TGM2 на 50%. Клетки губок инкубировали 
с  цистамином в  течение 24 ч,  после этого фо-
тографировали агрегаты клеток или определяли 
содержание ROS.

Реагрегация в присутствии цистамина. Экспе-
римент по реагрегации клеток губки проводили, 
как описано ранее [38, 39]. Губку механически 
диссоциировали на отдельные клетки и высева-
ли в чашки Петри (“Sarstedt”, Германия) из рас-
чета 1×107 клеток на 2 мл морской фильтрован-
ной воды. В  экспериментальные чашки с  кле-
точной суспензией добавляли цистамин (“Sig-
ma-Aldrich”) до концентрации 1, 5 и  25  мМ, 
а в контрольные чашки вносили соответствую-
щее количество фильтрованной морской воды. 
Клетки губок инкубировали в течение 24 ч при 
температуре +5°C. Съемку клеточных агрегатов 
производили в проходящем свете на микроскопе 
Leica DM RXA2 с камерой Olympus DP70. Изо-
бражения анализировали в  программе ImageJ. 
Суточные агрегаты обводили вручную, площадь, 
периметр и округлость каждого агрегата вычис-

ляли по формуле: округлость  = 4p × S/√Р, где 
S – площадь агрегата, а Р – его периметр.

Обнаружение ROS. ROS обнаруживали с по-
мощью 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеиндиа-
цетата (H2DCFDA, “Lumiprobe”) в  клеточной 
суспензии сразу после диссоциации губки и че-
рез 24 ч в агрегатах при температуре +5°C. H2D-
CFDA (1 мкМ) добавляли за 30 мин до начала 
съемки. ROS регистрировали на конфокальном 
лазерном сканирующем микроскопе Carl Zeiss 
LSM 880 ЦКП ИБР РАН в режиме z-stack. Па-
раметры возбуждения и эмиссии составляли 511 
и  533  нм соответственно. Агрегаты обводили 
вручную, интенсивность флуоресценции оцени-
вали, используя функцию “Гистограмма”. Зна-
чения интенсивности менее 15 (в шкале 0…255) 
исключали из анализа, как соответствующие 
фоновым значениям.

Сборка транскриптома и анализ дифференци-
альной экспрессии генов. Предсказание белковых 
продуктов генов TGM проводили с  помощью 
программы TransDecoder v. 5.5 [40] на основе ра-
нее полученной сборки транскриптома (NCBI, 
проект PRJNA594150) как описано ранее [39]. 
Полученные последовательности верифици-
ровали с помощью выравнивания программой 
tblastn из пакета BLAST+ v.2.15 [41] на черновую 
сборку генома H. dujardinii, выполненную с по-
мощью программ Masurca v. 4.10 [42][42] и Pilon 
v. 1.24 [43] (неопубликованные данные). Диффе-
ренциальную экспрессию генов губки в разные 
сезоны года анализировали согласно [39]. Экс-
прессию транскриптов (мРНК) рассчитывали 
после нормализации методом TMM (trimmed 
mean of M-values – усеченное среднее М-значе-
ний) в CPM (counts per million, число прочтений, 
отнесенных к данному транскрипту, на милли-
он прочтений) c использованием программного 
обеспечения edgeR [44]. Статистическая модель 
edgeR для расчета уровня значимости учитыва-
ла сезон и стадию реагрегации. Долю ложнопо-
ложительных результатов (FDR) контролирова-
ли методом Бенджамини–Хохберга: изменение 
экспрессии считали статистически значимым 
при FDR < 0.001. 

Филогенетический анализ TGM животных. На-
бор последовательностей для филогенетическо-
го анализа TGM составлен на основе ортогрупп, 
реконструированных ранее с OrthoFinder v.2.5.5 
[45]. Ортогруппа, соответствующая семейству 
TGM животных, была идентифицирована по 
белкам человека TGM1-7, F13A1 и EPB42. Для 
расширения таксономического состава TGM 
губок к  последовательностям A. queenslandica 
и H. dujardinii, имеющимся в ортогруппе, были 
добавлены TGM, найденные при помощи HM-
MER v.3.4 [46] в геномных и транскриптомных 
данных губок Sycon ciliatum, Ephydatia muelleri, 
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и  Lubomirskia spp. Также к  набору добавлены 
TGM губок Geodia barretti и  Oopsacas minuta, 
найденные в базе данных NCBI nr при помощи 
программы blastp из пакета BLAST+ v.2.15. Все 
собранные последовательности выравнены про-
граммой MAFFT v. 7.475 [47] с использованием 
алгоритма L-INS-i. Последовательности из S. 
ciliatum, E. muelleri, Lubomirskia spp., у которых 
обнаружена архитектура со сдвоенным доменом 
TGM, были разделены на две части (N и C) для 
филогенетического анализа. Перед построением 
дерева из выравнивания при помощи програм-
мы trimAl v.1.2 были удалены участки, содержа-
щие >70% пробелов [48]. Реконструкция фило-
генетического дерева выполнена методом мак-
симального правдоподобия при помощи пакета 
IQ-TREE v.1.6.12 [49]: эволюционная модель для 
реконструкции (LG+R7) выбрана автомати-
чески с помощью ModelFinder [50], поддержка 
узлов дерева оценена с  использованием мето-
да сверхбыстрого бутстрэпа UFBoot [51] с 1000 
реплик. Построенное дерево визуализировано 
в программе MEGA v.7.0.21 [52].

SDS-ПААГ-электрофорез и  хромато-масс-
спектрометрический анализ. Аликвоты освет-
ленных гомогенатов, содержащих 80 мкг белка, 
смешивали с  буфером для нанесения образца, 
смесь нагревали на водяной бане при 95°C в те-
чение 4 мин для денатурации белков. Денатури-
рованные образцы белка подвергали электрофо-
резу в 10%-ном полиакриламидном геле с SDS 
(SDS-ПААГ-электрофорез) при 160 В. Поло-
ску геля, соответствующую подвижности TGM 
H. dujardinii с молекулярной массой в диапазоне 
70 и 85 кДа, вырезали из SDS-геля, окрашенного 
Кумасси R250, и проводили хромато-масс-спек-
трометрический анализ, как описано ранее [39].

Поиск бактериальных TGM. Поиск белков 
с доменами TGM PF01841 (IPR002931) и PF09017 
(IPR015107) проводили в транскриптомной базе 
H. dujardinii (NCBI, PRJNA594150) с помощью 
программы HMMER v.3.4 [46].

Статистический анализ. Результаты микро-
скопии анализировали при помощи встроен-
ных функций языка R v.3.4 и визуализировали 

с использованием пакета R ggplot2 v.3.4.4 [53]. 
По полученным гистограммам вычисляли ме-
дианные значения уровней интенсивности флу-
оресценции каждого образца. Показатели пло-
щади агрегатов использовали в исходном виде. 
Каждую группу образцов попарно сравнивали 
с  контрольной с  помощью критерия Манна‒
Уитни. Использовали стандартный уровень зна-
чимости p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гены трансглутаминаз губки H. dujardinii 
образуют кластер

На основе транскриптомных сборок губ-
ки H. dujardinii, описанных нами ранее (NCBI: 
PRJNA594150), идентифицированы шесть транс-
криптов TGM, которые мы именуем далее TGM 
x1‒TGM x6. Аминокислотные последователь-
ности TGM H. dujardinii имеют низкое сходство 
с белками человека (табл. 1). Аминокислотная 
последовательность TGM х6 в наибольшей сте-
пени отличалась от TGM х1–х5. На филогенети-
ческом дереве TGM животных большинство по-
следовательностей TGM губок образуют единую 
группу с умеренной поддержкой (61% бутстрэ-
па), которая включает все TGM представителей 
Demospongiae, а также TGM известковой губки 
S. ciliatum и стеклянной губки O. minuta (рис. 1). 
Два дополнительных представителя семейства 
TGM из O. minuta кластеризуются отдельно от 
основной группы TGM губок, ближе к  корню 
дерева. Внутри основной группы TGM из H. 
dujardinii расходятся на две ветви, где TGM x1–
TGM x5 образуют единую кладу, указывающую 
на серию относительно недавних дупликаций, 
сформировавших эту группу паралогов, а TGM 
x6 соответствует более древней дупликации, 
предположительно предшествующей диверген-
ции Demospongiae и стеклянных губок (рис. 1). 
Анализ выравнивания TGM также показал, что 
несколько видов губок (S. ciliatum и представи-
телей Spongillida) содержат белки, состоящие из 
двух мономеров TGM, при этом обе части таких 
белков являются древними паралогами (N-half 
и C-half на рис. 1). Эти белки появились в ре-

Таблица 1. Трансглутаминазы Halisarca dujardinii

Трансглутаминаза Лучший белковый результат BLAST у человека
Транскрипт 

(мРНК)
Регистрационный номер 

GenВank Трансглутаминаза Регистрационный  
номер GenВank Идентичность, %

TGM x1 PP198099 TGM4 ACF75748.1 33.23
TGM x2 PP198100 TGM1 AAA61156.1 27.57
TGM x3 PP198101 TGM1 AAA61156.1 36.64
TGM x4 PP198102 TGM1 AAA61156.1 33.73
TGM x5 PP198103 TGM1 AAA61156.1 35.67
TGM x6 PP198104 TGM1 AAA61156.1 29.88

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACF75748.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN3SHANG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA61156.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN4GDSX7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA61156.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=UN3DS0MV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA61156.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN44VXGP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA61156.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN3WFRJ3013
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зультате древней дупликации и  последующего 
слияния дуплицированных генов TGM. 

С помощью программы BLAST в геномных 
последовательностях H. dujardinii обнаружены 
шесть генов, каждый из которых соответствует 
найденным транскриптам. Пять из шести генов 
(TGM x1–TGM x5) организованы в генный кла-
стер на одной хромосоме (рис. 2а). Ген TGM x6, 
относящийся к другой ветви на филогенетиче-

ском древе, в этот кластер не входит и лежит на 
другом скаффолде. 

Ни один из генов кластера TGM x1–TGM 
x5 не имеет TATA-содержащего промотора, но 
5´-последовательности этих генов несут неко-
торые цис-регуляторные элементы, связанные 
с  ответом на гипоксию (табл. 2, рис. 2а). Эти 
регуляторные элементы отсутствуют в гене TGM 
x6, но он содержит ТАТА-бокс.

Рис. 1. Филогенетическое дерево TGM животных. Цифры на узлах дерева соответствуют оценкам поддержки узла 
методом сверхбыстрого бутстрэпа UFBoot с 1000 реплик.
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Бактериальные трансглутаминазы

В транскриптомных библиотеках H. dujardinii 
(SRX7284265, SRX7284266, SRX7284271, 
SRX7284272, SRX7284273, SRX7284274), вклю-
чающих также бактериальные симбионты, бак-
териальные TGM не обнаружены.

Особенности экспрессии генов TGM  
губки H. dujardinii

Чтобы оценить вклад генов TGM в процес-
сы диссоциации и  реагрегации клеток губки 
H. dujardinii, мы сравнили уровни их экспрессии 
в ткани тела губки, диссоциированных клетках 
и клеточных агрегатах спустя 24 ч после диссо-
циации губок. Транскриптомное профилиро-
вание методом РНК-Seq проводили на губках, 
собранных в  разные сезоны, то есть в  разные 
периоды их жизненного цикла. Выявлены раз-
личия в экспрессии разных генов TGM (рис. 3) 
в  течение годового цикла губки. Ген TGM x3 
экспрессировался на высоком уровне на протя-
жении всего года, а TGM x5 – на низкой. Экс-
прессия гена TGM x3 была выше, а TGM x4 ни-
же в  летний период, который характеризуется 
высокой температурой и  низким содержанием 
кислорода в воде. Наиболее стабильными изме-
нения экспрессии в процессе реагрегации были 
у  двух генов  – TGM x1 и  TGM x5, экспрессия 
этих генов в агрегатах снижалась.

Особенности трансглутаминаз H. dujardinii
Для предсказания возможной фермента-

тивной активности TGM проведено выравни-
вание аннотированных нами аминокислотных 
последовательностей каталитических сайтов, 
ответственных за переамидирование в субстра-
те (рис. 4). Каталитические сайты отмечены на 
основе опубликованных данных [58].

TGM губки H. dujardinii имеют низкое сход-
ство как между собой, так и  с  TGM человека 
(табл. 1). Однако пять TGM H. dujardinii сохра-
няют активные остатки цистеина, гистидина 
и  аспарагиновой кислоты, необходимые для 
каталитической активности (рис. 4). Отсутствие 
ферментативной активности как у TGM x2, так 

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности 
5´-области, участвующие в регуляции экспрессии 
генов TGM 

Регуляторный 
элемент

Нуклеотидная  
последовательность Источник

AP1
5´-TGAGGTCT-3´

[54]5´-TGACTCT-3´
5´-TGACATCA-3´

AP2 5´-TACCCCCCCCCACT-3´ [55]
CREB/AP1 5´-TGATGTCA-3´ [26]
HRE 5´-RCGTG-3´ [56]
NF1 5´-GCCAA-3´ [55]
SP1 5´-GGGCGG-3´ [57]

Рис. 2. Гены TGM губки H. dujardinii (а) и человека (б). Цифрами указаны расстояния между генами в парах ну-
клеотидов. В 5´-области генов губки H. dujardinii показаны регуляторные последовательности: ТАТА-бокс; HRE – 
элемент, отвечающий на гипоксию; AP1, SP1, CREB/AP1 – сайты связывания с соответствующими транскрипци-
онными факторами.
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и у EPB42 человека, по-видимому, обусловлено 
заменой Cys376Ser.

Для идентификации белковых продуктов 
лизаты клеток губки H. dujardinii фракциони-
ровали с  помощью SDS-ПААГ-электрофореза 
и  анализировали зону геля, соответствующую 
предсказанным молекулярным массам TGM. 
С  помощью масс-cпектрометрии обнаружены 
два белка – TGM x3 и TGM x5 (рис. 5, табл. 3). 
Оба белка экспрессируются генами, входящими 
в генный кластер.

Участие трансглутаминаз в восстановлении 
многоклеточной структуры губки

Реагрегацию клеток губок изучали в  при-
сутствии разных концентраций цистамина [33] 
в  инкубационной среде. Оказалось, что через 
2  ч после механической диссоциации губки 
в суспензии клеток, инкубированной в присут-
ствии 1–25 мМ цистамина, число неагрегиро-
ванных клеток было меньше, а размер агрегатов 
крупнее, чем в контроле без добавки цистамина 
(рис. 6). 
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Рис. 3. Экспрессия генов TGM при диссоциации/реагрегации губки H. dujardinii в разные периоды годового цик-
ла. Слева показан уровень экспрессии генов в ткани тела губки в разные периоды годового цикла. Голубым, са-
латовым, розовым и оранжевым цветом обозначены зима, весна, лето и осень соответственно. *Статистически 
значимые различия в экспрессии генов TGM в ткани тела губки в разные сезоны. Справа показано изменение 
экспрессии в диссоциированных клетках и клеточных агрегатах по сравнению с интактной губкой. Большими 
и маленькими точками обозначены диссоциированные клетки и агрегаты. Справа на тепловой карте приведены 
только статистически значимые различия (FDR < 0.001, см. Экспериментальную часть).
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Рис. 4. Выравнивание аминокислотных последовательностей каталитических сайтов TGM H. dujardinii и человека. 
Стрелками и рамками выделены каталитические остатки цистеина 376 (Cys376), гистидина 435 (His435) и аспара-
гиновой кислоты 458 (Asp458), необходимые для каталитической активности. Голубым показаны замены ключевых 
аминокислот. Нумерация приведена для TGM1 H. sapiens.
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Динамика ROS при ингибировании 
трансглутаминаз в процессе реагрегации  

клеток губки

Анализ ROS в клетках суспензии, получен-
ной после диссоциации губки, выявил клетки 
с высоким и низким содержанием ROS. Одна-
ко не обнаружено связи ROS с  определенны-
ми морфологическими параметрами клеток 
(рис. 8). 

Через 24 ч после диссоциации губки наблю-
дается повышение содержания ROS в  клетках 
агрегатов, образовавшихся в  присутствии ци-
стамина (рис. 9). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
TGM млекопитающих изучают в связи с их 

возможным участием в  патогенезе различных 
заболеваний. Эти ферменты также служат ми-
шенями в терапии опухолей [30, 59], нейроде-
генеративных заболеваний [60], катаракты [34], 
хронических заболеваний почек [61]. Инфор-
мация о функционировании TGM у базальных 
животных отсутствует.

У морской губки H. dujardinii нами обнару-
жены шесть изоформ TGM, одна из которых, 
предположительно, не обладает ферментатив-
ной активностью. Пять из шести генов TGM об-
разуют кластер (рис. 2), что, по-видимому, рас-
пространено достаточно широко. Кластерная 
организация генов TGM наблюдается и у млеко-
питающих [61]. Об этом также свидетельствуют 

Рис. 5. Электрофоретический анализ белков в 10%-
ном SDS-ПААГ, окрашивание Coomassie R250. М – 
маркер молекулярной массы; H. d. – осветленный 
гомогенат клеточной суспензии H. dujardinii. Стрел-
кой показана зона, использованная для идентифи-
кации TGM H. dujardinii методом масс-спектроме-
трии.

кДа М H.d.

100

70

Таблица 3. Данные масс-спектрометрического анализа трансглутаминаз H. dujardinii

Фермент NCBI ID –10 lgPа Покры-
тие, % Уникальный пептид Посттрансляционная 

модификация Mr, Да

TGM x3 PP198101 258.93 9.20 ADIAVGPK
AGEASTVTASFR

FGLDSELR
GVVEVPIR
IWAGSYK
LDSELR

LTPEEYVGK
SPVHVSR

68485.4

TGM x5 PP198103 264.39 8.30 AAAAVAEAR
GESPAFK

HPEGSLEER
IITC(+57.02)SVK

SIDFYFDEK
THGEVVR

VPLGSIATVK

Карбамидометилиро-
вание

77619.2

а Показатель PEAKS DB score, отражающий статистическую значимость совпадения спектра пептида c каким-либо 
пептидом из базы (форма записи p-значения, определяемого программой PEAKS как вероятность того, что ложная 
идентификация при поиске в базе данных даст такой же или лучший результат соответствия). Значения –10 lgP > 30 
(эквивалентно p-значениям <0.001) представляют собой совпадения высокого качества.

Через 24 ч после диссоциации в контрольных 
и опытных образцах клеточной суспензии обра-
зовались округлые клеточные агрегаты. Размер 
агрегатов в присутствии цистамина (ингибитора 
TGM) в концентрации 1 мМ был таким же, как 
в контроле, а при 5 и 25 мМ был в среднем боль-
ше, чем в контроле (рис. 7).
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5 мкм

5 мкм

Рис. 8. Конфокальная микроскопия суспензии кле-
ток губки H. dujardinii. Зеленым цветом показана 
флуоресценция клеток после добавления в инкуба-
ционную среду H2DCFDA. Белыми стрелками пока-
заны мелкие округлые клетки, черными – крупные 
с выростами.

