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На примере 14 водоемов озерного типа, распределенных по разным широтам северного полушария, 
показано, что эффективность трансформации продукции фитопланктона через гетеротрофный бакте-
риопланктон и нехищный зоопланктон к хищному зоопланктону и планктоноядным рыбам увеличи-
вается в направлении от эвтрофных водоемов к олиготрофным. Наибольшие соотношения продукций 
автотрофных и гетеротрофных организмов выявлены для озер и водохранилищ, где вклад аллохтонных 
веществ в общий поток энергии относительно высок. Бактериопланктон, утилизирующий аллохтонное 
РОВ, – дополнительный источник энергии для зоопланктона, который, в свою очередь, служит пище-
вым объектом для планктоноядных рыб. Следовательно, для прогнозирования общей биологической 
продуктивности и продукции рыбного сообщества надо учитывать продукцию не только автотрофного 
планктона, но и той части гетеротрофного бактериопланктона, которая специализируется на утилизации 
РОВ, поступающего в водоем извне.
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Фитопланктон, гетеротрофный планктон (бак-
терии, нехищный и хищный зоопланктон) и план-
ктоноядные рыбы – ​ключевой участок пищевой 
сети в водной экосистеме. Изменение трофическо-
го статуса водоема при воздействии внешних фак-
торов влечет за собой перестройку не только био-
массы и продукции гетеротрофных и автотрофных 
организмов, но и соотношений между ними [1–6]. 
Большинство гидробиологических исследований 
касаются взаимоотношений фитопланктона и  ге-
теротрофного бактериопланктона, либо фитоплан-
ктона и  зоопланктона, реже – ​зависимости про-
дукции (улова) рыб от первичной продукции, но 
лишь спорадически исследуется вся линейка орга-
низменных отношений, от фитопланктона до рыб. 
По этой причине остается открытым вопрос, как 
изменяется эффективность трансформации про-
дукции фитопланктона гетеротрофными организ-

мами с изменением трофического статуса водоема 
и объективно ли отражает этот показатель внутри-
системные процессы?

Для прояснения этого вопроса в  статье анали-
зируются материал по продукции фитопланктона 
(Pphp), гетеротрофного бактериопланктона (Pbcp), не-
хищного и хищного зоопланктона (Phzo, Ppzo) и план-
ктоноядных рыб (Pplf) для 14 водоемов озерного 
типа (табл. 1), распределенных по разным широтам 
северного полушария (от субарктики до экватора). 
Большая часть материала была взята из литера-
турных источников [7–15]. Недостающие продук-
ционные показатели были реконструированы 
с  помощью масс-балансовой модели [8, 16], бази-
рующейся на закономерных связях между биотиче-
скими и абиотическими элементами водной среды. 
Как показали выполненные нами ранее исследова-
ния [8], реконструированные значения продукций 
ключевых групп гидробионтов хорошо согласуются 
с эмпирическими данными. В частности, в данной 
статье реконструкции подверглись продукции бак-
териопланктона и зоопланктона в экваториальном 
озере Виктория и  продукция зоопланктона и  рыб 
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в бессточном озере Иссык-Куль. Необходимые для 
реконструкции географические, гидрологические 
и физико-химические показатели указаны в табли-
це 1. Так как биотические и абиотические факторы 
через систему соподчиненных связей формируют 
поток энергии от фотосинтезирующих организмов 
и редуцентов к консументам разного порядка, такой 
системный подход в сочетании с балансовым прин-
ципом позволяет проследить последовательность 
трансформации энергии первичной продукции (от 
бактерий до рыб).

Диапазон средних за вегетационный сезон био-
масс и  годовых величин продукции компонентов 
трофической сети водоемов приведены в  табл.  2. 
В  водах бореальной зоны значения продукций за 
вегетационный сезон приравнивались к  годовым 
величинам. Обращает на себя внимание большой 
размах биомасс и  продукций разных групп гид-
робионтов: соотношение максимальных и  мини-
мальных биомасс составляет от 10 до 40, продук-
ций – ​от 30 до 120.

Регрессионный анализ материалов выявил 
(рис.  1) следующую зависимость продукции гете-
ротрофного бактериопланктона от продукции фи-
топланктона:

log Pbcp = (0.517 ± 0.269) + (0.653 ± 0.103) log Pphp

или, после потенцирования:

Pbcp = 3.29 Pphp
0.653 ,   R2 = 0.77     p < 0.0001.	 (1)

Анализ зависимости продукции нехищного зо-
опланктона от продукции фитопланктона показал:

log Phzo = −(0.368 ± 0.181) + (0.800 ± 0.069) log Pphp

или Phzo = 0.43 Pphp
0.80,   R2 = 0.92      p < 0.0001.	 (2)

Продукция хищного зоопланктона косвенным 
образом также зависит от продукции фитопланк- 
тона:

log Ppzo = −(1.102 ± 0.180) + (0.806 ± 0.069) log Pphp

или Ppzo = 0.079 Pphp
0.81, R2 = 0.92    p < 0.0001.	 (3)

Продукция планктоноядных рыб через ряд про-
межуточных трофических звеньев связана с  про-
дукцией фитопланктона следующим образом:

log Pplf = −(1.707 ± 0.175) + (0.806 ± 0.067) log Pphp

Pplf = 0.020 Pphp
0.80,    R2 = 0.91     p < 0.0001.	 (4)

Таблица 1. Географическая широта (Lat, °с.ш.) расположения водоемов, среднегодовая температура воздуха (Tem, °С) 
и годовая сумма осадков (Pre, мм) на водосборной площади, удельный водосбор (SDA), время пребывания воды в 
водоеме (Tw, годы), средняя глубина (Dmean, м), средняя за сезон концентрация в воде общего фосфора (TP, мкг/л), 
цветность (Pt, градусы) и прозрачность (Sec, м) воды, содержание хлорофилла а в планктоне (Chl, мкг/л) 

Водоем Lat Tem Pre Tw SDA Dmean TP Pt Sec Chl

Богучанское вдхр.

Зейское вдхр.

Бурейское вдхр.

Оз. Ханка

Рыбинское вдхр.

Онежское озеро

Ладожское озеро

Оз. Кривое1

Оз. Виктория

Оз. Байкал

Оз. Нарочь2

Оз. Иссык-Куль

Оз. Красное3

Оз. Зеленецкое4

58.4

54.5

50.3

45

58

61.5

60.6

66.5

0

53.2

55

42.4

61

69.2

−3.5

−3.1

−3.5

2

4

3

3.7

0.5

24

−2

6.4

8.5

3.6

−4

425

525

690

565

625

630

610

523

1300

562

515

250

615

250

0.55

4

0.38

10

0.61

15.6

11.7

9.1

20

377

11

300

1.1

10

357

35

94

6.1

33

5.8

14.5

4.2

2.5

18

3.5

2.5

18.4

5.0

25

38

14,5

4,5

5,6

30

47

12

40

730

9

278

6.6

8,5

25

15

10

25

40

10

20

5.3

45

10

15

3.5

35

3

30

75

75

40

50

20

23

25

20

5

15

7

65

40

2

1.9

2.1

0.3

1.5

3.4

2.4

3.7

1.8

4.9

3.8

6.5

1.3

3.9

5.9

2.5

2.0

6.2

10

1.5

4.6

0.90

14

2.0

1.5

0.48

14

0.42
Примечание: 1 Северная Карелия, 2 Беларусь, 3 Карельский перешеек, 4 Кольский п-ов.



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  514       2024

СООТНОШЕНИЕ ПРОДУКЦИЙ ФИТОПЛАНКТОНА 7

Рис. 1. Продукция бактериопланктона (1), нехищно-
го (2) и хищного (3) зоопланктона, планктоноядных 
рыб (4) (Pbcp, Phzo, Ppzo, Pplf, ккал/м2 год) в зависимости 
от продукции фитопланктона (Pphp, ккал/м2 год) в 
озерах и водохранилищах разных регионов

Из регрессионных уравнений (1–4) были опреде-
лены соотношения между продукционными пока-
зателями (рис. 2) и дана им статистическая оценка:

Pbcp/Pphp = 3.29 Pphp
−0.347,    R2 = 0.49    p = 0.003,	  (5)

Phzo/Pphp = 0.43 Pphp
−0.20,    R² = 0.41    p = 0.01, 	 (6)

Ppzo/Pphp = 0,079 Pphp
−0.19,  R² = 0.40   p = 0.01,	 (7)

Pplf/Pphp = 0,020 Pphp
−0.20,   R² = 0.41   p = 0,005. 	 (8)

Из уравнений (5–8) следует, что со снижением 
Pphp от 3000 до 30 ккал/м2 год отношение продукции 
бактерий к  продукции фитопланктона (Pbcp/Pphp) 
увеличивается от 0.2 до 1, отношение Phzo/Pphp – ​от 
0.09 до 0.22, отношение Ppzo/Pphp – ​от 0.017 до 0.041, 
отношение Pplf /Pphp от 0.004 до 0.01. Наибольшие 
соотношения выявлены для олиготрофных озер 
и Зейского и Бурейского водохранилищ, где вклад 
аллохтонных веществ в общий энергетический по-
ток относительно высок.

Для 14 водных объектов были рассчитаны также 
среднеарифметические (со стандартными отклоне-
ниями) и медианные значения продукционных со-
отношений:

Pbcp/Pphp = 0.50 ± 0.35 при медиане 0.37,	 (9)

Phzo/Pphp = 0.14 ± 0.06 при медиане 0.12,	 (10)

Ppzo/Pphp = 0.027 ± 0.011 при медиане 0.023,	 (11)

Pplf/Pphp = 0.0066 ± 0.0027 при медиане 0.0057.    (12)

Из (9–12) можно сделать следующие выводы, 
имеющие общеэкологический интерес. При комби-
нации (9) и (10) получаем, что отношение Pbcp /Phzo =  
=  0.50/0.14 = 3.57. Если допустить, что вся продук-
ция бактериопланктона входит в рацион нехищного 
зоопланктона, и  принять его эффективность роста 

(коэффициент К1) равным 0.16, получаем: 3.57 · 0.16 = 
= 0.57, т. е. ~57 % рациона нехищного зоопланкто-
на обеспечивается продукцией бактериопланктона 
и ~43 % рациона – ​продукцией фитопланктона.

При комбинации (10) и (11) следует Ppzo/Phzo =  0.193. 
Разделив это число на эффективность роста хищного 
зоопланктона ~0.35, находим, что рацион хищника 
составляет ~55 % продукции нехищного зоопланк- 
тона. Проделав такую же процедуру с  уравнениями 
(10) и (12), получаем Pplf/Phzo = 0.047. Приняв эффек-
тивность роста планктоноядных рыб ~0.1, приходим 
к вполне ожидаемому выводу, что продукция нехищ-
ного зоопланктона почти в равных пропорциях вхо-
дит в рацион хищного зоопланктона и планктонояд-
ных рыб.

P P P Pplf pzo hzo bcp

1000

10

0.1
10 100 1000 10000

Pphp

1

2

3

4

Таблица 2. Минимальные, средние, медианные и максимальные значения биомассы (ккал/м2) и продукции 
(ккал/м2 год) компонентов планктона и планктоноядных рыб в разнотипных водоемах озерного типа

Параметры Min Mean Median Max

Средняя за сезон биомасса фитопланктона
Продукция фитопланктона
Средняя за сезон биомасса бактериопланктона
Продукция бактериопланктона
Средняя за сезон биомасса нехищного зоопланктона
Продукция нехищного зоопланктона
Средняя за сезон биомасса хищного зоопланктона
Продукция хищного зоопланктона
Средняя за сезон биомасса планктоноядных рыб 
Продукция планктоноядных рыб 

0.91
35

0.72
37
0.77
7.9
0.20
1.5
1.2
0.38

11
717

3.1
233

4.7
82

1.2
18

7,0
3.7

7.0
407

3.0
177
4,5
61

1.3
12
6.4
2.5

41
4430

7.5
1084

16
447

4.0
86
24
21
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По материалам Международной биологической 
программы [17] при существенном вкладе Совет-
ской секции мною были рассчитаны следующие 
уравнения регрессии:	

Pbcp = 2.306 Pphp
0.711,    R2 = 0.840   n = 11,	 (13)

Phzo = 0.397 Pphp
0.821,    R2 = 0.902   n = 11,	 (14)

Ppzo = 0.088 Pphp
0.740,   R2 = 0.613   n = 11.	 (15)

Уравнения (13–15) качественно не отличаются 
от уравнений (1–3): нижние коэффициенты близки 
по величине, показатели степени при Pphp < 1. Это 
означает, что с  ростом первичной продукции эф-
фективность ее трансформации в  гетеротрофную 
продукцию снижается. Речь, конечно, идет о  ви-
димой эффективности переноса энергии, т. к. мы 
в данном случае не учитываем участие аллохтонных 
веществ в общем энергетическом потоке.

Обращает на себя внимание факт сходства урав-
нения (4), связывающего продукцию планктонояд-
ных рыб с продукцией фитопланктона, с уравнени-
ем, полученным для удобряемых рыбоводных прудов 
[18], в которых выращиваются нехищные виды и где 
улов рыб равен продукции рыб, т. к. практически вся 
продукция вылавливается:

Pplf = 0.019 Pphp
0.93 ± 0.07,  R 2 = 0,91   n = 19.	 (16)

Сходство обнаруживается только в нижних ко-
эффициентах регрессий, но показатель степени 
в уравнении (16) в отличие от (4) приближается к 1. 
Это может быть объяснено тем, что продуктивность 
рыбоводных прудов характеризует их как эвтрофные 
и гиперэвтрофные системы при абсолютном доми-
нировании автохтонного органического вещества.

М. Б. Иванова [1], анализируя литературные 
данные по годовым величинам Pphp, Phzo и Ppzo пре-
имущественно для водоемов СССР (n = 70), при-
ходит к  выводу, что связь между этими показате-
лями близка к  линейной, т. к. показатель степени 
в  уравнениях регрессий не отличается от 1. По ее 
расчетам, отношение Phzo/Pphp в среднем равно 0.102 
при стандартной ошибке 0.016 и  медиане 0.079, 
отношение Ppzo/Pphp = 0.0155 ± 0.0025 (при медиа-
не 0.010). Из-за большого разброса эмпирических 
данных коэффициенты вариаций средних превы-
шает 100 %. Несмотря на такую большую погреш-
ность, средние значения Phzo/Pphp и Ppzo/Pphp несуще-
ственно отличаются от (10) и (11).

Лакруа с соавторами [5] проанализировали в об-
щей сложности 56 водоемов разной глубины и раз-
ного трофического статуса, расположенных в  се-
верном полушарии (от  0° до 74°42′ с. ш.). Водоемы 
были поделены на две группы: мелкие (Dmean < 6 м,  
Dmax < 10 м) и глубокие. Было отмечено, что отно-
шение годовой продукции общего зоопланктона 
(Pzpl) к  годовой продукции фитопланктона в  мел-
ких водоемах увеличивается от 0.07 ± 0.031 до  
0.29 ± 0.044 в  направлении от эвтрофных озер 
к  ультраолиготрофным, в  глубоких озерах сниже-
ние было менее выражено из-за отсутствия в этой 
группе эвтрофных объектов. В итоге было сделано 
заключение, что эффективность трансформации 
первичной продукции зоопланктоном следует рас-
сматривать как убывающую функцию трофности 
водоема.

По [5], эффективность переноса первичной 
продукции в продукцию нехищного зоопланктона 
составляет 0.11 ± 0.02, что статисчески не отлича-
ется от формулы (10). Соотношение хищного и не-
хищного зоопланктона (Ppzo/Phzo) в среднем состави-
ло 0.174 ± 0.027, что очень близко к моему результату 
(0.191 ± 0.004). Как и  ожидалось, соотношение  
Ppzo/Phzo не зависит от величины продукции фито-
планктона.

Бактерии – ​важный компонент планктонного 
сообщества, связывающий растворенное органи-
ческое вещество разного генезиса с  организмами 
трофической сети. Дериваты фитопланктона – ​
один из источников РОВ для бактерий. Механизм 
возникновения дериватов может быть разным: 
хищничество, отмирание клеток водорослей, ви-
русный лизис и  экскреция. Терригенное РОВ, 
включая гуминовые соединения, также участву-
ет в  метаболизме бактерий и  биотическом потоке 
энергии в трофической сети.

В  полигумозных и  олиготрофных озерах и  во-
дохранилищах бореальной зоны, где дыхание гете-
ротрофного планктона превышает первичную про-
дукцию, аллохтонное РОВ, трансформированное 
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Рис. 2. Отношение Pbcp/Pphp (1), Phzo/Pphp (2), Ppzo/Pphp (3) 
и Pplf/Pphp (4) в зависимости от величины Pphp

Отношение продукций
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в  бактериальную продукцию, в  значительной сте-
пени замещает продукцию фотосинтезирующих ор-
ганизмов в питании консументов. Вследствие этого 
отношения продукции гетеротрофного планктона 
и планктоноядных рыб к продукции фитопланкто-
на, используемые для оценки эффективности пере-
носа энергии в трофической сети, нередко получа-
ются в разной степени завышенными.

Бактериопланктон, утилизирующий аллохтон-
ное РОВ, – ​дополнительный источник энергии 
для зоопланктона, который, в свою очередь, слу-
жит пищевым объектом для планктоноядных рыб. 
Следовательно, для прогнозирования общей био-
логической продуктивности и  продукции рыбно-
го сообщества надо, как настаивал Г. Г. Винберг 
[19], учитывать продукцию не только автотроф-
ного планктона, но и  той части гетеротрофного 
бактериопланктона, которая специализируется на 
утилизации РОВ, поступающего в  водоем извне. 
Ю. И. Сорокин [20] ввел для этого случая термин 
“продукция первопищи”, означающий продук-
цию фитопланктона в сумме с продукцией бакте-
риопланктона за счет ассимиляции им аллохтон-
ного РОВ.

В  направлении от олиготрофных к  эвтрофным 
водам продукция фитопланктона становится из-
быточной по отношению к  продукции бактерио-
планктона, отношение Pbcp/Pphp часто <1. На гипер- 
эвтрофном участке трофической шкалы возмож-
но бактерицидное воздействие фитопланктона при 
массовом его развитии. В  направлении олиготроф- 
ных вод продукция бактерий не обеспечивается пер-
вичной продукцией, отношение Pbcp/Pphp часто >1. 
Следовательно, в олиготрофных, как и в более про-
дуктивных гумозных водах возрастает роль аллох-
тонного РОВ, «следы» которого прослеживаются не 
только в гетеротрофных бактериях, но и в последу-
ющих трофических звеньях – ​зоопланктоне и план-
ктоноядных рыбах.
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RELATIONSHIP BETWEEN PHYTOPLANKTON, HETEROTROPHIC 
PLANKTON, AND PLANKTIVOROUS FISH PRODUCTIONS 

 IN DIFFERENT WATER BODIES
V. V. Boulion

Zoological Institute RAS, St. Petersburg, Russian Federation
E-mail: vboulion@mail.ru

Presented by Academician of the RAS O. N. Pugachov

On the example of 14 lake-type water bodies distributed over different latitudes of the northern hemisphere, it 
was shown that the efficiency of phytoplankton production transformation through heterotrophic bacterioplank-
ton and non-predatory zooplankton to predatory zooplankton and planktivorous fish increases in the direction 
from eutrophic to oligotrophic water bodies. The highest ratios between autotrophic and heterotrophic organism 
production were found for lakes and reservoirs, where the contribution of allochthonous substances to the total 
energy flow is relatively high. Bacterioplankton utilizing allochthonous DOM is an additional source of energy 
for zooplankton, which, in turn, serves as a  food object for planktivorous fish. Therefore, to predict the total 
biological productivity and production of the fish community, it is necessary to take into account the production 
of not only autotrophic plankton, but also that part of heterotrophic bacterioplankton that specializes in the uti-
lization of DOM entering the water body from outside.

Keywords: lakes and reservoirs, phytoplankton production, production of heterotrophic organisms, energy trans-
formation
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Вид Nitzschia сf. thermaloides обнаружен в водоемах грязевых вулканов восточного Крыма. Установлено, 
что данный вид имеет широкие границы галотолерантности, в частности он способен к вегетативному 
размножению в пределах 0–110 ‰ солености среды. Впервые проанализировано влияние солености 
среды на жирнокислотный состав микроводоросли Nitzschia сf. thermaloides. Вне зависимости от соле-
ности, количественное и качественное содержание жирных кислот не изменялось, что свидетельствует 
о способности поддерживать стабильную уплотненную структуру мембраны, что, вероятно, отчасти 
и обуславливает адаптацию данного вида к засолению. Состав жирных кислот преимущественно пред-
ставлен насыщенными жирными кислотами, что позволяет рассматривать данный вид в качестве по-
тенциально «полезного» обьекта для биотехнологии в качестве источника насыщенных жирных кислот 
или альтернативного сырья для биотоплива.

Ключевые слова: микроводоросли, липиды, жирные кислоты, засоление, устойчивость
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ВВЕДЕНИЕ

Микроводоросли способны синтезировать це-
лый набор различных ценных макромолекул, таких 
как белки, липиды и  другие биоактивные компо-
ненты. В  клетках микроводорослй идентифици-
рован широкий спектр полярных и  нейтральных 
липидов [1]. Кроме того, в  структуру их липидов 

входят разнообразные жирнокислотные компонен-
ты с насыщенными и ненасыщенными, линейны-
ми и разветвленными углеводородными цепями [2]. 
Повышенное внимание исследователей уже долгое 
время удерживают именно полиненасыщенные 
жирные кислоты (ЖК) с длинной цепью (Сn, где n 
более 20) ввиду их особой физиологической роли 
в организме, однако последние годы широко реали-
зуются подходы анализа полного спектра ЖК и их 
соотношений, обсуждения их значимости и потен-
циала, в том числе в реализации адаптивных реак-
ций живых систем. Учитывая возможность поддер-
жания микроводорослей в культуре, синтез целевых 
компонентов, в том числе липидной природы, мож-
но регулировать – ​усиливать/снижать за счет мо-
дификаций условий среды. Микроводоросли ши-
роко применяются в  пищевой промышленности, 
фармакологии, косметологии, одним из отдельных 
направлений рассматриваются манипуляции с  со-
ставом липидов и ЖК, как возможность получения 
требуемых композиций. Фундаментальная значи-
мость изучения липидов и  ЖК микроводорослей 
состоит в получении новых и дополнительных све-
дений о реализации эколого-биохимических меха-
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низмов адаптации живых систем в  изменяющихся 
условиях среды.

Одноклеточные водоросли представлены 
шестью отделами, включая отдел Диатомовые 
(Bacillariophyta), отличительной особенностью ко-
торых является наличие кремнеземного панциря. 
Представители диатомовых водорослей доминиру-
ют в фитопланктоне количественно и по видовому 
разнообразию, являясь ключевым звеном пище-
вой цепи в  водных экосистемах, а  благодаря спо-
собности к  фиксации CO2, являются первичными 
продуцентами примерно 20 % всего органическо-
го вещества планеты, играют значительную роль 
в  биосфере, участвуя в  биогеохимических циклах 
круговорота веществ [3]. Диатомовые водоросли 
в  целом – ​космополиты, они обитают в  соленных 
и пресных водоемах, почвах, а также во льду и тер-
мальных источниках [3, 4]. Учитывая их высокую 
адаптивную резистентность к  широкому спектру 
изменяющихся условий, они представляют особый 
интерес для изучения механизмов адаптации не 
только водорослей, но и других живых организмов.

Работ, посвященных роли липидов и  жирных 
кислот в механизмах и стратегиях адаптации диато-
мовых к изменениям разных факторов среды, край-
не мало, и эти исследования проводились в перио-
ды с широким временным разрывом. Большая часть 
исследований состава липидов и  ЖК ограничива-
ется определением содержания триацилглицери-
нов (ТАГ), депо среднецепочечных жирных кислот, 
и оценкой их структуры и состава, так как именно 
это показатель значим среди таковых при анализе 
сырья для производства биотоплива; высокое со-
держание ТАГ такой структуры делает биотопливо 
менее вязким [4].

Несмотря на то что диатомовые водоросли пред-
ставлены огромным количеством видов и  интерес 
к ним только растет, особенно последнее десятиле-
тие, в настоящее время достаточно хорошо изучены 
(используются в качестве модельных объектов) все-
го лишь несколько видов, среди них центрическая 
Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimdal и пеннат-
ная Phaeodactylum tricornutum Bohlin.

Целью данной работы явилось изучение влия-
ния солености среды на воспроизводство и  жир-
нокислотный состав микроводоросли Nitzschia сf. 
thermaloides.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Отбор проб проведен в районе грязевых вулка-

нов Булганакского сопочного поля, Республика 
Крым. Выделенные клоновые культуры содержали 
в модифицированной питательной среде ESAW [5] 
с разным уровнем соленности (0–110 ‰). Скорость 
размножения (делений в сутки) оценивали соглас-

но модели экспоненциального роста численности 
[6]. Далее 5 мл среды, содержащей клетки микро-
водоросли, осаждали центрифугированием при 
3500 об/мин в течение 5 мин и сразу фиксировали 
в  10 мл смеси хлороформ–метанол (1:1). В  работе 
были использованы материалы Научно-образова-
тельного центра коллективного пользования ФИЦ 
ИнБЮМ «Коллекция диатомовых водорослей Ми-
рового океана».