а б в г

50 мкм

50 мкм

Рис. 6. Клеточная суспензия через 2 ч после диссоциации губки. а – Контроль. б–г – Суспензия в присутствии 1, 
5, 25 мМ цистамина. Шкала – 50 мкм.
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Рис. 7. Агрегаты клеток через 24 ч после диссоциа-
ции губки, образовавшиеся в отсутствие (а) и в при-
сутствии цистамина в концентрации 1 мМ (б); 5 мМ 
(в) и 25 мМ (г). Шкала – 100 мкм. д – Сравнитель-
ный анализ площади агрегатов.
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обнаруженные нами у нескольких губок слитые 
белки TGM, предположительно возникшие пу-
тем слияния соседних генов в древнем кластере 
(рис. 1). Изоформы TGM могут экспрессиро-
ваться в  разных типах клеток или при разном 
физиологическом состоянии губок. Об этом 
говорит разнообразие регуляторных последова-
тельностей этих генов и их дифференциальная 
экспрессия в разные периоды годового жизнен-
ного цикла губки. Так, в летний период, отли-
чающийся повышенным содержанием кислоро-
да и большим количества фотосинтезирующих 
бактерий в воде, наблюдается увеличение экс-
прессии TGM x3, но снижение TGM x1, x2 и x6. 
Низкая гомология изоформ TMG H. dujardinii 

позволяет предположить, что они могут выпол-
нять различные функции. Несмотря на низкую 
гомологию с  ферментами человека, все TGM 
H. dujardinii, кроме TGM x6, сохранили актив-
ные каталитические центры. TGM x6 с заменой 
Cys376Ser может выполнять важные функции 
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в клетке, подобно EPB42 человека, мутация ко-
торой приводит к наследственному сфероцито-
зу [62]. Таким образом, TGM H. dujardinii про-
изошли уже после обособления губок от обще-
го ствола с  животными и  являются продуктом 
дупликаций, специфичных для губок.

Процесс механической диссоциации губки 
сопровождается нарушением питания клеток 
из-за разрушения водоносной системы и окси-
генации клеток, что приводит к метаболическо-
му стрессу. Ранее мы показали, что диссоциация 
тела губки на отдельные клетки сопровождается 
снижением экспрессии генов, связанных с био-
синтезом гема, обменом железа и реакцией на 
гипоксию [35]. В процессе образования агрега-
тов наблюдается повышение экспрессии антиа-
поптотического фактора BCL2 [35, 36]. Извест-
но, что TGM вовлечены в формирование устой-
чивости к метаболическому стрессу [63], а также 
участвуют в регуляции апоптоза как в качестве 
антиапоптотического, так и проапоптотическо-
го фактора в зависимости от физиологическо-
го состояния клеток [5]. Уровень экспрессии 

TGM контролируется ROS и связан с активно-
стью BCL2 [30]. Добавление ингибитора TGM 
в клеточную суспензию может запускать разно-
направленные процессы в зависимости от типа 
клеток. млекопитающих Показано, что ингиби-
торы TGM цистамин и цистеамин могут инду-
цировать гибель клеток млекопитающих опреде-
ленного типа [64]. Ингибирование TGM уско-
ряло агрегацию клеток губки на ранней стадии 
(2 ч после диссоциации), увеличивало средний 
размер клеточных агрегатов (к 24 ч) и приводи-
ло к  увеличению продукции ROS в  агрегатах. 
Известно, что TGM, находящиеся на клеточной 
поверхности, участвуют в регуляции адгезии [65, 
66]. Наблюдаемое ускорение агрегации клеток 
губки в присутствии цистамина (рис. 6) может 
быть обусловлено изменением скорости клеточ-
ной адгезии. Подавление активности TGM мо-
жет приводить также к увеличению экспрессии 
BCL2 в клетках, находящихся в состоянии мета-
болического стресса [30]. 

Цистамин действует как окислительно-вос-
становительный модификатор, способный ре-
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Рис. 9. Флуоресценция клеточных агрегатов после добавления в инкубационную среду H2DCFDA. а,б – Контроль. 
В присутствии цистамина: в,г – 1 мМ; д,е – 5 мМ; ж,з – 25 мМ. и – Сравнительный анализ интенсивности флу-
оресценции.
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гулировать ROS внутри клетки [67]. Увеличение 
содержания ROS в агрегатах в присутствии ци-
стамина как в низкой (1 мкМ), так и в высокой 
(5–25 мкМ) концентрации обусловлено, воз-
можно, ингибированием разных активностей 
TGM. В  одном случае цистамин препятствует 
сшивающей активности TGM, действуя в  ка-
честве альтернативного субстрата [68], в другом 
ингибирует активность TGM, изменяя дисуль-
фидные связи активного остатка Cys376 [69]. 
Возможно также переключение активностей 
между этими двумя механизмами. TGM уча-
ствует в регуляции клеточного цикла, пролифе-
рации и дифференцировки клеток посредством 
трансамидирования ядерных белков [6]. Боль-
шое количество данных указывает на участие 
моноаминов во внутриклеточной регуляции по-
средством таких посттрансляционных модифи-
каций, как серотонилирование [70, 71]. Можно 
предположить, что подобные механизмы уча-
ствуют и в регуляции реагрегации клеток губки.

Еще одной причиной повышения ROS при 
воздействии цистамина может быть уменьшение 
уровня глутатиона – антиоксиданта, играющего 
важную роль в поддержании окислительно-вос-
становительного статуса клеток. Известно, что 
в некоторых клеточных линиях млекопитающих 
цистамин снижает уровень внутриклеточного 
глутатиона, ингибируя ключевой фермент его 
синтеза – глутамилцистеин-синтетазу, посред-
ством реакции обмена между сульфгидрильны-
ми группами. Введение цистамина крысам вы-
зывает истощение запасов глутатиона в клетках 
[64]. ROS является детектором состояния клет-
ки, участвующим в  регуляции многих процес-
сов, в том числе, в ингибировании TGM. Изу-
чение изменений уровня глутатиона в  клетках 
губок после обработки цистамином будет про-
должено.

Губки являются симбиотическими организ
мами, они существуют только в симбиозе с бак-
териями [72]. Метаболические пути губок и ми-
кроорганизмов взаимосвязаны. Однако мы не 
обнаружили бактериальные TGM в  образцах 
H. dujardinii. Таким образом, участие бактери-
альных TGM в процессе реагрегации клеток H. 
dujardinii представляется маловероятным.

Проведенное исследование губки H. dujardinii 
показало, что это эволюционно древнее живот-
ное имеет сложно устроенный кластер генов 
TGM, обеспечивающий дифференциальную 
экспрессию изоформ в жизненном цикле. Не-
смотря на низкий уровень гомологии, TGM 
губок сохраняют консервативные каталити-
ческие центры и,  вероятно, функции сходные 
с  ферментами млекопитающих. Исследование 
биохимических путей базального многоклеточ-
ного животного важно для понимания эволю-

ции молекулярных механизмов у позвоночных. 
Изучение морских губок имеет и практическое 
значение, поскольку они являются важным 
источником биологически активных веществ, 
в  том числе, обладающих противоопухолевой 
активностью [73]. TGM морских губок могут 
в  перспективе использоваться для модифика-
ции и  сшивания белков в  фармацевтической 
и пищевой промышленности.
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Structure and Function of the Transglutaminase Cluster in the Basal Metazoan 
Halisarca dujardinii (Sponge)

A. D. Finoshin1, O. I. Kravchuk1, K. V. Mikhailov2, 3, R. H. Ziganshin4, K. I. Adameyko1,  
V. S. Mikhailov1, Yu. V. Lyupina1

1Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
2Belozersky Institute of Physical and Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119992 Russia
3Kharkevich Institute for Information Transmission Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 127051 Russia

4Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia
*e-mail: alexcolton@yandex.ru

Transglutaminases are enzymes that carry out post-translational modifications of proteins and participate in 
the regulation of their activities. Here, we show for the first time that the transglutaminase genes in the basal 
metazoan, sea sponge Halisarca dujardinii, are organized in a cluster, similar to mammalian transglutaminases. 
The regulatory regions of six transglutaminase genes and their differential expression in the course of 
H. dujardinii life cycle suggest independent regulation of these genes. The decrease in transglutaminase 
activities by cystamine facilitates restoration of the sponge multicellular structures after its mechanical 
dissociation. For the first time we observed that this decrease in transglutaminase activities was accompanied 
by generation of the reactive oxygen species in the cells of a basal metazoan. The study of transglutaminases 
in the basal metazoans and other sea-dwelling organisms might provide better understanding of evolution 
and specific functions of these enzymes in higher animals.

Keywords: transglutaminases, Halisarca dujardinii, reaggregation, cystamine, reactive oxygen species
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Вирус папилломы человека 16 типа (ВПЧ-16) относится к  группе вирусов высокого риска 
и  характеризуется гиперэкспрессией онкобелков Е6 и  Е7, определяющих онкогенные свойства 
вируса: иммортализацию и злокачественную трансформацию пролиферирующих эпителиальных 
клеток. Биогенез редоксчувствительных белков Е6 и  Е7 на ранних этапах вирусной инфекции 
приводит к блокированию антиоксидантных систем клетки и убиквинтинзависимой деградации 
опухолевых супрессоров р53 и  Rb. Поддержание высоких темпов пролиферации опухолевых 
клеток способствует повышению уровня продукции активных форм кислорода (АФК) и смещению 
окислительно-восстановительного баланса в сторону окислительных процессов. Восстановленный 
глутатион (GSH) через S-глутатионилирование тиоловых групп редоксчувствительных белков 
обеспечивает антиоксидантную защиту опухолевых клеток, что приводит к  появлению 
лекарственно устойчивых злокачественных новообразований. В  связи с  этим особое значение 
приобретают лекарственные препараты, действие которых направлено на восстановление редокс-
баланса в раковых клетках и тем самым на повышение их чувствительности к химиотерапии. Нами 
установлено, что в ВПЧ-16-положительной линии клеток SiHa плоскоклеточной карциномы шейки 
матки РНКаза Bacillus pumilus (биназа) модулирует редоксзависимые регуляторные механизмы, 
обеспечивающие нечувствительность этих клеток к  апоптозу. Действие биназы в  нетоксичных 
концентрациях (0.8 мкМ) инициирует ряд начальных апоптогенных изменений, а именно: снижает 
уровень АФК и GSH, ингибирует экспрессию онкобелка Е6, активирует экспрессию супрессора 
опухоли р53, снижает уровень глутатионилирования р53 и повышает глутатионилирование Na,K-
АTРазы. Индуцированное биназой нарушение целостности мембран митохондрий является 
сигналом к активации митохондриального пути апоптоза. 

Ключевые слова: биназа, редок-статус, злокачественные клетки, глутатионилирование, p53,  
Na/K-АТPаза 
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ВВЕДЕНИЕ
Восстановленный глутатион (GSH)  – три

пептид, состоящий из трех аминокислотных 
остатков: L-глутамата, L-цистеина и  глицина. 
GSH синтезируется в цитозоле, где его концен-
трация составляет 5–10 мМ; из цитозоля GSH 
транспортируется в  митохондрии, эндопла
зматический ретикулум, пероксисомы и  ядро 
[1]. Ключевые функции GSH  – вывод ксено
биотиков из клетки, антиоксидантная защи
та и  редоксзависимая модификация тиоловых 
групп белков, в результате которой происходит 

образование дисульфидного мостика между 
белком и  глутатионом (S-глутатионилирова-
ние) [2]. 

В норме на долю GSH приходится около 99% 
от его общего внутриклеточного содержания 
[1, 3]. Окислительно-восстановительный по-
тенциал пары GSH/GSSG часто использу-
ют для определения редокс-статуса клетки 
[3, 4]. Нарушение внутриклеточного баланса 
GSH/GSSG наблюдается при ряде патологий, 
включая нейродегенеративные заболевания, 
муковисцидоз, ВИЧ и  злокачественные но-
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вообразования [2, 5]. Редокс-статус опухоле-
вых клеток кардинально отличается от здо-
ровых вследствие повышенного содержания 
активных форм кислорода (АФК), вызванно-
го гиперэкспрессией онкогенов MYC и  KRAS, 
мутации в  которых обнаруживают в  20–30% 
всех опухолей [6, 7]. Помимо антиоксидантной 
активности, GSH действует как детоксикант, 
образуя конъюгаты с химиотерапевтиками, ко-
торые затем выводятся из клетки эффлюкс-
системой [8]. В  связи с  этим глутатион 
считают важным звеном разработок стратегии 
противоопухолевой терапии. 

Сдвиг внутриклеточного редокс-статуса 
в  более окисленную область, характерный 
для злокачественных клеток, индуцирует 
S-глутатионилирование редоксчувствительных 
белков (киназ, факторов транскрипции, ионных 
транспортеров). Это защищает тиоловые группы 
от необратимого окисления либо приводит 
к  изменению функциональной активности 
белков [9, 10]. Так, вирус папилломы человека 
(ВПЧ) ингибирует антиоксидантные системы 
клетки для активации редоксчувствительных 
онкобелков Е6 и Е7, подавляющих активность 
опухолевых супрессоров p53 и Rb. Злокачествен-
ная трансформация клеток SiHa поддерживается 
за счет экспрессии белков E6 и E7, кодируемых 
ВПЧ типа 16 (ВПЧ-16), относящегося к вирусам 
высокого канцерогенного риска [11].

Терапевтическая эффективность препаратов, 
направленных на восстановление редокс-
статуса клетки, уже доказана при лечении 
некоторых онкологических заболеваний, вклю
чая промиелоцитарный лейкоз, рак пищевода, 
толстой кишки, молочной железы и  немел
коклеточный рак легкого [12, 13]. Установлено, 
что РНКазы также обладают антиоксидантными 
свойствами. Так, РНКаза Bacillus pumilus 
(биназа) снижает уровень АФК в клетках Kasu-
mi-1, меланомы В16 и Jurkat [14–16]. Таким об-
разом, восстановление редокс-статуса опухоле-
вых клеток РНКазами до уровня, характерного 
для нормы, препятствует их неконтролируемой 
пролиферации и  приводит к  повышению чув-
ствительности клеток к апоптозу.

Здесь проанализированы опосредованные 
модуляцией редокс-статуса клеток и глутатиони
лирования белков механизмы цитотоксического 
действия биназы на ВПЧ-16-положительные 
клетки SiHa плоскоклеточной карциномы 
шейки матки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Линию клеток  

SiHa  – ВПЧ-16-позитивной плоскоклеточной 
карциномы шейки матки человека (АТСС, 
США)  – культивировали на питательной сре

де RPMI-1640, содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS; 
“ПанЭко”, Россия), 2 мМ глутамина (“ПанЭко”), 
100 ед/мл пенициллина и  100  мкг/мл стрепто-
мицина (“ПанЭко”), при 37°C в атмосфере 5% 
CO2. Клетки засевали в  12-луночные плоско-
донные планшеты (“Nest”, Китай) и растили до 
образования 50%-ного монослоя.

Ферментативная обработка клеток. В работе 
использовали биназу – РНКазу B. pumilus дикого 
типа (EC 3.1.27.3, 109 а.о., Mr 12.3 кДа, pI 9.5), 
полученную как описано ранее [17]. Учитывая 
данные V. Mitkevich и др. [18] по коэффициенту 
цитотоксичности биназы (CC50  – 50% cytoto
xicity concentration) для клеток SiHa, который 
составляет 1.2 ± 0.2 мкM за 72 ч инкубации, мы 
использовали фермент в концентрации 0.8 мкМ. 
Клетки инкубировали с биназой в течение 24, 48 
и 72 ч. 

Цитофлуориметрический анализ. Внутри
клеточные параметры оценивали с  помощью 
проточного цитофлуориметра BD LSRFortessa™ 
(“Becton Dickinson”, США). 

Процент клеток с поврежденной мембраной 
в  популяции определяли с  помощью йодида 
пропидия (PI; “Sigma-Aldirch”, США). Краситель 
в  конечной концентрации 10 мкг/мл вносили 
в  суспензию клеток за 1 мин до проведения 
измерений. Окрашенные PI (PI+) клет-
ки определяли как мертвые (некротические) 
и исключали из рассмотрения при оценке уров
ня АФК, глутатиона и  митохондриального по
тенциала. 

Для определения уровня АФК клетки обра
батывали дигидрородамином 123 (DHR123; “In-
vitrogen”, США) в концентрации 10 мкМ. 

Содержание восстановленного глутатиона, 
GSH, в  клетках определяли с  использованием 
красителя ThiolTrackerTM Violet (“Invitrogen”), 
конечная концентрация которого составляла 
7.5 мкМ. 

Величину митохондриального потенциала 
(ΔΨm) в  клетках с  неповрежденной мембра-
ной оценивали с  использованием красителя 
MitoProbe™ DiIC1(5) (“Invitrogen”) в конечной 
концентрации 0.5 мкМ. 

Обработанные красителями клетки инкуби
ровали при 37°C в  темноте в  течение 30 мин. 
В клетках с неповрежденной мембраной содер
жание АФК и  GSH оценивали по интенсив
ности флуоресценции зеленого цвета для соот
ветствующих красителей, а  изменение мито
хондриального потенциала  – по изменению 
интенсивности флуоресценции красного цвета 
для красителя DiIC1(5).
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ДЕЙСТВИЕ БИНАЗЫ НА КЛЕТКИ SiHa

Иммуноблотинг. Осадок клеток ресуспен
дировали в  200 мкл лизирующего буфера 
RIPA (25 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 150 мМ NaCl, 
1% Nonidet P40, 0.1% SDS, 1% дезоксихолата 
натрия). Суспензию инкубировали при 4°С 
в  течение 1 ч  при перемешивании, после че
го центрифугировали (10 000 g, при 4°C) 
и  собирали супернатант. Концентрацию белка 
в клеточных лизатах определяли методом Лоу
ри. Электрофоретическое разделение белков 
проводили в денатурирующем 10%-ном ПААГ. 
После разделения белки переносили на PVDF-
мембрану с  использованием системы Trans-
Blot Turbo (“Bio-Rad”, США). По окончании 
процесса мембраны инкубировали сначала 
в  течение 30 мин в  блокирующем буфере, 
содержащем 5% обезжиренного молока в PBST 
(50 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.05% 
Tween 20), а  затем при 4°С в  течение ночи 
с  мышиными моноклональными антителами 
против следующих белков: p53 (“Santa Cruz Bio-
technology”, США; в разведении 1 : 1 000), Е6, 
Na,K-АТPазы-α1 (“Sigma-Aldrich”; 1 : 10 000), 
β-актина (“Invitrogen”; 1 : 10 000), глутатиона 
(“Sigma-Aldrich”; 1 : 1 000) – или с кроличьими 
антителами против р53, глутатионилированного 
по Cys141 (“Sigma-Aldrich”; 1 : 1 000). После 
тщательной промывки в PBST мембраны инку
бировали с  меченными пероксидазой хрена 
козьими антителами против IgG соответственно 
мыши или кролика. Для визуализации резуль
татов использовали набор SuperSignal West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate (“Thermo 
Fisher Scientific”, США) на гель-документато-
ре ChemiDoc MP (“Bio-Rad”). Денситометри-
ческий анализ содержания белков проводили 
с  использованием программного пакета Image 
Lab (“Bio-Rad”).

Статистическая обработка результатов. Все 
эксперименты проведены в трех биологических 
повторах. Для статистической обработки данных 

использовали t-тест Стьюдента. Значение 
p ≤ 0.05 отражало статистически значимые раз-
личия. Для статистического анализа исполь-
зовали программные пакеты STATISTICA 10.0 
и MS Excel 2020 (p ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние биназы на редокс-статус клеток  
линии SiHa

Повышенный уровень продукции АФК  – 
следствие высоких темпов пролиферации опухо
левых клеток. Адаптация клеток к избыточному 
уровню АФК посредством глутатионилирования 
редоксчувствительных белков способствует 
увеличению их выживаемости и  появлению 
агрессивных опухолей, обладающих лекарст
венной устойчивостью [19]. Влияние биназы 
на редокс-статус клеток SiHa оценивали по 
изменению уровня АФК и  восстановленного 
глутатиона. Инкубация клеток с биназой в те
чение 24 ч приводила к снижению уровня АФК 
в клетках SiHa на 25%; при увеличении времени 
инкубации до 48 и 72 ч антиоксидантный эффект 
биназы сохранялся (рис. 1а). Уровень восста-
новленного глутатиона достоверно снижался 
только через 72 ч инкубации с биназой (рис. 1б). 