Экстракты общих липидов подвергали кис-
лотному метилированию для придания свойств 
летучести жирным кислотам. Для определе-
ния состава полученной смеси метиловых эфи-
ров жирных кислот (МЭЖК) проводили их 
разделение на ГХ с  моноквадрупольным масс-се-
лективным детектором «Маэстро-αМС» (Сайтегра, 
Россия). Фракционирование осуществлялось в  те-
чение 32 мин при градиентном термостатировании  
(t нач   = 140  °C – ​удержание 5 мин; увеличение t 
со 140 °C до 240  °C со скоростью 4  °C/мин; t кон = 
= 240 °C – ​удержание 2 мин) на капиллярной колонке 
HP‑88 60 м × 0.25 мм × 0,20 мкм (Agilent Technologies, 
США) с использованием гелия в качестве подвиж-
ной фазы. Детектирование МЭЖК осуществлялось 
в  режиме SIM/SCAN: режим SIM – ​для регистра-
ции ЖК, входящих в состав аналитических стандар-
тов (Supelco 37, Sigma-Aldrich, США) по заданным 
значениям m/z; режим SCAN – ​для поиска и иден-
тификации уникальных ЖК компонентов в диапа-
зоне 50–400 m/z. Полученные данные анализиро-
вались с использованием ПО «Маэстро Аналитик v. 
1.025» и библиотекой NIST. Количественный расчет 
ЖК проводили методом внешнего стандарта (гра-
дуировки) с  использованием аналитической смеси 
Supelco 37 (Sigma-Aldrich, США) для построения 
калибровочной кривой. Аналитические исследова-
ния проведены на базе лаборатории экологической 
биохимии ИБ КарНЦ РАН и с использованием обо-
рудования ЦКП КарНЦ РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что N. cf. thermaloides выжива-
ет в  широком диапазоне солености от 0 до 110 ‰. 
В  частности, клоны N. cf. thermaloides продемон-
стрировали широкую толерантность в  отношении 
солености. Клетки водоросли были способны ве-
гетативно размножаться в среде с соленостью от 0 
до 110 ‰. Процесс полового воспроизведения про-
исходил в  более узком диапазоне от от 6 до 54 ‰ 
и  оптимальная соленость для полового воспро-
изведения и  вегетативного роста составляла 30 ‰ 
(табл. 1).

Так, например, в  экспериментах показано, что 
Nitzschia palea (Kützing) W. Smith [7], встречающаяся 
преимущественно в пресных водах, сохраняла жиз-
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неспособность при заметном осолонении. В  дан-
ном случае диапазон солености, в котором поддер-
живалась репродуктивная способность, был уже 
(0–17 ‰), при этом наблюдали 100 % гибель клеток 
в среде с соленостью 36 ‰, иными словами, можно 
ожидать, что N. palea выживет, например, при по-
падании в Черное море, однако океаническая соле-
ность окажется для нее губительной. Аналогичные 
результаты были получены в экспериментах с кло-
нами этого вида, выделенными из европейской по-
пуляции [8].

Процессы деления водоросли N. cf. thermaloides, 
как в  оптимальных условиях, так и  при действии 
разной солености среды, описаны впервые. Однако 
стоит отметить, что полученные данные свидетель-
ствуют о достаточно широком диапазоне толерант-
ности данного вида к изменению солености.

Анализ жирных кислот, показал, что N. cf. 
thermaloides преимущественно содержит насыщен-
ные жирные кислоты (НЖК) (табл.  2). Профиль 
НЖК в  порядке убывания: 16:0, 18:0, 22:0, 20:0, 
14:0, 15:0. При изменении солености среды их ка-
чественный состав не меняется, а их количествен-
ное содержание слабо варьирует. Известно, что 
высокое содержание НЖК также характерно для 
некоторых видов диатомовых, в частности Nitzchia 
sp., Nanofrustulum shiloi (J. J. Lee, Reimer & McEnery) 
Round, Hallsteinsen & Paasche [9], Phaeodactylum 
tricornutum [10] и др.

Установлено, что у N. cf. thermaloides среди НЖК 
доминирует пальмитиновая кислота, 16:0, содержа-
ние которой в  клетках наибольшее при солености 
110 ‰ и 50 ‰ и наименьшее при солености в 20 ‰ 
(табл. 2). Наибольшее содержание 16:0 среди НЖК 

Таблица 1. Темп деления (дел.·сут–1) Nitzschia cf. thermaloides при разной солености среды 

Соленость, ‰ 0 4 10 18 30 48 68 96 110

Темп делений, 
дел.·сут–1 0.10 ± 0.07 0.27 ± 0.16 0.14 ± 0.57 0.38 ± 0.15 0.72 ± 0.14 0.35 ± 0.07 0.12 ± 0.18 0.18 ± 0.28 0,30±0,25

В таблице  представлены средние арифметические значения ± стандартные ошибки среднего

Таблица 2. Качественный и количественный профиль (мкг/мл) Nitzschia cf. thermaloides, при разной солености среды 
(0–110‰)

Жирные кислоты и другие 
идентифицированные компоненты

Соленость среды, ‰

0 20 30 50 110

Миристиновая кислота, 14:0   6.54   6.23   6.47   6.61   6.65

Пентадекановая кислота, 15:0   3.50   3.46   3.49   3.49   3.49

Пальмитиновая кислота, 16:0 36.87 25.06 31.85 38.84 38.96

Стеариновая кислота, 18:0 21.78 15.8 19.48 22.94 22.94

Арахиновая кислота, 20:0   8.67   8.6   8.65   8.66   8.66

Бегеновая кислота, 22:0   9.69   9.62   9.64   9.66   9.65

Олеиновая кислота, сis 18:1(n-9)   8.55 LPQ   8.27   8.47  LPQ

Пальмитоолеиновая кислота, сis16:1(n-9) + + + +

Эйкозеновая кислота, сis20:1(n-9) LPQ LPQ LPQ LPQ LPQ

11-Эйкозеновая кислота, сis20:1(n-11) +

Цитоолеиновая кислота, сis22:1(n-11) + + +

Нервоновая кислота, cis24:1(n-9) LPQ LPQ LPQ LPQ LPQ

2,4-ди-трет-бутилфенол 2,4-DTBP + + + + +

2-этоксиэтанол (этилцеллозолов) 2-EHMIP + + + + +

“+” – идентифицированный компонент не рассчитан количественно в связи с его отсутствием в смеси Supelco37.
LPQ – концентрация ниже предела количественного определения
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отмечено и  у  других видов Nitzchia, таких как N. 
lеcointei Van Heurck [11] и Nitzchia sp. [12]. Известно 
также, что повышение содержания 16:0 у некоторых 
видов микроводорослей связывают с  изменением 
концентрации металлов в среде [13]. На основании 
этого предполагается, что 16:0 участвует в процес-
сах формирования рафтов в  биомембране, а  так-
же в  «заякоривании» мембраносвязанных белков 
в  стресс-индуцированных условиях. Однако для 
подтверждения работы данного механизма адап-
тации необходимо проведение дальнейших иссле-
дований. Второй по количественному содержанию 
НЖК была стеариновая кислота, 18:0, динамика 
содержания которой в клетках была сходной с 16:0, 
а именно наименьшее содержание отмечено при со-
лености 20 ‰, а ее повышение при 0, 50 ‰ и 110 ‰ 
(табл.  2). Доминирование этих двух ЖК отмечено 
и у Nitzchia sp. [12].

Сведения о  влиянии солености на жирнокис-
лотный состав представителей рода Nitzchia прак-
тически отсутствуют. Известно, что у  N. lecointei 
при изменении солености среды состав жирных 
кислот изменяется незначительно и  преимуще-
ственно представлен НЖК [11], что согласуется 
с полученными нами данными. Поддержание НЖК 
на высоком уровне отмечено у диатомовых при из-
менении минерального питания [9,10]. Известно, 
что реакция разных видов микроводорослей на за-
соление неоднозначна, однако преимущественно 
в этих условиях вне оптимальных значений, проис-
ходит увеличение содержания НЖК, что также об-
суждается в обзоре Sajjadi et al 2018 [13]. Вероятно, 
компенсаторные перестройки в  условиях стресса 
заключаются в  повышении количества НЖК пре-
имущественно за счет 16:0. Можно предположить, 
что поддержание «уплотненной» (ригидной) струк-
туры биомембраны является одной из адаптивных 
реакций ввиду обеспечения избирательной прони-
цаемости клетки и ее компартментов, поддержива-
ющих их устойчивость к засолению и широкие гра-
ницы толерантности.

Установлены следовые количества 2,4-ди-трет- 
бутилфенола (2,4-DTBP) и  2-этоксиэтанола 
(2-EHMIP) (табл. 2), вторичных метаболитов, об-
ладающих аутотоксичными свойствами. Регистри-
руемая детектором интенсивность этих веществ 
у исследуемого вида стабильно выше в некоторых 
образцах при 110 ‰, 50 ‰ и  20 ‰. Полученный 
результат может иметь особое значение для отсле-
живания реакции отдельных компонентов экоси-
стемы в ответ на изменение условий среды (в част-
ности солености).

В  рамках настоящей работы установлено, что 
N. cf. thermaloides выживает в  широком диапазоне 
солености от 0 до 110 ‰, при котором клетки во-
доросли способны вегетативно размножаться. При 

этом половое воспроизведение наблюдалось в диа-
пазоне от 6 до 54 ‰, а оптимальная соленость для 
полового размножения и  вегетативного роста со-
ставляла 30 ‰. В ходе работы впервые был проана-
лизирован состав жирных кислот микроводоросли 
N. cf. thermaloides. В  исследуемом диапазоне соле-
ности среды жирнокислотный профиль представ-
лен преимущественно насыщенными жирными 
кислотами. Наибольший процент от общего коли-
чества насыщенных жирных кислот приходится на 
пальмитиновую кислоту. Вероятно, низкая вариа-
бельность жирнокислотного состава обеспечивает 
стабильное поддержание структуры мембраны в из-
меняющихся условиях и успешную адаптацию дан-
ного вида. Более того, N. cf. thermaloides может быть 
рекомендована для использования в биотехнологии 
в качестве источника насыщенных жирных кислот 
и потенциального кандидата для производства био-
топлива, а учитывая следовые содержания соедине-
ний, обладающих аутотоксичным действием, важен 
контроль ее распространения с точки зрения эко-
токсикологии.
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The Nitzschia cf. thermaloides was found in reservoirs of mud volcanoes in eastern Crimea. It was determined that 
this species has wide spectrum of halotolerance; in particular, it is capable of vegetative reproduction within the 
range of 0–110 ‰ salinity of the substrate. For the first time, the effect of salinity on the fatty acid composition 
of the microalga Nitzschia cf. thermaloides was studied. Regardless of salinity, the quantitative and qualitative 
content of fatty acids did not change, which indicates the ability to maintain a  stable compacted membrane 
structure, which probably partly determines the adaptation of this species to salinity. The composition of fatty 
acids is mainly represented by saturated fatty acids, which allows us to consider this species as a  potentially 
“useful” object for biotechnology as a source of saturated fatty acids or an alternative raw material for biofuel.

Keywords: microalgae, lipids, fatty acids, salinity, tolerance
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При исследовании ультраструктуры нервной системы у плероцеркоидов пяти видов цестод, паразитов 
рыб, в  тегументе обнаружены свободные окончания периферических нейросекреторных нейронов, 
выделяющих медиаторы в хозяина. Экспериментально показано усиление секреции под воздействием 
сыворотки крови хозяина-рыбы. В организме цестод нейросекреторные нейроны (НН) образуют кон-
такты паракринового типа вблизи мембран клеток фронтальных желез, тегумента и мышц, выполняя 
функцию эндокринных желез. Одновременно НН функционируют как экзокринные железы и выде-
ляют наружу так называемые манипуляционные факторы, которые влияют на физиологию хозяина.
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Цестоды (ленточные черви) – ​глубоко специ-
ализированные паразиты животных и  человека. 
Питание паразитов происходит через синцитиаль-
ную покровную ткань – ​тегумент. Известно, что 
через тегумент паразиты выделяют сложную смесь 
экскреторно-секреторных продуктов, обобщенно 
называемых «секретомом» [1, 2, 3]. Тегумент про-
низан терминальными отростками фронтальных 
желез и свободными нервными окончаниями, отде-
ленными от мембраны тегумента системой специ-
ализированных контактов. Фронтальные железы 
описаны в сколексе у представителей разных отря-
дов цестод, кроме циклофиллид [4–7]. Установле-
но, что фронтальные железы цестод осуществляют 
секрецию эккринным способом под контролем 
нейронов мозга [8]. Сенсорные нервные оконча-
ния, пронизывающие тегумент, характеризуются 
наличием рудиментарной реснички, базального 
тельца, корешка и других структур в расширенной 
части дендрита [9]. У  ряда видов цестод обнару-
жены свободные окончания, не имеющие следов 
реснички, кинетосомы и  корешка, но отделенных 

системой специализированных контактов от мем-
браны тегумента [10–13]. Строение и функция та-
ких окончаний остаются неизвестными.

Задача настоящей работы – ​изучить ультра-
структуру свободных терминалей в тегументе у пле-
роцеркоидов цестод с целью установления их про-
исхождения и функционального значения.

Материалом для работы послужили плероцер-
коиды пяти видов цестод, представителей отрядов 
Diphyllobothriidea и Bothriocephallidea (табл. 1).

Для ультраструктурных исследований использо-
вали методы трансмиссионной электронной микро-
скопии, модифицированные для изучения цестод 
[8, 12, 13]. Для изучения изменения секреторной ак-
тивности с поверхности свободных терминалей у D. 
dendriticus и  L. interrupta были проведены экспери-
менты по разработанной ранее методике [3].

1. Ультраструктура свободных терминалей в те-
гументе.

В тегументе пяти видов плероцеркоидов мы об-
наружили тонкие трубчатые свободные окончания, 
имеющие небольшое чашевидное дистальное рас-
ширение, содержащее везикулы (рис. 1). Везикулы 
выходят через поверхностную мембрану в полость 
поры в тегументе и затем во внешнюю среду – ​тка-
ни хозяина. Мембрана чашевидных окончаний от-
делена от тегументальной мембраны узким кольцом 
септированного контакта, подостланного одним 

1 Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
2 Институт общей и экспериментальной биологии 
Сибирского отделения Российской Академии наук, 
Улан-Удэ, Россия

*E-mail: nbiserova@yandex.ru
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слабо выраженным электронно-плотным опорным 
кольцом со стороны окончания. У всех изученных 
видов в окончаниях не было найдено ресничек, ки-
нетосом и  корешков; митохондрии отсутствовали 
как в чашевидном расширении, так и в базальной 
части отростка, связанного с перикарионом. Кро-
ме того, чашевидные окончания у всех видов имели 
вдвое меньший диаметр апикального расширения 
(450–600 нм), по сравнению с типичными сенсор-
ными окончаниями или с терминалями фронталь-
ных желез.

У плероцеркоидов T. nodulosus каждое окончание 
соединено с  поверхностью тела индивидуальной 
порой; они содержат светлые везикулы 100–120 нм 
и отдельные микротрубочки. У инкапсулированных 
в печени окуня личинок эти терминали заполнены 
везикулами, выделяющимися на поверхность тегу-
мента. В плероцеркоидах, извлеченных из капсулы 
хозяина, свободные чашевидные окончания обна-
руживали пустыми, без пузырьков.

У  плероцеркоидов P. phocarum чашевидные 
окончания встречаются как поодиночке, так 
и группами. В тегументе ботрии P. phocarum наблю-
дали от 5 до 6 тонких терминалей с плотными вези-
кулами диаметром 90 нм, ответвляющихся от одно-
го дендритного отростка и оканчивающихся в одну 
общую пору. Важно отметить, что чаша окончания 
может содержать или не содержать везикулы.

У  плероцеркоида D. ditremus чашевидные окон-
чания располагаются парами, содержат светлые 
округлые везикулы диаметром 100 нм и иногда элек-

тронноплотные везикулы 84 нм. Везикулы выделя-
ются на поверхность тегумента через узкую пору.

У  плероцеркоидов D. dendriticus по 2–3 чаше-
видных окончания с плотными везикулами диаме-
тром 123 нм открываются в общую пору, связанную 
с  внешней средой. Строение поры отличается от 
вышеописанных отсутствием микротрихий, уплот-
нением наружной мембраны тегумента и большим 
диаметром, достигающим 3 мкм. Как и  у  осталь-
ных изученных видов, терминали на апикальной 
поверхности имеют тонкое опорное кольцо и коль-
цевой септированный контакт, связывающий их 
с мембраной тегумента; содержат отдельные микро-
трубочки и везикулы.

У  L. alternans чашевидные терминали обнару-
жены в  тегументе сколекса и  теле плероцеркоида. 
В  одну пору в  тегументе открывается по 4  терми-
нали, содержат короткие микротрубочки и круглые 
плотные везикулы диаметром 90–94 нм, которые 
выделяются в  полость поры (рис.  1в–д). В  субте-
гументе широкие одиночные дендриты с  круглы-
ми электронноплотными везикулами при подходе 
к базальной мембране тегумента разветвляются на 
несколько свободных окончаний, открывающихся 
в общую пору в дистальной цитоплазме.

Таким образом, у всех изученных видов чашевид-
ные окончания имеют сходное строение и выделяют 
в  ткани хозяина секреторные везикулы размером 
100–120 нм по типу экзокринных желез. В отличие 
от сенсорных окончаний в тегументе изученных це-
стод, чашевидные окончания отличает малый диа-

Таблица 1. Список исследованных видов 

№ Вид паразита Вид хозяина Место вылова Локализация  
в хозяине

1 Triaenophorus nodulosus 
(Pallas, 1781)

Perca fluviatilis Linnaeus, 1758 Рыбинское  
водохранилище

В печени в капсулах

2 Pyromicocephalus phocarum 
(Fabricius, 1780) Monticelli, 
1890

Gadus morhua marisalbi Derjugin, 
1920

Белое море,  
район ББС МГУ

В печени в капсулах

3 Dibothriocephalus ditremus 
(Creplin, 1825) Lühe, 1899

Oncorhynchus nerka 
(Walbaum, 1792)

оз. Кроноцкое, Кам-
чатка

В капсулах на пищево-
де, желудке, пилориче-
ских придатках

4 Dibothriocephalus dendriticus 
(Nitzsch, 1824) Lühe, 1899

Coregonus migratorius  
(Georgi, 1775)

Оз. Байкал,  
Кабанский район, 
Республика  
Бурятия

В капсулах на пищево-
де, желудке, пилориче-
ских придатках

5 Ligula alternans  (Rudolphi, 
1810)

Carassius gibelio (Bloch, 1782) 
Linnaeus, 1758

Оз. Никиткино, 
Еравнинский район, 
Республика Бурятия

В брюшной полости 
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метр, одно слабо развитое опорное кольцо, выделе-
ние секреторных везикул на поверхность тегумента. 
От протоков фронтальных желез их отличает уль-
траструктура терминалей без периферических ми-
кротрубочек, а так же секреторный материал в виде 
маленьких везикул.

2. Ультраструктура нейросекреторных нейронов 
(рис. 1, б, е-з).

В области субтегумента и кортикальной парен-
химы у всех изученных видов встречаются перифе-
рические нейросекреторные нейроны (НН). Тела 
НН имеют вытянутую неправильную форму с  не-
сколькими нейритами, заполненными круглыми 
электронноплотными нейросекреторными везику-
лами/гранулами (НСГ). Диаметр НСГ варьирует от 
90 до 140 нм. Отростки НН не содержат митохон-
дрий и  периферических микротрубочек, в  отли-
чие от протоков фронтальных желез. В отличие от 
дендритов и  аксонов нейронов ЦНС, цитоплазма 

нейросекреторных отростков (НСО) плотная, гра-
нулированная, содержит рибосомы. У D. dendriticus 
число НСО в зоне субтегумента составляет 9–10 шт. 
на 500 мкм2.

Отростки НН часто проходят вдоль миофибрилл 
кольцевой и  продольной мускулатуры покровов, 
иногда образуя зоны тесного сближения. В  зоне 
контакта образуются небольшие варикозы, в кото-
рых, наряду с НСГ, встречаются скопления круглых 
светлых везикул. Выделение секреторного мате-
риала происходит паракриновым способом в меж-
клеточное пространство рядом с  миофибриллой. 
Пресинаптиптическое уплотнение и  Т-образная 
складка мембраны, маркирующая синаптический 
контакт, отсутствуют.

Нами впервые обнаружено, что у всех изученных 
видов цестод отростки НН вступают в контакт с от-
ростками клеток фронтальных желез, укрепленных 
периферическими микротрубочками. Диаметр НСГ 

Рис. 1. Свободные терминали в тегументе и нейросекреторные нейроны (НН). а – схема строения ресничных и чаше-
видных окончаний нейронов в тегументе цестод. б – схема экзо- и эндокринной секреции периферическими НН: 1 – 
нейромышечный паракриновый контакт; 2 – экзокринная секреция на поверхность тегумента; 3 – контакт с фронталь-
ными железами паракринового типа; 4 – выделение секрета в зоне базальной пластинки тегумента. в, г, д – L. alternans: 
группа чашевидных окончаний (стрелки) с секреторными везикулами в тегументе (в, г) и продольный срез (д) нейро-
секреторной терминали (NST), входящей в тегумент. е – P. phocarum: NST в контакте с тегументальным отростком (T).  
ж – D. dendriticus: паракриновый контакт NST с мышцами под тегументом (стрелки); cv, светлые везикулы.  
з – P. phocarum: нейросекреторный нейрон (NSN) в контакте с отростками фронтальных желез (FG) и мышцами 
(стрелки).

а

в г

д е

ж

з

б
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в  зоне контакта составляет в  среднем 140–160  нм. 
У плероцеркоидов D. ditremus контакты НСО с тер-
миналями фронтальных желез выявлены непосред-
ственно в терминальной поре секреторного протока 
в тегументе (рис. 1, б). В зоне контакта диаметр НСГ 
варьирует от 90 до 130 нм. Таким образом, отрост-
ки НН могут проникать в дистальную цитоплазму 
тегумента вместе с  протоками фронтальных желез 
и  высвобождать нейроактивные вещества в  ткани 
хозяина. Вместе с  тем у  P. phocarum, D. dendriticus,  
L. alternans мы наблюдали НСО, которые прони-
зывают тегумент и  содержат электронноплотные 
везикулы (90 нм), высвобождая секрет в  полость 
поры. Чашевидные окончания в тегументе этих це-
стод являются отростками нейросекреторных ней-
ронов. Таким образом, часть периферических НН 
выделяет секрет наружу в организм хозяина, высту-
пая в роли экзокринных желез.

3. Эксперименты по изучению секреторной актив-
ности с использованием сыворотки крови хозяина.

Червей инкубировали в течение 3, 6, 12 и 24 ч. 
У  D. dendriticus через 3 ч инкубации происходит 
истощение везикул в  чашевидных окончаниях, 
уменьшение диаметра окончаний и  увеличение 
диаметра гранул в  НН. После 6 часов инкубации 
происходит увеличение секреции и числа оконча-
ний в  одной поре до 3–4 шт, после 12 ч инкуба-
ции наблюдаются признаки истощения и сужения 
чаши окончания, а после 24 ч инкубации наблюда-
ются деформации терминалей в тегументе. Таким 
образом, у  D. dendriticus максимальную нейросе-
крецию наблюдали после 6 ч инкубации и истоще-
ние к 24 ч.

У  L. alternans после 3 ч инкубации происходит 
усиление секреции с  поверхности чашевидных 
окончаний, увеличение числа плотных везикул до 
20 шт. в каждом окончании и числа НСО в зоне ба-
зальной пластинки и  мускулатуры тегумента, где 
происходит высвобождение секрета паракрино-
вым способом. После 6 ч инкубации продолжается 
интенсивная секреция везикул; увеличено число 
(4–5 шт.) и диаметр окончаний в поре. НСО мно-
гочисленны вблизи базальной пластинки и  мышц 
тегумента, а базальная мембрана тегумента форми-
рует многочисленные вакуоли, заполненные фи-
бриллярным матриксом, которые перемещаются 
к  апикальной мембране и  выделяют содержимое 
наружу. После 24 ч инкубации диаметр окончаний 
уменьшается, но число НСО в  зоне субтегумен-
та и  их наполненность гранулами увеличивается, 
при этом часть отростков направлена к  базальной 
мембране. Таким образом, у  L. alternans усиление 
секреции и  числа НСО происходит, начиная с  3 ч 
инкубации, а адаптация к нагрузке – ​к 24 ч.