Проапоптотический эффект биназы

Снижение митохондрильного потенциала – 
один из ярких маркеров внутреннего (митохон
дриального) пути апоптоза. Изменения мито
хондриального потенциала в  клетках после 
обработки биназой в  концентрации ниже 
СС50 (0.8 vs 1.2 мкМ) оценивали с  помощью 
флуоресцентного трекера DilC1(5), накапливаю-
щегося в митохондриях. Анализ изменения доли 
живых клеток со сниженным митохондриальным 
потенциалом в течение 72 ч инкубации с биназой 

Рис. 1. Цитофлуориметрический анализ содержания АФК (а) и восстановленного глутатиона (б) в клетках SiHa, 
инкубированных с биназой (0.8 мкМ) в течение 24, 48 и 72 ч. Результаты представлены как сигнал флуоресценции 
красителей DHR123 (АФК) и ThiolTrackerTM Violet (GSH), полученный от клеток, инкубированных с биназой, 
относительно необработанных. *p ≤ 0.05.
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приведен на рис. 2а. Как видно, резкий рост доли 
клеток со сниженным митохондриальным потен
циалом зарегистрирован через 72 ч; при этом 
увеличения доли мертвых клеток не наблюдали 
(рис. 2б). 

Влияние биназы на глутатионилирование  
p53 и Na,K-АТPазы

Чувствительность опухолевых клеток к цито
токсическому действию биназы зависит от экс
прессии специфических онкогенов: KIT, RUNX1 
(AML1-ETO), FLT3 и KRAS [20–22]. Линия клеток 
SiHa, ВПЧ-16-положительной плоскоклеточной 
карциномы шейки матки, характеризуется 
экспрессией редоксчувствительных вирусных 
онкобелков Е6 и  Е7. Их основная функция 
заключается в блокировании антиоксидантных 
систем и  подавлении опухолевых супрессоров 
р53 и  Rb. Так, вирусный белок Е6 индуцирует 
убиквинтинзависимую деградацию онкосуп
рессора р53 [23]. Кроме того, известно, что 
в  условиях оксидативного стресса белок p53 

подвергается редоксзависимому глутатиони
лированию, что препятствует его связыва-
нию с ДНК и, как следствие, реализации про
тивоопухолевой активности [24].

Как видно из данных, представленных 
на рис. 3, инкубация клеток SiHa с  биназой 
в концентрации 0.8 мкМ приводит к снижению 
экспрессии вирусного белка Е6 и  усилению 
биогенеза р53. Это согласуется с результатами, 
полученными нами ранее для более высоких 
концентраций фермента (8 мкМ) [18]. Кроме 
того, в  присутствии биназы снижен уровень 
глутатионилирования белка р53 (рис. 3), что по-
вышает его онкосупрессорный потенциал. 

Na,K-АТPаза относится к ключевым редокс
чувствительным белкам клетки. Функциональная 
активность этого фермента напрямую зависит 
от окислительно-восстановительного стату-
са клетки и  снижается при окислительном 
стрессе, гипоксии и  глутатионилировании 
каталитической α1-субъединицы [25]. Раковые 
клетки характеризуются повышенной актив-

Рис. 2. Цитофлуориметрический анализ содержания клеток со сниженным митохондриальным потенциалом (а) 
и мертвых клеток (б) после обработки биназой (0.8 мкМ) в течение 24, 48 и 72 ч. *p ≤ 0.05.
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Рис. 3. Влияние биназы на уровни белков Е6 ВПЧ-16 и р53 в клетках SiHa. а – Электрофоретический анализ белков 
в лизатах клеток SiHa. Здесь и далее: M – маркеры молекулярной массы белков PageRuler Prestained Protein Ladder 
(“Thermo Fisher Scientific”, США), контроль – необработанные клетки; биназа – клетки инкубировали с 0.8 мкМ 
биназой в течение 48 ч. б – Относительное содержание белков р53 и Е6 в лизатах, обработанных биназой клеток 
SiHa. За 100% принят уровень соответствующих белков в контроле. в – Изменение степени глутатионилирования 
белка р53 (GSS-р53) при обработке клеток SiHa биназой. Кратность изменения рассчитывали как GSS-р53/р53; за 
единицу принято значение GSS-р53/р53 в контроле. *p ≤ 0.05. 
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ностью Na,K-АТPазы, поэтому ингибиторы 
ее ферментативной  активности относятся 
к  перспективным препаратам для лечения 
онкологических заболеваний [26, 27].

Нами показано, что в клетках SiHa, инкуби-
рованных с  биназой в  концентрации 0.8 мкМ 
в течение 48 ч, уровень Na,K-АТPазы снижался 
на 45% относительно необработанных клеток; 
при этом на 20% повышалось содержание 
глутатионилированной формы каталитической 
α1-субъединицы фермента (рис. 4). Все 
эти процессы приводит к  ингибированию 
АТPазной активности фермента и,  как след
ствие, к  нарушению ионного гомеостаза 
и последующему апоптозу клеток. Таким обра
зом, конечным результатом действия биназы 
даже в  нетоксичной концентрации можно 
считать ее проапоптотический эффект. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Антиоксидантный потенциал биназы

Антиоксидантная функция восстановленного 
глутатиона, GSH, заключается в предотвращении 
развития окислительного стресса, защите белков 
от необратимого окисления и  поддержании 
окислительно-восстановительного гомеостаза 
в клетках. GSH взаимодействует с окисленными 
формами молекул и  АФК как напрямую, так 
и  в  качестве косубстрата фермента глутатион
пероксидазы. В  ходе ферментативной реакции 
глутатионпероксидаза восстанавливает H2O2 
и перекиси липидов до воды и соответствующих 
спиртов [28]. Детоксикация ксенобиотиков также 
одна из важнейших функций GSH. В реакции, 
катализируемой глутатион-S-трансферазой, 
GSH образует конъюгаты с  электрофильными 
ксенобиотиками. Такие конъюгаты (GS-X) вы-
брасываются из клетки ABC-транспортером 
MRP1 (multidrug resistance protein 1), что при-
водит к  развитию лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток [29, 30].

Изучению антиоксидантной активности 
РНКаз животного и бактериального происхож
дения посвящен ряд исследований. Так, B. Ardelt 
с соавт. [31] установили снижение АФК в клетках 
канальцевой карциномы молочной железы 
и  фибросаркомы после обработки РНКазой 
из ооцитов лягушки Rana pipiens (онконазой). 
На модели опухолевых клеток Kasumi-1 
В. Митькевич (Mitkevich) с соавт. [15] выявили 
дозозависимое снижение продукции АФК под 
действием биназы. Интересно отметить, что оно 
коррелировало с ростом внутриклеточного каль-
ция и процента апоптических клеток. Подавление 
окислительного стресса в  клетках Jurkat после 
обработки биназой коррелировало со снижением 
уровня экспрессии транскрипционного фактора 
NF-κB1, при этом возрастала доля клеток 
в  состоянии апоптоза [16]. Онконаза также 
снижала уровень экспрессии NF-κB1 в клетках 
мезотелиомы [32]. Известно, что повышенное со-
держание АФК в клетках индуцирует экспрессию 
NF-κB, что приводит к активации генов проли-
ферации и снижению чувствительности клеток 
апоптозу. По-видимому, подавление продукции 
АФК и  снижение уровня NF-κB характерны 
для цитотоксичных РНКаз различного про
исхождения. Установленное нами снижение 
уровня АФК в  клетках SiHa после инкубации 
с  биназой в  нетоксичной концентрации, по-
видимому, тоже связано с  этим механизмом. 
Наблюдаемое под действием биназы снижение 
уровня АФК в  клетках SiHa, предшествую-
щее снижению уровня глутатиона и  индукции 
падения митохондриального потенциала, 
является еще одним подтверждением важнос
ти антиоксидантной активности РНКаз в  реа
лизации их цитотоксического действия. 

Проапоптотический потенциал биназы

Более 200 белков млекопитающих участ
вует в  тиол-дисульфидном обмене [33, 34]. 
Установлено, что S-глутатионилирование 
ингибирует активность ядерного фактора NF1, 

Рис. 4. Влияние биназы на уровень α1-субъединицы Na,K-АТPазы в  клетках SiHa. а  – Электрофоретический 
анализ содержания α1-субъединицы Na,K-АТPазы в клетках SiHa. Обозначения см. в подписи к рис. 3. Изменение 
степени глутатионилирования (б) и содержания (в) α1-субъединицы Na,K-АТPазы в лизатах клеток SiHa, обрабо-
танных биназой. За единицу приняты значения в контроле. *p ≤ 0.05.
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актина, транскрипционного фактора NF-κB, 
опухолевого супрессора р53 и киназы IκB (IKK). 
Функционирование клеточного актина проис-
ходит при посредничестве обратимого S-глута-
тионилирования, нарушение которого меняет 
структурную организацию стресс-фибрилл 
актинового цитоскелета [35]. Сохранение 
оптимального соотношения восстановленного 
глутатиона к  окиcленному (GSH/GSSG) 
в  клетке  – ключевой фактор ее нормального 
функционирования. Дисбаланс GSH/GSSG, 
вызванный ингибированием синтеза GSH, при-
водит к редоксзависимой активации сигнальных 
путей ERK/JNK/p38 и  запуску апоптоза [36–
38]. Баланс GSH/GSSG сдвигается в  сторону 
GSSG при развитии окислительного стресса, 
что индуцирует глутатионилирование белков 
[25]. Таким образом, повышенный уровень 
АФК, характерный для опухолевых клеток, 
индуцирует глутатионилирование белков, что 
в ряде случаев изменяет их функционирование. 
Так, глутатионилирование транскрипционного 
фактора р53 препятствует его связыванию 
с  молекулой ДНК. Это приводит к  тому, 
что опухолевые клетки реализуют механизм 
адаптации, который подавляет развитие 
апоптотического ответа на ранней стадии 
окислительного стресса, и тем самым избегают 
немедленной гибели [39]. Здесь нами показано, 
что снижение уровня АФК в клетках SiHa под 
действием биназы приводит  к  уменьшению 
степени глутатионилирования p53 (рис.  3в). 
Ранее V.  Mitkevich и  др. [18] показали, 
что под действием биназы в  этих клетках 
снижалась экспрессия  белка Е6 ВПЧ-16, 
что сопровождалось повышением уровня 
р53. Таким образом, биназа даже в  низкой, 
нетоксичной концентрации оказывает про
апоптотический эффект на клетки SiHa. Уве-
личение транскриптов белка p53 под действи-
ем биназы ранее было показано и  на моделях 
опухолевых клеток HEKhSK4 [40].

Интересно отметить, что при инкубации 
с  биназой уровень глутатионилирования 
мембранного белка Na,K-АТPазы возрастает 
(рис. 4а,б), а  это, как показано нами ранее 
[25], приводит к  ингибированию ее актив-
ности и,  как следствие, снижению выживае
мости опухолевых клеток. Возрастание глута
тионилирования Na,K-АТPазы под действием 
биназы (0.8 мкМ) было нами показано ранее 
и  на клетках Kasumi-1 миелогенного лейкоза 
[41]. Ключевая функция Na,K-АТPазы в  клет
ке заключается в  поддержании ионного 
гомеостаза и  трансмембранного потенциала. 
В  раковых клетках активность Na,K-АТPазы 
часто повышена в  связи с  особенностями 
их метаболизма. Во многих типах раковых 
клеток замечена активация каталитической 

α1-субъединицы этого фермента [42]. Кроме 
того, в  опухолевых клетках некаталитическая 
β-субъединица Na,K-АТPазы играет ключевую 
роль в  механизмах клеточной адгезии и  миг
рации, а ее блокирование приводит к опухолевой 
инвазии и метастазированию [43]. В связи с этим 
Na,K-АТPаза может служить перспективной 
мишенью для противоопухолевой терапии. 
Кардиотонические стероиды (КТС), содер
жащиеся в  том числе в  организме человека, 
относятся к  специфическим ингибиторам 
и  регуляторам Na,K-АТРазы. Длительное 
время КТС применяли для лечения сердечной 
недостаточности, так как ингибирование 
Na,K-АТPазы и,  как следствие, увеличение 
концентрации кальция приводит к  усилению 
сердечных сокращений [44]. В ряде исследований 
показана эффективность таких КТС, как 
уабаин, дигиталин и  буфалин, в  лечении 
рака простаты [45, 46], хотя для некоторых 
препаратов этой группы повышен риск 
возникновения онкологических заболеваний 
[47]. Терапевтический индекс большинства 
КТС, обладающих противоопухолевой актив-
ностью, достаточно низок, что ограничивает 
перспективы их применения в  лечении 
онкологических заболеваний. В  то же время 
биназа в  концентрации 0.8 мкМ блокирует 
активность Na,K-АТРазы, снижая адаптивный 
потенциал опухолевых клеток, что обосновывает 
возможность применения в противоопухолевой 
терапии даже малых доз этой РНКазы. 

Митохондрии играют ключевую роль в ини
циации Bcl-2-зависимого механизма апоптоза 
опухолевых клеток. Падение митохондриального 
мембранного потенциала (∆Ψm) приводит к из-
менению проницаемости мембран, ускорению 
высвобождения апоптотических факторов 
(цитохром c, Smac/Diablo и  AIF), активации 
каспаз и,  как следствие, к  гибели клеток [48]. 
Так, в  диабетических кардиомиоцитах стресс-
индуцированное окисление митохондриального 
GSH приводило к снижению ∆Ψm, активации ка-
спазы-9 и каспазы-3 [49]. В клетках В-клеточной 
лимфомы человека АФК-зависимое снижение 
митохондриального глутатиона (mGSH) ини-
циировало апоптоз и  сопровождалось резким 
падением ∆Ψ, высвобождением цитохрома  с 
и  активацией каспазы-3 [50]. Нами показано, 
что в клетках SiHa через 72 ч инкубации с бина
зой снижается как уровень глутатиона, так 
и  величина митохондриального потенциала, 
то есть нарушается работа митохондрий. Ранее 
показано, что индуцированный биназой апоптоз 
клеток Kasumi-1 и HEKhSK4 опосредован депо-
ляризацией мембран митохондрий и повышени-
ем содержания Ca2+ внутри клеток [15, 51]. Веро-
ятно, снижение митохондриального потенциала 
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в клетках SiHa также служит ранним маркером 
последующих апоптотических изменений. 

Таким образом, нами установлено, что бина
за в  низких концентрациях приводит к  сни
жению уровня АФК, индуцируя снижение 
глутатионилирования p53, повышению уровня 
немодифицированного p53 и  тем самым спо
собствует восстановлению нормальной функ
ции белка p53 в клетках SiHa – ВПЧ-16-поло
жительной плоскоклеточной карциномы. 
Падение уровня восстановленного глутатиона 
под действием биназы, вероятно, вносит вклад 
в  падение митохондриального потенциала, 
что индуцирует развитие митохондриального 
пути апоптоза. Под действием биназы уровень 
Na,K-АТPазы снижается и  увеличивается 
доля глутатионилированной формы. Логично 
предположить, что это приводит к  падению 
ферментативной активности Na,K-АТPазы 
в  клетке, а  значит и  нарушению ионно
го гомеостаза. Следовательно, в  низких кон
центрациях биназа снижает защитные свойства 
раковых клеток за счет нормализации работы 
редоксчувствительных систем и  изменения 
глутатионилирования ряда белков. Полученные 
результаты позволяют рассматривать биназу 
в качестве агента, регулирующего редокс-баланс 
опухолевых клеток в составе комплексной тера-
пии онкопатологий.

Работа выполнена в  рамках программы 
“Приоритет-2030” Министерства науки и выс
шего образования Российской Федерации при 
финансовой поддержке Российского научного 
фонда (проект № 21-74-10036) и гранта ICGEB 
(CRP/RUS20-01).

Настоящее исследование проводилось без 
использования биологических материалов, 
полученных от людей и животных. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Redox Status and Protein Glutathionylation  
in Binase-Treated HPV16-Positive SiHa Carcinoma Cells 

A. I. Nadyrova1, *, I. Y. Petrushanko2, V. A. Mitkevich2, O. N. Ilinskaya1

1Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
2Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: alsu.nadyrova@yandex.ru

Human papillomavirus type 16 (HPV16) belongs to the high-risk type viruses and is associated by 
overexpression of E6 and E7 oncoproteins, which determine the oncogenic properties of the virus such 
as immortalization and malignant transformation of proliferating epithelial cells. The biogenesis of redox-
sensitive proteins E6 and E7 at the early stages of viral infection leads to blocking of cell antioxidant defense 
system and ubiquintin-dependent degradation of p53 and Rb tumor suppressors. Maintaining high rates 
of tumor cell proliferation contributes to an increase in the reactive oxygen species (ROS) production 
level and a shift in the redox balance towards oxidative processes. Reduced glutathione (GSH) provides 
antioxidant protection to tumor cells through S-glutathionylation of thiol groups of redox-sensitive proteins, 
which leads to the appearance of multidrug-resistant forms of cancer. In this regard, drugs restoring redox 
balance and increasing susceptibility to antitumor therapy are of particular importance. We have established 
that in HPV-16-positive SiHa cells of cervical squamous cell carcinoma, Bacillus pumilus RNase (binase) 
modulates the redox-dependent regulatory mechanisms that ensure tumor cell resistance to apoptosis. 
Binase in nontoxic concentrations initiates a number of pre-apoptogenic changes, i.g., decreases ROS and 
GSH levels, suppresses the expression of E6 oncoprotein, activates the expression of p53 tumor suppressor, 
and reduces the mitochondrial potential of tumor cells. Binase-induced disruption of the mitochondrial 
membrane integrity is a signal for the mitochondrial apoptosis pathway activation.

Keywords: binase, redox status, malignant cells, glutathionylation, p53, Na/K-ATPase 
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Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – многофакторное хроническое гетерогенное 
воспалительное заболевание дыхательной системы. Молекулярный патогенез ХОБЛ может включать 
нарушение регуляции стрессовых реакций, связанных с клеточным старением и затрагивающих 
различные сигнальные каскады и  их эпигенетические регуляторы, в  том числе длинные 
некодирующие РНК (днРНК). C целью оценки вклада генов, связанных с клеточным старением 
и окислительным стрессом, в молекулярный патогенез ХОБЛ проведен анализ профиля экспрессии 
днРНК (TP53TG1, LINC00342, H19, MALAT1, DNM3OS, MEG3) и белоккодирующих генов (PTEN, 
TGFB2, FOXO3, KEAP1) в мононуклеарных клетках крови больных ХОБЛ (n = 92) и здоровых доноров 
(n = 81). Установлено значимое снижение уровней экспрессии днРНК TP53TG1, DNM3OS и мРНК 
TGFB2 и повышение экспрессии днРНК MALAT1 и LINC00342 у больных ХОБЛ. По результатам 
множественного регрессионного и ROC-анализа получена высокоинформативная прогностическая 
модель развития ХОБЛ, которая включает одновременную оценку уровня экспрессии днРНК 
TP53TG1 и мРНК TGFB2 (AUC = 0.92). Найдена положительная корреляция уровней экспрессии 
MALAT1, DNM3OS, TGFB2, FOXO3 и  KEAP1 с  параметрами функции легочного дыхания, 
отражающими прогрессирование заболевания. Гены, экспрессия которых в  мононуклеарных 
клетках крови больных ХОБЛ отличалась от экспрессии в контрольной группе (днРНК TP53TG1, 
LINC00342, DNM3OS, MALAT1 и белоккодирующий ген TGFB2) участвуют в регуляции апоптоза, 
воспаления, фиброгенеза и  эпителиально-мезенхимального перехода, что может указывать на 
активную роль процессов клеточного старения в молекулярном патогенезе ХОБЛ. 

Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких, окислительный стресс, клеточное 
старение, длинные некодирующие РНК 
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Сокращения: ХОБЛ  – хроническая обструктивная болезнь легких, ЭМП  – эпителиально-мезенхимальный пере-
ход, ИЛФ – идиопатический легочный фиброз, днРНК – длинная некодирующая РНК, МНК – мононуклеарные 
клетки крови, ЖЕЛ – жизненная емкость легких, ФЖЕЛ – форсированная жизненная емкость легких, ОФВ1 – объем 
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ВВЕДЕНИЕ
Хроническая обструктивная болезнь легких 

(ХОБЛ)  – многофакторное хроническое гете
рогенное воспалительное заболевание, затраги-
вающее дистальные отделы дыхательных путей 
(бронхи, бронхиолы) и  легочную паренхиму 
с  развитием эмфиземы легких [1]. ХОБЛ, на-
ряду с  сердечно-сосудистыми и  онкологиче-
скими заболеваниями, относится к  главным 
причинам роста смертности в мире, что объяс
няет постоянный поиск новых подходов к диаг
ностике и лечению данной патологии [2]. ХОБЛ 
развивается в результате комплексного взаимо-
действия молекулярно-генетических факторов, 
сети эпигенетических регуляторов и внешнесре-
довых воздействий, тесно связанных с образом 
жизни [3].

Вдыхание частиц сигаретного дыма и других 
поллютантов, активация воспалительных кле
ток (макрофагов и  нейтрофилов) приводят 
к развитию окислительного стресса [2, 3], кото-
рый считается ключевым фактором ускоренного 
клеточного старения, так как активные формы 
кислорода вызывают повреждения структуры 
клеток [4].  

Появляется все больше доказательств связи 
ХОБЛ с ускоренным старением и избыточным 
накоплением стареющих клеток в  состоянии 
необратимой остановки клеточного цикла [5]. 
Для ХОБЛ характерно повреждение и  уко
рочение теломер [6] и повреждение ДНК [7], за-
метное снижение регенеративной способности 
базальных и эпителиальных альвеолярных кле-
ток типа II [8], накопление клеток с выраженным 
секреторным фенотипом, ассоциированным со 
старением (senescence-associated secretory pheno-
type, SASP) [7]. 

Особый интерес представляют механизмы, 
связанные с функцией длинных некодирующих 
РНК (днРНК), которые играют важную роль 
в  регуляции различных внутриклеточных 
сигнальных путей и формировании различных 
патологических фенотипов [9]. Ядерные формы 
днРНК участвуют в  компартментализации 
ядра, регуляции сплайсинга и  активности ге
нов путем аллостерического взаимодействия 
с транскрипционными факторами, поддержания 
структуры эухроматина/формирования гетеро
хроматина [10]. Цитоплазматические формы 
днРНК связываются с микроРНК, препятствуя 
ингибированию ими мРНК, и  таким образом 
выступают в роли конкурирующих эндогенных 
РНК (ceRNA), регулируют модификацию 
структуры белков, служат каркасом для белков 
сигнальных путей и участвуют в формировании 
межклеточных контактов [11]. 

Ранее мы описали роль днРНК и клеточного 
старения в патогенезе ХОБЛ [12], в данной ра-

боте приведены результаты определения профи-
ля экспрессии ряда днРНК и белоккодирующих 
генов, тем или иным образом вовлеченных в ре-
гуляцию клеточного старения у больных ХОБЛ. 
Ген TP53TG1 (TP53 target 1), кодирующий од-
ноименную днРНК и  индуцируемый белком-
супрессором р53, расположен на хромосоме 
7q21, участвует в ответе клетки на повреждение 
и является частью сигнального пути TP53 [13]. 
днРНК TP53TG1 ингибирует WNT/β-катенин, 
способствует апоптозу клеток через активацию 
синтеза фермента PTEN и ингибирования сиг
нального пути PI3K/AKT [13, 14], связанного 
с такими процессами, как пролиферация, адге-
зия, миграция, инвазия, метаболизм, выжива-
ние и  клеточное старение [15]. Ген LINC00342 
(long intergenic non-protein coding RNA 342), 
локализованный на хромосоме 2 (2q11.1), 
кодирует одноименную днРНК, экспрессия ко-
торой повышена в  тканях немелкоклеточного 
рака легкого [16]. днРНК LINC00342 связывается 
с miR-203a-3p [17], что приводит к подавлению 
противоопухолевой активности белков p53 
и PTEN [18]. Ген DNM3OS (dynamin 3 opposite 
strand/antisense RNA) локализован на хромосоме 
1q24.3, транскрибируется с  образованием 
днРНК и  включает последовательности трех 
микроРНК: miR-199a-5p, miR-199a-3p и  miR-
214-3 [19]. DNM3OS является специфичным для 
фибробластов эффектором фиброза легкого, 
индуцированного TGF-β [20]. Ген MALAT1 
(metastasis associated lung adenocarcinoma 
transcript 1) локализован на хромосоме 11q13.1, 
участвует в регуляции клеточного ответа на окис-
лительный стресс и процессов клеточного старе-
ния [21]. MALAT1 подавляет экспрессию TP53 
на уровне пре-мРНК, усиливает экспрессию 
MMP9, PIK3CA и активирует сигнальный каскад 
PI3K/AKT, связанный с клеточным старением 
[21]. Ген H19 (imprinted maternally expressed 
transcript) расположен на хромосоме 11p15.5, 
днРНК H19 действует как ключевой компонент 
регуляторных сетей, вовлеченных в  патогенез 
некоторых видов рака [22] и  фиброза за счет 
стимуляции аутофагии, ингибирования апопто
за  и  усиления эпителиально-мезенхимального 
перехода (ЭМП), активации сигнальных 
путей TGF-β/SMAD3 и  mTOR [23, 24]. Ген 
MEG3 (maternally expressed 3) локализован 
в  области 14q32.2; днРНК MEG3 регулирует 
митохондриальный путь апоптоза, активируя 
p53 и  ингибируя Bcl-xl [25]. Сверхэкспрессия 
MEG3 приводит к  снижению уровня TGF-β1, 
активности пути PI3K/AKT и  ЭМП [26]. Ген 
PTEN (phosphatase and tensin homolog) распо-
ложен в локусе 10q23, кодирует белок, который 
является функциональным антагонистом 
сигнального пути PI3K/AKT/m-TOR [27] и играет 
существенную роль в гликолизе, глюконеогенезе, 
синтезе гликогена, метаболизме липидов, 
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а  также в  митохондриальном метаболизме 
[28]. Ген TGFB2, локализованный в  локусе 
1q41, кодирует белок, входящий в  семейство 
TGF-β, который регулирует пролиферацию, 
дифференцировку, миграцию, регенерацию 
и  апоптоз клеток, а  также ремоделирование 
межклеточного матрикса и  индукцию ЭМП 
[29]. Цитокины, входящие в  семейство 
TGF-β, являются лигандами рецепторов 
TGFBRI, TGFBRII, TGFBRIII, активируют 
канонический сигнальный путь TGF-β/SMAD2/
SMAD3/SMAD4 [30]. Ген FOXO3, расположен-
ный в  локусе 6q21, кодирует белок, входящий 
в семейство транскрипционных факторов FOX 
(подкласс FOXO) [31]. FOXO3 контролируется 
преимущественно сигнальным путем PI3K/
AKT, в активной дефосфорилированной форме 
FOXO3 связан с контролем метаболизма белков, 
аутофагии и  апоптоза клеток [30]. Ген KEAP1 
(kelch like ECH associated protein 1), расположен-
ный в 19p13.2, кодирует эндогенный ингибитор 
транскрипционного фактора Nrf2 (NFE2 like 
bZIP transcription factor 2). Комплекс KEAP1-
NRF2 регулирует процессы окислительного 
гомеостаза, старения и выживания клеток [32].

C целью оценки вклада генов, кодирующих 
молекулы ключевых сигнальных каскадов, свя
занных с окислительным стрессом и клеточным 
старением, в  молекулярный патогенез ХОБЛ, 
проанализирован профиль экспрессии днРНК 
(TP53TG1, LINC00342, H19, MALAT1, DNM3OS, 
MEG3) и  белоккодирующих генов (PTEN, 
TGFB2, FOXO3, KEAP1) в  мононуклеарных 
клетках крови больных ХОБЛ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследование проведено в соответствии со 

стандартами надлежащей клинической практики 
и  принципами Хельсинкской декларации 
1964 года и  ее последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики, одобрено 
комитетом по этике ИБГ УНЦ РАН (протокол 
№ 19, от 01.11.2022). От всех участников получено 
информированное добровольное согласие на 
использование биологического материала. 
Исследование проводили методом случай–
контроль: больные ХОБЛ (n = 92) и контрольная 
группа (n = 81). Все пациенты с  ХОБЛ были 
госпитализированы в отделение пульмонологии 
городской клинической больницы № 21 или 
торакальное отделение клиники Башкирского 
государственного медицинского университета 
г. Уфы. Диагноз ХОБЛ устанавливали с учетом 
рекомендаций рабочей группы “Глобальной 
стратегии диагностики, лечения и профилактики 
хронической обструктивной болезни легких” 
(http://goldcopd.org) на основании клинических 
и лабораторно-инструментальных исследований, 

включая компьютерную томографию высокого 
разрешения, спирометрию. 

Все пациенты получали двойную бронходи
латационную терапию: длительно действующие 
β2-агонисты в комбинации с длительно дейст
вующими антихолинергетиками, согласно 
Федеральным клиническим рекомендациям 
по диагностике и  лечению ХОБЛ [1]. Забор 
крови для выделения РНК из мононуклеарных 
клеток крови (МНК) проводили вне обострения 
заболевания.

В контрольную группу вошли неродственные 
индивиды, не имевшие хронических заболе
ваний в  анамнезе, в  том числе болезней орга-
нов дыхания, а  также острых респираторных 
заболеваний на момент сбора биоматериала. 
В  рамках клинико-инструментального обсле
дования у  всех участников определяли индекс 
массы тела (ИМТ), показатели внешнего ды-
хания (жизненная емкость легких (ЖЕЛ), 
форсированная жизненная емкость легких 
(ФЖЕЛ), объем форсированного выдоха за 
первую секунду (ОФВ1), соотношение ОФВ1/
ФЖЕЛ), а  также долю курящих пациентов 
с  вычислением индекса курения. Критериями 
включения в  контрольную группу были 
нормальные показатели функции внешнего 
дыхания (ОФВ1/ФЖЕЛ > 70%, ОФВ1> 80%) 
и возраст старше 45 лет. В табл. 1 представлена 
клинико-демографическая характеристика ис
следуемых групп.

Анализ взаимодействия днРНК, микроРНК 
и  мРНК. С  использованием геномных баз 
данных KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes) [https://www.kegg.jp/], Tar-
Base v8.0 [https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/di-
ana/web/index.php?r=tarbasev8] miRTarBase 
v8.0 (https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTar-
Base/miRTarBase_2019/php/download.php) 
проведен предварительный анализ in silico 
для идентификации сети взаимодействующих 
мРНК, микроРНК, днРНК, вовлеченных 
в  ключевые сигнальные каскады, связанные 
с  окислительным стрессом и  клеточным 
старением. На основе онлайн-инструментов 
NetworkAnalyst 3.0 (https://www.networkanalyst.
ca/NetworkAnalyst/) и Lncrna2target V3.0 (http://
bio-annotation.cn/lncrna2target/browse.jsp, дата 
доступа 17-23.08.2023) [33] интерпретирован 
список генов для определения парных взаимо
действий в сети. Файлы, содержащие параметры 
узлов и  ребер сети, модифицированы в  соот
ветствии с  дополнительными данными, полу
ченными на основе анализа списка исследуемых 
генов в  базе данных NCBI PubMed [https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov]. Итоговый пакет 
атрибутивных данных сети исследуемых ге-
нов использовали для визуализации сети взаи

http://goldcopd.org
https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/diana/web/index.php?r=tarbasev8
https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/diana/web/index.php?r=tarbasev8
https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2019/php/download.php
https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2019/php/download.php
http://bio-annotation.cn/lncrna2target/browse.jsp
http://bio-annotation.cn/lncrna2target/browse.jsp
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модействия днРНК, микроРНК и  мРНК на 
основе платформы Cytoscape 3.10.0.

Выделение РНК из мононуклеарных клеток 
(МНК) периферической крови. Моноциты 
и  лимфоциты периферической крови играют 
активную роль в патогенезе ХОБЛ, они участвуют 
в  поддержании и  контроле воспалительного 
процесса при ХОБЛ, поэтому уровень экс
прессии днРНК и  мРНК определяли в  МНК. 
Особенности профиля экспрессии регуляторных 
некодирующих РНК и белоккодирующих генов 
в  МНК больных ХОБЛ могут, по-видимо-
му, служить неинвазивными биомаркерами 
заболевания.

Образцы периферической крови (4 мл) 
отбирали в  вакуумные пробирки с  EDТА К3 
и в течение 1 ч доставляли в лабораторию. МНК 
выделяли стандартным методом плотностного 
центрифугирования в  3 мл раствора фиколла 
(Ficoll-Paque GE, Cytiva плотность 1.077). Для 
этого 4 мл крови разбавляли равным объе-
мом фосфатно-солевого буфера Дульбекко 
(однократный раствор DPBS без Ca и  Mg, 
“БиолоТ”, Россия), затем наслаивали на 3 мл 
раствора фиколла и центрифугировали при 420 g 
в  течение 30 мин при комнатной температуре. 
Отбирали средний слой, содержащий МНК, ко-
торый дважды промывали DPBS для удаления 
фиколла и плазмы, после чего МНК переносили 
в  другую пробирку и  добавляли 1 мл TRIzol 
Reagent (“Thermo Fisher Scientific”, США) для 
выделения РНК. Суммарную РНК из МНК 
выделяли с  использованием реактива TRIzol 
reagent (“Invitrogen”, США, www.invitrogen.
com), согласно протоколу производителя. Каче

ство и  количество матрицы РНК (в  нг/мкл) 
оценивали на спектрофотометре NanoDrop 1000 
(“Thermo Fisher Scientific”) по поглощению при 
длине волны 260 нм. Качество РНК определя-
ли по соотношению А260/А280, которое должно 
находиться в интервале 1.8–2.0. Для выявления 
компонентов, содержащих фенольные кольца, 
использовали также соотношение А260/А230. 
Целостность РНК оценивали с использованием 
электрофореза в  1%-ном агарозном геле 
с  0.5  мкг/мл бромистого этидия по полосам 
рРНК (28S и 18S). Все образцы РНК для удаления 
геномной ДНК обрабатывали ДНКазой I, сво-
бодной от РНКаз (“Thermo Fisher Scientific”). 

Синтез кДНК и  анализ экспрессии днРНК 
и мРНК. кДНК cинтезировали с помощью набора 
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR 
(“Thermo Fisher Scientific”) в соответствии с про-
токолом производителя с использованием гекса-
мерного рандомного праймера. Для синтеза кДНК 
матрицы РНК выравнивали до концентрации 
100 нг/мкл, реакцию проводили в объеме 20 мкл 
в  следующих условиях: матрица РНК  – 3 мкл, 
рандомный праймер – 1 мкл, 5× реакционный 
буфер (250 мM Tрис-HCl pH  8.3, 250 мM KCl, 
20 мM MgCl2, 50 мM DTT) – 4 мкл, ингибитор 
РНКаз RiboLock (20  ед./мкл)  – 1  мкл, 10  мM 
смесь dNTP – 2 мкл, обратная транскриптаза Re-
vertAid M-MuLV RT (200 ед./мкл) – 1 мкл, вода, 
свободная от нуклеаз, до объема 20 мкл. Затем 
смесь инкубировали при 25°C – 5 мин, 42°C – 
60 мин, 70°C  – 5 мин. Продукт ОТ-реакции 
хранили при –70°C до проведения количествен-
ной ПЦР. Количественную ПЦР проводили 
в  96-луночном планшете с  использованием 

Таблица 1. Характеристика исследованных групп

Показатель ХОБЛ (n = 92) Контроль (n = 81) P

Возраст (среднее ± SD) 58.49 ± 15.46 54.46 ± 14.43 0.27

Женщины (n, %)
Мужчины (n, %)

4 (4.35)
88 (95.65)

6 (7.41)
75 (92.59) 0.259

Некурящие (n, %)
Курильщики (n, %)

12 (13.04)
80 (86.96)

11 (13.58)
70 (86.42) 0.891

Индекс курения, пачки/лет
 (среднее ± SD) 39.37 ± 18.63 20.5 ± 15.1 0.0089

ИМТ (среднее ± SD) 25.48 ± 5.27 25.77 ± 4.31 0.702

ОФВ1/ФЖЕЛ (%) (среднее  ± SD) 61.64 ± 25.8 98.07 ± 22.26 0.0001

ЖЕЛ (%) (среднее ± SD) 57.94 ± 15.4 92.9 ± 21.83 0.5572

 ФЖЕЛ (среднее ± SD) 45.01 ± 18.22 106.32 ± 31.14 0.0001

ОФВ1 (%) (среднее ± SD) 55.72 ± 23.63 69.78 ± 24.09 0.022

Примечание. ИМТ – индекс массы тела; ЖЕЛ – жизненная емкость легких; ФЖЕЛ – форсированная жизненная 
емкость легких; ОФВ1 – объем форсированного выдоха за первую секунду; Индекс курения – число сигарет в день × 
× на стаж курения (г) / 20. 

http://www.invitrogen.com
http://www.invitrogen.com
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qPCRmix-HS Master Mix (“Evrogen”, Россия, 
https://evrogen.ru) на приборе QuantStudio 5 
(“Applied Biosystems”, CША). По результатам 
биоинформатического поиска для анализа 
были выбраны следующие днРНК и  белок
кодирующие гены: TP53TG1, LINC00342, 
H19, MALAT1, DNM3OS, MEG3, PTEN, 
TGFB2, FOXO3, KEAP1. Уровни экспрессии 
целевых генов определяли с  использованием 
наборов  ген-специфических праймеров 
(концентрация 10 нг/мкл) и  флуоресцентных 
зондов (10 нг/мкл), дизайн и  синтез которых 
осуществлен компанией “ДНК-Синтез” (Рос-
сия). В  табл.  2 представлена характеристика 
выбранных генов. В  качестве внутреннего 
контроля использовали ген домашнего хозяй
ства B2M (ID567). Уровень мРНК B2M опре-
деляли с  помощью ген-специфичных прай-
меров и  зонда (Hs00187842m1, “Thermo Fisher 
Scientific”). ОТ-ПЦР проводили в трех повторах 

для каждого образца в  следующих условиях: 
3 мин при 95°C для начальной активации ПЦР, 
15 с при 95°C – денатурация и амплификация 
в течение 1 мин при 60°C (45 циклов). Качество 
контролировали с  использованием положи
тельного (предоставлен разработчиком набора) 
и  отрицательного контроля (не содержащего 
кДНК). 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad 
Prism 9 Software (GraphPad Software, https://www.
graphpad.com) и IBM SPSS Статистика 22.0. Рас-
считывали средние значения и стандартные от-
клонения (среднее ± SD), медиану и  25–75% 
межквартильный размах (медиана 25–75% IQR), 
группы сравнивали с помощью непараметриче-
ского U-теста Манна–Уитни (если распреде-
ление данных отличалось от нормального) или 
теста Стьюдента (для данных с  нормальным 

Таблица 2. Гены, праймеры и зонды, использованные в работе

Ген (ID)* Локализация Нуклеотидная последовательность праймеров и зонда (5´→3´)

TP53TG1
(ID:11257) 7q21.12

TP53TG1-F – GGCTCTTTCCTTTAATCTTCGG
TP53TG1-R – GAATTGTTACCAGGGTTACTCAGAC
TP53TG1-Probe – 
FAM-TGCCCAACTCAGGTTTAACCACCA-BHQ1

LINC00342
(ID:150759) 2q11.1

LINC00342-F – TTTCATCTGAAGCAGCAGAGTG
LINC00342-R – CAGTTGTGGTGATCTTTGTTCCTG
LINC00342-Probe – 
FAM-CAGAGTCAGGTCACCAACCAGTGTGGA-BHQ1