Свободные терминали без признаков цилиарно-
го и  корешкового аппарата описаны у  некоторых 
видов цестод [6, 10–13]. У  всех изученных видов 
они характеризуются вогнутой формой апикаль-
ной чаши с одним опорным кольцом, при этом, как 
следует из результатов настоящей работы, диаметр 
чаши в  два и  более раз меньше, чем у  ресничных 
и  безресничных сенсорных окончаний. Возникает 
вопрос, служат ли чашевидные свободные оконча-
ния в качестве чувствительных дендритов или свя-
заны с нейросекрецией манипуляционных молекул 
в  ткани хозяина? В  сколексе разных видов цестод 
обнаружены две популяции НН, одна из которых 
связана с  ЦНС, а  другая с  ПНС [8, 14–18]. Наши 
данные показали, что у  пяти видов цестод НН, 
связанные с  ПНС, имеют отростки, выделяющие 
секрет паракриновым способом в  межклеточное 
пространство вблизи мембран мышечных клеток, 
клеток фронтальных желез, тегумента и на поверх-
ность тегумента в ткани хозяина. Вопрос о наличии 
у  цестод эндокринных желез является предметом 
дискуссии [15, 16]. По результатам нашего иссле-
дования, нейросекреторные нейроны ПНС цестод 
могут выполнять как функцию эндокринных же-
лез, выделяя секрет в межклеточное пространство, 
так и  функцию экзокринных желез, выделяющих 
секрет на поверхность тегумента. Увеличение се-
креции под воздействием сыворотки крови хозяина 
свидетельствует о  важной экзосекреторной функ-
ции НН, которые представляют новый тип желез 
у  цестод. Нейросекрет из свободных терминалей 
цестод, попадая в организм рыбы, может быть ма-
нипуляционным фактором, воздействующим на 
эндокринную систему позвоночного хозяина.
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NEW TYPE OF GLAND DISCOVERED IN CESTODES: NEUROSECRETORY 
NEURONS RELEASE A SECRET INTO THE FISH HOST
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In 5 species of cestode plerocercoids parasitizing fish, free endings of peripheral neurosecretory neurons were 
found in the tegument in the ultrastructural study. These free terminals secreted vesicles on the tegument surface 
and into the host body. An increase in secretion under the influence of the blood serum of a fish host has been 
experimentally shown. In the body of cestodes, neurosecretory neurons (NN) form paracrine-type contacts near 
the cell membranes of the frontal glands, tegument, and muscles, performing the function of endocrine glands. 
Simultaneously, NN function as exocrine glands and secrete so-called manipulative factors that influence the 
physiology of the host.

Keywords: tapeworms, nervous system, manipulation factors, secretome, glands, exocrine secretion, 
neurosecretion, parasite-host interactions
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Проведено анатомическое исследование пищеварительной системы глубоководного кишечнодыша-
щего Quatuoralisia malakhovi. Показано, что латеральные губы воротника свернуты таким образом, что 
образуют ресничную борозду, ведущую во внутренний канал, по которому собранные частицы детри-
та поступают в латеральные глоточные каналы. Размер отобранных частиц находится в диапазоне от 
1–6 мкм до 100–200 мкм, что соответствует питанию остатками планктонных диатомовых водорослей. 
Указана роль фекального шнура как якоря, удерживающего на дне сильно обводненное желеобразное 
тело Torquaratoridae во время питания.

Ключевые слова: кишечнодышащие, глубоководные Enteropneusta, морфология, пищеварительный 
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Начиная с 60-х годов прошлого века на фотогра-
фиях дна в разных районах Мирового океана на ба-
тиальных и  абиссальных глубинах были отмечены 
загадочные структуры в виде правильных спиралей 
и синусоид [1]. Только в 2005 году стало понятным, 
что эти загадочные структуры представляют собой 
фекальные шнуры представителей новой группы 
глубоководных кишечнодышащих – ​семейства 
Torquaratoridae [2]. Как оказалось, Torquaratoridae – ​
обильная видами группа, имеющая всесветное 
распространение [3–7]. Биология Torquaratoridae 
изучена слабо. В  отличие от мелководных кишеч-
нодышащих, торквараториды ведут не роющий, 
а  эпибентосный образ жизни. Остается непонят-
ным, каким образом Torquaratoridae отбирают из 
осадка частицы детрита. Цель настоящей рабо-
ты – ​изучить анатомию пищеварительной системы 
и механизм питания Quatuoralisia malakhovi Ezhova 
et Lukinykh, 2022.

Материал для настоящей работы был собран 
18  июня 2018  года в  82-м рейсе НИС “Акаде-
мик М. А. Лаврентьев” в  Командорской котловине 
Берингова моря (массив Вулканологов) при трале-

нии на станции LV 82–9 с координатами 55.3451–
55.3466N, 167.2750–167.2752E в  диапазоне глубин 
1957–1933  м. Экземпляры Q. malakhovi были со-
браны с  применением подводного телеуправляе-
мого аппарата “Команч 18” и  зафиксированы для 
гистологического исследования в  8 %-ном раство-
ре формалина, приготовленном на морской воде. 
Отмывка от фиксатора и  дегидратация материала 
проводилась по стандартной методике в  спиртах 
восходящей концентрации. Подготовленные для 
гистологического исследования фрагменты были 
залиты в  парапластовые блоки и  разложены с  по-
мощью микротома Leica RM 2125 на серии гисто-
логических срезов толщиной 10 мкм. Срезы были 
окрашены гематоксилином Караччи и  спиртовым 
раствором эозина. Некоторые детали строения пи-
щеварительной системы Q. malakhovi были изучены 
с помощью сканирующей электронной микроско-
пии (СЭМ). Материал для СЭМ был дегидратиро-
ван ацетоном по стандартной методике, высушен 
в критической точке с использованием CO2 (HCP‑2 
Critical Point Dryer, Hitachi, 1980) и  напылен сме-
сью золото-палладий (EIKO IB‑3 Ion Coater, 1980), 
после чего изучен с  помощью СЭМ JSM‑6380LA 
(JEOL, 2005).

Как и  у  всех полухордовых, тело Q. malakhovi 
разделяется на три отдела: хоботок, воротник 
и длинное туловище (рис. 1). Внешняя морфология 
Q. malakhovi детально описана в предыдущей публи-
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кации [8]. Рот Q. malakhovi находится на брюшной 
стороне между хоботом и воротником (рис. 2, mo). 
Воротник имеет симметричные ушковидные раз-
растания – ​латеральные воротниковые губы (рис. 1, 
2, lp). Согласно прижизненным наблюдениям in situ 
Q. malakhovi ведет эпибентосный образ жизни, пе-
редвигаясь по поверхности осадка на уплощенной 
вентральной стороне. При этом концы латеральных 
воротниковых губ, погруженных в  верхний слой 
осадка, оставляют хорошо различимые борозды 
(рис.  1, fs). Латеральные воротниковые губы, как 
и  все тело Q. malakhovi, одеты ресничным покров-
ным эпителием, имеющим в своем составе много-
численные одноклеточные слизистые железы [8]. 
Латеральные воротниковые губы свернуты таким 
образом, что вдоль передне-вентрального края губы 
проходит ресничная борозда (рис. 2, cg), ведущая во 
внутренний канал губы (рис. 2, icl). На поперечных 
срезах фиксированных экземпляров ресничная бо-
розда вместе с внутренним каналом образуют харак-
терный грибообразный контур (рис. 2, 1). Ширина 
ресничной борозды колеблется на разных срезах от 
0 до 200 мкм.

В  туловище Q. malakhovi можно выделить три 
подотдела: бранхиогенитальный, печеночный и ки-
шечный (рис.  2). Бранхиогенитальный подотдел 
несет симметричные ряды жаберных пор, которые 
скрыты завернутыми на дорсальную сторону ла-
теральными крыльями. В  пищеварительном трак-
те бранхиогенитальному подотделу соответствует 

жаберная глотка (рис. 2, 2). У Q. malakhovi нет бук-
кальной полости, и  ротовое отверстие ведет непо-
средственно в  жаберную глотку. Вдоль всего тела  
Q. malakhovi по брюшной стороне проходит мидвен-
тральная борозда (рис. 2, mvf). Она глубоко вдается 
внутрь тела, в результате чего на протяжении всего 
пищеварительного тракта проходит мидвентраль-
ный гребень, делящий полость глотки и последую-
щих отделов кишечника на левую и правую полови-
ны (рис. 2, mvr).

Вдоль дорсальной стороны жаберной глотки 
тянутся два симметричных ряда жаберных щелей, 
разделенных жаберными перегородками. Первич-
ные перегородки формируют дорсо-латеральные 
стенки жаберной глотки, а вторичные перегородки 
свободно свисают в полость жаберной глотки, поч-
ти достигая ее вентральной стенки (рис. 2, 2). По-
лость глотки подразделяется парабранхиальными 
гребнями (рис.  2, pbr) на центральную зону и  два 
симметричных периферических глоточных канала 
(рис. 2, 2). Эпителий нижней стороны парабранхи-
альных гребней и гастродермис дна глотки сближе-
ны и  на некоторых срезах соприкасаются, так что 
периферические глоточные каналы оказываются 
частично изолированными от центральной зоны 
глотки. В задней части глотки высота парабранхи-
альных гребней уменьшается, периферические гло-
точные каналы объединяются, формируя короткий 
пищевод, который переходит в  печеночный отдел 
кишечника.

Рис. 1. Питающаяся Quatuoralisia malakhovi на поверхности осадка; рисунок на основе подводных фотографий. Мас-
штаб: 5 см. an – ​анус; bgr – ​бранхиогенитальный подотдел туловища; fe – ​фекальный шнур; fs – ​борозды в осадке, 
оставляемые латеральными воротниковыми губами; hpr – ​печеночный подотдел туловища; hs – ​печеночные дивер-
тикулы; inr – ​кишечный подотдел туловища; lp – ​латеральные воротниковые губы; pr – ​хобот.
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Печеночный подотдел туловища резко обосо-
блен от бранхиогенитального поперечной бороздой 
на поверхности латеральных крыльев (рис. 1). Ему 
соответствует печеночный отдел пищеварительно-
го тракта. На спинной стороне печеночного отдела 
располагаются метамерные печеночные дивертику-
лы буро-зеленого цвета (рис.  1, hs). В  печеночные 
дивертикулы заходят симметричные выросты ки-
шечника. Гастродермис вентральной стенки этих 
кишечных выростов образует многочисленные 
складки (рис. 2, 3).

Печеночный отдел пищеварительного тракта без 
резкой границы переходит в кишечный отдел (рис. 2, 
4). Стенка кишечника складчатая (рис. 2, int) и спо-
собна сильно растягиваться. Как правило, полость 
кишечника заполнена фекальными массами, кото-

рые продолжаются в плотный фекальный шнур, тя-
нущийся за ползущим по дну животным (рис. 1, fe).

Большинство кишечнодышащих – ​роющие жи-
вотные. Многие из них заглатывают грунт, пе-
реваривая содержащийся в  нем детрит и  мелкие 
организмы. Другие виды имеют длинный хобот, 
который животные высовывают из норки и  соби-
рают частицы детрита за счет муко-цилиарного 
механизма. У  таких форм на хоботке имеется дор-
сальная бороздка, по которой частицы детрита 
двигаются к  основанию хобота и  с  помощью под-
ковообразного ресничного органа транспортиру-
ются ко рту [9–11]. У Torquaratoridae хобот невелик, 
а ресничный орган у них отсутствует, зато развиты 
латеральные воротниковые губы, которые являются 
основным органом суспензионного питания. У  Q. 

Рис. 2. Внешний вид Quatuoralisia malakhovi с вентральной стороны и схемы поперечных срезов на соответствую-
щих уровнях (1 – ​через латеральную воротниковую губу, 2 – ​через бранхиогенитальный подотдел туловища, 3 – ​
через печеночный подотдел туловища, 4 – ​через кишечный подотдел туловища). Масштаб: 1  мм. cg – ​ресничная 
борозда на латеральных воротниковых губах; gb – ​жаберные перегородки; gp – ​жаберные поры; icl – ​внутренний 
канал в латеральных воротниковых губах; int – ​кишка; pph – ​периферические глоточные каналы; mo – ​рот; mvf – ​
мидвентральная борозда; mvr – ​мидвентральный гребень; pbr – ​парабранхиальные гребни. Остальные обозначения 
на рис. 1.
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malakhovi латеральные губы свернуты так, что по их 
вентральной поверхности, обращенной к  осадку, 
проходит ресничная борозда, ведущая во внутрен-
ний ресничный канал. Подобные борозды можно 
видеть на латеральных губах других торквараторид 
[2–5]. При движении животного латеральные губы 
вспахивают поверхностный слой осадка, при этом 
мелкие частицы осадка загоняются биением рес-
ничек губного покровного эпителия в борозду и по 
внутреннему ресничному каналу транспортируются 
ко рту. Кроме Q. malakhovi строение латеральных 
губ изучено на срезах только у Yoda demiankoopi [5]. 
Судя по срезам, у  Q. malakhovi ширина ресничной 
борозды, через которую частицы детрита попадают 
во внутренний канал воротниковой губы, не превы-
шает 200 мкм (см. выше). У Y. demiankoopi эта шири-
на также составляет около 200 мкм [5]. Именно эта 
ширина определяет верхний предел размера отбира-
емых частиц детрита.

У  представителей семейств Harrimaniidae 
и  Ptychoderidae в  глотке имеются симметричные 
парабранхиальные гребни, расположенные в  па-
рафронтальной плоскости, которые подразделяют 
глотку на дорсальную дыхательную и вентральную 
пищеварительную части [12–14]. Глотка Q. malakhovi 
и других Torquaratoridae уплощена во фронтальной 
плоскости, и  парабранхиальные гребни располо-
жены в парасагиттальных плоскостях, в результате 
чего у них в глотке имеется не один вентральный, 
а  два латеральных канала [3–5] – ​периферические 
глоточные каналы. Как можно предполагать, со-
бранные латеральными воротниковыми губами 
частицы осадка поступают непосредственно в  пе-
риферические каналы глотки.

Реснички на жаберных перегородках обеспечи-
вают фильтрацию воды, выходящей через жабер-
ные отверстия. Через жаберные щели Balanoglossus 
gigas не могут проходить частицы крупнее 1–2 мкм 
[11]. У  Harrimania planctophilis верхний предел раз-
мера частиц, свободно проходящих через жаберные 
поры, составляет 5,8 мкм [15]. С учетом этого мож-
но предположить, что размер частиц, отбираемых 
Torquaratoridae, лежит в  диапазоне от 1–6 мкм до 
100–200 мкм. В содержимом кишечника Q. malakhovi 
обнаружены преимущественно остатки планктон-
ных диатомовых водорослей родов Thalassiosira, 
Coscinodiscus, Actinocyclus, Chaetoceros и других, кото-
рые укладываются в этот диапазон [16].

У  многих представителей семейств Spengelidae, 
Ptychoderidae и  Torquaratoridae дорсальная часть 
гастродермиса печеночного отдела формирует пе-
ченочные дивертикулы [2, 4, 13, 14]. Гастродермис 
кишечника в печеночном подотделе содержит мно-
гочисленные пищеварительные вакуоли, что свиде-
тельствует об интенсивном внутриклеточном пере-
варивании [17–19].

Склеенный слизью плотный фекальный шнур 
Torquaratoridae не разрушается после того, как вы-
ходит из ануса. Как видно на подводных фотогра-
фиях, длина спирального или причудливо извитого 
фекального шнура может в несколько раз превосхо-
дить длину самого червя [1–6]. При полном опорож-
нении кишечника торквараториды всплывают над 
дном и  могут перемещаться благодаря подводным 
течениям [4, 6, 20]. Таким образом, фекальный 
шнур служат якорем, который удерживает сильно 
обводненное желеобразное тело Torquaratoridae на 
дне во время питания.
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ANATOMY OF DIGESTIVE SYSTEM AND FEEDING MECHANISM OF 
QUATUORALISIA MALAKHOVI (HEMICHORDATA, TORQUARATORIDAE)

Academician of the RAS V. V. Malakhov, A. I. Lukinykh, O. V. Ezhova #

Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
#E-mail: olga_ejova@mail.ru

An anatomical study of the digestive system of the deep-sea enteropneust Quatuoralisia malakhovi was carried 
out. It is shown that the lateral collar lips are twisted in such a way that they form a ciliary groove leading to 
an internal channel through which the collected detritus particles are transferred to the peripheral pharyngeal 
channels. The size of the selected particles ranges from 1–6 μm to 100–200 μm, which corresponds to feeding on 
the remains of planktonic diatoms. The importance of the faecal cord as an anchor holding the heavily watered 
jelly-like body of Torquaratoridae at the sea floor during feeding is noted.

Keywords: acorn worms, deep-sea Enteropneusta, morphology, digestive tract, faecal cords, Bering sea
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Проведен анализ данных о содержании изотопов 13C и 15N в коллагене костей малого пещерного медве-
дя (Ursus (S.) rossicus Borissak, 1930) из местонахождений Среднего и Южного Урала. Кости датируются 
межледниковьем (МИС 5) и ледниковьем (МИС 3). Изучены кости самцов и самок в возрасте 3 лет, 
4  лет и  старше 4  лет. Изучены половые, географические и  хронологические различия в  содержании 
изотопов 13C и 15N. Показаны заметные половые, географические и хронологические различия между 
выборками. На Среднем Урале в межледниковье самки вели более хищный образ жизни, чем самцы, 
а при переходе к ледниковью у самцов и самок произошло сближение трофических ниш за счет уве-
личения растениеядности. Самцы в межледниковье на Южном Урале они вели более хищный образ 
жизни, чем на Среднем Урале. На Южном Урале при этом переходе масштаб изменений значений δ13C 
и δ15N соответствует масштабу различий между трофическими уровнями.
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Содержания изотопов 13C и 15N в коллагене суб-
фоссильных костей млекопитающих широко ис-
пользуется для изучения питания животных в про-
шлом [1, 2]. Для вымерших видов это основной 
метод реконструкции их питания [3]. Среди послед-
них, один из самых больших массивов данных по 
содержанию изотопов 13C и  15N в коллагене костей 
получен для больших пещерных медведей (Ursus 
(Spelaearctos) spelaeus s. l.) Западной и Центральной 
Европы [4, 5]. Данные о  содержании изотопов 13C 
и 15N в коллагене костей малого пещерного медведя 
(U. (S.) rossicus Borissak, 1930) с территории Европы 
отсутствуют, а с территории Урала получены из од-
ного местонахождения [6, 7].

Анализ морфологических данных и  ядерной 
ДНК показал, что на Урале в  позднем плейстоце-
не обитал малый пещерный медведь (U. (S.) rossicus 
Borissak, 1930), который морфологически и  гене-

тически сильно отличается от больших пещерных 
медведей (U. (S.) spelaeus s. l.) [8, 9].

Получены данные о  содержании изотопов 13C 
и 15N в коллагене костей скелета малого пещерного 
медведя из 8 новых местонахождений. На Среднем 
Урале это пещеры Махневская Ледяная (59°26′N 
57°41’E), Двойная (59°06′N 57°31′E), Кизеловская 
(59°05′N 57°36′E), Виашер (59°05′N 57°37′E), Геологов 
1 (58°46′N 57°43′E) и Динамитная (58°41′N 57°37′E). 
По составу фауны и палинологическим данным от-
ложения пещеры Махневская Ледяная датируются 
оптимумом микулинского межледниковья (мор-
ская изотопная стадия (МИС) 5е, 130–115 тыс. л. н.) 
[10]. На основании данных о составе фауны, отло-
жения пещеры Двойная датированы микулинским 
межледниковьем (МИС 5, 130–76  тыс. л. н.). По 
костям малого пещерного медведя из пещеры Ки-
зеловская получены радиоуглеродные даты: > 48500 
BP, no.?; 46250 ± 700 BP, OxA‑19565; 31870 ± 190 BP, 
OxA‑16960; 36390 ± 270 BP, OxA‑16964; 39040 ± 330 
BP, OxA‑19566; 35330 ± 220 BP, OxA‑19561; 
35110 ± 230 BP, OxA‑19562; 34610 ± 230 BP, 
OxA‑19567; 32940 ± 190 BP, OxA-19564; 32630 ± 180 
BP, OxA‑19563 [9, 11], что соответствует МИС 3 
(57–29 тыс. л. н.). Выборки из пещер Виашер, Гео-

1 Институт экологии растений и животных УрО РАН, 
Екатеринбург, Россия
2 Институт мониторинга климатических и экологических 
систем СО РАН, Томск, Россия

*E-mail: kpa@ipae.uran.ru
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логов 1 и  Динамитная по составу сопутствующей 
фауны датированы МИС 3 (57–29 тыс. л. н.).

На Южном Урале новые данные по изото-
пам получены по костям из 2 пещер: Барсучий 
Дол (55°09′N 57°15′E) и  Сикияз-Тамак 22 (55°11′N 
58°36′E). Отложения первой пещеры по составу фа-
уны датированы оптимумом микулинского меж-
ледниковья [12], а  второй – ​всем микулинским 
межледниковьем. Использованы опубликованные 
данные по изотопам из пещеры Иманай (53°02′N,  
56°26′E) [6, 7], отложения которой датируются МИС 
3 [7]. Во всех пещерах накопление костей медве-
дей происходило в результате гибели животных во 
время зимней спячки [13], то есть они относятся 
к  одному тафономическому типу. Таким образом, 
на Среднем и Южном Урале имеются данные о со-
держании изотопов 13C и 15N в коллагене костей ма-
лого пещерного медведя для двух климатических 
периодов позднего плейстоцена – ​межледникового 
(МИС 5) и ледникового (МИС 3).

Для анализа взяты 4 черепа, 2 ребра, 2 плечевых, 
1 лучевая, 1 локтевая, 7 бедренных и 14 больших бер-
цовых костей. Определение пола и возраста особей, 
которым принадлежали кости, проведено на основа-
нии анализа их размеров, состояния эпифизов (при-
росли – ​не приросли) и  зубной системы [14–17]. 
В  выборках есть кости самцов и  самок в  возрасте 

3+ и 4+ года (полувзрослые, subadultus) и старше 4+ 
лет (взрослые, adultus) (табл. 1). Все особи являются 
половозрелыми и  в  дальнейшем рассматриваются 
как одна выборка. Каждая кость принадлежит от-
дельной особи. Опубликованные данные из пещеры 
Иманай приведены без указания пола [6, 7].

Определение изотопного состава углерода (δ13С) 
и азота(δ15N) в коллагене костей проведено методом 
изотопной масс-спектрометрии с  использованием 
изотопного масс-спектрометра DELTA V Advantage 
(Thermo Fisher Scientific, Германия), оснащенно-
го элементным анализатором Flash 2000 (приборы 
предоставлены центром коллективного пользова-
ния ТомЦКП СО РАН) по стандартной методике. 
В качестве международного стандарта углерода при-
нят «венский» эквивалент белемнита ReeDee фор-
мации (VPDB). В  качестве международного стан-
дарта азота принят газообразный N2 атмосферного 
воздуха. Лабораторные рабочие газы сравнения CO2 
и N2 калибровали по международному стандартному 
образцу МАГАТЭ – ​IAEA‑600 Caffeine. Абсолютная 
погрешность измерений трех последовательных из-
мерений анализируемых образцов для δ13С не пре-
вышала ±0.2 ‰, а для δ15N не превышала ±0.4 ‰.

Значения изотопного состава углерода и  азо-
та в  коллагене костей малого пещерного медведя 
представлены в таблице 1.

Таблица 1. Значения δ13С и δ15N в коллагене костей малого пещерного медведя (U. (S.) rossicus) Урала

Хронопериод Пол1 n
δ13C, ‰ δ15N, ‰

Min Max M±sd Min Max M± sd

Средний Урал

МИС 5
130 – 76 т.л.н.2

♂ 4 −24,6 −22.6 −23.3 ± 0.89 6.1 7.1 6.6 ± 0.44

♀ 7 −23.9 −22.4 −22.9 ± 0.51 5.8 10.1 7.6 ± 1.37

♂,♀ 113 −24,6 −22,4 −23.1 ± 0.66 5.8 10.1 7.3 ± 1.20

МИС 3
57 – 29 т.л.н.

♂ 8 −23.5 −22.5 −22.9 ± 0.39 1.8 6.3 5.2 ± 1.69

♀ 7 −24.3 −22.4 −23.2 ± 0.63 3.1 8.3 5.4 ± 2.01

♂,♀ 153 −24.3 −22.4 −23.1 ± 0.51 1.8 8.3 5.3 ± 1.78

Южный Урал

МИС 5
130 – 76 т.л.н.

♂ 4 −23.5 −22.3 −22.8 ± 0.54 5.6 12.5 7,9 ± 3.14

♀ 1 23.1 10.2

♂,♀ 53 −23.5 −22.3 −22.9 ± 0.48 5.6 12.5 8.4 ± 2.90

МИС 3
57 – 29 т.л.н.

? 164 −25.6 −19.3 −22.3 ± 1.93 3.2 8.1 5.4 ± 1.34

? 55 –20.8 −22.8 −21.3 ± 0.46 3.1 8.8 4.9 ± 2.32

? 213 −25.6 −19.3 −22.1 ± 1.74 3.1 8.8 5.2 ± 1.57
1  ♂ – самцы, ♀ – самки, ? – пол не определен.
2  т.л.н. – тысяч лет назад.
3  Объединенная выборка.
4  Силаев, Паршукова, Гимранов и др., 2020.
5 Gimranov, Bocherens, Kavcik-Graumann et al., 2022. 
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Задача работы – ​сравнение значений δ13С и δ15N 
в коллагене костей самок и самцов малого пещер-
ного медведя в  межледниковый и  ледниковый пе-
риоды позднего плейстоцена на Среднем и Южном 
Урале.