H19
(ID:283120) 11p15.5

H19-F – GAATCGGCTCTGGAAGGTGA
H19-R – GCTGCTGTTCCGATGGTG
H19-Probe – FAM-CCAGACCTCATCAGCCCAACATC-BHQ1

MALAT1
(ID:378938) 11q13.1

MALAT1-F – GAACACAAGAAGTGCTTTAAGAGGC
MALAT1-R – GCGAGGCGTATTTATAGACGG
MALAT1-Probe – FAM-AGGTGATCGAATTCCGGTGATGC-BHQ1

DNM3OS
(ID:100628315) 1q24.3

DNM3OS-F – GGGACACTGCTGAGAAAAGACTG
DNM3OS-R – GCTCACTGTTGGTTAGTTTCCTC
DNM3OS-Probe – FAM-ATCCCCGCTGGTCTTCCCTTCG-BHQ1

MEG3
(ID:55384) 14q32.2

MEG3-F – GCCCATCTACACCTCACGAG
MEG3-R – CCTCTTCATCCTTTGCCATCC
MEG3-Probe – 
FAM-CCCACCAACATACAAAGCAGCCACT-BHQ1

PTEN
(ID: 5728) 10q23.31

PTEN-F – CACACGACGGGAAGACAAGT
PTEN-R – CCTCTGGTCCTGGTATGAAGAA
PTEN-Probe – FAM-CCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTG-BHQ1

TGFB2
(ID: 7042) 1q41

TGFB2-F – TGCCGCCCTTCTTCCC
TGFB2-R – CATTCTTCTCCATTGCTGAGAC
TGFB2-probe – FAM-CCATCCCGCCCACTTTCTACAGAC-BHQ1

FOXO3
(ID: 2309) 6q21

FOXO3-F – GGGAAGTGGGCAAAGCAGA
FOXO3-R – GCGTGGGATTCACAAAGG
FOXO3-probe – FAM-ACCCTTTGCCAAATCTGCTCTC-BHQ1

KEAP1
(ID: 9817) 19p13.2

KEAP1-F – CAACAGTGTGGAGAGGTATGAGC
KEAP1-R – AAGGAGACGATTGAGGACAGC
KEAP1-probe – FAM-CCCCAATGCTGACACGAAGGATC-BHQ1

* ID гена приведены согласно базе данных https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene.

https://www.graphpad.com
https://www.graphpad.com
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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распределением). Частоты качественных при-
знаков сравнивали с  помощью теста χ2. Уро-
вень P < 0.05 считали статистически значимым. 
Относительный уровень экспрессии оценивали 
с  помощью метода ΔΔСt, который основан на 
предположении, что разница в  пороге цикла 
(ΔCt) между целевым и  референсным генами 
пропорциональна относительной экспрессии 
целевого гена; результаты нормировали по уров-
ню экспрессии гена домашнего хозяйства B2M 
и  соответствующих генов по следующей схеме 
∆Ct = Ct (целевой ген) – Ct (ген домашнего хо-
зяйства) [34]. Относительный уровень экспрес-
сии каждого гена представлен в  виде (2–ΔΔCt) 
[34]. Различия в уровне относительной экспрес-
сии в  группе больных и  в  контроле рассчиты-
вали с  помощью непараметрического U-теста 
Манна–Уитни. Оценивали кратность изменения 
экспрессии у больных по сравнению с контролем 
(Fold Change) (2(–ΔΔCt) ХОБЛ / 2(–ΔΔCt) контроль) 
и  кратность снижения или увеличения уровня 
экспрессии у больных (Fold Regulation), при этом 
для величин Fold Change < 1 Fold Regulation   =  
= (–1/ Fold Change). Корреляцию между пере-
менными определяли с помощью непараметри-
ческого анализа с вычислением коэффициента 
корреляции Спирмена. Прогностическую зна-
чимость оценивали с  помощью ROC-анализа 
(receiver operating characteristic analysis), с вычис-
лением площади под кривой (АUC – area under 
the curve) с расчетом чувствительности и специ-
фичности. Наиболее значимые модели иденти-
фицировали с использованием множественного 
регрессионного анализа с пошаговым включе-
нием значимых предикторов с  последующим 
ROC-анализом для оценки эффективности про-
гностической модели.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ сети взаимодействующих мРНК, 
микроРНК и днРНК

Для идентификации сети взаимодействующих 
мРНК, микроРНК и  днРНК нами проведен 
предварительный анализ in silico. В табл. 3 пред
ставлены функциональные характеристики 
днРНК и мРНК, выбранных для исследования. 
Визуализация сети взаимодействующих некоди
рующих РНК (днРНК и  микроРНК) и  мРНК 
представлена на рис. S1 (Дополнительные ма-
териалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи и  на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/5/supp_Markelov_rus.zip).

Проведенный нами анализ in silico включал 
комплексное использование нескольких прогно
стических онлайн-инструментов. Особое значение 
в  данном контексте играют параметры сайтов 
связывания корегулируемых РНК, в  частности 

такие, как энергия связывания. Предполагается, 
что этот параметр зависит от размера участка 
связывания [35]. В  свою очередь, некодиру-
ющие РНК связываются предпочтительно 
с  высокоаффинными последовательностями 
длиной 8, 7 нуклеотидов, а также (несколько сла-
бее) с  последовательностями из 6 нуклеотидов 
[36–38]. В соответствии с этим большинство сай-
тов связывания, предсказанных нами в результате 
анализа in silico, обладают высокой аффинностью. 
Обилие отдельных генов-мишеней способно 
модулировать активность некодирующих РНК. 
Это обуславливает возможность существования 
чувствительного порога концентрации эффек
торной некодирующей РНК и  целевых транс
криптов [35]. Целевые транскрипты для их 
эффективного взаимодействия с некодирующей 
РНК должны экспрессироваться на сверхвысоком 
уровне, превышающем физиологически нор
мальный [39].

Функциональная характеристика сети днРНК 
TP53TG1 ограничивается проапоптотическим 
и антифибротическим потенциалом [40, 41]. 

 Направление целевых взаимодействий 
днРНК LINC00342, связано с усилением ЭМП 
и воспалительного процесса [42–44]. 

Сеть функциональных взаимодействий 
днРНК H19 характеризуется проапоптотиче-
ской и профибротической осями, связана с уси-
лением воспаления в  легочной ткани, а  также 
ЭМП [22, 23, 45], а днРНК MALAT1 в основном 
связана с ЭМП. Так, взаимодействие MALAT1 
с рядом микроРНК приводит к усилению ЭМП 
и  активации сигнального каскада AKT/mTOR 
[46–49]. MALAT1 вызывает профибротический 
и проэмфизематозный эффекты [50], усиливает 
воспалительные процессы в легких [21] (табл. 3). 

ДнРНК MEG3 активирует сигнальные кас
кады TGF-β/SMAD3 [51] и  Wnt, участвует 
в  регуляции ЭМП [52]. MEG3 действует как 
регулятор апоптоза в  клетках легкого, связы
вание этой днРНК с  miR-181а приводит 
к  активации BCL2 [53]. Сеть взаимодействий 
MEG3 содержит несколько молекул, играю-
щих важную роль в  патогенезе ХОБЛ. MEG3 
способна ингибировать функцию miR-181a-5p 
с последующей стимуляцией сигнального каскада 
PTEN/pSTAT5/SOCS1 в макрофагах при остром 
респираторном дистресс-синдроме [54]. По ана-
логичному принципу MEG3 взаимодействует 
с miR-181b-5p, которая модулирует сигнальный 
каскад JAK2/STAT3, регулируя таким образом 
поляризацию макрофагов к  M2-подобному 
фенотипу. MEG3 может предотвратить данный 
эффект и потенциально активировать провос-
палительный фенотип макрофагов [55]. Проэм-
физематозная ось содержит всего одну целевую 
молекулу, miR-181b-3p, которая связана с пато-
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Таблица 3. Функциональная характеристика исследованных днРНК и мРНК

Ген Мишень Функция
TP53TG1 miR-18a-5p, ACTA2, FN1 Проапоптотическое действие на 

клетки легкого, антифибротиче-
ское действие 

LINC00342 miR-15b/TPBG, miR-15b/BCL2, miR-203a-3p/SIX1 Регуляция ЭМП, 
усиление воспалительного 
процесса в легких

H19 miR-29b, miR-29a-3p, miR-196a, miR-140, 
miR-21/PTEN/AKT, miR-122-5p, miR-675-3p/IGF1R, miR-200a, 
miR-19b-3p/FTH1, miR-130a-3p/WNK3,
 miR-193a-3p, miR-138

Профибротический эффект, 
усиление воспалительного 
процесса в легком, проапопто-
тическое действие, 
усиление ЭМП

MALAT1 miR-101-3p/MCL1, miR-101/SOX9 (путь Wnt),
miR-200a-3p, miR-200b-3p, miR-200c-3p,
miR-206 (путь Akt/mTOR), 
miR-202-3p/RRM2, miR-202-3p/CCND1,
miR-129-5p/YWHAB, miR-129-5p/MCRS1, miR-129-5p/
CDH1, miR-129-5p/VIM, 
miR-129-5p/HMGB1
miR-374b-5p/SRSF7, miR-374b-5p/ FOXP1
miR-613, miR-613/COMMD8, miR-613/GJA1,  
miR-613/CDK4, 
miR-19b-3p/PPP2R5E, miR-19b-3p/BCL2L11, 
miR-17-5p/FOXA, miR-1297/TRIB2,  
miR-375/YAP, miR-194-5p/FOXP2, 
miR-194-5p/FOXK1, miR-503-5p, 
miR-590, miR-590/YAP1, miR-150/eIF4E/Akt, 
miR-22-3p/NLRP3, miR-375, miR-23c, miR-429 

Антиапоптотическое действие,
профибротический эффект,
усиление ЭМП,
усиление воспалительного 
процесса в легких,
проэмфизематозный эффект

DNM3OS Предшественник miR199a-5p/3p, miR-214-3p; 
miR-204-5p/AP1S2, miR-199a-5p/3p/SIRT1, miR-181a-5p/STAT3 

Профибротический эффект

MEG3  miR-181a-5p/Bcl-2, miR-181a-5p/PTEN, 
miR-181d-5p/CDKN3,
 miR-181a-5p/PTEN/pSTAT5/SOCS1,
 miR-181b-5p/JAK2/STAT3, miR-181b-3p,
miR-140-5p*/TLR4, miR-140-5p/MMD,
 miR-140-5p/YES1, miR-140-5p (путь Wnt)
 miR-125a-5p, miR-125a-5p/STAT3,
 miR-125a-5p/Sp1/SIRT1/HIF-1α, 
MDM2, TP53, TP63, KRT14, STAT3, YAP1, TP73, SOX2, HES1, 
HEY1 AXL, MDM2, JARID2, EZH2;
miR-133a-3p/ IGF1R (путь TGF-β/Smad3),
 miR-133a-3p/SIRT1, miR-770-5p/TGFBR1, 
miR-664a-3p/FHL1

Антиапоптотическое действие, 
усиление ЭМП,
усиление воспалительного 
процесса в легких,
проэмфизематозный эффект,
усиление клеточного старения 

TGFB2 miR-454-3p, miR-193a-3p Усиление ЭМП, 
антиапоптотический эффект

PTEN miR-19b-3p, miR-23a-3p, miR-217-5p, miR-221-3p, miR-222-3p, 
miR-486-5p, miR-425-5p, miR-18a-5p, miR-543, miR-20b-5p, 
miR-21, miR-216a, miR-181a-5p

Антиапоптотический эффект, 
профибротический эффект, 
регуляция ЭМП

FOXO3 miR-182, miR-217, miR-29b-3p, miR-23a Антиапоптотический эффект
проапоптотический эффект

KEAP1 miR-421 miR-432-3p, MALAT1, miR-125b-5p, miR-141-3p Антиапоптотический эффект
регулятор антиоксидантной 
защиты клетки

Примечание. Взаимодействие днРНК-микроРНК с мРНК анализировали с использованием онлайн-инструмента Net-
workAnalyst 3.0 (https://www.networkanalyst.ca/NetworkAnalyst/) и интегрированных баз KEGG, miRTarBase v8.0 и Tar-
Base v8.0; онлайн-инструмента Lncrna2target V3.0 (http://bio-annotation.cn/lncrna2target/browse.jsp) и NCBI PubMed 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).
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логическим ангиогенезом в легких и тем самым 
с  инициацией эмфиземы [50]. Связывая miR-
125a-5p и регулируя таким образом сигнальный 
каскад Sp1/SIRT1/HIF-1α, MEG3 может 
замедлять старение клеток легочного эпителия 
[56].

ДнРНК DNM3OS взаимодействует с  моле
кулами, связанными с  профибротическими 
и  провоспалительными эффектами; так, 
DNM3OS участвует в регуляции TGF-β-индуци-
рованной активации миофибробластов легкого 
[20]. Согласно результатам анализа in silico, miR-
181a-5p является мишенью для DNM3OS. В свою 
очередь, противовоспалительное действие miR-
181a-5p связано с его способностью регулировать 
сигнальный каскад PTEN-pSTAT5-SOCS1 [54]. 

В список генов, отобранных для исследо
вания, входят также белоккодирующие гены. 
Дополнительно на рис. S2 (см. электронное 
приложение) приведена сеть белок-белковых 
взаимодействий продуктов исследованных 
генов. В  данной сети можно выделить три 
массивных кластера белок-белковых взаимо
действий, образуемых KEAP1, PTEN и FOXO3, 
а  также малый кластер, формируемый на базе 
TGFB2.

Взаимодействие PTEN с  микроРНК (miR-
19b-3p, miR-23a-3p, miR-486-5p и др.) приводит 
к  снижению уровня PTEN в  результате акти
вации сигнального каскада PI3K/AKT, а  так-
же к  снижению апоптоза клеток [57]. MiR-
181a-5p, связываясь с  PTEN, стимулирует 
ЭМП клеток аденокарциномы легкого [58]. 
Функциональная сеть, связанная с  фиброзом, 
содержит две микроРНК: miR-21 и  miR-216a, 
которые, связываясь с  PTEN, модулируют 
пролиферацию и  миграцию гладкомышечных 
клеток дыхательных путей с  последующей их 
гиперплазией и способностью к формированию 
фенотипа ЭМП [45]. Для ХОБЛ характерны 
эмфизематозные изменения дыхательных путей; 
в данном контексте выделяется взаимодействие 
PTEN с  N-концевым доменом фактора SRF 
(serum response factor), что способствует 
транскрипционной активности SRF и нормаль
ной пролиферации гладкомышечных клеток 
сосудов [59].

Сеть целевых молекул белоккодирующего 
гена FOXO3 связана апоптозом. Так, связывание 
FOXO3 с miR-182 приводит к устойчивости клеток 
немелкоклеточного рака легкого к апоптозу, ин-
дуцированному лучевой терапией [60]. При свя-
зывании FOXO3 с miR-23a, напротив, наблюда-
ется снижение пролиферативных способностей 
и  задержка прохождения клеточного цикла 
фибробластами легкого [61]. Взаимодействие 
FOXO3 c SIRT1 приводит к  формированию 

ответа на антиоксиданты; деацетилирование 
FOXO3 усиливает убиквитинирование и дегра
дацию FOXO3 в  ответ на окислительный 
стресс, что способствует выживаемости эндо
телиальных клеток-предшественников на фоне 
окислительного стресса [62].

C 3´-нетранслируемой областью KEAP1 
прямо связывается miR-141-3p, усиливая таким 
образом апоптоз гладкомышечных клеток 
сосудов [63]. IKBKB (inhibitor of nuclear fac-
tor kappa B kinase subunit beta), активирующий 
ядерный фактор NF-κB (ключевой регулятор 
воспалительного ответа), способен связывать-
ся с KEAP1 в составе комплекса KEAP1-CUL3-
RBX1, что приводит к деградации IKBKB и сни-
жает активацию NF-κB, способствуя снижению 
воспалительного ответа [64].

TGFB2 вовлечен в регуляцию ЭМП, в сеть 
его взаимодействий входит miR-454-3p, ко-
торая связывается с  TGFB2 и  снижает таким 
образом ЭМП [65]. Также можно выделить 
функцию, связанную с  регуляцией апоптоза, 
в которой взаимодействие miR-193a-3p с TGFB2 
противодействует ферроптозу [66]. Белок-
белковые взаимодействия TGFB2 представле-
ны в основном сетью, связанной с регуляцией 
фиброза. В  миофибробластах белок NREP 
(neuronal regeneration related protein) связывается 
с  TGFB2 и  подавляет экспрессию коллагенов 
типа 1 и 3, что снижает интенсивность фиброз-
ного перерождения клеток [67]. Напротив, CT-
GF (сonnective tissue growth factor) напрямую 
связывается с  TGFB2 и  способствует профи-
бротической активности TGFB2 [68]. Взаимо-
действие TGFB2 с его рецептором 2 (TGFBR2) 
приводит к активации ЭМП [69]. 

Таким образом, согласно результатам in sili
co анализа, выбранные нами днРНК и  мРНК 
функционально действуют как регуляторы 
сигнальных каскадов TGF-β/SMAD3, Wnt, 
PI3K/AKT и  Keap1/Nrf2, вовлеченных в  та-
кие важные клеточные процессы, как анти
оксидантный ответ на окислительный стресс, 
апоптоз, воспаление, фиброгенез, ЭМП и кле
точное старение.

Анализ относительного уровня экспрессии  
днРНК и мРНК у больных ХОБЛ

Нами определен уровень относительной 
экспрессии днРНК (TP53TG1, LINC00342, H19, 
MALAT1, DNM3OS, MEG3) и  мРНК (PTEN, 
TGFB2, FOXO3, KEAP1) в МНК больных ХОБЛ 
и здоровых индивидов. Результаты представлены 
в табл. 4 и на рис. 1. 
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Установлено значимое, более чем в 6 раз, сни
жение уровня днРНК TP53TG1 у больных ХОБЛ 
(Fold Change (FCh) = 0.1532, Fold Regulation 
(FR) = –6.5244, P = 0.0001) (табл. 4). При этом 
в группе больных ХОБЛ выявлено значимое по-
вышение экспрессии днРНК MALAT1 (FCh  = 
= 6.983, P = 0.0001). Уровень днРНК LINC00342 
у больных ХОБЛ был почти в 3 раза выше, чем 
у здоровых индивидов (FCh = 2.874, P = 0.0029). 
Нами показано значимое снижение экспрес-

сии днРНК DNM3OS у больных ХОБЛ (FCh =  
= 0.5176, FR = –1.9317, P = 0.0076). В МНК боль-
ных ХОБЛ уровень экспрессии мРНК TGFB2 
был значимо ниже, чем у здоровых индивидов 
(FCh = 0.3639, FR = –2.7476, P = 0.0001).

 Уровни экспрессии днРНК H19 и  мРНК 
PTEN и  KEAP1 в  МНК больных ХОБЛ были 
сопоставимы с  уровнями в  контрольной груп-
пе. Выявлено увеличение относительного уров-

Таблица 4. Уровень относительной экспрессия исследованных генов у больных ХОБЛ 

Ген Кратность изменения 
экспрессии

Кратность снижения / повышения уровня 
экспрессии P

TP53TG1 0.1532 –6.5244 0.0001
LINC00342 2.874 2.874 0.0029
MALAT1 6.983 6.983 0.0001
H19 1.764 1.764 0.8531
DNM3OS 0.5176 –1.9317 0.0076
MEG3 2.304 2.304 0.4868
PTEN 1.087 1.087 0.6855
TGFB2 0.3639 –2.7476 0.0001
FOXO3 2.246 2.246 0.1873
KEAP1 1.0513 1.0513 0.7922

Примечание. Кратность изменения экспрессии (Fold Change) = 2(–ΔΔCt) ХОБЛ / 2(–ΔΔCt) контроль; кратность снижения /
повышения экспрессии у больных (Fold Regulation) для величин Fold Change < 1, Fold Regulation = (–1/ Fold Change); P, 
значимость для U-теста Манна–Уитни.