Средние значения δ13С и δ15N в  группах самцов 
и самок на Среднем Урале в межледниковье разли-
чаются на 0.6 ‰ и на 1.0 ‰, в ледниковье – ​на 0.3 ‰ 
и 0.2 ‰ соответсвенно (табл. 1). Различие средних 
значений δ13С и δ15N межледникового и ледникового 
времени между самцами составляют 0.4 ‰ и 1.4 ‰, 
между самками – ​0.3 ‰ и  2.2 ‰. Между объеди-
ненными выборками самцов и  самок в  значениях 
δ13С различий нет, а значения δ15N различаются на 
2.0 ‰. На Южном Урале различия значений δ13С 
и δ15N можно оценить только для объединенных вы-
борок самцов и самок межледниковья и ледниковья 
(табл. 1). Эти различия составляют для δ13С 0.8 ‰, 
для δ15N – ​3.2 ‰ (табл.  1). Географические разли-
чия значений δ13С и  δ15N в  межледниковье между 
самцами Среднего и  Южного Урала составляли 
0.5 ‰ и  1.3 ‰, а  между объединенными выборка-
ми самцов и самок – ​соответственно 0.2 ‰ и 1.1 ‰. 
В ледниковье различия значений δ13С и δ15N между 
объединенными выборками самцов и самок малого 
пещерного медведя Среднего и Южного Урала со-
ставляли соответственно 1.0 ‰ и 0.1 ‰.

Различия значений δ13С между всеми выборками 
относительно небольшие и  не превышают 1.0 ‰. 
Различия значений δ15N между выборками больше. 
Половые различия значений δ15N в  межледнико-
вье и в ледниковье на Среднем Урале не превыша-
ют 1.0 ‰. Географические различия значений δ15N 
между самцами в межледниковье составляют 1.3 ‰. 
Хронологические различия значений δ15N между 
медведями межледникового и  ледникового време-
ни значительно больше. Они составляют от 1.4 ‰ 
между самцами на Среднем Урале до 3.2 ‰ между 
медведями Южного Урала (табл. 1).

Анализ распределения значений δ13С и δ15N пока-
зывает, что на Среднем Урале в межледниковье они 
почти не перекрываются у  самцов и  самок, а  так-
же у самок и самцов межледниковья и ледниковья 
(рис. 1). Практически не перекрываются значения 
распределений у самцов Среднего и Южного Урала 
в  межледниковье. Распределения значений значи-
тельно перекрываются у самцов и самок Среднего 
Урала в  ледниковье и  они почти полностью лежат 
в области значений медведей Южного Урала в лед-
никовье (рис. 1). Следует отметить большое изме-
нение значений δ13С и δ15N у медведей Южного Ура-
ла в ледниковье, вследствие чего в их распределение 
попадает большинство значений для медведей Ура-
ла как ледниковья, так и межледниковья (рис. 1).

Отмеченные выше различия в  распределении 
значений δ13С и δ15N указывают на различия в пи-
тании половых, хронологических и  географиче-
ских групп малого пещерного медведя на Урале. На 
Среднем Урале в межледниковье самки отличались 
от самцов большими значениями δ15N. В  это же 
время самцы на Южном Урале имели более высо-
кие значения δ15N, чем на Среднем (рис.  1). При 
переходе от межледниковья к ледниковью у самцов 
и самок на Среднем Урале уменьшаются значения 
δ15N. Это же наблюдается и у медведей на Южном 
Урале (рис. 1). Таким образом, половые, хроноло-
гические и географические изменения обусловле-
ны главным образом изменением значений δ15N.

Величина δ15N в  основном определяется коли-
чеством потребляемых животным белков [18, 19], 
в данном случае, долей мяса в диете. Отмеченные 
выше особенности величин δ15N в  половых, хро-
нологических и  географических группах малого 
пещерного медведя на Урале отражают разную сте-
пень хищничества. В  межледниковье на Среднем 
Урале самки вели более хищный образ жизни, чем 
самцы, а самцы на Южном Урале были большими 
хищниками, чем на Среднем Урале. При переходе 
к  ледниковью, у  медведей на Среднем и  Южном 
Урале происходит трофический сдвиг в  сторону 
большей растениеядности. На Среднем Урале тро-
фический сдвиг произошел и у самцов и у самок. 

 

Рис.  1. Распределение значений δ13C и  δ15N (‰) 
в коллагене костей скелета самцов (синий цвет) и са-
мок (розовый цвет) малого пещерного медведя (U. (S.) 
rossicus) Среднего и Южного Урала.
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Аналогичная тенденция прослеживается и на Юж-
ном Урале.

Различия средней величины δ13С между половы-
ми, хронологическими и  географическими груп-
пами, как отмечено выше, не превышают 1.0 ‰. 
Различия средних значений δ15N в  большинстве 
случаев не превышают 2.2 ‰ и только в одном слу-
чае составляют 3.2 ‰ (табл.  1). Отнесение выбо-
рок к  разным трофическим уровням предложено 
проводить при различиях значений δ13С от 0 до2 ‰ 
и значений δ15N от 3 до 5 ‰ [3]. Различия средних 
значений δ13С и  δ15N между объединенными вы-
борками самцов и самок межледниковья и ледни-
ковья на Южном Урале составляют 0.8 ‰ и 3.2 ‰ 
(табл.  1). Таким образом, различия между этими 
выборками соответствуют различию между разны-
ми трофическими уровнями. Возможно, при пере-
ходе от межледниковья к  ледниковью популяция 
малого пещерного медведя Южного Урала перешла 
с высокого трофического уровня на более низкий 
трофический уровень.

Полученные данные по содержанию δ13C и δ15N 
в  коллагене костей малого пещерного медведя 
Среднего и  Южного Урала показывают заметные 
половые, географические и  хронологические раз-
личия между выборками. На Среднем Урале в меж-
ледниковье самки вели более хищный образ жизни, 
чем самцы, а при переходе к ледниковью у самцов 
и  самок произошло сближение трофических ниш 
за счет увеличения растениеядности. У  самцов 
в  межледниковье наблюдаются географические 
различия в  питании – ​на Южном Урале они вели 
более хищный образ жизни, чем на Среднем Урале. 
При переходе от межледниковья к ледниковью на 
Среднем и  Южном Урале наблюдается общее на-
правление изменений у самцов и самок – ​увеличе-
ние растениеядности. На Южном Урале при этом 
переходе масштаб изменений значений δ13C и δ15N 
соответствует масштабу различий между трофиче-
скими уровнями.

БЛАГОДАРНОСТИ

Выражаем благодарность музею Института экологии 
растений и животных УрО РАН за предоставленные для 
исследования образцы.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ

Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда № 22-24-01025.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Конфликт интересов отсутствует.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 DeNiro M. J. Postmortem preservation and alteration of 
in vivo bone collagen isotope ratios in relation to pala-
eodietary reconstruction // Nature. 1985. V. 317. № 31. 
P. 806–809.

2.	 DeNiro M.J., Epstein S. Influence of diet on the distri-
bution of carbon isotopes in animals // Geochimica et 
Cosmochimica Acta. 1978. V. 42. № 5. P. 495–506.

3.	 Bocherens  H., Drucker  D.  Trophic level isotopic en-
richment of carbon and nitrogen in bone collagen: case 
studies from recent and ancient terrestrial ecosystems // 
International  J. of Osteoarchaeol. 2003. V. 13. №  1/2. 
P. 46–53.

4.	 Bocherens H. Isotopic insights on cave bear palaeodiet // 
Historical Biology. 2019. V. 31. № 4. P. 410–421.

5.	 Косинцев П. А., Симонова Г. В., Коновалова К. Ю. Пер-
вые данные о питании уральского пещерного медве-
дя (Mammalia, Carnivora, Ursidae, Ursus (spelaearctos) 
kanivetz Verestchagin, 1973) по результатам анализа 
изотопов13С и 15N // Доклады Российской академии 
наук. Науки о жизни. 2023. Т. 510. № 1. С. 288–291.

6.	 Силаев  В. И., Паршукова  М. Н., Гимранов  Д. О. и  др. 
Минералого-геохимические особенности пещерной 
фоссилизации ископаемых костей на примере пе-
щеры Иманай (Южный Урал) // Вестник Пермского 
университета. Геология. 2020. Т. 19. № 4. С. 323–358.

7.	 Gimranov  D., Bocherens  H., Kavcik-Graumann N. et al. 
The cave bears from Imanay Cave (Southern Urals, Rus-
sia) // Historical Biology. 2022. P. 1–9.

8.	 Vereschagin  N., Baryshnikov  G.  Small cave bear Ursus 
(Spelearctos) rossicus uralensis from the Kizel Cave in the 
Ural (Russia) // Geoloski zborn. 2000. № 15. P. 53–66.

9.	 Barlow  A., Paijmans  J. L.A., Federica  A., et al. Middle 
Pleistocene genome calibrates a revised evolutionary his-
tory of extinct cave bears // Current Biology. 2021. V. 31. 
№ 8. P. 1771–1779.

10.	 Fadeeva T. V., Kosintsev P. A., Lapteva E. G. et al. Makh-
nevskaya Ledyanaya Cave (Middle Urals, Russia): Bi-
ostratigraphical reconstruction // Quaternary Interna-
tional. 2020. V. 546. P. 135–151.

11.	 Pacher  M., Stuart  A. J.  Extinction chronology and pal-
aeobiology of the cave bear (Ursus spelaeus) // Boreas. 
2008 V. 38. P. 189–206.

12.	 Kosintsev  P. A., Yakovlev  A. G., Plasteeva  N. A., et al. 
Mammalian fauna of the late pleistocene from the Bar-
suchiy Dol cave (Southern Urals) // Russian Journal of 
Theriology. 2022. V. 21. № 2. P. 180–191.

13.	 Гимранов  Д. О., Косинцев  П. А.  Пещерные медведи 
(Ursus spelaeus sensu lato) Урала // Палеонтологиче-
ский журнал. 2022. № 1. С. 97–106.

14.	 Воробьев  А. А.  Размеры длинных трубчатых костей 
большого пещерного медведя Среднего Урала // 
Современные проблемы популяционной, истори-
ческой и прикладной экологии: Материалы конфе-
ренции молодых ученых; 23–27 апреля 2001. Екате-
ринбург, 2001. С. 38–41.

15.	 Воробьев А. А. Этапы постнатального онтогенеза ске-
лета большого пещерного медведя // Биота горных 



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  514       2024

КОСИНЦЕВ  и др.30

территорий: История и соврем. состояние: Матери-
алы конференции молодых ученых; 15–19  апреля 
2002 г. Екатеринбург: Академкнига, 2002. С. 22–28.

16.	 Косинцев  П. А., Воробьев  А. А.  Биология большого 
пещерного медведя (Ursus spelaeus Ros. et Hein.) на 
Урале // Мамонт и его окружение: 200 лет изучения / 
под ред. Ю. А. Розанова. М.: Геос, 2001. С. 266–278.

17.	 Fosse P., Cregut-Bonnoure E. Ontogeny/growth of (sub)
modern brown bear (Ursus arctos) skeleton: A guideline 
to appraise seasonality for cave bear (Ursus spelaeus) 

sites? // Quaternary International. 2014. V. 339–340. 
P. 275–288

18.	 Chisholm B. S. Variation in Diet Reconstructions Based 
on Stable Carbon Isotopic Evidence // The Chemistry of 
Prehistoric Human Bone. Cambridge: Cambridge Univ. 
Press, 1989. P. 10–37.

19.	 Bocherens H., Billiou D., Patou-Mathis M., Bonjean D., 
Otte  M., Mariotti  A.  Paleobiological implications of the 
isotopic signatures (13C, 15N) of fossil mammal collagen 
in Scladina Cave [Sclayn, Belgium] // Quaternary Re-
search. 1997. V. 48. № 3. P. 370–380.

NUTRITION OF THE SMALL CAVE BEAR (MAMMALIA, CARNIVORA, 
URSIDAE, URSUS (SPELAEARCTOS) ROSSICUS Borissak, 1930) IN THE 

URALS ACCORDING TO THE RESULTS OF THE ANALYSIS OF 13С AND 15N 
ISOTOPES IN BONE COLLAGEN 

P. A. Kosintseva, #, K. Yu. Konovalovaa, G. V. Simonovab

aInstitute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, 
Yekaterinburg, Russian Federation 

bInstitute of Monitoring of Climatic and Ecological Systems Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,  
Tomsk, Russian Federation
#Е-mail: kpa@ipae.uran.ru

Presented by Academisian of the RAS V.V. Rozhnov

An analysis of data on the content of 13C and 15N isotopes in the collagen of the bones of the small cave bear 
(Ursus (S.) rossicus Borissak, 1930) from localities in the Middle and Southern Urals was carried out. The bones 
date from the Interglacial (MIS 5) and Glacial (MIS 3) periods. The bones of males and females aged 3 years, 4 
years and older than 4 years were studied. Sexual, geographical and chronological differences in the content of 
13C and 15N isotopes were studied. Notable gender, geographic, and chronological differences between samples 
are shown. In the Middle Urals, during the interglacial period, females led a more predatory lifestyle than males, 
and during the transition to the glacial period, the trophic niches of males and females converged due to an in-
crease in herbivory. During the interglacial period in the Southern Urals, males led a more predatory lifestyle 
than in the Middle Urals. In the Southern Urals, during this transition, the scale of changes in δ13C and δ15N 
values corresponds to the scale of differences between trophic levels.

Keywords: Ursus rossicus, small cave bear, Late Pleistocene, Ural, stable isotope, 13C, 15N, collagen, nutrition



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ, 2024, том 514, с. 31–35

31

УДК 602.6

УВЕЛИЧЕНИЕ ПРОДУКЦИИ ГЛИКОПРОТЕИНОВЫХ  
ГОРМОНОВ ЧЕЛОВЕКА В КЛЕТКАХ CHO ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ  

ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ СИГНАЛЬНЫХ ПЕПТИДОВ ДЛЯ БЕТА-ЦЕПЕЙ
© 2024 г.      М. В. Синегубова*, Д. Э. Колесов, Л. К. Даянова, 

И. И. Воробьев, Н. А. Орлова
Представлено академиком РАН В.О. Поповым

Поступило 09.10.2023 г.
После доработки 13.10.2023 г.

Принято к публикации 13.10.2023 г.

Исследовано влияние гетерологичных сигнальных пептидов у β-цепей гликопротеиновых гормонов на 
биосинтез данных гормонов в транзиентно трансфицированной культуре клеток яичника китайского 
хомячка CHO S. При замене природных сигнальных пептидов β-цепей на гетерологичный сигнальный 
пептид человеческого сывороточного альбумина продуктивность клеток была увеличена в 2–2.5 раза 
для лютеинизирующего гормона человека, хорионического гонадотропина человека, тиреотропного 
горомона человека, но не фолликулостимулирующего гормона человека. Для сигнального пептида 
азуроцидина человека и сигнального пептида α-цепи гликопротеиновых гормонов человека не наблю-
далось достоверного увеличения продуктивности клеток. Использованный подход позволяет быстро 
оценивать влияние гетерологичных сигнальных пептидов на биосинтез гетеродимерных белков раз-
личных классов.
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Семейство гликопротеиновых гормонов мле-
копитающих включает в  себя несколько аденоги-
пофизарных гормонов, в  том числе тиреотроп-
ный гормон (ТТГ), фолликулостимулирующий 
гормон (ФСГ), лютеинизирующий гормон (ЛГ), 
использующихся в  медицинских целях, а  также 
хорионический гонадотропин человека (ХГч), вы-
рабатываемый преимущественно плацентой. Все 
гликопротеиновые гормоны состоят из двух гли-
козилированных субъединиц – ​α (общей для все-
го семейства) и β (специфической) – ​и оказывают 
свое физиологическое действие только в виде гете-
родимера.

Превращение пре-α и пре-β-субъединиц, содер-
жащих сигнальные последовательности, в  их зре-
лые формы включает два события: отщепление сиг-
нального пептида (происходит котрансляционно 
[1]) и  гликозилирование (происходит как ко-, так 

и  посттрансляционно [2]). Свертывание и  сборка 
субъединиц гормона происходят в эндоплазматиче-
ском ретикулуме (ЭР). Для ЛГ было прямо проде-
монстрировано, что сворачивание β-субъединицы 
требует обязательного присутствия в  эндоплазма-
тическом ретикулуме α-субъединицы, которая дей-
ствует как шаперон [3]. Весьма вероятно, что все 
гликопротеиновые гормоны in vivo проходят через 
фолдинг β-цепей в  комплексе с  α-цепью, одна-
ко доказать это утверждение строгим образом для 
других гормонов не представляется возможным, 
поскольку in vitro β-цепи могут фолдироваться и се-
кретироваться клетками независимо от α-цепи [4].

Поскольку в  современной клинической прак-
тике все гликопротеиновые гормоны используют-
ся в рекомбинантной форме, повышение удельной 
продуктивности секретирующих их клеток, в  пер-
вую очередь клеток яичника китайского хомяч-
ка CHO, остается актуальной задачей. Одной из 
известных лимитирующих стадий классического 
пути секреции белков является ко-трансляционная 
транслокация синтезируемых полипептидов в  ЭР. 
Показано, что различные сигнальные последова-
тельности могут увеличивать скорость прохождения 
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этой стадии, что приводит, в свою очередь, к увели-
чению секреции белка [5]. По-видимому, для бел-
ков разных классов не существует универсально 
эффективного сигнального пептида [6]. Более того, 
для клеток CHO было показано, что нативный сиг-
нальный пептид не обязательно наиболее эффекти-
вен [5, 7, 8]. В частности, Кобер (Kober) и соавторы 
продемонстрировали увеличение уровня секре-
ции клетками СНО модельных белков (антитела 
и Fc-слитого белка) с гетерологичными сигнальны-
ми последовательностями – ​препро-белка челове-
ческого сывороточного альбумина и препро-белка 
азуроцидина [9]. Также активно ведутся исследо-
вания неприродных (синтетических) сигнальных 
пептидов для увеличения уровня экспрессии ре-
комбинантных белков [10, 11]. Замена нативных 
сигнальных пептидов на гетерологичные позволила 
увеличить титр рекомбинантных антител [12], одна-
ко для гликопротеиновых гормонов данный вопрос 
остается совершенно неисследованным.

Ранее нами было обнаружено, что при экспрес-
сии генов субъединиц ФСГ в клетках CHO в составе 

трицистронной плазмиды клетки преимуществен-
но секретируют свободную α-субъединицу, а  не 
гетеродимерный гормон [4]. Накопление в  куль-
туральной среде больших количеств свободной 
α-субъединицы было прекращено путем повторной 
трансфекции клеток плазмидой, кодирующей ген 
β-субъединицы ФСГ и  дополнительный селекци-
онный маркер [4].

Такой способ балансировки уровней биосин-
теза субъединиц гормонов требует очень боль-
шого времени на получение линий-продуцентов 
и,  по-видимому, не позволяет отбирать наиболее 
продуктивные клоны клеток из-за независимого 
распределения уровней экспрессии генов субъе-
диниц гормонов в  разных индивидуальных клет-
ках. Мы предположили, что скорости биосинтеза 
β-субъединиц гликопротеиновых гормонов могут 
быть понижены их природными неоптимальными 
сигнальными пептидами, в  таком случае замена 
этих пептидов на более эффективные может приве-
сти к повышению уровня биосинтеза гетеродимер-
ных гормонов.

Сигнальный пептид (белок) Последовательность

β-цепь ФСГ MK---TLQFFFLFCCW----- KAICCNS

β-цепь ЛГ ME---MLQGLLLLLLLSM--- GGAWA

β-цепь ХГч ME---MFQGLLLLLLLSM--- GGTWA

β-цепь ТТГ MT---ALFLMSMLFGL----- TCGQAMS

Человеческий сывороточный альбумин MK---WVTFISLLFLF----- SSAYS

Азуроцидин MTR--LTVLALLAGLLA---- SSRA

Общая α-цепь MDYYRKYAAIFLVTLSVFLHV LHS

б

att

EBVTR pUC oriAmpR (bla)

DHFR
IRES

att

Term, CHO

EEF1A1 DFR
IRES ��

Promoter

TATA PTS

Intron 1
CHO
EEF1A1
UFR

�SP*SP

а

p1.1-Tr2-Gon-BIA

Рис. 1. Карта трицистронных экспрессионных плазмид, кодирующих цепи гликопротеиновых гормонов, и после-
довательности сигнальных пептидов. (а) Карта плазмид, обозначения: pUC origin – область начала репликации 
плазмиды pUC; bla – открытая рамка считывания бета-лактамазы; EBVTR – участок терминального повтора ви-
руса Эпштейн-Барр человека; CHO EEF1A1 UFR и CHO EEF1A1 DFR – районы, фланкирующие ген EEF1A1 ки-
тайского хомячка, содержат промотор, интрон, терминатор и сигнал полиаденилирования гена EEF1A1; TATA – 
TATA-бокс; PTS – предполагаемая точка начала транскрипции; IRES – природный внутренний сайт связывания 
рибосом EMCV дикого типа; IRES att – аттенюированный внутренний сайт связывания рибосом; *SP – варьиру-
емый сигнальный пептид β-цепи; β  – OPC β-цепи соответствующего гормона; αSP – сигнальный пептид α-цепи 
гликопротеиновых гормонов; α – OPC α-цепи; DHFR – ОРС дигидрофолатредуктазы мыши. (а) Последователь-
ности сигнальных пептидов, фиолетовым шрифтом выделена N-область по данным алгоритма SignalP 6.0, голубым 
шрифтом – H-область, оранжевым – C-область.
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Для выявления более эффективных сигнальных 
пептидов β-субъединиц гормонов были использо-
ваны плазмиды p1.1-Tr2-Gon BIA на основе ранее 
разработанной нами векторной плазмиды p1.1-
Tr2 [13,14], кодирующие β-субъединицы гормонов 
в  первом цистроне трицистронной матрицы, оди-
наковую для всех случаев α-субъединицу гормонов 
во втором цистроне и селекционный маркер диги-
дрофолатредуктазу (DHFR) в третьем цистроне, т. е. 
схему β-цепь-IRES-α-цепь-IRESatt-DHFR (рис. 1). 
Для каждой β-цепи кодировали четыре разных сиг-
нальных пептида: нативный сигнальный пептид 
β-цепи соответствующего гормона (НСП), а также 
гетерологичные для β-цепи сигнальные пептиды – ​
азуроцидина (Азу), человеческого сывороточного 
альбумина (ЧСА), общей для гликопротеиновых 
гормонов α-цепи (аСП).

Получение кодирующих последовательностей 
с  природными сигнальным пептидами для ФСГ 
человека описано в  [4], для ЛГ – ​в  [15], в  слу-

чае ХГЧ и  ТТГ использовали синтетические гены 
β-цепей, полученные при обратной трансляции 
последовательностей NP_000728 и  NP_000540.2 
соответственно. Синтетические последователь-
ности «β-цепь-IRES-α-цепь» клонировали в  экс-
прессионные векторы по сайтам рестрикции AbsI-
NheI. Для замены сигнальных пептидов β-цепей 
проводили step-out ПЦР, используя пары длинных 
адапторных праймеров, в  которых закодирован 
сигнальный пептид и  синтетическая последова-
тельность Козак, и  общий для каждой β-цепи об-
ратный праймер. Продукты ПЦР субклонировали 
в Т-вектор, секвенировали и переносили в экспрес-
сионные плазмиды по сайтам AbsI-SpeI/NheI, заме-
няя нативную β-цепь. Вероятность корректного 
процессинга всех выбранных сигнальных пептидов 
в  комбинации с  соответствующими субъединица-
ми, рассчитанная при помощи биоинформатиче-
ского сервиса SignalP 6.0 [16], составила более 95 % 
во всех случаях; таким образом, для всех 16 плазмид 
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Рис. 2. Титр гликопротеиновых гормонов, секретируемых транзиентно трансфицированной культурой клеток 
CHO, при варьировании сигнальных пептидов их β-цепей. (а – г) Концентрация гетеродимерной формы гор-
монов (по данным ИФА), нормализованная на уровень зеленого флуоресцентного белка eGFP в лизате клеток.  
(д – з) Титр секретируемой α-цепи с нативным сигнальным пептидом (оценка методом ИФА), нормализованный на 
титр гетеродимерной формы гормона. Представлен средний результат трех независимых биологических повторов, 
два повтора в ИФА для каждого образца, значения для контрольного пептида НСП приняты за 100%, * – p<0,05, 
однофакторный дисперсионный анализ, критерий Тьюки. Сокращения: ФСГ – фолликулостимулирующий гор-
мон; ЛГ – лютеинизирующий гормон; ХГч – хорионический гонадотропин человека; ТТГ – тиреотропный гормон; 
НСП – нативный сигнальный пептид β-цепи соответствующего гормона; ЧСА – человеческий сывороточный аль-
бумин; Азу – азуроцидин; аСП — сигнальный пептид α-цепи гликопротеиновых гормонов. 
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ожидалось получение гетеродимерных гормонов 
в  культуральной среде после трансфекции клеток 
CHO. Полученные плазмиды смешивали в  фос-
фатно-солевом буфере в  соотношении 95:5 с  кон-
трольной плазмидой, кодирующей зеленый флюо-
ресцентный белок eGFP (pEGFP-N2, Clonentech, 
США, Addgene #6081–1), и  трансфицировали 
при помощи липосомального реагента GenJect39 
(Molecta, Россия) в  клетки CHO S, трансфекцию 
вели в  трех биологических повторностях. Через  
3 дня после трансфекции в культуральной среде ме-
тодом ИФА измеряли концентрации гетеродимер-
ных гормонов (использованные антитела: конъюгат 
моноклональных антител против α-субъединицы 
гликопротеиновых гормонов с пероксидазой хрена 
#XF1*, моноклональные антитела против β-субъе-
диницы ЛГ #XL1, моноклональные антитела про-
тив β-субъединицы ФСГ #XF2, моноклональные 
антитела против β-субъединицы ТТГ #XTB1, мо-
ноклональные антитела против β-субъединицы 
ХГЧ #XH51, все производства ООО ХЕМА, Россия) 
и  суммарные концентрации α-субъединиц (ис-
пользованные антитела: конъюгат моноклональ-
ного антитела против α-субъединицы гликопроте-
иновых гормонов с пероксидазой хрена #K003/1*, 
моноклональные антитела против α-субъединицы 
гликопротеиновых гормонов с  пероксидазой хре-
на #K003, все производства ООО Диатех, Россия). 
Также собирали клетки, лизировали их и измеряли 
интенсивности флуоресценции eGFP в лизате для 
нормализации данных. Для всех конструкций на-
блюдали секрецию гетеродимерных форм гормонов 
в культуральную среду (рис. 2).

Для всех гормонов, кроме ФСГ, при замене 
нативных сигнальных пептидов β-цепей на гете-
рологичный сигнальный пептид ЧСА наблюдали 
статистически достоверное увеличение уровня се-
креции гетеродимерных гормонов в 2–2,5 раза. Од-
новременно с  этим для ФСГ и  ТТГ, но не для ЛГ 
и ХГч, фиксировали падение относительного уров-
ня секреции всех форм а-субъединицы при замене 
нативных сигнальных пептидов у  β-субъединицы 
на гетерологичные. Мы предполагаем, что для гор-
монов ЛГ и  ХГч, обладающих высокогомологич-
ными β-субъединицами, происходит удерживание 
свободной α-субъединицы в  ЭПР до связывания 
с фолдируемой β-субъединицей, и при увеличении 
количества β-субъединиц в ЭПР можно наблюдать 
увеличение уровней секреции гетеродимерных гор-
монов, но не падение уровней секреции свободных 
α-субъединиц.

Использованный нами подход демонстрирует, 
что для большинства гликопротеиновых гормо-
нов возможно увеличение продуктивности клеток 
за счет повышения эффективности трансляции 
и транслокации в ЭПР β-субъединиц гормонов при 

помощи соединения их в рамке с гетерологичными 
сигнальными пептидами, среди которых наиболее 
значимый подъем продуктивности обеспечива-
ет сигнальный пептид ЧСА. Полученные методом 
транзиентной трансфекции данные могут быть 
в  дальнейшем уточнены для стабильно трансфи-
цированных клеточных популяций при большей 
удельной продуктивности клеток
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We studied the influence of heterologous signal peptides in the β-chains of glycoprotein hormones on the bio-
synthesis of these hormones in a transiently transfected culture of Chinese hamster ovary cells CHO S. When re-
placing the natural signal peptides of the β-chains with the heterologous signal peptide of human serum albumin, 
cell productivity was increased by 2–2.5 times for human luteinizing hormone, human chorionic gonadotropin, 
human thyroid-stimulating hormone, but not for human follicle-stimulating hormone. No significant increase 
in cell productivity was observed for human azurocidin signal peptide and human glycoprotein hormone α-chain 
signal peptide. The used approach allows quick assessing the effect of heterologous signal peptides on the biosyn-
thesis of heterodimeric proteins of various classes.

Keywords: glycoprotein hormones, signal peptides, Chinese hamster ovary cells, transient expression.
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Миозин 1С – ​мономерный миозиновый мотор с укороченным хвостовым доменом. Такие белки пред-
ставляют собой медленные «сенсоры натяжения». Три изоформы миозина 1С отличаются по корот-
ким N-концевым последовательностям, функциональные отличия для них не описаны. Изоформа 
А миозина 1С была описана как диагностический маркер рака предстательной железы, однако ее роль 
в опухолевой трансформации остается неизвестной. Исходя из данных о функциях миозина 1С, нами 
была выдвинута гипотеза о потенциальном участии изоформ миозина 1С в поддержании опухолевого 
фенотипа клеток рака простаты. Мы показали, что снижение уровня экспрессии изоформы С миозина 
1С приводит к повышению пролиферативной активности опухолевых клеток предстательной железы.
ключевые слова: миозин 1С, изоформы, рак предстательной железы, пролиферация.

Принятые сокращения: NLS – ​сигнал ядерной локализации; PH – ​домен гомологии плекстрина, TH1 – ​
домен хвостовой гомологии, NM1 – ​первый ядерный миозин, B-WICH – ​хроматин-ремоделирующий	
комплекс В- WICH, FBS – ​эмбриональная сыворотка теленка, TMRE – ​тетраметилродамин, этиловый 
эфир.
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ВВЕДЕНИЕ

Миозин 1С является первым мономерным ми-
озином, изолированным из тканей млекопитаю-
щих и  характеризующимся наличием типичной 
для миозиновых моторов трехдоменной структуры 
с характерными для данного класса миозинов отли-
чиями, определяющими его специальные функции. 
N-концевой моторный домен этого белка (“голов-
ка”) способен к связыванию актина и АТФ, причем 
скорость гидролиза АТФ является довольно низ-
кой, в  результате чего данный тип миозинов вы-

полняет в клетке функцию сенсора натяжения [1]. 
Участок тяжелой цепи, с  которым ассоциированы 
легкие цепи (“шейка”), содержит регуляторные до-
мены, способные связывать кальмодулин, кальций 
и  деацетилазу гистонов, а  также содержит сигнал 
ядерной локализации. С-концевой домен (“хвост”) 
включает в себя домен гомологии плекстрина (PH), 
домен гомологии хвоста (TH1) и  обеспечивает 
специальные функции миозинов [2].

В клетке миозин 1С представлен тремя изофор-
мами, различающимися только своими N-​терми-
нальными участками: по сравнению с  наиболее 
короткой изоформой С, изоформа В содержит до-
полнительные 16 аминокислот, а изоформа А – ​35, 
10 из которых для изоформ А и В являются общи-
ми [3]. Несмотря на высокий уровень структурной 
гомологии и  наличие NLS-​последовательности 
в общем для всех трех изоформ участке, эти белки 
характеризуются различным ядерно-цитоплазма-
тическим соотношением: изоформа С  преимуще-
ственно локализуется в  цитоплазме; для изоформ 
А и В характерна преимущественно ядерная лока-
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лизация, причем изоформа В в первую очередь ло-
кализуется в  нуклеоплазме и  ядрышке, в  то время 
как изоформа А в ядрышке не локализуется, но ас-
социирована с ядерными спеклами [4,5].

Большая часть функциональных исследований 
направлена на изучение общей фракции миозина 
1С вне зависимости от принадлежности к опреде-
ленной изоформе. Так как данный белок способен 
взаимодействовать и с липидами, и с актином, ми-
озин 1С обеспечивает непосредственное взаимо-
действие и  генерацию механической силы между 
актиновыми микрофиламентами и  фосфоинози-
толом клеточной мембраны через PH домен, уча-
ствуя в  целом ряде внутриклеточных процессов. 
Так, миозин 1С участвует в  поддержании положе-
ния Е-кадгерина в клеточных контактах [6]. Также 
снижение уровня экспрессии миозина 1С приво-
дит к нарушению образования плотных контактов 
и  клеточной миграции подоцитов [7]. В  нейронах 
миозин 1С участвует в образовании ламеллоподий, 
ограничивая их протрузию и регуляции ретроград-
ного тока актина [8]. В адипоцитах миозин 1С уско-
ряет экзоцитоз везикул, содержащих переносчик 
глюкозы GLUT4, стимулируя транспорт глюкозы 
в адипоциты [9]. Наиболее полно функции миозина 
1С изучены на модели сенсорных клеток внутрен-
него уха, где этот белок участвует в быстром закры-
тии катион-селективных каналов [10].

Изоформа А  миозина 1С является тканеспеци-
фичной и характерна для нормальной ткани почек, 
надпочечников, поджелудочной железы и яичников 
[11], тогда как остальные изоформы экспрессиру-
ются на сходном уровне во всех тканях и  органах. 
Было предложено использовать эту изоформу как 
опухолеспецифичный маркер, так как ее гиперэкс-
прессия характерна для клеток рака простаты и опу-
холевой ткани простаты модельных мышей линии 
TRAMP [11]. При анализе экспрессии изоформы 
А в клеточных линиях рака простаты было показа-
но, что методом ПЦР в реальном времени возмож-
но детектировать повышение уровня экспрессии 
мРНК данной изоформы даже в образцах с малым 
количеством клеток или в образцах с большим ко-
личеством стромального компонента [12]. Кроме 
того, уровень экспрессии изоформы А  достоверно 
повышен в  клинических образцах рака простаты 
и  позволяет отличить не только опухолевый про-
цесс от реактивной доброкачественной гиперпла-

зии простаты, но и стадии опухоли между собой, что 
открывает новые перспективы в  использовании ее 
в  качестве диагностического и  прогностического 
маркера [13]. В настоящей работе мы предположи-
ли, что экзогенное изменение уровня экспрессии 
миозина 1С может влиять на баланс параметров ги-
бели клеточных линий рака простаты. Для проверки 
этой гипотезы мы получили модельные клеточные 
линии рака простаты с  индуцибельной экспресси-
ей изоформ А и С миозина 1С (модель повышенной 
экспрессии) и  использовали миРНК к  изоформам 
А и С миозина 1С (модель сниженной экспрессии). 
На модельных клеточных линиях PC‑3 и LNCaP c 
повышенной и  сниженной экспрессией изоформ 
миозина 1С мы проанализировали пролифератив-
ную активность клеток с  использованием маркера 
Ki‑67 и  спонтанную клеточную гибель с  помощью 
маркера аннексина V и потенциал-зависимого кра-
сителя TMRE.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии

Линии клеток рака простаты человека PC‑3 
(CRL‑1435) и LNCaP (CRL‑1740) были получены из 
Американской коллекции типовых культур (ATCC, 
США). Клетки культивировали в среде DMEM: F12 
(1:1) с  добавлением 10 % фетальной сыворотки те-
ленка (HyClone, США), 0.01 г/л гентамицина, 0.3 % 
амфотерицина В  и  584 г/л L-глутамина (ПанЭко, 
Россия). Пассирование проводили раз в  три дня 
в соотношении 1:5 с использованием 0.05 % раство-
ра трипсина-ЭДТА (“ПанЭко”, Россия).

Трансфекция миРНК

С  помощью онлайн-инструмента https://
rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/ были на-
писаны миРНК для нокдауна изоформы А  и  для 
нокдауна всех трех изоформ миозина 1С. После-
довательности миРНК приведены в  табл.  1, син-
тез и  отжиг последовательностей был проведен 
в  “ДНК-Синтез” (Россия). Трансфекцию миРНК 
проводили с  использованием трансфецирующего 
агента Turbofect (Thermo Fisher Scientific, США) со-
гласно инструкциям производителя, концентрация 
миРНК составила 200 пкмоль/мкл, для трансфек-

Таблица 1. Последовательности миРНК для нокдауна изоформ миозина 1С

Изоформа миозина 1С Последовательность

siMYO1CA AUGAACCACGCGGAUGAUCUCCdTdT

siMYO1CC CCUAUCGCCGCAAAUACGAAGCdTdT
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ции использовали среду knock-out DMEM (Thermo 
Fisher Scientific, США). Физиологические эффекты 
в  клетках изучали после 92 ч воздействия. Клетки 
снимали с помощью 0.05 % раствора трипсина-ЭД-
ТА и культуральной среды, центрифугировали при 
750 g в течение 5 минут. В ходе любого эксперимен-
та часть клеток отбирали для дальнейшей верифи-
кации подавления экспрессии.

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени

Для определения уровня экспрессии изоформ 
миозина 1С из сухих осадков клеток PC‑3 была вы-
делена тотальная РНК с использованием коммер-
ческого набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, США) по 
рекомендациям производителя. Измерение кон-
центрации РНК и оценку ее качества проводили на 
спектрофотометре NanoPhotometer (Implen, Гер-
мания).

В  реакцию обратной транскрипции, проводи-
мую с помощью коммерческого набора MMLV RT 
kit для синтеза кДНК (Евроген, Россия) соглас-
но рекомендациям производителя, брали по 1 мкг 
РНК. При проведении ПЦР в  реальном времени 
использовался неспецифичный ДНК-интеркаля-
тор SYBR Green I (набор реагентов iTaq, Bio-Rad, 
США). Рабочая концентрация каждого праймера 
составила 10 пмоль. Для каждой пары праймеров 
ставили три технические повторности. Праймеры 
для ПЦР в реальном времени были синтезированы 
в  ООО  “Евроген” (Россия), последовательности 
приведены в  табл.  2, праймеры для референтных 
генов описаны в статье [12]. Первичный анализ ре-
зультатов ПЦР в реальном времени проводился по 
описанной методике [14].

Получение стабильных клеточных линий  
с индуцибельной экспрессией изоформ миозина 1С

На матрице РНК, выделенной из клеток 
PC‑3  тризольным методом, была получена кДНК 
с  помощью обратной транскриптазы (Maxima 
Reverse Transcriptase, Thermo Fisher Scientific, США). 
Последовательности поднимали на матрице кДНК 
с помощью Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, 

США). Для дальнейшего лигирования в  прайме-
ры были добавлены последовательности сайтов 
рестрикции XhoI и  NheI. Лигирование получен-
ных последовательностей во вспомогательный 
вектор pBlu2SKM (далее – ​pSK) провели по сайту 
EcoRV. Реакцию лигирования в  pSK ставили в  со-
отношении 1:3 (50 нг вектора + по 150 нг вставок) 
с использованием Rapid DNA Ligation Kit (Thermo 
Fisher Scientific, США). Трансформация осущест-
влялась в E. coli – ​XL1 – ​Blue методом электропора-
ции. Оценка лигирования проводилась с помощью 
пробных рестрикций плазмид по сайту рестрикции 
Hind III. Отобранные на основании пробных ре-
стрикций клоны очищали на колонках HiPure Gel 
DNA Mini Kit (Magen, КНР). Целостность сайтов 
рестрикции XhoI и NheI, а также отсутствие точеч-
ных мутаций подтверждали секвенированием по 
Сэнгеру, осуществленному ЗАО “Евроген” (Рос-
сия). С полученных векторов был поднят ПЦР-про-
дукт размером в 5kb с помощью Invitrogen Platinum 
SuperFi II DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 
США) по протоколу производителя. С использова-
нием NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB, США) из 
двух дополнительных фрагментов был собран век-
тор pSLIK – ​Flag со вставками изоформ А и С ми-
озина 1С размером 15.5 kb. Трансформация осу-
ществлялась в Stbl E. coli методом электропорации. 
Оценка клонов проводилась с  помощью пробных 
рестрикций плазмид по сайтам рестрикции BamH1 
и  NdeI. Лентивирусные частицы с  собирали с  ис-
пользованием плазмид pSLIK(Flag) -MYO1C-iso 
A/C и  вспомогательных плазмид VSV-G и  pCMV-
dR8.2 в клетках культуры HEK293Т. Кондициониро-
ванную среду после трансфекции отбирали каждые 
24 ч в течение трех суток, после центрифугирования 
супернатанты фильтровали через фильтр в 0.22 мкм. 
Стабильные линии отбирали с помощью селектив-
ного антибиотика G418 (Thermo Fisher Scientific, 
США) с  рабочей концентрацией 0.0005 г/мл. Ве-
рификация увеличения уровня экспрессии данных 
генов проводилась методом Вестерн-блот анализа. 
Физиологические эффекты в клетках изучали после 
72 часов индукции экспрессии при добавлении док-
сициклина в концентрации 0.001 мг/мл.

Таблица 2. Праймеры для ПЦР в реальном времени

Изоформа миозина 1С Нуклеотидная последовательность праймера 5` – 3` Температура отжига, °C

A
for: GCTCGAGGCGCTGCAAGTGGAGCTGG 65

rev: CGCTAGCTCACCGAGAATTCAGCCGTGG

С
for: GTACAGCGTGCGGACAATAAGC 62

rev: CCTTGGTGATGAGCAGCTCC
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Вестерн-блот анализ

Клетки снимали 0.05 % раствором трипси-
на-ЭДТА и центрифугировали при 750 g в течение 
5 мин, супернатант удаляли, эппендорфы с клеточ-
ными осадками помещали на лед. Клетки лизиро-
вали, добавляя 100 мкл RIPA буфера с PIC, PHIC II 
и PHIC III (Merck, США). Образцы инкубировали 
на льду в течение 30 мин, после чего центрифугиро-
вали в течение 20 мин при +4 ◦С на 12 000 g. Белки 
разделяли с помощью электрофореза в 7.5 % в по-
лиакриламидном геле, перед нанесением образцы 
инкубировали 15 мин при 98 ◦С. Перенос на нитро-
целлюлозную мембрану (Thermo Fisher Scientific, 
США) проводили при 80 мА в течение 70 мин. По-
сле переноса инкубировали мембрану в  течение  
30 минут в  5 % растворе молока (Nonfat Dry Milk, 
Cell Signaling, США). Далее мембрану инкубирова-
ли в течение 8 часов при +4 ◦С в растворе первичных 
антител к  пептиду FLAG (клон M2, Sigma, США) 
или к  тотальному миозину 1С (клон EPR14771, 
Abcam, США) в 5 % растворе молока и затем инку-
бировали со вторыми антителами anti-mouse IgG 
(клон 7076, Cell Signaling, США) Для проявления 
использовали Pierce™ ECL Western Blotting (Thermo 
Fisher Scientific, США)

Анализ клеточного цикла

Анализ клеточного цикла проводился методом 
проточной цитометрии при стандартном окрашива-
нии йодидом пропидия (Amresco, США), как было 
описано ранее [15]. При записи данных использо-
вался прибор FACSAria SORP с  ПО FACSDiva 6.2 
(BD Biosciences, США).

Анализ пролиферативного потенциала

Анализ пролиферативного потенциала прово-
дился методом проточной цитометрии при окра-
шивании на маркер пролиферирующих клеток 
Ki‑67. Собранную суспензию клеток фиксировали 
1 % параформальдегидом (Merck, США) 10 минут 
при комнатной температуре, отмывали 1 раз PBS, 
пермеабилизировали 1-кратным раствором Perm II 
(BD Biosciences, США) согласно рекомендациям 
производителя. После отмывки PBS клетки окраши-
вали анти-Ki‑67-FITC антителами (клон B56, (BD 
Biosciences, США) в соответствии с рекомендациями 
производителя. Полигон Ki‑67+ клеток в препарате 
выделяли при сравнении с негативным контролем – ​
неокрашенной суспензией тех же клеток.

Анализ клеточной гибели

Спонтанную клеточную гибель оценивали ме-
тодом проточной цитометрии при окрашивании 
потенциал-зависимым красителем TMRE (Thermo 

Fisher Scientific, США) и  аннексином V-FITC 
(BioLegend, США) для выявления экстернализо-
ванного фосфатидилсерина. Протокол совместно-
го окрашивания TMRE и аннексином V был описан 
ранее [16]. При записи и анализе данных использо-
вался прибор FACSAria SORP с ПО FACSDiva 6.2.

Анализ и представление данных

Данные проточной цитометрии анализировали 
в программе Diva 6.2.1 (BD Biosciences, США). При 
анализе данных субпопуляции, соответствующие 
разным фазам клеточного цикла, выделялись авто-
матически при помощи ПО ModFit LT 3.3. Постро-
ение графиков и анализ проводились в программе 
GraphPad Prism 8. Для статистического анализа раз-
личий использовали критерий Краскела-Уоллиса. 
Различия считали статистически значимыми при 
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Уровень экспрессии изоформ миозина 1С 

в модельных клеточных линиях

Оценка эффективности воздействия миРНК 
к изоформам миозина 1С проводилась методом ПЦР 
в реальном времени. Использование миРНК к изо-
форме А  позволило снизить уровень экспрессии 
этой изоформы в клетках PC‑3 в 2.9 раза, тогда как 
уровень экспрессии изоформы С относительно кон-
троля значимо не изменился (рис. 1, а), что говорит 
о  специфичности миРНК к  изоформе А. Исполь-
зование миРНК к  изоформе С  позволило снизить 
уровень экспрессии изоформы А в 4.2 раза, уровень 
экспрессии изоформы С снизился в 4.6 раза, так как 
миРНК к  изоформе С  подавляет экспрессию как 
более короткой изоформы С, так и более длинной 
изоформы А.

Подтверждение эффективности индуцирован-
ного доксициклином повышения экспрессии изо-
форм миозина 1С в  модельных клеточных линиях 
LNCaP было проведено методом Вестерн-блоттин-
га (рис. 1, б). В работе мы получили клеточные ли-
нии LNCaP с индуцируемой экспрессией изоформы 
А или изоформы С, слитых с меткой FLAG. С ис-
пользованием антител к  FLAG-метке мы детекти-
ровали специфичное повышение уровня экспрес-
сии как изоформы А,  так и  изоформы С  миозина 
1С при добавлении доксициклина. Далее для удоб-
ства линии обозначили следующим образом: линия 
PC‑3 с нокдауном изоформы А – ​si_MYO1C_isoA, 
линия c нокдауном изоформы С  миозина 1С – ​
si_MYO1C_isoC, линия LNCaP с  индуцибельной 
гиперэкспрессией изоформы А – ​FLAG-Myo1C-
isoA, линия с  индуцибельной гиперэкспрессией 
изоформы C – ​FLAG-Myo1C-isoC.
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Основные параметры клеточной линии РС‑3 
в норме и при сниженной экспрессии миозина 1С

Оценка основных параметров пролиферации 
и клеточной гибели в модельной клеточной линии 
рака предстательной железы РС‑3 и ее модифика-
циях проводилась методом проточной цитометрии. 
Для оценки распределения по фазам клеточного 
цикла было проведено стандартное окрашивание 
иодидом пропидия. Оценка распределения по фа-

зам клеточного цикла позволила выявить досто-
верные различия между исходной культурой РС‑3 
и при подавлении изоформы С: количество клеток 
в G0/G1 фазе было достоверно снижено, а количе-
ство клеток в  S фазе было достоверно повышено 
в линии si_MYO1C_isoC. При нокдауне изоформы 
А  в  линии si_MYO1C_isoA мы детектировали до-
стоверное увеличение популяции sub G1, включа-
ющей в себя гиподиплоидные клетки и апоптоти-
ческие клетки с деградировавшей ДНК (рис. 2, а).

Для анализа пролиферативного потенциала 
клеточной линии РС‑3 и  ее модификаций было 
проведено окрашивание на маркер пролифериру-
ющих клеток Ki‑67 (рис. 2, б).

В контрольной культуре РС‑3 Ki‑67+ клетки со-
ставили 2.93±1.07 %; в  культуре si_MYO1C_isoС – ​
6.10 ± 0.46 %; в  культуре РС‑3 si_MYO1C_isoA – ​
3.28 ± 0.21 %. Процент пролиферирующих клеток 
был достоверно повышен в  клетках с  нокдауном 
изоформы С по сравнению с нокдауном изоформы 
А. Анализ спонтанной клеточной гибели (рис. 2, в) 
показал, что процент живых клеток с высокой ин-
тенсивностью флуоресценции TMRE и  без окра-
шивания аннексином V составлял 85.20 ± 11.01 % 
для контрольной культуры РС‑3; 75.80 ± 4.00 % для 
линии si_MYO1C_isoС и  76.40 ± 1.41 % для линии 
si_MYO1C_isoA. Различия в представленности всех 
выделяемых популяций живых и гибнущих клеток 
не были достоверны. Таким образом, нокдаун ми-
озина 1С и отдельно его изоформы А не влияет на 
процесс спонтанной клеточной гибели в  культуре 
РС‑3. Однако нокдаун изоформы С  миозина 1С 
активирует пролиферативную активность клеток 
РС‑3: больше клеток по сравнению с  контролем 
входят в S фазу и больше клеток несут маркер Ki‑67 
по сравнению с нокдауном отдельной изоформы А.

100 10

8

6

4

2

0

80

60

40

20

0 0

20

40

60

80

100

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

к
л

ет
о

к
, 

%

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

к
л

ет
о

к
, 

%

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

K
i-

6
7

+
к

л
ет

о
к

, 
%

*
*

*
*

1 112 223 33

subG1
G0/G1
S
G2/M

Live
TMRE low
AnnexinV+
TRE low/Annexin V–

а б в

Рис. 2. Основные параметры пролиферации и клеточной гибели в клеточной линии рака простаты РС-3 в контроле 
(1), при подавлении экспрессии изоформы А миозина 1С (2) и при подавлении экспрессии изоформы С миозина 
1С (3). а – гистограммы распределения клеток по клеточному циклу. б – представленность Ki-67+ клеток в образ-
цах. в - гистограммы распределения клеток по стадиям клеточной гибели. Приведено 3 независимых эксперимента, 
* – достоверные различия между группами, р<0.05, тест Краскелла-Уоллиса, пост-тест Данна.
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Рис. 1. Экспрессия изоформ миозина 1С в модель-
ных клеточных линиях.  а –  уровень экспрессии 
мРНК изоформ А и С миозина 1С в контроле (1), 
при добавлении миРНК к изоформе А миозина 1С 
(2) и при добавлении миРНК к изоформе С миози-
на 1С (3). Показаны средние и стандартные откло-
нения, данные нормализованы по референтным 
генам YWHAZ, GAPDH и HPRT1; приведено 5 неза-
висимых экспериментов. б – экспрессия изоформ А 
и С миозина 1С в клетках LNCaP в контроле и при 
добавлении доксициклина (Dox). I – окрашивание 
антителами к пан-миозину 1С, II – окрашивание ан-
тителами к метке FLAG, III – окрашивание антите-
лами к α-тубулину; 1 –  контроль, 2 – линия FLAG-
Myo1C-isoA, 3 – линия FLAG-Myo1C-isoC.
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Основные параметры клеточной линии LNCaP  
в норме и при индуцированной экспрессии миозина 1С.