Рис. 1. Относительная экспрессия (представлена в виде lg Fold Change (2-ΔΔCt )) днРНК и мРНК у больных ХОБЛ 
и индивидов контрольной группы. Результаты представлены в виде медианы и 25–75% межквартильного интервала 
(медиана (25–75% IQR), P – в U-тесте Манна–Уитни.
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ня экспрессии днРНК MEG3 и  мРНК FOXO3 
у  больных ХОБЛ более чем в  2 раза, однако 
различия не достигали статистически значимого 
уровня.

Таким образом, обнаружены различия 
в  уровне днРНК TP53TG1, LINC00342, 
DNM3OS и  MALAT1 и  мРНК TGFB2 в  МНК 
больных ХОБЛ и  в  контрольной группе, то 
есть эти днРНК и  мРНК можно отнести 
к дифференциально экспрессируемым в МНК 
при ХОБЛ. Уровни экспрессии днРНК TP53TG1, 
LINC00342 и DNM3OS в МНК больных ХОБЛ 
определены впервые.

Оценка прогностической значимости 
дифференциальной экспрессии  

днРНК и мРНК в развитии ХОБЛ

На начальных этапах ХОБЛ протекает без 
выраженных симптомов, постепенно снижается 
функция легочного дыхания, жизненная емкость 
легких. Первичный диагноз устанавливается 
уже при наличии значимых эмфизематозных 
изменений легочной ткани, обструкции мел
ких дыхательных путей, которые приводят 
к нарастанию одышки, неэффективности про

водимой терапии и  резкому падению качества 
жизни [1, 2]. Поэтому для ранней диагностики 
ХОБЛ и  выявления предрасположенности 
к  быстрому прогрессированию заболевания 
актуальным представляется поиск биомаркеров 
ХОБЛ. Прогностическую значимость измене-
ния уровней экспрессии днРНК (TP53TG1, 
LINC00342, MALAT1, DNM3OS) и  мРНК 
(TGFB2) при ХОБЛ оценивали с  помощью 
ROC-анализа (рис. 2). Определение относи-
тельного уровня экспрессии днРНК TP53TG1 
позволяет с  умеренной прогностической зна-
чимостью дифференцировать больных ХОБЛ 
от контрольных лиц с  AUC= 0.8685 (95% CI 
0.8062–0.9309, P = 0.001, оптимальная точка 
отсечения 0.6312, чувствительность = 0.9041, 
специфичность = 0.7097). Использование 
ROC-анализа показало умеренную прогно-
стическую значимость оценки уровня TGFB2 
AUC = 0.75735 (95% CI 0.6678–0.8466, P  = 
=  0.001, оптимальная точка отсечения 0.7923, 
чувствительность = 0.7742, специфичность  = 
= 0.6850), днРНК MALAT1 AUC = 0.7131 (95% 
CI 0.6261–0.8002, P = 0.001, оптимальная точка 
отсечения 1.956, чувствительность = 0.6234, 
специфичность = 0.7368), днРНК LINC00342 
AUC = 0.6542 (95% CI 0.5586–0.7498, P  =  
=  0.0487, оптимальная точка отсечения 2.364, 

Рис. 2. ROC-анализ прогностической значимости днРНК и мРНК, относительный уровень экспрессии которых 
изменен в  МНК больных ХОБЛ. AUC: площадь под кривой. а  – днРНК DNM3OS; б  – днРНК LINC000342; 
в – днРНК MALAT1; г – днРНК TP53TG1; д – мРНК TGFB2; е – прогностическая модель, которая включает 
одновременную оценку уровня экспрессии днРНК TP53TG1 и TGFB2.
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чувствительность = 0.6154, специфичность  = 
= 0.661) и днРНК DNM3OS AUC = 0.6931 (95% 
CI 0.5589–0.8274, P = 0.008, оптимальная точка 
отсечения 0.7968, чувствительность = 0.6178, 
специфичность = 0.7667) для дифференциации 
больных ХОБЛ от здоровых индивидов.

По результатам множественного регрес
сионного и  ROC-анализа получена высоко
информативная прогностическая модель 
развития ХОБЛ, которая включает одновре
менную оценку уровня экспрессии днРНК 
TP53TG1 и  мРНК TGFB2 в  МНК (табл.  5). 
Модель имеет высокую предсказательную 
способность (AUC = 0.92, 95% CI 0.86–0.98, 
чувствительность  – 73.2%, специфичность  – 
92.3%) (рис. 2) и позволяет правильно отличить 
индивидов с ХОБЛ и без нее.

Согласно результатам ROC-анализа, самую 
высокую прогностическую значимость для дис-
криминации больных ХОБЛ и здоровых индиви-
дов имеет уровень экспрессии днРНК TP53TG1, 
а также совместный уровень экспрессии данной 
днРНК и мРНК TGFB2.

Корреляционный анализ

С учетом тесного функционального взаимо
действия выбранных нами днРНК и  мРНК 
определяли корреляцию (коэффициент корре
ляции Спирмена r, уровень значимости Р) между 
уровнями экспрессии всех изученных генов 
(табл. 6). Выявлена положительная корреляция 
между относительным уровнем экспрессии 
DNM3OS и  H19 (r = 0.307, P = 0.029), MEG3 
(r = 0.518, P = 5.81 ×10–5), TP53TG1 (r = 0.345, 
P = 0.0078) и отрицательная – между DNM3OS 
и  MALAT1 (r  = –0.284, P = 0.043). При этом 
уровень экспрессии MALAT1 положительно 
коррелировал с уровнями LINC00342 (r = 0.513, 
P = 3.3 × 10–9) и  генами PTEN (r = 0.435, P  =  
=  1.13 × 10–6), FOXO3 (r = 0.259, P = 0.003). 
Уровень экспрессии днРНК TP53TG1 положи
тельно коррелировал с  уровнями MEG3 (r  =  
= 0.240, P = 0.019) и TGFB2 (r = 0.242, P = 0.019). 

Положительной была корреляция экспрессии 
генов TGFB2 и  KEAP1 (r = 0.249, P = 0.012), 
гена KEAP1  – с  геном FOXO3 (r = 0.318, P  = 
= 0.0001). Выявлена выраженная положительная 
корреляция между уровнями экспрессии генов 
FOXO3 и PTEN (r = 0.52, P = 7.21 ×10–11).

С целью оценки вклада исследованных 
днРНК и  мРНК в  прогрессирование и  раннее 
развитие ХОБЛ проведен анализ возможной 
корреляции с  клиническо-демографическими 
параметрами (табл. 7). Показана отрицательная 
корреляция между возрастом больных ХОБЛ 
и уровнями экспрессии MALAT1 (r = –0.313, P = 
= 0.007), TGFB2 (r = –0.351, P = 0.006), FOXO3 
(r = –0.295, P = 0.012) и KEAP1 (r = –0.338, P =  
=  0.005). Наибольший интерес представляет 
анализ корреляции уровня экспрессии с  па
раметрами функции легочного дыхания, 
непосредственно отражающими прогрес
сирование обструкции дыхательных путей 
у  больных ХОБЛ и  тяжесть заболевания. 
Так, выявлена положительная корреляция 
показателя ОФВ1/ФЖЕЛ и MALAT1 (r = 0.272, 
P = 0.03), TGFB2 (r = 0.338, P = 0.01), FOXO3  
(r = 0.426, P = 0.0004), KEAP1 (r = 0.311, P  =  
=  0.014). Уровень экспрессии FOXO3 кор
релировал с показателем ОФВ1 (r = 0.385, P = 
=  0.0018), а  DNM3OS с  ФЖЕЛ (r = 0.426, P  = 
= 0.037).

Выявленная корреляция между уровнями 
экспрессии днРНК MALAT1, DNM3OS и мРНК 
TGFB2, FOXO3, KEAP1 и показателями функ
ции легочного дыхания указывает на вклад 
этих РНК не только в развитие ХОБЛ, но и на 
непосредственное участие в процессах старения 
легочной ткани, выражающееся в постепенном 
снижении проводимости воздухоносных 
путей, развитии фиброзных и эмфизематозных 
изменений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами показано, что высокий уровень экс

прессии днРНК MALAT1 в  МНК связан 

Таблица 5. Предиктивная регрессионная модель развития ХОБЛ 

Предиктор Коэффициент β PWald OR 95%CI

Относительная экспрессия TGFB2 0.898 0.004 2.456 1.33–4.54
Относительная экспрессия TP53TG1 3.365 6.9 × 10–5 28.939 5.52–151.8
Константа регрессии –3.032 0.000 0.048

P = 6.02×10–12,  

AUC = 0.92 (95%CI 0.86–0.98), 
Чувствительность 73.2%, Специфичность 92.3%

Примечание. PWald – значимость в статистике Вальда (Wald test); OR – exp (β) отношение шансов; P – значение в тесте 
отношения правдоподобия; AUC – площадь под кривой; 95%CI – асимптотический 95% доверительный интервал для 
AUC. ROC-кривая представлена на рис. 2.
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Таблица 6. Анализ корреляции между уровнями экспрессии генов днРНК и мРНК (коэффициент корреляции 
Спирмена r; уровень значимости r, уровень значимости Р)

Ген  DNM3OS H19 LINC00342 MALAT1 MEG3 TP53TG1 TGFB2 PTEN FOXO3

H19 
0.307275                

0.02996                

LINC00342
–0.00812 –0.02958

0.955395 0.772508

MALAT1 
–0.28443 0.085894 0.513173            

0.043083 0.393072 3.3 × 10–9            

MEG3 
0.518963 0.348803 0.159364 0.174391          

5.81x10–5 0.001416 0.138051 0.098274          

TP53TG1 
0.345597 –0.00027 0.143321 –0.10556 0.240212        

0.007881 0.997961 0.138938 0.261518 0.019699        

TGFB2 
0.247449 0.138947 –0.05147 –0.01982 0.210362 0.242294      

0.086492 0.234485 0.644021 0.856252 0.068157 0.019699      

PTEN 
–0.07192 –0.07884 0.158737 0.435793 0.035683 –0.10639 0.096514    

0.63092 0.452538 0.10411 1.13 × 10–6 0.748773 0.268627 0.339459    

FOXO3 
–0.0781 –0.0428 0.122231 0.259988 0.061188 –0.1748 0.184983 0.520288  

0.585927 0.666151 0.191171 0.003411 0.564501 0.060558 0.061396 7.21 × 10–11  

KEAP1 
–0.15095 0.159005 –0.01331 0.113786 0.090052 –0.05824 0.249805 –0.01431 0.317967

0.290352 0.119796 0.888743 0.215925 0.406826 0.541892 0.012193 0.871115 0.000115

Примечание. Здесь и в табл. 7 жирным выделены статистически значимые результаты.

Таблица 7. Анализ корреляций между уровнем экспрессии исследованных генов и клиническими 
параметрами  

Параметр DNM3OS H19 LINC00342 MALAT1 MEG3 TP53TG1 TGFB2 PTEN FOXO3 KEAP1

Возраст
–0.1259 –0.0918 –0.2058 –0.313 –0.1383 0.12348 –0.3514 –0.1809 –0.2951 –0.3382

0.47809 0.50484 0.11459 0.00742 0.29615 0.3085 0.00591 0.14612 0.01249 0.00513

ИМТ
0.24633 0.01465 –0.1185 –0.3376 –0.0428 –0.0797 –0.0358 –0.1114 –0.024 0.10606

0.16021 0.91547 0.36724 0.00372 0.74731 0.51201 0.78618 0.37305 0.84223 0.39299

Индекс 
курения

–0.193 0.04926 –0.2233 –0.1945 0.07943 0.15721 –0.1431 –0.0886 –0.1508 –0.1228

0.27418 0.72095 0.08629 0.10155 0.54981 0.19368 0.27536 0.47908 0.2093 0.32233

ОФВ1/ 
ФЖЕЛ, %

–0.0988 –0.0678 0.23456 0.27201 0.15151 0.0407 0.33801 0.11216 0.42629 0.31171

0.60347 0.65079 0.09418 0.03104 0.27411 0.74753 0.01161 0.39769 0.00049 0.01447

ЖЕЛ, %
0.21965 –0.0207 0.2071 0.10873 0.10165 –0.0575 0.06387 –0.065 0.07651 –0.0651

0.23513 0.88902 0.13677 0.39242 0.46022 0.64638 0.64315 0.62178 0.5479 0.61508

ФЖЕЛ, %
0.42612 0.018 0.2617 0.29973 –0.0277 –0.0713 –0.1992 0.03324 0.1548 –0.1454

0.03787 0.92617 0.12885 0.06025 0.86683 0.64147 0.21788 0.83445 0.34021 0.37069

ОФВ1, %
0.13491 –0.0456 0.25271 0.1913 0.18177 –0.0466 0.20366 0.10626 0.38502 0.15945

0.47722 0.76069 0.07069 0.13312 0.18835 0.71266 0.13587 0.42313 0.00183 0.21964

Примечание. Приведены значения коэффициента корреляции Спирмена r и Р – уровня значимости r.
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с  развитием ХОБЛ. Уровень экспрессии дан
ной днРНК положительно коррелировал 
с  проводимостью дыхательных путей (ОФВ1/
ФЖЕЛ), которая постепенно снижается по 
мере прогрессировании ХОБЛ и естественном 
старении легких. Согласно результатам кор
реляционного анализа, высокий уровень эксп
рессии MALAT1 в  МНК чаще встречается 
у  более молодых пациентов, что, возможно, 
связано с ранним развитием ХОБЛ. Подобный 
результат можно объяснить активным учас
тием днРНК MALAT1 в  регуляции сиг
нальных каскадов, связанных с  клеточным 
старением и воспалением. Проведение биоин
форматического анализа, а также подтверждение 
его результатов с  помощью люциферазного 
репортерного анализа и ПЦР в реальном времени 
показало прямое взаимодействие MALAT1 
с  miR-200c в  двух высоко комплементарных 
сайтах связывания [70], играющей ключе
вую роль в  снижении фибротических пре
вращений эпителиальных клеток легко
го [71].  Конкурентное взаимодействие 
MALAT1 с  miR-200c способно усиливать 
фибротические изменения в  эпителиальных 
клетках легкого, важные для развития эмфизе
мы и  ремоделировании легочной ткани при 
ХОБЛ. Кроме того, MALAT1 активирует 
передачу сигналов AKT/mTOR, связываясь 
с высокоаффинной последовательностью miR-
206 (сайт связывания содержит 7 нуклеотидов) 
и  ингибируя таким образом miR-206 [49, 72], 
что может приводить к бронхолегочной диспла-
зии за счет усиления экспрессии фибронектина 
1 [73]. MALAT1 способна стимулировать 
активность SRSF7 (serine and arginine rich 
splicing factor 7) и  FOXP1 (forkhead box P1), 
связываясь с  высокоаффинным сайтом miR-
374b-5p [74]. Эти взаимодействия, усиливают 
ЭМП путем модуляции пролиферации, 
апоптоза [74], а также за счет контроля синтеза 
матриксных металлопротеиназ и  медиаторов 
воспаления в  клетках эпителия легких [75]. 
MALAT1 взаимодействует с белками семейства 
FOX посредством многочисленных микроРНК, 
например, активность FOXA1 изменяется при 
связывании MALAT1 с miR-17-5p [76]. Особый 
интерес вызывает способность MALAT1 снижать 
индуцированный гипоксией апоптоз в клетках 
кровеносных сосудов путем ингибирования 
miR-19b-3p [77]. Более того, секвестрация miR-
19b-3p может приводить к усилению экспрессии 
PPP2R5E (protein phosphatase 2 regulatory subunit 
B›epsilon) и  BCL2L11 (BCL2 like 11), также 
снижая апоптоз в  клетках опухолей легкого 
[78]. MALAT1 может подавлять активность 
miR-22-3p [79] и способствовать таким образом 
активации инфламмасомы, посредством 
NLRP3-опосредованного механизма, а  также 
усиливать опосредованное STAT3 воспаление 

клеток кровеносных сосудов [80]. MALAT1 мо-
жет напрямую подавлять miR-590, связываясь 
с  высокоаффинным сайтом этой микроРНК 
[81]. Выявлено взаимодействие MALAT1 с вы-
сокоаффинными сайтами miR-429 [82] и miR-
23c [83], что может приводить к  дисрегуляции 
ангиогенеза и,  как следствие, к  развитию 
эмфиземы [50]. Ингибирование Toll-подобного 
рецептора 4 (TLR4), вызванное сверхэкспрессией 
MALAT1 при остром повреждении легкого, 
приводит к ингибированию NF-κB и MAP-ки-
назы р38, что может снизить уровень LPS-сти-
мулированного апоптоза клеток и  продукцию 
факторов воспаления (IL-6 и TNF-α) [84]. днР-
НК MALAT1, экспрессия которой повышена 
в биоптатах легочной ткани пациентов с ХОБЛ, 
вовлечена в  патогенез ХОБЛ [85]. Согласно 
[86], повышенная экспрессия MALAT1 в плазме 
крови положительно коррелирует с  уровнем 
воспалительных цитокинов и  может служить 
прогностическим маркером риска обострения 
ХОБЛ. ХОБЛ рассматривается как системное 
воспалительное заболевание, в патофизиологии 
которого важную роль играют повышение 
окислительного стресса и  переход легочного 
воспаления в  системный кровоток. Для 
ХОБЛ характерно одновременное увеличение 
количества макрофагов в  периферических 
дыхательных путях, паренхиме и сосудах легких, 
активированных нейтрофилов, лимфоцитов 
и моноцитов в кровотоке [87].  

Таким образом, результаты, полученные 
в  нашем и  других исследованиях, указывают 
на повышение уровня MALAT1 в  МНК, ле-
гочной ткани и  сыворотке крови больных 
ХОБЛ и подтверждают участие данной днРНК 
в развитии заболевания. 

Установлена положительная корреляция 
между относительным уровнем экспрессии 
MALAT1 и  LINC00342, уровень экспрессии 
которой у  больных ХОБЛ был также значимо 
выше, чем у  здоровых индивидов. LINC00342 
активирует сигнальный каскад miR-15b/TP-
BG, что способствует ЭМП в  клетках карци-
номы легкого A549 и  приводит к  прогрессии 
и  метастазированию аденокарциномы лег
кого [42]. Роль LINC00342 в  различных 
злокачественных новообразованиях изучали 
и  ранее [88]. LINC00342 связывается с  сайтом 
miR-15b, состоящим из 6 нуклеотидов, с энер
гией, достаточной для формирования устой
чивого взаимодействия [42, 72]. Повышение 
экспрессии LINC00342 при немелкоклеточном 
раке легкого, связывание с  высокоаффинным 
сайтом miR-203a-3p [89], а  также подавление 
антионкогенной активности белков р53 и PTEN 
являются основной причиной повышенной 
пролиферации и метастазирования опухолевых 
клеток [17, 18]. MiR-203a-3p, с  которой 
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связывается LINC00342, функционирует как 
регулятор сигнального пути TGF-β/SMAD3 
и способствует TGF-β1-индуцированному ЭМП 
при бронхиальной астме [43].

Нами показано, что у больных ХОБЛ значимо 
снижен уровень экспрессии днРНК TP53TG1. 
Также выявлена положительная корреляция 
уровней TP53TG1 с DNM3OS и MEG3, которая 
находит подтверждение в биоинформатическом 
анализе сети взаимодействий днРНК-
микроРНК-мРНК. TP53TG1 участвует в  ре-
гуляции сигнального каскада TGF-β/SMAD3, 
выступая как антифибротический фактор, 
и таких процессов, как апоптоз клеток легкого. 
TP53TG1 модулирует ось miR-18a-5p/PTEN 
в  клеточной линии A549 рака легкого, свя-
зывая высокоаффинную последовательность 
микроРНК и  усиливая проапоптотическое 
действие цисплатина [40]. В  модели идиопа
тического легочного фиброза TP53TG1 воз
действует на мРНК ACTA2 (actin alpha 2, smooth 
muscle) и  Fn1 (f ibronectin 1), что приводит 
к проявлению антифибротической активности 
в  отношении фибробластов [41]. Опублико-
ваны данные, свидетельствующие о  том, что 
TP53TG1 функционирует как онкосупрессор. 
Запуская убиквитинзависимую деградацию 
пероксиредоксина 4 (PRDX4), TP53TG1 
блокирует сигнальный путь WNT/β-катенин, 
тем самым подавляя прогрессию гепатоклеточ-
ного рака и развитие фиброза печени [14]. По-
казано, что TP53TG1 ингибирует развитие рака 
молочной железы, подавляя сигнальный путь 
PI3K/AKT [90]. Таким образом, высокий уровень 
TP53TG1 негативно влияет на молекулярные 
механизмы ускоренного клеточного старения, 
ингибируя сигнальные каскады TGF-β/SMAD 
и PI3K/AKT. Роль TP53TG1 при ХОБЛ ранее не 
изучали, поэтому результаты, полученные нами 
на МНК, необходимо подтвердить на образцах 
легочной ткани.

Наибольший интерес представляет прямая 
корреляция экспрессии днРНК TP53TG1 
и мРНК TGFB2, совместная оценка экспрессии 
которых с  использованием ROC-анализа так
же показала наибольшую прогностическую 
значимость для дискриминации больных ХОБЛ 
и  здоровых индивидов. Эти два транскрипта 
функционально связаны, так как TP53TG1 
является регулятором сигнального каскада 
TGF-β/SMAD, а  TGFB2 его ключевой мо-
лекулой. Нами выявлено снижение уровня 
экспрессии TGFB2 в МНК больных ХОБЛ и его 
корреляция с возрастом больных и показателем 
легочной функции ОФВ1/ФЖЕЛ. Согласно 
данным биоинформатического анализа, TG-
FB2, будучи активатором сигнального каскада 
TGF-β/SMAD2/SMAD3/SMAD4, усиливает 
ЭМП, способствует фиброзу и  обладает 

антиапоптотическим действием [30]. В  свою 
очередь, SMAD2 и  SMAD3 стимулируют экс-
прессию генов мезенхимального фенотипа: FN1, 
SNAI2 и  MMP2 [91], повышенная активность 
которых при ХОБЛ может способствовать ре-
моделированию легочной ткани и воздухонос-
ных путей. С другой стороны, TGFB2 вовлечен 
в  антиоксидантный ответ: взаимодействие 
между TGFB2 и  C/EBPα (CCAAT enhancer 
binding protein alpha) положительно влияет на 
дифференцировку и  секреторную активность 
эпителиальных клеток легкого на фоне повреж
дения в ответ на гипероксию [92]. Масштабное 
РНК-секвенирование позволило выявить сни
жение уровня экспрессии гена TGFB2 в легочной 
ткани больных ХОБЛ [93]. 

Таким образом, изменение профиля эксп
рессии TGFB2 в  МНК больных ХОБЛ мо
жет быть связано с  ранним развитием забо
левания и  быстрым снижением показателей 
проводимости воздухоносных путей.

Нами показано двукратное снижение уровня 
днРНК DNM3OS у больных ХОБЛ, более того, 
выявлена его корреляция с величиной ФЖЕЛ, 
что отражает постепенное прогрессирование 
обструкции дыхательных путей. Установлено, 
что уровень экспрессии DNM3OS положительно 
коррелирует с  уровнями других днРНК (H19, 
MEG3 и TP53TG1) и отрицательно – с уровнем 
MALAT1. Согласно данным биоинформа-
тического анализа, через мРНК-мишени 
и  микроРНК DNM3OS  взаимодействует 
с  генами MALAT1, H19, MEG3 и  TP53TG1. 
DNM3OS участвует в регуляции каскада TGF-β/
SMAD [20] и  в  таких ключевых процессах 
фиброзной трансформации клеток верхних 
дыхательных путей, как жизнеспособность 
и  миграционный потенциал, что обусловле-
но его способностью ингибировать действие 
miR-20 4-5p посредством взаимодействия 
с  высокоаффинным сайтом связывания из 
11  нуклеотидов и  дополнительными последо-
вательностями [94] с  последующей активаци-
ей HIP1 (huntingtin interacting protein 1) [95]. 
DNM3OS фрагментируется на три микроРНК, 
каждая из которых вовлечена в  регуляцию 
ключевых сигнальных каскадов, связанных 
с  апоптозом, ЭМП и  пролиферацией [20]. 
Показано, что miR-199a участвует в регуляции 
экспрессии SIRT1 в альвеолярных макрофагах, 
тем самым модулируя легочное воспаление 
при остром респираторном дистресс-синдроме 
[96]. Дисрегуляция DNM3OS и  происходя-
щих из нее микроРНК связана с  различными 
хроническими заболеваниями [19]. Уровень 
экспрессии DNM3OS повышен при легочном 
фиброзе [20]. Повышение уровня экспрессии 
только miR-199a-5p в легочной ткани при ХОБЛ 
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наблюдали и  ранее [97], тогда как экспрессия 
DNM3OS при ХОБЛ изучена впервые.

Таким образом, нами впервые показано 
изменение экспрессии днРНК DNM3OS 
в  МНК больных ХОБЛ и  корреляция таких 
изменений с показателями внешнего дыхания, 
что может быть связано с  участием данной 
днРНК и  происходящих из нее микроРНК 
в  регуляции сигнальных каскадов TGF-β/
SMAD и  воспаления, что требует проведения 
исследований на образцах легочной ткани.

Нами не выявлены различия в  уровне экс
прессии днРНК H19, MEG3 и  мРНК PTEN, 
FOXO3 и  KEAP1 в  МНК больных ХОБЛ 
и  здоровых индивидов. Необходимо отметить, 
что корреляционный анализ позволил пока
зать вовлеченность генов FOXO3 и  KEAP1 
в  прогрессирование обструкции дыхательных 
путей. Так, показана корреляция между уровнями 
экспрессии данных генов и  показателями 
функции легочного дыхания, что указывает на 
их потенциальное участие в процессах старения 
легочной ткани, выражающееся в постепенном 
снижении проводимости воздухоносных путей, 
ремоделировании бронхов и бронхиол, развитии 
фиброзных и эмфизематозных изменений.

В заключение следует отметить, что в нашем 
исследовании показана дифференциальная 
экспрессия днРНК TP53TG1, LINC00342, 
DNM3OS, MALAT1 и  мРНК TGFB2 в  МНК 
больных ХОБЛ и  здоровых доноров, при этом 
днРНК TP53TG1, LINC00342 и  DNM3OS 
анализировали впервые. Полученные резуль
таты требуют дальнейшего подтверждения 
на образцах легочной ткани больных ХОБЛ. 
Получена высокоинформативная прогности
ческая модель развития ХОБЛ, которая вклю
чает одновременную оценку уровня экспрессии 
днРНК TP53TG1 и  мРНК TGFB2. Диффе
ренциально экспрессирующиеся днРНК 
(TP53TG1, LINC00342, DNM3OS, MALAT1) 
и белоккодирующий ген TGFB2 функционально 
действуют как регуляторы апоптоза, воспа
ления, фиброгенеза и  ЭМП, что указывает на 
активную роль процессов клеточного старе-
ния в  молекулярном патогенезе ХОБЛ. По-
лученные результаты могут служить основой 
для усовершенствования диагностических 
критериев и разработки принципиально новых 
лекарственных препаратов.

Исследование получило финансовую под-
держку Российского научного фонда (грант № 23-
25-00019, https://rscf.ru/project/23-25-00019/).

Все процедуры, выполненные в  исследо
вании, соответствуют этическим стандартам 
Национального комитета по исследовательской 
этике и Хельсинкской декларации 1964 года и ее 
последующим изменениям или сопоставимым 

нормам этики. Все участники исследования до 
включения в  исследование добровольно под-
писали форму информированного согласия, 
утвержденную в  составе протокола исследо-
вания этическим комитетом ИБГ УФИЦ РАН 
(протокол № 19, от 01.11.2022 г.). 

Авторы декларируют отсутствие явных и по
тенциальных конфликтов интересов, связанных 
с публикацией настоящей статьи. 

Дополнительные материалы размещены 
в  электронном виде по DOI статьи и  на сайте 
http://www.molecbio.ru/downloads/ 2024/5/upp_
Markelov_rus.zip. 
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Expression of Long Non-Coding RNAs and Protein-Coding Genes Involved  
in Cellular Senescence in Patients  

with Chronic Obstructive Pulmonary Disease
V. A. Markelov1, 2, G. F. Korytina1, 2, *,  Y. G. Aznabaeva2, I. A. Gibadullin2,  
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a complex chronic heterogeneous respiratory inflammatory 
disease. The disease develops as a result of complex interaction of molecular genetic factors, a network of 
epigenetic regulators and environmental exposure. COPD pathogenesis may also involve dysregulation of 
stress responses preventing cellular senescence, encompassing a wide range of signaling pathways and their 
epigenetic regulators, including long noncoding RNAs (lncRNAs). In order to assess the contribution of 
genes involved in key signaling pathways related to cellular senescence to the molecular pathogenesis of 
COPD the expression profile of long non-coding RNA (TP53TG1, LINC00342, H19, MALAT1, DNM3OS, 
MEG3) and protein-coding genes (PTEN, TGFB2, FOXO3, KEAP1) in peripheral blood mononuclear cells 
of COPD patients (n = 92) and controls (n = 81) was evaluated. Significant downregulation of lncRNAs 
TP53TG1, DNM3OS and mRNA TGFB2 expression levels was found. The expression levels of ncRNAs 
MALAT1 and LINC00342 were upregulated in COPD patients. Based on the results of multiple regression 
and ROC-analysis, a highly informative prognostic model was determined, which included simultaneous 
expression level assessment of TP53TG1 and TGFB2 (AUC = 0.92). A positive correlation of MALAT1, 
DNM3OS, TGFB2, FOXO3 and KEAP1 expression levels with lung function parameters which reflect 
the disease progression was established. The differentially expressed lncRNAs (TP53TG1, LINC00342, 
DNM3OS, MALAT1) and protein-coding gene TGFB2 detected in the study functionally act as regulators 
of apoptosis, inflammation, fibrogenesis and epithelial-mesenchymal transition, indicating an active role of 
cellular senescence processes in the molecular pathogenesis of COPD.

Keywords: сhronic obstructive pulmonary disease, oxidative stress, cellular senescence, long non-coding 
RNAs 
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ТОЧЕЧНЫЕ МУТАЦИИ V546E И D547H В МОТИВЕ RBM-B  
НЕ ВЛИЯЮТ НА СВЯЗЫВАНИЕ ПРАЙМАЗЫ-ПОЛИМЕРАЗЫ PRIMPOL  
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Праймаза-полимераза PrimPol человека – ключевой участник механизма реинициации синтеза 
ДНК при остановке репликативной вилки на поврежденных участках. PrimPol обладает ДНК-
праймазной активностью и синтезирует ДНК-праймеры, которые используются процессивными 
ДНК-полимеразами для продолжения репликации. Привлечение PrimPol к поврежденному участку 
ДНК, а также активация каталитической активности PrimPol происходят за счет взаимодействия 
с репликативным белком А (RPA), связывающим оцДНК. В С-концевом домене PrimPol расположен 
отрицательно заряженный мотив связывания с RPA (RBM, RPA-binding motif), мутации которого 
нарушают взаимодействие двух белков. Мотив RBM участвует также в  негативной регуляции 
взаимодействия PrimPol c ДНК. Делеция RBM резко повышает аффинность PrimPol к  ДНК 
и активность PrimPol. Механизм опосредованной RBM регуляции активности PrimPol не установлен. 
Свой вклад во взаимодействие PrimPol c RPA и ДНК потенциально может вносить относительно 
сильный отрицательный заряд RBM. В RBM можно отдельно выделить участки RBM-A и RBM-B. 
В  представленной работе мы дополнительно добавили (замена V546E) или понизили (замена 
D547H) отрицательный заряд в  RBM-B PrimPol и  биохимически охарактеризовали мутантные 
варианты. Показано, что локальное изменение заряда RBM-B не влияет на взаимодействие PrimPol 
с ДНК и RPA, а также на каталитическую активность фермента.

Ключевые слова: праймаза-полимераза PrimPol, репликация, реинициация синтеза ДНК, реплика-
тивный белок А 
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ВВЕДЕНИЕ
Праймаза-полимераза PrimPol человека 

впервые была охарактеризована в  2013 году 
[1–3]. Будучи ДНК-зависимой ДНК-поли
меразой, PrimPol синтезирует также прай
меры de novo [1]. PrimPol, как и  репликатив
ная РНК-праймаза человека, относится к  су
персемейству археоэукариотических праймаз, 
представленных у  эукариот, архей и  ряда 
вирусов [4]. Однако в  отличие от реплика-
тивной РНК-праймазы PrimPol синтезирует 
ДНК-праймеры [1]. В качестве инициаторного 
нуклеотида PrimPol преимущественно исполь
зует ATP, но при дальнейшем синтезе прай

мера с  большей эффективностью включает 
дезоксирибонуклеотиды, чем рибонуклеотиды 
[1, 5] PrimPol действует преимущественно на 
лидирующей цепи [6, 7] в поврежденных участках 
ДНК [8–10] . PrimPol поддерживает стабильность 
генома как в ядре, так и в митохондриях. Нару
шение функционирования PrimPol приводит 
к  снижению скорости пролиферации клеток, 
нарушению клеточного цикла, накоплению 
хромосомных аберраций и подавлению репли
кации митохондриальной ДНК [1–3, 11–14]. 
Предполагается, что мутации PrimPol связаны 
с  развитием офтальмологических заболеваний 
у человека [15–18], усилением митохондриальной 
токсичности противовирусных препаратов [19] 
и  повышением устойчивости клеток к  химио
терапевтическим препаратам [20, 21].

Сокращения: RPA – репликативный белок А, RBM – 
мотив связывания с RPA (RPA-binding motif).

mailto:lizaboldinova@yandex.ru
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ТОЧЕЧНЫЕ МУТАЦИИ V546E И D547H

PrimPol состоит из N-концевого катали
тического и C-концевого регуляторного доменов 
[1, 22–24]. С-концевой домен включает мотив 
цинкового пальца (ZnFn), необходимый для 
праймазной активности, и  мотив связывания 
с  белком RPA (replicative protein A)  – RBM 
(RPA-binding motif) [1, 22]. RPA является одним 
из ключевых регуляторов активности PrimPol, 
привлекая ее к  участкам повреждения ДНК 
и стимулируя каталитическую активность [9, 10, 
24]. В RBM PrimPol выделяют два отрицательно 
заряженных участка  – RBM-A (остатки 513–
527) и RBM-B (остатки 546–560), которые вза-
имодействуют с  положительно заряженным 
участком субъединицы RPA1 размером 70 кДа 
(RPA70N) [9]. Согласно структуре RBM PrimPol 
в комплексе с RPA70N, ключевыми остатками 
PrimPol, участвующими в образовании солевых 
мостиков и гидрофобных связей между белками 
являются Asp519, Ile517 и  Phe522 RBM-A 
и Glu548, Asp551 и Ile554 RBM-B [9]. Мутации 
RBM-А D519R/F522A и  RBM-B D551R/I554A 
снижают эффективность взаимодействия Prim-
Pol с  RPA и  нарушают привлечение PrimPol 
к  участкам повреждения ДНК [9]. Показано, 
что одиночные полиморфные замены в RBM-A 
(F522V) и RBM-B (I554T), обнаруженные у па-
циентов с аденокарциномой и лимфомой, также 
снижают эффективность связывания RBM 
PrimPol с белком RPA [9].

Ранее мы показали, что RBM играет роль 
в негативной регуляции взаимодействия PrimPol 
c ДНК. Делеция RBM значительно повышает 
каталитическую активность и  аффинность 
PrimPol к ДНК, при этом взаимодействие с RPA 
нарушается [24]. Однако механизм RBM-опо
средованной регуляции PrimPol не установлен. 
Можно предположить, что отрицательный заряд 
RBM вносит определенный вклад в негативную 
регуляцию работы PrimPol, препятствуя эффек
тивному связыванию PrimPol с  отрицательно 
заряженной ДНК. В  свою очередь, связыва
ние RBM с  белком RPA может устранять 
электростатические препятствия, стимулируя 
связывание с ДНК. 

В данной работе нами изучено влияние 
локальной замены заряда в RBM-B на взаимо
действие PrimPol с ДНК и RPA. С этой целью 
мы дополнительно ввели (замена V546E) или 
убрали (замена D547H) отрицательный заряд 
в  RBM-B PrimPol и  охарактеризовали му-
тантные варианты биохимически. Выбранные 
остатки расположены в  мотиве RBM-B 
PrimPol рядом с  остатком Glu548, участвую-
щим в  электростатическом взаимодействии 
с  остатком Arg91 субъединицы RPA70 [9]. 
Полученные данные указывают на то, что ло
кальное изменение заряда одного амино

кислотного остатка RBM-B не вносит значимого 
вклада в связывание PrimPol с ДНК и RPA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Экспрессия и  очистка белков. Мутантные 

варианты PrimPol человека получены с помощью 
сайт-направленного мутагенеза (приложение 1, 
см. Дополнительные материалы в электронном 
виде по DOI статьи и  на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2024/5/supp_Manuk-
yan_rus.pdf). PrimPol дикого типа и мутантные 
варианты, слитые на N-конце с  GST-тагом, 
экспрессировали в  клетках Escherichia coli 
(штамм Rosetta 2) и очищали согласно [25]. Бе
лок RPA получен по протоколу, описанному 
ранее [26].

ДНК-олигонуклеотидные субстраты. Не-
меченые праймеры и  ДНК-матрицы синте-
зированы компанией “Евроген” (Москва, 
Россия). Олигонуклеотид р-р-р-12, содержащий 
5ʹ-концевой аденозинтрифосфат, синтезировали 
ферментативно, как описано ранее [24]. Для 
получения ДНК-субстрата для тестирования 
ДНК-полимеразной активности Primer-18 
метили по 5ʹ-концу [γ-32P]ATP с  помощью 
полинуклеотидкиназы Т4 (“СибЭнзайм”, Рос-
сия) и отжигали с Template-55 в молярном со-
отношении 1:1.1, нагревая до 75°С и медленно 
охлаждая до комнатной температуры. Для полу-
чения ДНК-субстрата для анализа связывания 
PrimPol с  ДНК праймер р-р-р-12 отжигали 
с  Template-ACCTG в  молярном соотношении 
1:1.1, нагревая до 75°С и медленно охлаждая до 
комнатной температуры. Последовательности 
олигонуклеотидов, использованных в  работе, 
представлены в табл. 1.