Оценка основных параметров пролиферации 
и  клеточной гибели в  линии рака предстательной 
железы LNCaP и  ее модификациях проводилась 
методом проточной цитометрии. Окрашивание йо-
дидом пропидия на распределение по фазам кле-
точного цикла не показало достоверных различий 
между исходной культурой LNCaP и ее модифика-
циями (рис. 3, а).

Количество Ki‑67+ клеток составило 0.73 ± 0.25 % 
для контрольной культуры LNCaP; 0.83 ± 0.67 % – ​для 
культуры LNCaP FLAG-Myo1C-isoC; 0.43±0.31 % – ​
для культуры LNCaP FLAG-Myo1C-isoA. Достовер-
ных различий в количестве пролиферирующих кле-
ток между экспериментом и контролем обнаружено 
не было (рис.  3, б). Анализ спонтанной клеточной 
гибели в контрольной культуре LNCaP и ее модифи-
кациях (рис. 3, в) показал, что процент живых клеток 
составлял 74.47 ± 0.90 % в контроле, 69.07 ± 9.66 % для 
культуры LNCaP FLAG-Myo1C-isoC и 70.90 ± 6.99 % 
для линии FLAG-Myo1C-isoA. Различия в представ-
ленности всех выделяемых популяций живых и гиб-
нущих клеток не были достоверны. Таким образом, 
индуцированная экспрессия изоформ миозина 1С 
не влияет на процессы клеточной пролиферации 
и спонтанной клеточной гибели в культуре LNCaP.

Мы показали, что изменение уровня экспрессии 
миозина 1С как в большую, так и в меньшую сторо-
ну не влияет на процент спонтанно гибнущих кле-
ток в линиях рака простаты.	 На данный момент 
известно небольшое количество работ, посвящен-
ных связи миозина 1С и различных вариантов кле-
точной гибели. Так, отсутствие функционального 
миозина 1С приводит к  нарушению процесса ау-
тофагии; этот процесс, по всей видимости, связан 

с участием миозина 1С в правильном функциони-
ровании везикулярного компартмента клетки [17].

Неконтролируемая пролиферация клеток яв-
ляется одним из основных признаков онкотранс-
формации [18]; при этом для разных подтипов рака 
простаты и  опухолей в  целом индукция пролифе-
ративной активности может происходить разными 
способами. Известно, что увеличение пролифера-
тивной активности может достигаться за счет повы-
шения экспрессии рецепторов факторов роста или 
презентации рецепторов на поверхности клетки; за 
счет мутаций, которые приводят к конститутивной 
активации сигнальных путей факторов роста; из-за 
нарушения механизмов, контролирующих проли-
ферацию, а также за счет изменений, затрагиваю-
щих нарушения процесса контактного торможения 
[19]. Поскольку миозин 1С участвует в  регуляции 
везикулярного транспорта и  экзоцитозе транс-
мембранных белков, он может оказывать влияние 
на презентацию рецепторов факторов роста на 
поверхности клетки [20]. Кроме того, миозин 1С 
участвует в создании и поддержании межклеточной 
адгезии, а значит, подавление его экспрессии может 
привести к  нарушению контактного торможения 
эпителиальных клеток [6].

Мы показали, что снижение уровня экспрессии 
изоформы С миозина 1С ведет к повышению про-
лиферативной активности клеток культуры РС‑3, 
при этом достоверно больше клеток оказывается 
в S – ​фазе клеточного цикла. В то же время нокдаун 
только изоформы А не влияет на пролиферативную 
активность, однако приводит к  достоверно боль-
шему накоплению клеток в sub-G1 фазе, что свиде-
тельствует о важности этой изоформы для выжива-
ния опухолевых клеток.

100 10

8

6

4

2

0

80

60

40

20

0 0

20

40

60

80

100

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

к
л

ет
о

к
, 

%

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

к
л

ет
о

к
, 

%

К
о

л
и

ч
ес

тв
о

K
i-

6
7

+
к

л
ет

о
к

, 
%

1 112 223 33

subG1
G0/G1
S
G2/M

Live
TMRE low
AnnexinV+
TRE low/Annexin V–

а б в

Рис. 3. Основные параметры пролиферации и клеточной гибели в клеточной линии рака простаты LNCaP 3 в кон-
троле (1), при гиперэкспрессии изоформы А миозина 1С (2) и при гиперэкспрессии изоформы С миозина 1С (3). 
а – ​гистограммы распределения клеток по клеточному циклу. б – ​представленность Ki‑67+ клеток в образцах. в –ги-
стограммы распределения клеток по стадиям клеточной гибели. Приведено 3 независимых эксперимента, * – ​досто-
верные различия между группами, р < 0.05, тест Краскелла–Уоллиса, пост-тест Данна.
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PARAMETERS OF CELL DEATH AND PROLIFERATION OF PROSTATE 
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Myosin 1C is a monomeric myosin motor with a truncated tail domain. Such motors are referred as slow “tension 
sensors”. Three isoforms of myosin 1C differ in short N-termed amino acid sequences, the functional differences 
between isoforms have not been elucidated. Myosin 1C isoform A has been described as a diagnostic marker for 
prostate cancer, but its role in tumor transformation remains unknown. Based on data on the functions of myosin 
1C, we hypothesized the potential role of myosin 1C isoforms in maintaining the tumor phenotype of prostate 
cancer cells. In our work, we showed that a decrease in the expression level of myosin 1C isoform C leads to an 
increase in the proliferative activity of prostate tumor cells.
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Белковый комплекс TREX‑2-ORC D. melanogaster необходим для экспорта большей части синтезиру-
ющихся молекул поли(А)-содержащей мРНК из ядра в цитоплазму через ядерные поры. Однако, роль 
данного комплекса в экспорте других групп РНК остается неизвестным. Нами показано, что TREX‑2-
ORC участвует в ядерном экспорте мРНК гистонов: он ассоциирован с мРНП частицами гистонов, 
связывается с  мРНК гистона H3 в  3’-концевой части кодирующей области и  участвует в  экспорте 
мРНК гистонов из ядра в цитоплазму.

Ключевые слова: TREX‑2, ORC, TREX‑2-ORC, Xmas‑2, PCID2, ENY2, экспорт мРНК, мРНК гистонов
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Экспрессия генов состоит из нескольких этапов: 
синтез мРНК, формирование зрелой мРНП части-
цы и  экспорт мРНК из ядра в  цитоплазму через 
ядерные поры. Экспортный рецептор NXF1 рекру-
тируется на мРНК через адаптерные белки, которые 
могут связываться с мРНК во время транскрипции, 
сплайсинга, формирования 3’-конца, внутриядер-
ного транспорта мРНП к  ядерным порам. NXF1 
образует гетеродимер с  белком p15 (гетеродимер 
Mex67-Mtr2 в  дрожжах). Гетеродимер рецептора 
ядерного экспорта обеспечивает транслокацию 
мРНК через ядерную пору, взаимодействуя с  ну-
клеопоринами, содержащими FG-повторы.

Одним из ключевых регуляторов экспорта мРНК 
является белковый комплекс TREX‑2. Гомологич-
ные TREX‑2 комплексы были охарактеризованы 
у многих эукариот, в  том числе у дрожжей и у че-
ловека. TREX‑2 способен связываться с  мРНК, 
ассоциируется с  ядерными порами и  необходим 
для экспорта мРНК в различных организмах [1–7]. 
Комплекс TREX‑2 D. melanogaster состоит из бел-
ков Xmas‑2, PCID2, ENY2, Sem1p [8]. Белок Xmas‑2 
служит платформой для сборки комплекса, с  ним 
взаимодействуют остальные белки. Ранее в  нашей 

группе был очищен общий комплекс TREX‑2 с бел-
ками ORC (Origin Recognition Complex) и показана 
роль ORC субъединиц в экспорте мРНК из ядра [9]. 
ORC комплекс был впервые описан у почкующих-
ся дрожжей как комплекс, который связывается 
с ориджинами репликации и участвует в привлече-
нии комплекса Mcm2–7. Впоследствии гомологич-
ные комплексы были обнаружены и у других орга-
низмов [10]. Однако было обнаружено, что у высших 
эукариот ORC комплекс и его отдельные субъеди-
ницы выполняют множество различных функций, 
не связанных с репликацией, в частности, показа-
но взаимодействие белков ORC c различными РНК 
[11]. В нашей группе было показано, что белки ORC 
взаимодействуют с  мРНП частицами и  это взаи-
модействие опосредовано комплексом TREX‑2. 
Было показано, что субъединицы ORC взаимодей-
ствуют с рецептором экспорта NXF1 и необходимы 
для связывания NXF1 с мРНП частицей. Нокдаун 
компонентов ORC, так же как нокдаун компонен-
тов TREX‑2, приводит к нарушению экспорта по-
ли(А)-содержащей РНК (мРНК) из ядра. Таким 
образом, было показано, что белковый комплекс 
TREX‑2-ORC D. melanogaster привлекает экспорт-
ный рецептор NXF1 в состав мРНП частиц и явля-
ется ключевым участником экспорта основной ча-
сти синтезирующихся молекул мРНК [9]. В данной 
работе была поставлена задача исследовать участие 
TREX‑2-ORC в  экспорте неполиаденилируемых 
мРНК, кодируемых генами репликационно-зави-
симых гистонов.

Институт Молекулярной Биологии им. В. А. Энгельгард-
та Российской Академии Наук, Москва, Россия
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мРНК репликационно-зависимых генов ги-
стонов синтезируются в начале S фазы клеточного 
цикла и  являются единственными мРНК эукари-
от, которые не подвергаются полиаденилированию 
[12]. В  дальнейшем для краткости мы будем име-
новать их просто мРНК гистонов. Пре-мРНК 
гистонов не содержат интронов, их созревание 
включает в себя только кэпирование и эндонукле-
олитическое расщепление 3’-конца. На 3’-конце 
пре-мРНК гистонов содержат шпилечную струк-
туру и  HDE-элемент, которые направляют сбор-
ку специфического аппарата процессинга [13]. 
Со шпилькой связывается белок SLBP (stem-loop 
binding protein). С  HDE-последовательностью ас-
социируется 5’-конец U7 мяРНК, которая обра-
зует U7 мяРНП вместе с  белковым комплексом, 
состоящим из белков сплайсосомы Sm, в котором 
два белка SmD1 и SmD2 заменены на белки Lsm10 
и  Lsm11. У  млекопитающих белок Lsm11 взаимо-
действует своим протяженным N-концом с N-кон-
цевой областью белка FLASH. Общая поверхность 
FLASH c Lsm11 привлекает на U7 мяРНП комплекс 
процессинга HCC (histone cleavage complex), со-
держащий факторы Symplekin, CPSF73, CPSF100, 
CPSF160, WRD33, Cst64. Расщепление пре-мРНК 
гистонов осуществляется эндонуклеазой CPSF73 
на расстоянии 4–5 нуклеотидов от шпильки. По-
сле расщепления зрелые мРНК гистонов быстро 
экспортируются из ядра в цитоплазму. Несмотря на 
специфическое строение мРНК гистонов было по-
казано, что они также экспортируются при помощи 
рецептора NXF1 [14,15]. В данной работе мы пока-
зали, что комплекс TREX‑2-ORC, ассоциирован 
с мРНП частицами гистонов, связывается с мРНК 
гистона H3 в 3’-концевой части кодирующей обла-
сти и участвует в экспорте мРНК.

TREX‑2-ORC комплекс ассоциирован с мРНП 
частицами гистонов

Была поставлена задача исследовать взаимодей-
ствие комплекса TREX‑2-ORC c мРНП частицами 
гистонов. Ранее в очищенном общем TREX‑2-ORC 
комплексе были найдены ORC субъединицы Orc1, 
Orc3, Orc4, Orc5, Orc6 [9]. Взаимодействие ком-
плекса с мРНП гистонов было протестировано для 
TREX‑2 субъединиц Xmas‑2, PCID2, ENY2 и  для 
ORC белков Orc3, Orc5, Orc6. Для этого был при-
менен метод соосаждения РНП частиц антителами 
(RIP) из ядерного экстракта S2 клеток. Антитела 
к  белкам – ​компонентам TREX‑2 и  ORC эффек-
тивно осаждали мРНК генов гистонов Н2А и  Н3 
(рис.  1, а), что указывает на взаимодействие ком-
плекса ТREX‑2-ORC с  мРНП частицами данных 
гистонов. Аналогичные данные были получены 
для мРНК Н4 и  Н2В. В  качестве положительного 

контроля показано взаимодействие ТREX‑2-ORC 
с поли(A)-содержащей мРНК β-тубулина, которое 
было продемонстрировано ранее [9].

Далее взаимодействие было подтверждено с по-
мощью альтернативного подхода: мРНП частицы, 
содержащие транскрипт гена H3, выделяли из ядер-
ного экстракта S2 клеток при помощи биотинили-
рованного антисмыслового РНК-зонда к  мРНК 
гистона H3 (рис.  1, б). Антисмысловой РНК-зонд 
специфически ассоциируется с  соответствующей 
эндогенной РНК в экстракте, осаждая РНП части-
цу. Связавшие с РНК-зондом мРНП частицы оса-
ждали из экстракта при помощи стрептавидин-а-
гарозы, белки мРНП анализировали при помощи 
Вестерн-блот анализа с антителами к компонентам 
TREX‑2 и  ORC. В  качестве отрицательного кон-
троля проводили осаждение с  антисмысловой по-
следовательностью к РНК белка YFP (K-). Субъе-
диницы комплексов TREX‑2 и ORC, белки Xmas‑2, 
PCID2, ENY2, Orc3, Orc6, а также факторы процес-
синга CPSF73, CPSF100 соосаждались с H3 мРНП, 
но отсутствовали в отрицательном контроле. Таким 
образом, комплекс TREX‑2-ORC способен ассоци-
ироваться с мРНП частицами гистонов.

TREX‑2-ORC ассоциируется с мРНК H3  
в 3’-концевой части кодирующей области

С целью локализовать участок мРНК H3, с ко-
торым ассоциируется TREX‑2-ORC, биотинили-
рованные смысловые РНК-зонды, соответствую-
щие различным участкам последовательности РНК 
H3 инкубировали с ядерном экстрактом S2 клеток 
и  далее определяли связавшиеся с  РНК-зондами 
белки. Зонды соответствовали полноразмерному 
(H3), N- и С-концевым участкам кодирующей об-
ласти длиной 411 нт (CDS1: 1–204 нт и CDS2: 204–
411 нт, соответственно) и  3’-нетранслируемой об-
ласти пре-мРНК H3 (3’UTR: 412–595 нт) (рис. 1в). 
Белки Xmas‑2, PCID2, Orc3 и Orc6 преимуществен-
но ассоциировались с CDS2 последовательностью. 
Использованные в качестве контрольных факторы 
процессинга CPSF73, CPSF100 ассоциировались 
с 3’UTR зондом, в котором содержатся шпилечная 
структура и  HDE-элемент, направляющие сборку 
аппарата процессинга, что подтверждает специ-
фичность выявленных взаимодействий. ENY2 соо-
саждался как с CDS2, так и с 3’UTR РНК-зондом, 
что можно объяснить свойством ENY2 привле-
каться в различные белковые комплексы. Белки не 
взаимодействовали с  контрольным РНК-зондом. 
Таким образом, белки TREX‑2-ORC комплекса ас-
социируются с  кодирующей последовательностью 
РНК гистона Н3 в 3’-концевой части кодирующей 
области.
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TREX‑2-ORC участвует в экспорте  
мРНК гистонов

Затем мы исследовали участие TREX‑2-ORC 
в  экспорте мРНК гистонов из ядра в  цитоплазму. 
Белок Xmas‑2 является платформой, с которой ас-
социированы остальные белки TREX‑2-ORC ком-
плекса: PCID2 ассоциирован с  областью Xmas‑2 
вблизи GANP-домена, EYN2 – ​c CID-доменом 
Xmas‑2, из всех ORC субъединиц комплекса Orc3 
сильнее всего связывается Xmas‑2, взаимодействуя 
вместе с ENY2 с С-концом Xmas‑2 [16,17].

Поэтому с целью снизить уровень TREX‑2-ORC 
комплекса был проведен нокдаун Xmas‑2 в S2 клет-
ках методом РНК-интерференции. При нокдау-
не Xmas‑2 уровень экспрессии белка значительно 
снижался, при этом уровни экспрессии субъединиц 
PCID2, ENY2, Orc3, Orc6 заметно не изменялись 
(рис.  2, а). Методом RIP-анализа было исследова-
но, нарушает ли нокдаун Xmas‑2 взаимодействие 
TREX‑2-ORC с  мРНП гистонов. Нокдаун Xmas‑2 
приводил к  уменьшению количества ассоцииро-
ванных с мРНК гистонов как Xmas‑2, так и белков 

PCID2, ENY2, Orc3, Orc6, то есть к  уменьшению 
связывания TREX‑2-ORC с мРНП частицами гисто-
нов. Результаты приведены для H3 мРНК (рис. 2, б).

Далее было исследовано, как влияет нарушение 
взаимодействия мРНК гистона Н3 с TREX‑2-ORC 
комплексом на ее экспорт из ядра в  цитоплазму. 
Для этого был проведен анализ распределения 
мРНК Н3 в клетках S2 при нокдауне ключевых для 
взаимодействия комплекса с NXF1 и мРНП части-
цей субъединиц Xmas‑2 и  Orc3 методом флуорес-
центной in situ гибридизации (FISH) с  DIG-мече-
ной антисмысловой РНК-пробой к  кодирующей 
последовательности гена H3 (рис.  2, г, 2, д). Так 
как мРНК гистонов синтезируется в S фазе и под-
вергается деградации после окончания S фазы, 
FISH-сигнал мРНК детектировался только в части 
клеток. В контрольном эксперименте FISH-сигнал 
H3 мРНК детектировался в основном в цитоплазме 
клеток. Нокдаун NXF1 приводил к  задерживанию 
H3 мРНК в ядре, как и было показано в литературе 
[15]. Нокдаун Xmas‑2 и нокдаун Orc3 также приво-
дили к  нарушениям экспорта мРНК в  некоторой 
части клеток с H3 FISH-сигналом (около 20–30 %): 
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Рис.1. TREX-2-ORC ассоциирован с мРНК гистонов. (а) Результаты иммуноосаждения мРНП частиц генов H2A, 
H3 и β-tubulin антителами к субъединицам TREX-2-ORC, в качестве отрицательного контроля использованы IgG. 
Результаты представлены в процентах от исходного материала. Все данные представлены как среднее ± стандарт-
ное отклонение, для сравнения контроля и эксперимента использовался t-критерий Стьюдента. (*) указывает на 
статистическую значимость с p-value <0.05, (**) указывает на статистическую значимость с p-value < 0.01. (б) Ве-
стерн-блот анализ сосаждения H3 мРНП частиц с биотинилированным антисмысловым РНК-зондом к мРНК 
гистона H3 с использованием антител к Xmas-2, PCID2, ENY2, Orc3, Orc6, CPSF100, CPSF73. В отрицательном 
контроле (K-) использован РНК-зонд с антисмысловой последовательностью к РНК белка YFP. (в) Вестерн-блот 
анализ соосаждения белков с биотинилированными смысловыми РНК-зондами к последовательностям мРНК 
гистона H3: полноразмерной (H3), CDS1, CDS2, 3’UTR, с использованием антител к Xmas-2, PCID2, ENY2, Orc3, 
Orc6, CPSF100, CPSF73. В отрицательном контроле (K-) использован РНК-зонд с антисмысловой последователь-
ностью к РНК YFP.
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Рис. 2. Эффект нокдауна субъединиц TREX-2-ORC на экспорт мРНК гистонов. (а) Вестер-блот анализ уровней 
экспрессии белков при РНК-интереференциях Xmas-2, Orc3 в S2 клетках при помощи соответствующих антител. 
В качестве выравнивающего контроля использовано окрашивание антителами к ламину Dm0. (б) Результаты им-
муноосаждения мРНП частиц гистонов при РНК-интереференции Xmas-2 c антителами к субъединицам TREX-2-
ORC, в качестве отрицательного контроля использованы IgG. Результаты представлены в процентах от исходного 
материала. Все данные представлены как среднее ± стандартное отклонение, для сравнения контроля и экспе-
римента использовался t-критерий Стьюдента. (*) указывает на статистическую значимость c p-value < 0.05, (**) 
указывает на статистическую значимость c p-value<0.01. (в) Вестерн-блот анализ РНК-интереференций Xmas-2, 
Orc3, NXF1 с использованием антител к одноименным белкам. В качестве выравнивающего контроля использова-
но окрашивание антителами к ламину Dm0. (г) FISH-гибридизация с антисмысловой РНК-пробой к H3 мРНК при 
РНК-интереференциях (РНКи) Xmas-2, Orc3, NXF1 в S2 клетках. В качестве отрицательного контроля (Контроль) 
проведена РНК-интерференция c дцРНК белка GFP. (д) Доля S2-клеток с нарушениями экспорта H3 мРНК при 
нокдаунах Xmas-2, Orc3, NXF1 или GFP (Контроль).
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накоплению РНК в  ядре или равномерному рас-
пределению между ядром и  цитоплазмой. (рис.  2г, 
2д). Таким образом, снижение количества TREX‑2-
ORC, связанного с мРНП частицами гистонов, при-
водит к нарушению ядерного экспорта их мРНК. То, 
что нарушение экспорта наблюдается только в части 
клеток можно объяснить тем, что в  привлечении 
NXF1 на мРНК гистонов кроме комплекса TREX‑2-
ORC участвуют и  другие адаптеры: SR-белки 9G8 
и SRp20 [18] и белок ALYREF [19].

Ранее мы показали, что TREX‑2-ORC комплекс 
ассоциируется с  основным рецептором экспорта 
NXF1 и  служит адаптером для связывания NXF1 
с  поли-А-содержащими мРНК генов [9]. мРНК 
гистонов экспортируются при помощи NXF1 [15]. 
Мы показали, что TREX‑2-ORC комплекс входит 
в состав мРНП и связывается с неполиаденилиру-
емыми мРНК гистонов. То, что нокдаун комплек-
сообразующих субъединиц TREX‑2-ORC приво-
дит к  нарушению связывания комплекса с  мРНК 
гистонов и  нарушению их экспорта в  некоторой 
части S2 клеток, позволяет предположить, что 
TREX‑2-ORC также служит одним из адаптеров для 
NXF1-зависимого экспорта неполиаденилируемых 
мРНК гистонов, возможно, участвуя в экспорте на 
определенном этапе регуляции экспрессии в  ходе 
клеточного цикла.

Ранее было обнаружено несколько адаптеров, 
через взаимодействие с которыми экспортный ре-
цептор NXF1 привлекается на мРНК гистонов. 
В клетках млекопитающих и ооцитах лягушки было 
показано, что SR-белки 9G8 и SRp20 связываются 
со специфическим транспортным цис-элементом 
в  кодирующей области H2A мыши [18]. В  клетках 
человека основной экспортный адаптер ALYREF  
связывается с гистоновой мРНК  в области, рас-
положенной с 5’-конца от места расщепления, 
с пиком в области 50 нт[19]. По нашим данным 
TREX‑2-ORC также преимущественно связывается 
с мРНК гистонов в 3’-концевой части кодирующей 
области. Но в  то время, как связывание ALYREF 
с мРНК гистонов происходит котранскрипционно 
и ассоциировано с посадкой аппарата процессинга 
[19], TREX‑2-ORC может привлекаться в мРНП ги-
стонов не в ходе транскрипции, а на более позднем 
этапе экспортного пути мРНП частиц в ядре от сай-
тов транскрипции до ядерных пор. На это указыва-
ют данные о том, что нокдаун компонентов TREX‑2 
не влияет на процессинг поли(А)-содержащих мо-
дельных мРНК [20].
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TREX-2-ORC COMPLEX OF D. MELANOGASTER PARTICIPATES 
IN NUCLEAR EXPORT OF HISTONE MRNA

M. M. Kurshakova#, Y. A. Yakusheva, Academician of the RAS S. G. Georgieva
Engelhardt Institute of Molecular Biology RAS, Moscow, Russian Federation

#E-mail: kursha@mail.ru

The TREX‑2-ORC protein complex of D. melanogaster is necessary for the export of the bulk of synthesized 
poly(A)-containing mRNA molecules from the nucleus to the cytoplasm through the nuclear pores. However, 
the role of this complex in the export of other types of RNA remains unknown. We have shown that TREX‑2-
ORC participates in the nuclear export of histone mRNAs: it associates with histone mRNPs, binds to histone 
H3 mRNA at the 3’-terminal part of the coding region, and participates in the export of histone mRNAs from 
the nucleus to the cytoplasm.

Keywords: TREX‑2, ORC, TREX‑2-ORC, Xmas‑2, PCID2, ENY2, mRNA export, histone mRNA
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Согласно статистическим данным Всемирной организации здравоохранения, в Российской Федера-
ции с 03.01.2020 г по 13.09.2023 г выявлено примерно 23 млн подтвержденных случаев заболевания ко-
роновирусной инфекцией COVID‑19, около 400 тыс. из которых закончились смертельным исходом. 
Учитывая высокую скорость мутации РНК-содержащего генома вируса, что неизбежно ведет к появле-
нию новых инфекционных штаммов (эриса и пиролы), поиск лекарственных противовирусных средств 
по-прежнему является актуальной задачей, а с учетом активно мутирующего рецептор-связывающего 
домена эта задача требует принципиально новых решений. В данном исследовании предложен кан-
дидатный иммунолипосомный препарат, таргетированный к S-белку SARS-CoV‑2 с помощью моно-
клонального нейтрализующего антитела P4A1 и обеспечивающий проникновение в зараженную ви-
русом клетку высокоактивной рибонуклеазы, осуществляющей деградацию, в том числе, и вирусной 
РНК. Показано увеличение более чем в 40 раз нейтрализующей активности разработанного препарата 
в сравнении со свободным моноклональным нейтрализующим антителом.

Ключевые слова: иммунолипосомы, вируснейтрализация, барназа
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ВВЕДЕНИЕ

В  2020  г человечество пережило пандемию ко-
роновирусной инфекции SARS-CoV‑2. Однако 
говорить о том, что инфекция побеждена не при-
ходится: в  популяции по-прежнему происходит 
возникновение новых более агрессивных штаммов 
короновируса, приводящих не только к инфициро-
ванию, но и  к  летальным исходам. Так, по состо-
янию на сентябрь 2023  года коронавирус SARS-
CoV‑2 инфицировал более 770 млн человек, число 
погибших от COVID‑19 во всем мире превысило 
6.9 млн человек [1].

К  настоящему времени одобрены для исполь-
зования и продолжают проходить клинические ис-
пытания большое количество препаратов на основе 
нейтрализующих моноклональных антител (nAb), 
действие которых обусловлено связыванием с эпи-
топами рецептор-связывающего домена S-белка 
SARS-CoV‑2, блокированием его взаимодействия 
с ангиотензин-превращающим ферментом 2 (ACE2) 
и  подавлением, таким образом, инфицирования 
клеток хозяина. Препятствием к созданию универ-
сального иммунопрепарата является значительная 
мутагенность RBD домена вирусного S-белка. Ре-
комендуемые для терапии COVID‑19 препараты 
содержат значительные дозы рекомбинантных ан-
тител (400–2400 мг при однократном введении) [2], 
что может провоцировать нежелательные явления 
в некоторых случаях. Снижение дозы терапевтиче-
ских антител, таким образом, было бы оправдано 
как с точки зрения биобезопасности, так и с эконо-
мической точки зрения. В  этой связи особое зна-
чение приобретает подход, связанный с  адресной 
доставкой препарата в зараженную вирусом клетку. 
Одним из подходов, позволяющих снизить концен-
трации терапевтического антитела, является при-
менение конъюгатов антител с  цитотоксическим 
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агентом. В частности, в качестве цитотоксического 
агента используются липосомы, нагруженные ток-
синами различной природы (органической и неор-
ганической) – ​иммунолипосомы. Данный подход 
был успешно реализован в ряде работ [3–5], демон-
стрирующих улучшение терапевтического индек-
са препарата. Отметим, что липосомальная форма 
доставки лекарства имеет такие преимущества как: 
защита инкапсулированного лекарства от фермен-
тативной деградации и  быстрого клиренса in vivo, 
снижение иммуногенности включенных в липосо-
му белковых препаратов, снижение общей токсиче-
ской нагрузки от инкапсулированного токсина на 
организм. Кроме того, применение иммунолипо-
сом позволяет расширять количество потенциаль-
ных мишеней при одном виде цитотоксических ли-
посом за счет простой смены векторной молекулы 
на поверхности липосомы.

Известно, что вследствие взаимодействия тар-
гентированных к поверхностному вирусному белку 
липосом с  вирусными частицами и  последующе-
го их слияния, наблюдается перенос содержимого 
липосом внутрь вирусной частицы [6]. Мы предпо-
ложили, что рибонуклеаза, содержащаяся внутри 
липосомальных частиц, которые таргетированы 
к  поверхностному белку сложных РНК-содержа-
щих вирусов, таким образом может доставляться 
внутрь содержимого вируса и/или инфицирован-
ной клетки и обеспечивать вируснейтрализующий 
эффект за счет частичного гидролиза РНК содер-
жимого вируса и/или инфицированной клетки. 
В  данной работе нами показано, что конъюгиро-
вание нейтрализующего антитела P4A1 [7] с  ли-
посомальными частицами, несущими внутри ри-
бонуклеазу барназу увеличивает более чем в 40 раз 
нейтрализующую активность антитела P4A1 в псев-
довирусной системе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение таргетированных  
липосомальных препаратов

В  качестве цитотоксического компонента, воз-
действующего на вирусную РНК, использовали 
рибонуклеазу барназу из Bacillus amyloliquefaciens. 
Загрузку барназы в липосомы осуществляли на ос-
нове электростатического взаимодействия между 
положительно заряженным белком (при нейтраль-
ных значениях рН) и  отрицательно заряженной 
внутренней поверхностью липосом. Липосомы 
формировали из природных фосфолипидов, со-
держащих 20 % фосфатидилэтаноламина. Инку-
бация суспензии фосфолипидов с  небольшой, 
гидрофильной и  положительно заряженной (при 
нейтральных значениях рН) барназой, при низ-
кой ионной силе в результате продавливания через 

поликарбонатный фильтр с  размером пор 100  нм, 
приводит к  образованию липосом с  диаметром 
около 90–100 нм. Модификацию внешней поверх-
ности липосом осуществляли по аминогруппам 
фосфотидилэтаноламина с использованием 2-ими-
нотолана (реагент Траута, позволяющий ввести 
SH-группу по первичным аминам фосфолипида, 
финальная концентрация в  реакционной смеси 6 
мМ) как описано в  [8]. Рекомбинантное антитело 
P4A1 или пептид G3, который использовали в ка-
честве отрицательного контроля, конъюгировали 
со 100-кратным молярным избытком sulfo-EMCS 
(N-ε-maleimidocaproyl-oxysulfosuccinimideester, би-
линкер, позволяющий ввести в  белок через окси-
сульфосукцинимидмалеимидную группу). Липосо-
мы, содержащие на своей поверхности SH-группы, 
антитело P4A1 или пептид G3 с  малеимидной 
группой, предварительно очищенные с  помощью 
гель-проникающей хроматографии (сорбент сефа-
декс G‑25, Cytiva) от избытка непрореагировавших 
реагентов, далее конъюгировали вместе с  получе-
нием таргетированных липосом P4A1-ЛБ и G3-ЛБ 
соответственно. Адресные модули P4A1 или пептид 
G3, непрореагировавшие с  липосомами, отделяли 
от адресных липосом с  использованием гель-про-
никающей хроматографии на колонке, упакован-
ной сорбентом сефароза CL2B. Таргетированные 
липосомы P4A1-ЛБ и G3-ЛБ при этом сходят с ко-
лонки в исключенном объеме, в то время как P4A1 
и пептид G3 – ​в полном объеме колонки. Препарат 
P4A1-Л получали конъюгированием пустых липо-
сом с  антителом P4A1 аналогичным образом. Под 
пустыми липосомами понимается препарат липо-
сом, внутренняя водная фаза которого не содержит 
цитотоксического компонента.

Количественное определение P4A1 
антитела методом ИФА

В  лунки 96-луночных планшетов MaxiSorp 
(Nunc, Дания) вносили по 100 мкл раствора ре-
комбинантного рецептор-связывающий домена 
S-белка SARS-CoV‑2 (RBD) в  фосфатно-солевом 
буфере (PBS) в концентрации 1 мкг/мл и инкуби-
ровали планшет в течение ночи при 2–8 oC. После 
блокировки свободных сайтов связывания бло-
кирующим буфером (PBS, 0.05 % Tween‑20, 0.1 % 
БСА) вносили образцы анализируемых препаратов 
и раствор антитела P4A1 известной концентрации 
в блокирующем буфере в разведениях и инкубиро-
вали в течение 30 мин при 37oС. После 30-минутной 
инкубации при 37oC и промывки в лунки планшета 
добавляли раствор антител к Fс-фрагменту антител 
человека, конъюгированных с пероксидазой хрена 
(SigmaAldrich, США, кат. № AP113P), в разведении 
1:10 000 в  блокирующем буфере, планшет инкуби-
ровали в  течение 30 мин. По окончании инкуба-
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ции и  промывки в  лунки планшета добавляли по 
100  мкл субстратного раствора TMB и  инкубиро-
вали в темноте в течение 15 мин. Ферментативную 
реакцию останавливали добавлением 10 % раствора 
фосфорной кислоты, измеряли величины ОП450 
в лунках планшета на планшетном спектрофотоме-
тре. Строили кривую зависимости величин ОП450 
от концентрации антитела P4A1 и использовали ее 
для вычисления концентраций антитела P4A1 в об-
разцах липосомальных препаратов.

Определение нейтрализующей активности 
в псевдовирусной системе

Оценку нейтрализующей активности проводили 
с  использованием псевдотипированных лентиви-
русов, несущих S-белок SARS-CoV‑2 [9] по мето-
дике, описанной в  работе [10], используя в  каче-
стве контроля растворы антитела P4A1 известной 
концентрации. Серийные образцы анализируемых 
липосомальных препаратов готовили разведением 
исследуемых препаратов в среде DMEM с 10 % FBS. 
Кривые зависимости величин люминесцентных 
сигналов от разведений препаратов строили с  по-
мощью ПО GraphPadPrism 8 и вычисляли концен-
трацию веществ, обеспечивающие нейтрализацию 
IC40 псевдовируса.

Определение цитотоксического действия 
липосом in vitro

Цитотоксическое действие липосомальных пре-
паратов в отношении клеточной линии HEK293T-
ACE2, определяли с использованием стандартного 
МТТ-теста [11]. Клетки рассевали в  96-луночный 
планшет в количестве 1.5×103 клеток/лунку и куль-
тивировали в течение ночи. Ростовую среду заменя-
ли на свежую, содержащую различные концентра-
ции (0, 0.005 и 0.05 нМ) липосом, и инкубировали 
клетки в течение 72 ч при 37оС. По окончании ин-
кубации клетки промывали фосфатно-солевым 
буфером и инкубировали в свежей среде, содержа-
щей 0,5 мг/мл MTT в течение 1 ч. Образовавшиеся 
кристаллы формазана растворяли в  диметилсуль-
фоксиде. Оптическую плотность в лунках измеря-
ли с  использованием планшетного флуориметра 
Tecan Infinity при 570 нм. Относительную жизне-
способность клеток рассчитывали, как отношение 
усредненной оптической плотности в лунках с об-
работанными клетками к усредненной оптической 
плотности в лунках с необработанными (контроль-
ными) клетками и выражали в процентах.

Обработка данных

На рисунках (если не указано иначе) представ-
лены данные не менее трех независимых экспе-
риментов, обработку данных проводили с  помо-
щью программного обеспечения GraphPadPrism8 
(GraphPadSoftwar, США)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Загрузку барназы в липосомы оценивали спек-
трофотометрически. Для этого из спектра погло-
щения протеолипосом вычитали спектр пустых 
липосом (рис. 1). Концентрацию белка рассчиты-
вали, используя молярный коэффициент экстин-
ции e 280 = 26930 М‑1см‑1. Концентрация барназы 
в  липосомах составила 13.3 мкМ. Концентрацию 
липосом, загруженных барназой, оценивали спек-
трофотометрически, сравнивая спектр пустых 
и протеолипосом.

Как видно из рис. 1, спектр протеолипосом со-
впадает со спектром пустых липосом, полученных 
17-кратным продавливанием суспензии фосфо-
липидов (1.1 мг/мл) через фильтр с диаметром пор 
100 нм. Ранее с  использованием гидрофильного 
мембранонепроницаемого красителя фталоциа-
нин‑3,4’,4’,4’’-тетрасульфоната меди мы показали, 
что 1 мг/мл суспензии липидных везикул соответ-
ствует 1.2 нМ [8]. Поскольку спектр загруженных 
барназой липосом совпадает со спектром пустых 
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Рис. 1. Спектры поглощения липосом. Красная и 
синяя кривые – спектры поглощения липосом, за-
груженных барназой, и пустых липосом, соответ-
ственно. Сиреневая кривая – спектр поглощения 
барназы, загруженной в липосомы, который полу-
чен вычитанием спектра поглощения пустых липо-
сом из спектра поглощения протеолипосом.
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липосом с концентрацией 1.1 мг/мл, концентрация 
загруженных белком липосом составляет 1.3 нМ. 
Для селективной элиминации псевдовирусных ча-
стиц, содержащих на своей поверхности ген S-бел-
ка, внешнюю поверхность липосом ковалентно мо-
дифицировали рекомбинантным нейтрализующим 
антителом P4A1, специфичным к  S-белку вируса 
SARS-COV‑2 (P4A1-ЛБ).

Антитело P4A1 полученно скринингом B-кле-
ток индивидуума, перенесшего COVID‑19 [7]. Дан-
ное антитело специфично и  эффективно (KD = 
=1.02*10–10М) связывает рецептор-связывающий 
домен S-белка SARS-CoV‑2 (RBD), блокируя его 
взаимодействие с  ACE2. Для оценки специфич-
ности препарата P4A1-ЛБ получали препарат G3-
ЛБ, ковалентно модифицируя внешнюю поверх-
ность липосом, содержащих барназу, пептидом G3. 
Пептид G3 представляет собой белок неиммуно-
глобулиновой природы, способный высокоспец-
ифично (KD = 0.9*10–9M) взаимодействовать 
с рецептором II эпидермального фактора роста че-
ловека [12]. Для оценки вклада барназы в нейтра-
лизующую активность препарата P4A1-ЛБ полу-
чали препарат P4A1-Л, ковалентно модифицируя 
внешнюю поверхность пустых липосом антителом 
P4A1. Нейтрализующую активность полученных 
препаратов, а  также интактного антитела P4A1, 
оценивали с  помощью псевдовирусной системы 
с  использованием псевдотипированных S-белком 
SARS-CoV‑2 лентивирусов, кодирующих люцифе-
разу светлячка (Luc) [10].

Все три исследуемых препарата демонстриру-
ют нейтрализующую активность, обусловленную, 
по-видимому, разной природой (рис.  2). В  случае 
препарата G3-ЛБ, имеющего в качестве направля-

ющей молекулы пептид G3, не обладающего спо-
собностью связываться с  S-белком SARS-CoV‑2, 
нейтрализующая активность проявляется при кон-
центрации липосом более 0.0055 нМ. Этот эффект, 
возможно, реализуется за счет неспецифического 
связывания липосомальных частиц с поверхностью 
псевдовирусов и/или клеток и  дальнейшего сли-
яния с  ними. Барназа, высвобождающаяся после 
слияния, проявляет РНКазную активность в отно-
шении вирусного генома в  составе псевдовирусов 
и/или цитоплазматической РНК зараженных кле-
ток, что приводит к снижению синтеза маркерного 
белка люциферазы. Для исключения возможного 
объяснения наблюдаемого падения люминесцен-
ции гибелью клеток вследствие цитотоксического 
эффекта неспецифической интернализации липо-
сом, содержащих барназу, мы изучили изменения 
жизнеспособности клеток линии HEK293T-ACE2, 
обработанных и необработанных препаратами G3-
ЛБ, P4A1-ЛБ и  P4A1-Л, с  использованием стан-
дартного МТТ-теста [11]. Полученные данные не 
выявили статистической разницы в  жизнеспособ-
ности клеток линии HEK293T-ACE2 между обра-
ботанными и необработанными клетками для всех 
исследуемых препаратов, что свидетельствует об 
отсутствии значимого цитотоксического действия 
исследуемых липосомальных препаратов в  диапа-
зоне концентраций 0–0.05 нМ.

В  случае препарата P4A1-Л, не содержащего 
барназу, нейтрализующая активность обусловлена 
концентрационно-зависимым блокированием ан-
тителом P4A1 S-белка SARS-CoV‑2 на поверхности 
псевдовирусов, что в  свою очередь препятствует 
взаимодействию с рецептором ACE2 и дальнейше-
му проникновению псевдовирусов в клетки. В слу-
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Рис. 2. Зависимость интенсивности люминесценции 
клеток линии HEK293T-ACE2, экспрессирующих на 
поверхность рецептор ACE2 человека, от концен-
трации липосомальных препаратов в псевдовирус-
ной системе.
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Рис. 3. Зависимость интенсивности люминесценции 
клеток линии HEK293T-ACE2, экспрессирующих 
на поверхности рецептор ACE2 человека, от кон-
центрации антитела Р4А1 в составе липосомальных 
препаратов и буферного раствора в псевдовирусной 
системе.
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чае препарата P4A1-ЛБ мы можем предположить, 
что нейтрализующая активность достигается за 
счет синергического эффекта, обусловленного кон-
центрационно-зависимым блокированием про-
никновения псевдовирусов, как в случае препара-
та P4A1-Л, так и РНК-азной активности барназы, 
как в  случае препарата G3-ЛБ. Для корректного 
сравнения нейтрализующей активности получен-
ных липосомальных препаратов P4A1-ЛБ и P4A1-Л 
определяли концентрацию конъюгированного ан-
титела P4A1 в  составе препаратов методом ИФА. 
Поскольку для препарата P4A1-ЛБ значения лю-
минесценции для концентраций P4A1 выше 0.0028 
нМ, соответствующих концентрациям липосом 
более 0.0055 нМ, могут быть занижены вследствие 
влияния неспецифической интернализации барна-
зы, то сравнение нейтрализующей активности про-
водили, определяя ингибирующую концентрацию 
40  % (IC40). Согласно полученным данным (рис. 3) 
нейтрализующая активность липосомальных пре-
паратов P4A1-Л и P4A1-ЛБ (IC40 17 ± 9 и 1.2 ± 0.9 рМ 
соответственно) выше таковой свободного анти-
тела P4A1 (IC40 55 ± 6 рМ). Эти данные позволяют 
сделать вывод о  том, что липосомальные частицы 
вносят значительный вклад в  нейтрализацию вза-
имодействия S-белка псевдовируса с  рецептором 
ACE2. Данный эффект может быть объяснен не-
сколькими механизмами.

Возможно, липосомы эффективно экранируют 
взаимодействие свободных молекул S-белка с рецеп-
тором ACE2, предупреждая инфекцию клеток. Так-
же возможен эффект «экстракции» молекул S-белка 
с  поверхности псевдовирусов липосомальными ча-
стицами [13]. Значительное увеличение нейтрализу-
ющей активности P4A1-ЛБ (IC40 0.12 ± 0.09 рМ) по 
сравнению с P4A1-Л (IC40 1.7 ± 0.9 рМ) обусловлено 
проявлением РНКазной активности по отношению 
к вирусному геному псевдовирусов и/или РНК мо-
лекул инфицированных клеток вследствие высвобо-
ждения барназы из липосомных частиц.

Таким образом, в  результате данной работы 
были получены иммунолипосомы, таргетирован-
ные к  S-белку вируса SARS-COV‑2 рекомбинант-
ным нейтрализующим антителом P4A1, содержа-
щие (P4A1-ЛБ) и не содержащие (P4A1-Л) внутри 
РНКазу барназу. Показано, что липосомальные 
препараты P4A1-ЛБ и  P4A1-Л обладают нейтра-
лизующей активностью выше активностисвобод-
ного нейтрализующего антитела P4A1. А  препарат 
иммунолипосом P4A1-ЛБ обладает нейтрализую-
щей активностью более чем в 40 раз превышающей 
активность нейтрализующего антитела P4A1. В  то 
же время предложенный в этой статье подход про-
демонстрирован на примере таргетированных ли-
посом к конкретному вирусу. Но эта методология, 
включающая использование антитела P4A1 в  ка-

честве направляющей молекулы, не может рассма-
триваться как универсальное средство для создания 
противоковидных препаратов в  силу мутагенеза, 
обычно приводящего к изменению параметров вза-
имодействия уже известных связывающих и  ней-
трализующих антител (в том числе и P4A1) с вирус-
ными белками. Поэтому для создания препаратов 
в этом и других случаях будут требоваться исследо-
вания специфичности взаимодействия таргетной 
липосомы и мишени на поверхности вируса.
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Белки MSL1, MSL2, MSL3, MLE, MOF и некодирующие РНК roX1 и roX2 формируют комплекс дозо-
вой компенсации (КДК) дрозофилы, который специфично связывается с Х-хромосомой самцов. Из-
вестно, что некодирующие РНК roX являются обязательными компонентами КДК в процессах сборки 
и привлечения комплекса на Х-хромосому самцов. Однако до сих пор остается неясным, насколько 
необходима данная РНК для поддержания структуры уже собранного комплекса. В  данной работе 
нами показано, что полный комплекс дозовой компенсации при воздействии РНКаз диссоциирует 
достаточно слабо: из комплекса эффективно освобождается хеликаза MLE, а остальные белковые ком-
поненты, MSL1, MSL2 и MSL3, претерпевают частичную разборку и продолжают находиться в составе 
субкомплексов. Полученные результаты подтверждают важность некодирующей РНК roX2 не только 
в процессах инициации сборки КДК, но и на этапе поддержания структуры уже собранного комплекса.

Ключевые слова: дозовая компенсация, дрозофила, MSL1, РНК-белковые взаимодействия, roX
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Дозовая компенсация у  дрозофилы направле-
на на увеличение экспрессии генов единственной 
Х-хромосомы самцов с целью выравнивания с дву-
мя Х-хромосомами самок. В этом процессе ключе-
вую роль играет РНК-белковый комплекс дозовой 
компенсации (КДК), состоящий из белков MSL1, 
MSL2, MSL3, MLE, MOF и  длинных некодирую-
щих РНК, roX1 и  roX2 [1; 2]. Исходно КДК при-
влекается на специфичные последовательности, 
распределенные по Х-хромосоме (сайты первично-
го посадки, СПП), с  которых происходит распро-
странение КДК преимущественно на кодирующие 
части генов [3]. roX1 и  roX2 представляют собой 
некодирующие РНК, различающиеся по размерам, 
последовательности, уровню экспрессии в клетках 
самцов, но являются взаимозаменяемыми в составе 
комплекса дозовой компенсации [4]. В  их составе 
присутствуют небольшие консервативные участки, 
необходимые для функционирования КДК. Белок 
MLE необходим для включения РНК внутрь ком-

плекса, при этом roX могут сохраняться в  составе 
комплекса и в отсутствие MLE [5; 6]. roX контакти-
руют с MLE и MSL2 посредством консервативных 
участков с  определенной вторичной структурой, 
состоящей из нескольких шпилек [5; 6]. В  отсут-
ствие roX происходит нарушение паттернов рас-
пределения белков КДК вдоль Х-хромосомы [7]. 
Известно, что распространение КДК зависит от 
активности транскрипции генов roX, что является 
косвенным подтверждением инициации процесса 
сборки полного комплекса или его отдельных моду-
лей непосредственно на новосинтезируемой РНК 
[8]. Последовательность этапов сборки комплекса 
остается малоизученной, однако известно, что в от-
сутствие хеликазной активности MLE КДК теряет 
способность к  распространению за пределы мест 
связывания КДК с хроматином, что может говорить 
о  необходимости roX для формирования полного 
КДК, способного к связыванию с Х-хромосомой за 
пределами СПП [9].

Целью данной работы стало изучение влияния 
деградации РНК на общую организацию комплек-
са дозовой компенсации Drosophila melanogaster 
с целью демонстрации значения нкРНК roX в под-
держании структуры и  состава комплекса. В  рам-
ках данного исследования были проведены анали-
тическое ультрацентрифугирование в  сахарозном 
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градиенте и коиммунопреципитация компонентов 
комплекса до и после обработки РНКазами А и III.

В  качестве исходного материала использовал-
ся ядерный лизат культуры клеток S2 Drosophila 
melanogaster, имеющих эмбриональное происхож-
дение и  считающихся преимущественно мужски-
ми. Полученный лизат делили на три части: без 
обработки нуклеазами с добавлением ванадил-ри-
бонуклеозидного комплекса (VNC, неспецифич-
ный ингибитор РНКаз), с  обработкой РНКазой 
А  (с  преимущественной специфичностью к  од-
ноцепочечным участкам РНК) и  с  обработкой 
РНКазой III (с  преимущественной специфично-
стью к  двуцепочечным участкам РНК). После со-
ответствующей обработки экстрактов проводили 
аналитическое ультрацентрифугирование и  коим-
мунопреципитацию полученных образцов. Ана-
литическое ультрацентрифугирование проводили 
на ультрацентрифуге Beckman L7 с  ротором типа 
70.1 TI в трехдюймовых пробирках Quick-Seal в са-
харозном градиенте 10–40 % в течение 2 ч 15 мин при 
55000 rpm. По окончании ультрацентрифугирова-
ния последовательно отбирались фракции объёмом 
500±50 мкл с  одновременной спектрофотометри-
ческой и  кондуктометрической регистрацией. Из 
фракций осаждались белки в присутствии ТХУ, по-
сле чего растворялись в 70 мкл фосфатно-солевого 
буфера. Затем проводили белковый электрофорез 
с  последующим иммуноблот-анализом на компо-
ненты КДК: MSL1, MSL2, MSL3, MLE. Коиммуно-
преципитацию проводили также со всеми 3 типами 
образцов – ​без обработки и с обработкой РНКаза-
ми А и  III с антителами, специфично узнающими 
белки MSL2 и MSL3. Результаты иммунопреципи-
тации анализировали про помощи иммуноблот-а-
нализа с антителами, специфично узнающими бе-
лок MSL1.