Реакции удлинения праймера. Реакции уд-
линения праймера проводили в  реакционных 
смесях объемом 20 мкл, содержащих 40 мМ 
Hepes (рН 7.0), 8% глицерина, 0.1 мг/мл БСА, 
10 мМ MgCl2, 20 нМ ДНК-субстрата прай-
мер: матрица, 200 мкМ dNTP и  100–800 нМ 
PrimPol. Реакции инициировали добавлением 
dNTP и инкубировали (время инкубации указа-
но в  подписях к  рисункам) при 37°С. Реакции 
останавливали, добавляя 20 мкл буфера для на-
несения на гель, содержащего 95% формамида, 
10 мМ EDТА и  0.1% бромфенолового синего. 
Продукты синтеза ДНК разделяли в  20%-ном 
полиакриламидном геле (ПААГ), содержащем 
7 М  мочевину, и  визуализировали на приборе 
Typhoon 9400 (“GE Healthcare”, CША). Экспе-
рименты повторяли 3 раза. Определяли процент 
удлинения праймера для каждой реакции (от 
всех полос синтеза ДНК). Средние значения 
и  стандартные ошибки указаны на графиках 
и диаграммах. 
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Расчет наблюдаемой константы полимеризации. 
Для определения скорости синтеза ДНК реак-
ции удлинения праймера останавливали через 
различные промежутки времени (2–120 мин, 
как указано в  подписях к  рисункам). Реакци-
онные смеси содержали 20 нМ ДНК-субстрата 
праймер:матрица, 200 мкМ PrimPol, 200 мкМ 
dNTP, 10 мМ MgCl2. Расчет параметра kobs 
кинетики удлинения праймера проводили по 
экспоненциальному уравнению: A = Amax ×  
×   [1 − exp(−kobs × t)] с использованием нели
нейной регрессии, где А  – эффективность 
удлинения праймера (наблюдаемый % удли
нения праймера), Amax  – максимальное 
удлинение праймера, kobs – наблюдаемая кон-
станта удлинения праймера первого порядка, t – 
время реакции. Расчеты проводили в программе 
GraphPad Prism 8. Эксперименты повторяли 
3 раза.

Синтез ДНК de novo. ДНК-праймазную 
активность PrimPol тестировали в реакционной 
смеси объемом 6 мкл, содержащей 40 мМ Hepes 
(рН 7.0), 8% глицерина, 0.1 мг/мл БСА, 1 мМ 
MnCl2, 2 мкМ немеченой матрицы ACCTG, по 
200 мкМ dGTP, dCTP, dTTP или только dGTP, 
10 мкМ АТP, 30 нМ [γ-32P]ATP и 2 мкМ Prim-
Pol. Реакции инициировали добавлением dNTP 
и  инкубировали при 30°С в  течение времени, 
указанного на рисунках. Реакции останав-
ливали, добавляя равный объем буфера для 
нанесения на гель. Продукты синтеза ДНК 
разделяли в  30%-ном ПААГ, содержащем 7  М 
мочевину, и  визуализировали на приборе Ty-
phoon 9400 (“GE Healthcare”). Эксперименты 
повторяли 3 раза.

Анализ подвижности комплекса в  нативном 
геле. Связывание PrimPol с  ДНК-субстратом, 
состоящим из праймера р-р-р-12, отожженного 
на Template-ACCTG-Cy-5, проводили в  сме-
си объемом 20 мкл, содержащей 40 мМ Hepes 
(рН 7.0), 50 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 5% глицерина, 

0.1 мг/мл БСА, 1 мМ MnCl2, 100 нМ ДНК-суб-
страта и 300–3000 нМ PrimPol. Смеси инкуби-
ровали при 24°С в течение 20 мин. 

Чтобы проанализировать влияние замен 
на взаимодействие PrimPol с  RPA, 25 нМ 
RPA преинкубировали с  50 нМ 32Р-меченой 
матрицей АCCTG-55 при 8°С в течение 30 мин. 
Затем добавляли 300–3000 нМ PrimPol, 200 мкМ 
dNTP и  инкубировали в  течение еще 30 мин 
при 8°С. Смеси наносили на 5%-ный нативный 
ПААГ. Комплексы отделяли от свободной ДНК 
в 0.5× Трис-глициновом буфере (12.5 мМ Трис, 
96 мМ глицин, рН 8.3) при 10 В/см и 4°С. Гель 
визуализировали на приборе Typhoon 9400 (“GE 
Healthcare”). Эксперименты повторяли 3 раза.

Соосаждение белков. Для анализа фи-
зического взаимодействия RPA и  PrimPol 
проводили соосаждение белков. Праймазу-
полимеразу PrimPol, слитую с  GST-тагом на 
N-конце, экспрессировали в  500 мл культуры 
E. coli и  иммобилизировали на GST-сефарозе. 
Связывание иммобилизованной PrimPol 
с RPA проводили в реакциях объемом 500 мкл, 
содержащих 30 мМ Hepes (рН 7.0 или 7.4), 5% 
глицерина, 150 мМ KCl, 0.05% NP40, 1  мМ 
ДТТ, 20 мкл GST-сефарозы с  GST-Prim-
Pol, 100 нМ RPA, в  течение 60 мин при 4°С 
и  слабом перемешивании. Сорбент осаждали 
центрифугированием (500 об/мин, 4°С, 3 мин), 
буфер отбирали. Сорбент промывали 3 раза: 
1  раз буфером для связывания (150 мМ KCl) 
и  2 раза буфером, содержащим 600  мМ KCl. 
Затем к  сорбенту добавляли 30 мкл буфера 
для связывания и 8 мкл буфера для нанесения 
на гель, содержащего 32 мМ Трис, 1% сульфо
додецилсульфата натрия (SDS), 3% глицерина, 
1 мМ EDТА, 50 мМ ДТТ и  0.1% бромфеноло-
вого синего. Пробы прогревали (95°С, 10 мин) 
и разделяли в денатурирующем 13%-ном SDS-
ПААГ. Гель окрашивали коллоидным раствором 
Coomassie Brilliant Blue G-250.

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность

Primer-18 5ʹ-CGGTATCCACCAGGTCTG

Template-55 5ʹ-GACTACATTTCATCTGGCTTGGGCTTCATCGTTGTCGCAGACCTGGTGGATACCG

Primer-32 5ʹ-ACGATGAAGCCCAAGCCAGATGAAATGTAGTC

Template-ACCTG 5ʹ-AAAAAAAAAACCTGAAAAAAAAAA

Template-ACCTG-55 5ʹ-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCTGAAAAAAAAAA

р-р-р-12 5ʹ-ррр-AGGTTTTTTTTT

Template-ACCTG-Cy5 5ʹ-Cy-5-AAAAAAAAAACCTGAAAAAAAAAA
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остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот 
(рис. 1а). Одновременная замена нескольких 
отрицательно заряженных остатков может 
вызвать значительный неспецифический 
негативный эффект на фолдинг белка, тогда 
как потеря или добавление одного остатка 
с  меньшей вероятностью приведет к  резкому 
нарушению структуры, но может повлиять на 
взаимодействие PrimPol с ДНК и/или RPA. Для 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Варианты PrimPol V546E и D547H  
не отличаются от белка дикого типа  

по уровню каталитической активности

Выравнивание аминокислотных последо
вательностей показало, что RBM-A и  RBM-B 
содержат по 5–6 отрицательно заряженных 

Рис. 1. Сравнение каталитической активности PrimPol дикого типа и вариантов V546E и D547H. а – Выравнивание 
аминокислотных последовательностей RBM-A и  RBM-B PrimPol из организмов разных таксонов. Красным 
отмечены отрицательно заряженные остатки Asp и Glu. Оранжевыми звездами отмечены остатки PrimPol, образу-
ющие связи с субъединицей RPA70, согласно структуре [9]. б – ДНК-полимеразная активность PrimPol и вариантов 
с  заменами V546E и  D547H. Реакции проводили в  присутствии 20/50/100/200/400/800 нМ PrimPol в  течение 
10 мин. в – ДНК-полимеразная активность PrimPol и ее вариантов в зависимости от времени реакции, а также 
значения параметра kobs. Реакции проводили в присутствии 200 нМ PrimPol в течение 2/5/10/30/60/120 мин. г – 
Общая ДНК-праймазная активность PrimPol и вариантов с заменами V546E и D547H. Реакции проводили в при-
сутствии [γ-32P]ATP, ATP, dGTP и dTTP в течение 30/60/90 мин. д – Образование динуклеотида PrimPol дикого 
типа и вариантами V546E и D547H. Реакции проводили в присутствии [γ-32P]ATP, ATP и dGTP в течение 30 мин.

5’-AGGG...5’-AGGTTT TTT TTTT
3’-AAAAAAAAAAGTCCAAAAAAAAAA-5’ 3’-AAAAAAAAAAGTCCAAAAAAAAAA-5’
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же скорость катализа, как и белок дикого типа 
(рис. 1в, дорожки 8–13 и 14–19).

Исследование ДНК-праймазной активности 
проводили на оцДНК-субстрате, содержащем 
сайт связывания праймаз GTCC, [γ-32P]ATP 
в  качестве инициаторного нуклеотида и  ATP/
dGTP/dTTP или ATP/dGTP для анализа 
общей праймазной активности и  образования 
динуклеотида соответственно. ДНК-праймазная 
активность вариантов V546E и D547H PrimPol 
также не отличалась от активности фермента 
дикого типа, что выражалось в  одинаковой 
эффективности синтеза полноразмерного ДНК-
продукта (рис. 1г) и одинаковой эффективности 
синтеза первого динуклеотида при синтезе ДНК 
de novo (рис. 1д). Таким образом, каталитическая 
активность вариантов PrimPol с заменами V546E 
и D547H не отличались от активности PrimPol 
дикого типа.

Замены V546E и D547H в RBM-B PrimPol  
не влияют на взаимодействие PrimPol  

с ДНК и RPA

Способность к  связыванию ДНК и  RPA 
PrimPol дикого типа и ее вариантов исследовали 
с помощью анализа сдвига комплекса белок:ДНК 
в 5%-ном нативном геле. 

При анализе связывания с ДНК использовали 
дцДНК-субстрат, в  котором праймер несет 
5ʹ-концевой аденозинтрифосфат, необходимый 
для стабилизации С-концевого мотива ZnFn. 
Замены V546E и  D547H не оказали влияния 
на связывание PrimPol с ДНК (рис. 2, дорожки 
5–10). Комплексы PrimPol:ДНК с  одинаковой 

WT  V546E  D547H

PrimPol, мкМ

WT  
V546E  
D547H

PrimPol, нМ

Комплексы
PrimPol:ДНК

ДНК
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

ppp 5'- -AGGTTTTTTTTTTT-3'  ppp
3'-AAAAAAAAAAGTCCAAAAAAAAAA- -5'Cy5

С
вя
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нн

ая
 Д

Н
К

, % 60

40

20
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Рис. 2. Анализ сдвига комплекса PrimPol дикого типа и вариантов с заменами V546E и D547H с ДНК в нативном 
геле. Представлены средние значения и стандартные ошибки.

анализа были выбраны остатки Val546 и Asp547, 
расположенные в  мотиве RBM-B PrimPol ря-
дом с  Glu548, который участвует в  электро-
статическом взаимодействии с  остатком Arg91 
субъединицы RPA70 и  является одним из са-
мых важных остатков, стабилизирующих взаи-
модействие PrimPol-RPA [1, 9, 10]. Интересно 
отметить, что в  положениях 546 и  547 RBM-B 
у разных организмов могут находиться остатки, 
отличные от Val546 и Asp547 в PrimPol человека 
(рис. 1а). Вместо Val546 у некоторых организмов 
встречается дополнительный отрицательно 
заряженный остаток Glu, а  вместо Asp547  – 
Val. Мы получили варианты PrimPol человека 
с  заменами V546E и  D547H и  исследовали их 
праймазную и ДНК-полимеразную активности, 
а также взаимодействие с ДНК и RPA. Варианты 
PrimPol человека получены с  помощью сайт-
направленного мутагенеза, экспрессированы 
и выделены из клеток E. coli (приложение 2, см. 
электронное приложение).

ДНК-полимеразную активность исследовали 
с помощью анализа реакций удлинения меченого 
праймера на дцДНК-субстрате праймер:матрица 
в присутствии dNTP. Об активности фермента 
судили по удлинению меченого праймера 
(%) и  по длине продуктов синтеза ДНК. 
Активность вариантов PrimPol и  белка дикого 
типа сравнивали в  реакциях с  возрастающей 
концентрацией фермента (20–800 нМ, 10 мин). 
Сравнительное тестирование показало, что ва-
рианты V546E и  D547H PrimPol имеют такой 
же уровень ДНК-полимеразной активности, 
как белок дикого типа (рис. 1б, дорожки 8–13 
и  14–19). Анализ кинетики ДНК-полимераз-
ных реакций (время реакции 2–120 мин) так-
же показал, что варианты PrimPol имеют такую 
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эффективностью образовывали PrimPol дикого 
типа и варианты с заменами V546E и D547H.

Влияние замен на взаимодействие PrimPol 
с  RPA определяли, анализируя образование 
тройного комплекса RPA:ДНК:PrimPol (рис. 3а). 
В  этом эксперименте использовали дцДНК-
субстрат с  выступающим одноцепочечным 
участком и праймером, не содержащим 5`-конце

вую трифосфатную группу, но в  присутствии 
dNTP в  реакции. PrimPol добавляли к  ДНК, 
прединкубированной с RPA. На данном ДНК-
субстрате мутации V546E и  D547H также не 
оказали влияния на связывание PrimPol с ДНК 
(рис. 3а, левая панель). Наконец, анализ 
образования тройного комплекса RPA:Д-
НК:PrimPol в нативном геле также подтвердил 
отсутствие влияния замен V546E и  D547H на 

Рис. 3. Анализ влияния замен V546E и D547H на взаимодействие PrimPol с репликативным белком RPA. а – 
Образование тройного комплекса RPA:ДНК:PrimPol в 5%-ном нативном геле. б –Электрофореграмма реакций 
удлинения праймера. ДНК-полимеразные реакции проводили в присутствии 100 нМ PrimPol или ее вариантов 
в  течение 5/10/30 мин. в  – Графики, отражающие эффективность удлинения праймера в  зависимости от 
времени реакции. Представлены средние значения и стандартные ошибки. г – Соосаждение PrimPol дикого типа 
и вариантов V546E и D547H с белком RPA. Красной стрелкой обозначено положение полосы субъединицы RPA70, 
образовавшей комплекс с GST-PrimPol.

Праймер
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взаимодействие PrimPol с RPA. PrimPol дикого 
типа и ее варианты с высокой эффективностью 
образовывали комплекс с RPA на ДНК (рис. 3а, 
дорожки 12–20). Эффективное связывание RPA 
вариантами PrimPol с заменами V546E и D547H 
показано также с  помощью соосаждения RPA 
на сорбенте с иммобилизованной GST-PrimPol 
(рис. 3г, дорожки 7–9).  

Влияние замен V546E и D547H на стимуляцию 
ДНК-полимеразной активности PrimPol белком 
RPA изучали с  помощью реакций удлинения 
праймера в присутствии или в отсутствие RPA 
(рис. 3б,в дорожки 2–19). Тестирование ДНК-
полимеразной активности PrimPol показало, что 
RPA одинаково стимулирует активность PrimPol 
дикого типа и  вариантов с  заменами V546E 
и D547H (рис. 3б,в). Изменение эффективности 
стимуляции активности мутантных вариантов 
PrimPol белком RPA не обнаружено также и при 
анализе активности PrimPol по вытеснению 
цепи ДНК (приложение 3, см. электронное при-
ложение). 

Таким образом, замены V546E и  D547H не 
влияют на взаимодействие PrimPol с RPA, и ак
тивность вариантов с этими заменами не отли
чается от активности белка дикого типа. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
RPA является ключевым белком-регуля

тором активности PrimPol [8, 10, 24, 27]. RPA 
стимулирует каталитическую активность Prim-
Pol [9, 10, 24, 28, 29] и участвует в привлечении 
PrimPol к сайтам повреждений геномной ДНК 
в  клетках после УФ-облучения [9]. Мутации 
RBM приводят к  снижению эффективности 
взаимодействия PrimPol и  RPA и  блокируют 
привлечение PrimPol к  участкам повреждений 
ДНК [9, 24]. При этом делеция RBM резко 
повышает как аффинность PrimPol к  ДНК, 
так и  каталитическую активность фермента 
независимо от наличия RPA [24]. 

Структурные исследования RBM (остат-
ки Asp519, Ile517 и  Phe522 RBM-A и  остатки 
Asp551, Glu548 и  Ile554 RBM-B) в  комплексе 
с  RPA70 показали, что во взаимодействии 
PrimPol с  RPA важную роль играют электро
статические взаимодействия между отри
цательно заряженными остатками RBM PrimPol 
и  положительно заряженными остатками 
субъединицы RPA70N [9]. Однако молеку
лярный механизм RBM-опосредованной регу
ляции активности PrimPol белком RPA не до 
конца ясен, поскольку не расшифрована пол-
норазмерная структура PrimPol. Как делеция 
RBM, так и взаимодействие RBM с RPA могут, 
предположительно, приводить к существенным 
конформационным перестройкам молекулы 

PrimPol. Нейтрализация отрицательного заряда 
RBM при связывании с RPA также может вносить 
вклад в  достижение каталитически активного 
состояния. С целью проверки этой гипотезы мы 
изучили влияние локального изменения заряда 
RBM-B PrimPol на взаимодействие с  ДНК 
и  RPA. Для анализа были выбраны остатки 
Val546 и  Asp547, расположенные в  RBM-B-
мотиве PrimPol рядом с  остатком Glu548, 
который участвует в электростатическом взаи
модействии с  остатком Arg91 субъединицы 
RPA70 и  является одним из ключевых остат
ков, стабилизирующих взаимодействие 
PrimPol-RPA [1, 9, 10]. Для локального изме
нения заряда добавляли дополнительный 
отрицательный остаток (замена V546E) или 
заменяли отрицательно заряженный остаток 
положительным гистидином (замена D547H). 
Теоретическая расчетная изоэлектрическая 
точка (pI) интактного RBM-B составляла 
3.354, введение замены V546E снизило данное 
значение до 3.282, а  введение замены D547H 
повысило pI до 3.807.

Варианты PrimPol V546E и  D547H не 
отличаются от белка дикого типа ни по уровню 
ДНК-праймазной и ДНК-полимеразной актив
ностей, ни по эффективности связывания 
ДНК и  RPA. Таким образом, несмотря на то 
что удаление всего RBM приводит к  повыше
нию каталитической активности PrimPol и  ее 
аффинности к ДНК [24], локальное изменение 
заряда RBM-B не влияет на свойства фер
мента. Полученные данные могут быть важ
ны для предсказания эффекта отдельных 
эволюционных замен или клинических мута
ций отрицательно заряженных остатков 
RBM PrimPol. Вклад отрицательного заряда 
в  механизм регуляции связывания PrimPol 
с  ДНК требует дополнительной проверки 
с помощью замен большего количества остатков 
RBM.
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Point Mutations V546E and D547H of the RBM-B 
Motif Does Not Affect the Binding of Primpol  

to RPA and DNA
A. A. Manukyan1, A. V. Makarova1, 2, E. O. Boldinova1, 2, *
1National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

2Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: lizaboldinova@yandex.ru

The human primase-polymerase PrimPol is a key participant of the mechanism of DNA synthesis restart 
during replication fork stalling at DNA damaged sites. PrimPol has a DNA primase activity and synthesizes 
DNA primers that are used by processive DNA polymerases to continue replication. Recruitment of Prim-
Pol to the sites of DNA damage, as well as catalytic activity stimulation depends on interaction with the 
replicative protein RPA, which binds single-stranded DNA. The C-terminal domain of PrimPol contains a 
negatively charged RPA-binding motif (RBM), which mutations disrupt the interaction between two pro-
teins. The RBM motif also plays a role in the negative regulation of PrimPol interaction with DNA. Deletion 
of RBM dramatically increases PrimPol affinity to DNA and stimulates PrimPol activity. The mechanism 
of RBM-mediated regulation of PrimPol activity is unclear. The relatively strong negative charge of RBM 
potentially may contribute to the interaction of PrimPol with RPA and DNA. RBM contains two negatively 
charged regions RBM-A and RBM-B. In this work, we additionally added (substitution V546E) or decreased 
(substitution D547H) the negative charge in RBM-B PrimPol and characterized these mutant variants bio-
chemically. It was shown that the local change of RBM-B charge has no effect on the interaction of PrimPol 
with DNA and RPA, as well as the catalytic activity of the enzyme.

Keywords: primase-polymerase PrimPol, DNA synthesis restart, replication, RPA
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