После фракционирования образца экстракта, 
не обработанного нуклеазами, все исследуемые 
белки КДК обнаруживаются в  тяжелых фракциях 
(рис.  1,  а). При этом для белка MSL1 характерна 
преимущественная локализация во фракциях 2, 
5–7, MSL2–1, 3–6, MSL3–2–9. Для MLE четкий 
сигнал детектировать не удалось. Таким образом, 
можно предположить, что КДК соответствует при-
мерно 5–7 фракциям. Коиммунопреципитация 
также показала, что белки MSL1, MSL2 и MSL3 до-
статочно эффективно копреципитируются из экс-
тракта, не обработанного нуклеазами (рис. 2, а).

Из аликвот фракций, полученных после ультра-
центрифугирования ядерного лизата, не обрабо-
танного нуклеазами, выделялась РНК с  последу-
ющей обратной транскрипцией для мониторинга 
количества некодирующей РНК roX в полученных 
фракциях методом количественной ПЦР с  детек-
цией результатов в режиме реального времени c ис-

Рис. 1. Выявление компонентов КДК в сахарозном  
градиенте 10–40%. (а) Лизат без обработки нуклеа-
зой, с VNC. (б) Лизат, обработанный РНКазой А. (в) 
Лизат, обработанный РНКазой III. Иммуноблот-а-
нализ проведен с антителами, специфично узнаю-
щими белки MSL1, MSL2, MSL3, MLE. Цифрами 
отмечены номера собранных фракций от 1 до 13 (от 
«тяжелой» к «легкой»).

пользованием праймеров и TaqMan-пробы к roX2. 
Праймеры к другой некодирующей РНК roX1 не ис-
пользовались, так как в популяции S2-клеток дан-
ная нкРНК практически не экспрессируется [10]. 
В результате проведенного анализа (рис. 2, б) roX2 
была выявлена во всех фракциях, но выраженный 
пик детектировался с 5 по 13.

После обработки экстракта РНКазой А в усло-
виях, обеспечивающих специфичное расщепление 
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Рис. 2. (а) Результаты иммунопреципитации ядерных экстрактов, выделенных из культуры клеток S2, с антителами, 
специфично узнающими белки MSL2 и MSL3, или с иммуноглобулинами G кролика (отрицательный контроль). 
Экстракты проходили 3 вида обработки: 1) без нуклеаз, обработаны неспецифичным ингибитором РНКаз VNC, 
2) с добавлением РНКазы А, 3) с добавлением РНКазы III. Иммунопреципитаты анализировались при помощи 
иммуноблот-анализа на присутствие белка MSL1 в образцах. ‘input’ – исходный экстракт; IP-MSL2 – образец по-
сле иммунопреципитации антителами, специфично узнающими белок MSL2; IP-MSL3 – образец после иммуно-
преципитации антителами, специфично узнающими белок MSL3; IP-IgG – образец после иммунопреципитации 
иммуноглобулинами G кролика. (б) Выявление РНК roX2 во фракциях, полученных после аналитического ультра-
центрифугирования в сахарозном градиенте 10-40% ядерного экстракта из культуры клеток S2. Пунктирной линией 
отмечен уровень фона. Стандартные отклонения построены по результатам четырех измерений.

одноцепочечной РНК, белки MSL1, MSL2 стали де-
тектироваться почти во всех фракциях от тяжелых 
до легких, за исключением только самых легких 12 
и 13 (Рис. 1б). Аналогичная картина была получена 
с MSL1 и MSL3 для образца, обработанного РНКа-
зой III в  условиях, обеспечивающих специфичное 
расщепление двуцепочечной РНК (рис. 1, в).

Для MSL3 после обработки РНКазой А наблю-
дался существенный сдвиг в  сторону легких фрак-
ций. И  только один белок, MLE, после обработки 
РНКазами практически полностью диссоциировал 
из комплекса и оказывался в самой легкой фракции.

Эксперименты по коиммунопреципитации бел-
ков из экстрактов, обработанных РНКазами А и III, 
показали сходные результаты (рис.  2, а). При им-
мунопреципитации антителами, специфично уз-
нающими белок MSL3, белок MSL1 продолжает 
копреципитироваться с эффективностью, сходной 
с  экстрактом, не обработанным нуклеазами. В  то 
же время при иммунопреципитации антителами, 

специфично узнающими белок MSL2, детектиру-
ется примерно двукратное снижение уровня белка 
MSL1 в образцах иммунопреципитатов по сравне-
нию с преципитатом из экстракта, не обработанно-
го нуклеазами.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что нкРНК roX не играет ключевую роль в  под-
держании целостности КДК. В  то же время, так 
как наблюдаются изменения профилей распреде-
ления белков КДК по фракциям после обработки 
РНКазами и  несколько меняется эффективность 
преципитации белков MSL1 и MSL2, можно пред-
положить, что roX является одним из регуляторов 
стабилизации КДК. Ее удаление из предварительно 
собранного комплекса способно привести к  пол-
ной диссоциации только белка MLE, что должно 
иметь фатальное значение in vivo, остальные ком-
поненты остаются в  виде полных или частично 
разобранных комплексов. В  частности, по резуль-
татам иммунопреципитации можно предположить 
существование РНК-независимого субкомплек-
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са MSL1-MSL3. Хотя можно предположить, что 
roX1 выполняет аналогичную функции в структуре 
КДК, исследование её роли требует отдельных экс-
периментов. Дальнейшие исследования в  данной 
области необходимы для детального описания всех 
этапов сборки и разборки КДК.
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STUDY OF THE ROLE OF LONG NON-CODING RNA ROX IN MAINTAINING 
OF THE DOSAGE COMPENSATION COMPLEX IN DROSOPHILA 
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The proteins MSL1, MSL2, MSL3, MLE, MOF and non-coding RNAs roX1 and roX2 form the Drosophila 
dosage compensation complex (DCC), which specifically binds to the X chromosome of males. It is known 
that non-coding RNA roX are primary component of the DCC in the process of assembly and spreading of the 
complex among the X chromosome of males. However, it still remains unclear the role of this RNA in maintaining 
the structure of the already assembled complex. In this work, we have shown that the full-assembled complex 
of dosage compensation dissociates rather weakly when treated with RNases: the MLE helicase is effectively 
released from the complex, and the remaining protein components, MSL1, MSL2 and MSL3, undergo partial 
disassembly and continue to be part of subcomplexes. The results confirm the importance of the non-coding 
RNA roX2 not only in the processes of initiation of CDK assembly, but also at the stage of maintaining the 
structure of the already assembled complex.

Keywords: Dosage compensation, Drosophila, MSL1, RNA-protein interactions, roX
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Поиск новых цитотоксических агентов, способных лизировать опухолевые клетки, является важной 
задачей в борьбе с онкологическими заболеваниями. Здесь мы показали, что белок HspBP1, кошаперон 
белка теплового шока Hsp70, способен образовывать комплекс с ранее обнаруженным пептидом (17.1) 
белка врожденного иммунитета Tag7. Эксперименты с применением термофореза продемонстриро-
вали, что сродство пептида 17.1 белка Tag7 к молекуле HspBP1 в 100 раз выше, чем у полноразмерной 
молекулы Tag7. Добавление комплекса 17.1-HspBP1 к опухолевым клетка индуцирует в них апоптоз и 
некроптоз. Полученные в данной работе результаты могут быть использованы для разработки пер-
спективных противоопухолевых препаратов.
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Понимание механизмов гибели опухолевых кле-
ток и выявление новых соединений, индуцирующих 
эту гибель, чрезвычайно важны для разработки но-
вых стратегий противоопухолевой иммунотерапии.

Одним из первых цитотоксических белков был 
описан фактор некроза опухолей (TNF). (1) В на-
стоящее время известно, что TNF является цитоки-
ном и играет ключевую роль в иммунном ответе. (2) 
Функциональная активность TNF осуществляется 
за счет взаимодействия с  рецепторами на клеточ-
ной поверхности и  индукции внутриклеточного 
сигнала. (3) Рецепторы TNF хорошо охарактери-
зованы и  интенсивно исследуются. (4) Наиболее 
хорошо известен специфический рецептор TNF – ​
TNFR1 (5). TNFR1 присутствует на многих тканях 
и клетках, в том числе и на опухолевых. Этот рецеп-
тор индуцирует в клетках два альтернативных про-
цесса программируемой клеточной гибели: апоп-
тоз и некроптоз. При апоптозе запускается каскад 
специфических протеаз- каспаз, активация кото-
рых в  конечном счете приводит к  расщеплению 
ДНК до нуклеосом (6). При блокировании каспа-

зы 8, генетическом или за счет внешних стимулов, 
наблюдается активация RIP1 и  RIP3 фосфокиназ 
и включение программы некроптоза. (7)

Расширение спектра лигандов этого рецептора 
будет способствовать созданию новых путем имму-
нотерапии. Ранее нами было показано, что белок 
Tag7 также известный как (PGRPLY1), ген которого 
у мыши был обнаружен в нашем Институте (8), яв-
ляется лигандом TNFR1 рецептора (9). Связываясь 
с  рецептором, он может блокировать его взаимо-
действие с другими лигандами, в том числе и с TNF. 
В комплексе с Hsp70 Tag7 индуцирует в опухолевых 
клетках альтернативные цитотоксические процес-
сы (10).

Мы также описали белок, участвующий в  ре-
гуляции взаимодействия Tag7-Hsp70 комплекса 
с  клетками: HspBP1. (11) Он является ко-шаперо-
ном, регулирующим АТФазную активность Hsp70 
(12). Белки могут связываться с  Tag7 и  ингиби-
ровать цитотоксическую активность Tag7-Hsp70 
комплекса. Нами было установлено, что каждый 
из этих белков конкурирует с  Hsp70 за центр свя-
зывания с  Tag7 с  образованием неактивного ком-
плекса. Эти результаты позволяют предположить, 
что они связываются с  тем же фрагментом Tag7, 
что и  Hsp70. Сравнительно недавно мы выявили 
пептидный фрагмент Tag7 (пептид 17.1), ответ-
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ственный за связывание с  Hsp70 и  необходимый 
для проявления цитотоксической активности. Мы 
создали комплекс 17.1-Hsp70, также обладающий 
цитотоксическим действием на опухолевые клетки. 
Наши предварительные данные свидетельствуют, 
что Mts1  также может образовывать цитотоксиче-
ский комплекс 17.1-Mts1. Здесь мы выясняли, мо-
жет ли HspBP1 взаимодействовать с этим пептидом 
и образовывать цитотоксический комплекс.

Целью настоящей работы было: 1) сравнитель-
ная характеристика комплексов белка Tag7 и  его 
функционального пептидного фрагмента 17.1 с бел-
ком HspBP1; 2) исследование цитотоксической ак-
тивности комплекса Tag7-HspBP1 и 17.1-HspBP1.

Клетки L929 (фибробласты мыши) культивиро-
вали в среде DMEM (ПанЭко, РA) с добавлением 
10 % бычьей эмбриональной сыворотки (HyClone, 
США). Культура была получена из банка клеточных 
линий РОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН. Для изме-
рения цитотоксичности белки и белковые комплек-
сы добавляли к культуре L929 в концентрации 1нМ, 
если не указана другая концентрация, и инкубиро-
вали 3 ч или 20 ч. Цитотоксичность измеряли с по-
мощью набора Cytotox (Promega, CША) по методике 
производителя. Для ингибирования цитотоксично-
сти использовали блокирующие антитела к TNFR1 
в  концентрации 10мкг/мл (Invitrogen, США). Ис-
пользуются данные от 5 различных экспериментов.

Рекомбинантный белок HspBP1 был получен, 
как описывалось ранее. (11) Колонку с  активиро-
ванной CNBr сефарозой 4B (GE  Healthcare, Чи-
каго, Иллинойс, США), конъюгированной с  17.1, 
изготавливали в соответствии с протоколом произ-
водителя. Белок HspBP1 наносили на эту колонку, 
колонку промывали PBS, содержащим 0,5 М NaCl 
и только PBS. Белок элюировали 0,25 М триэтила-
мином (TEA) при рН 12. Элюированный материал 
разрешали с  помощью SDS-ПААГ и  наносили на 
нитроцеллюлозную мембрану. Поликлональные 
кроличьи антитела к HspBP1 или Tag7 (Abcam, Кем-
бридж, Великобритания; 1:15 000; 1 ч) для детекции 
использовали антикроличьи антитела, связан-
ные с  HRP (Abcam, Кембридж, Великобритания; 
1:15 000; 1 ч). Результаты были визуализированы 
с использованием набора ECL Plus (GE Healthcare, 
Чикаго, Иллинойс, США) в соответствии с прото-
колом производителя. Хемилюминесценцию ре-
гистрировали с помощью прибора iBright (Thermo 
Fisher Scientific, Бостон, Массачусетс, США).

Очищенный HspBP1 был флуоресцентно мечен 
с  использованием Alexa Fluor 633 (Юджин, OR, 
США) в  соответствии с  инструкциями произво-
дителя. HspBP1 (200 нМ) инкубировали в  течение 
20 мин с каждым соединением в темноте при ком-
натной температуре в 16 различных концентрациях, 

полученных путем последовательного разведения, 
начиная с самой высокой растворимой концентра-
ции. Образцы загружали в стеклянные капилляры 
(Monolith NT Capillaries) и  анализировали с  по-
мощью термофореза с  использованием нанотем-
пературного аппарата Monolith NT 115 (мощность 
ИК-лазера 10 %). Качество сигнала контролирова-
лось с  помощью устройства NanoTemper Monolith 
для обнаружения возможной автофлуоресценции 
лиганда, осаждения, агрегации или вызванных ли-
гандом изменений скорости фотообесцвечивания. 
Эксперименты были проведены в трех экземплярах 
и обработаны с использованием программного обе-
спечения для анализа сродства (MO Control v.1.6.1, 
Nano-Temper).

Данные были проанализированы с  помощью 
программного обеспечения Statistica 6.1 (StatSoft®). 
Для подтверждения нормальности распределения 
данных был использован тест Шапиро–Уилка. Ре-
зультаты представлены в  виде среднего значения 
± SD. Статистически значимые различия были 
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Рис. 1. (а) Добавление увеличивающейся концен-
трации HspBP1 к Tag7-Hsp70 комплексу ингибирует 
его цитотоксичекую активность. (б) Добавление уве-
личивающейся концентрации Hsp70 к Tag7-HspBP1 
комплексу приводит к появлению цитотоксичекой 
активности.
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определены с  помощью t-критерия. Значение 
р <  0,05 считалось статистически значимым.

Ранее мы показали, что HspBP1 взаимодейству-
ет с Tag7, иммобилизованным на CN-Br Сефарозе, 
что свидетельствует об образовании Tag7-HspBP1 
комплекса. Для измерения цитотоксической ак-
тивности были использованы клетки L929, так 
как они несут TNFR1 рецептор и высокочувстви-
тельны к  действию как TNF, так и  к  Tag7-Hsp70 
комплексу. Здесь мы подтвердили, что добавление 
HspBP1 ингибирует цитотоксическую активность 
Tag7-Hsp70 комплекса в  дозазависимой. Резуль-
таты, представленные на рис.  1,  а демонстрируют 
резкое падение цитотоксичности комплекса Tag7-
Hsp70 с увеличением концентрации ингибирующе-
го белка HspBP1. Комплекс Tag7-HspBP1 не обла-
дает цитотоксической активностью, но добавление 
Hsp70 вызывает рост цитотоксической активности 
с  увеличением концентрации Hsp70. Максималь-
ная цитотоксичность достигается при 5-ти крат-
ном избытке Hsp70 по отношению к Tag7-HspBP1 
комплексу (рис.  1,  б). Эти результаты позволяют 
предположить, что Hsp70 и  HspBP1 конкурируют 
за один участок связывания с Tag7.

Ранее мы также показали, что Hsp70 связывает-
ся с 12-ти членным пептидным фрагментом, распо-
ложенным в  С-концевом участке полипептидной 
цепи Tag7 (пептидом 17.1). Здесь мы исследовали 
взаимодействие пептида 17.1 с HspBP1 с помощью 
аффинной хроматографии. Образец HspBP1 на-
носили на CN-Br сефарозу с  иммобилизованным 
пептидом 17.1.

Связавшийся материал анализировали с  помо-
щью SDS-ПААГ и  последующего вестерн-блота 
со специфическими антителами против HspBP1 
(рис.  2). Можно видеть, что в  элюате присутству-
ет белок с  молекулярной массой 40кДа, взаимо-
действующий со специфическими антителами 
к  HspBP1. Следовательно, возможно образование 
17.1-HspBP1-комплекса.

Далее проводили сравнительную оценку аффин-
ности этих комплексов. Для оценки белок-белково-
го взаимодействия HspBP1 с  Tag7 и  пептидом 17.1 
использовали количественный метод микромас-
штабного термофореза. При добавлении Tag7 и его 
пептида к меченому HspBP1 были получены четкие 
кривые связывания при увеличении концентрации 
исследуемых компонентов (рис.  3,  а, 3,  б). Данные 
термофореза демонстрируют, что KD  для комплекса 
Tag7-HspBP1 составляет 328 нМ, что свидетельству-
ет о низком сродстве этих соединений и низкой ста-
бильности комплекса. Взаимодействие фрагмента 
Tag7 пептида 17.1 с  HspBP1 можно считать высо-
коспецифичным, так как KD  составляет 3,91  нМ. 
Можно предположить, что такой комплекс имеет 
более высокую стабильность.

Рис. 3. Термофоретические кривые диссоциации при 
взаимодействии Tag7-HspBP1 (а) и 17.1-HspBP1 (б)

Рис. 2. Нанесение HspBP1 на 17.1-Сефарозу (опыт) 
или на чистую Сефарозу (контроль), разрешенный 
с помощью 12 % SDS-ПААГ и проявленный антите-
лами к HspBP1.
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Следующим этапом исследования была оцен-
ка цитотоксической активности полученных ком-
плексов. Ранее было показано, что комплексы Tag7-
Hsp70 и  17.1-Hsp70 обладают цитотоксичностью 
(13). Как упоминалось выше, Tag7 участвует в ин-
дукции цитотоксичности при взаимодействии с ре-
цептором TNFR1, индуцирующим альтернативные 
цитотоксические процессы, апопотоз и некроптоз. 
Также известно, что максимальная апоптотическая 
цитотоксичность достигается через 3 ч взаимодей-
ствия лиганда с рецептором, некроптоз развивается 
через 20 ч такого взаимодействия. В  связи с  этим 
цитотоксическая активность определялась через 
3 и  20 часов взаимодействия лиганда с  клетками. 
Полученные результаты демонстрируют отсутствие 
цитотоксической активности.

Были приготовлены 4 комплекса: Tag7-HspBP1, 
а  также 17.1-HspBP1 со стехиометрией 1:1 и  1:2, 
и добавлены к опухолевым клеткам. Цитотоксиче-
ская активность определялась через 3 часа и через 
20 часов (рис. 4, а и 4, б).

Можно видеть, что комплекс Tag7-HspBP1 не 
обладал цитотоксической активностью даже при 
увеличении количества второго компонента. Ком-
плекс 17.1-HspBP1 1:1 также не обладал цитотокси-
ческой активностью. Однако комплекс 17.1-HspBP1 
1:2 проявлял через 3 часа и через 20 часов с клетками 
цитотоксичность, подавляемую добавлением ан-
ти-TNFR1 антител. Эти результаты позволяют счи-
тать, что цитотоксический 17.1-HspBP1 комплекс 
индуцирует в  опухолевых клетках апоптотический 
и  некроптотический процессы программируемой 
клеточной смерти при взаимодействии комплекса 
с рецептором TNFR1.

Ранее мы показали, что пептид 17.1 обладает вы-
соким сродством к  Hsp70, KD составляла 7,16  нМ 
и была сопоставима с KD  для Hsp70 с полноразмер-
ным Tag7 (1,73  нМ) (13). KD  для 17.1-HspBP1, рав-
ная 3,91 нМ, также близка к  этим значениям. Все 
три комплекса обладали цитотоксической актив-
ностью. KD  для комплекса HspBP1 с полноразмер-
ным Tag7 значительно выше и составляла 328 нМ, 
что свидетельствует о низкой активности и слабой 
стабильности комплекса. Можно предположить, 
что отсутствие цитотоксической активности у Tag7-
HspBP1 связано с  его диссоциацией при взаимо-
действии с клетками. Таким образом, установлена 
корреляция между аффинностью белок-белкового 
взаимодействия и цитотоксической активностью.

В  настоящее время не ясно, почему полнораз-
мерный Tag7 имеет низкое сродство к  HspBP1. 
Возможно, структурный фрагмент этого белка пре-
пятствует прочному связыванию HspBP1 с  участ-
ком полипептидной цепи Tag7, соответствующему 
пептиду 17.1. Окончательно этот вопрос может быть 

Рис. 4. Цитотоксическая активность комплексов 
через 3 (а) и 20 часов (б) инкубации с опухолевыми 
клетками L929. * – ​p < 0,05
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решен после проведения рентгеноструктурного 
анализа. Ранее в  наших исследованиях мы проде-
монстрировали, что HspBP1 является ингибитором 
цитотоксической активности Tag7-Hsp70 комплек-
са. Здесь же мы продемонстрировали, что с пепти-
дом Tag7, с  которым он связывается значительно 
сильнее, он может участвовать в индукции цитоток-
сической активности.

Суммируя вышесказанное, можно отметить, 
что получен новый высокоаффинный, цитотокси-
ческий комплекс, индуцирующий гибель опухоле-
вых клеток при его взаимодействии с  рецептором 
TNFR1.
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HSPBP1 IN COMPLEX WITH THE PEPTIDE OF THE INNATE  
IMMUNITY PROTEIN TAG7 IS ABLE TO LYSE TUMOR CELLS  

CARRYING TNFR1 RECEPTOR.
E. A. Romanova, D. M. Yurkina, D. V. Yashin#, L. P. Sashchenko,  

Academician of the RAS G.  P. Georgiev
Institute of Gene Biology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

#E-mail: yashin_co@mail.ru

The search for new cytotoxic agents capable of lysing tumor cells is an important task in the fight against cancer. 
Here we have shown that the protein HspBP1, the chaperone of the heat shock protein Hsp70, is able to form a 
complex with the previously discovered peptide (17.1) of the innate immunity protein Tag7. Experiments using 
thermophoresis have demonstrated that the affinity of the Tag7 protein peptide 17.1 to the HspBP1 molecule 
is 100 times higher than that of the full-sized Tag7 molecule. The addition of the 17.1-HspBP1 complex to 
tumor cells induces apoptosis and necroptosis in them. The results obtained in this work can be used to develop 
promising antitumor drugs.

Keywords: Tag7, HspBP1, tumor cells, cytotoxicity, 17.1 peptide
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ДВА ИСТОЧНИКА ЦЕЛОМИЧЕСКОЙ МЕЗОДЕРМЫ У БРАХИОПОД
© 2024 г.      Т. В. Кузьмина, Е. Н. Темерева*

Представлено академиком РАН В. В. Малаховым

Поступило 20.10.2023 г.
После доработки 31.10.2023 г.

Принято к публикации 31.10.2023 г.

Формирование целомической мезодермы у Bilateria происходит различными путями и имеет большой 
интерес с позиций сравнительной эмбриологии и филогении. В данной работе методами сканирую-
щей электронной микроскопии и цитохимии в сочетании с конфокальной лазерной микроскопией 
показаны ранние стадии онтогенеза брахиоподы Coptothyris grayi. На стадии гаструлы одновременно из 
передней и задней стенок архентерона формируются два источника мезодермы. И передний, и задний 
зачатки образуются энтероцельно как непарные выпячивания стенки первичной кишки, которые впо-
следствии от неё отшнуровываются. Таким образом, были подтверждены ранее известные данные об 
энтероцельной закладке целома у брахиопод. Кроме того, впервые для всего типа Brachiopoda показано 
формирование целомической мезодермы из двух зачатков: переднего и заднего. Анализ литературы по-
казывает, что два источника целомической мезодермы характерны для онтогенеза представителей раз-
личных групп первичноротых и вторичноротых животных. Этот факт может служить доказательством 
ранее предложенной гипотезы о плезиоморфии двух источников мезодермы для Bilateria.

Ключевые слова: Lophophorata, Brachiopoda, онтогенез, развитие, мезодерма, целом
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Брахиоподы – ​группа морских беспозвоночных, 
систематическое положение которой долгое время 
оставалось спорным. В  настоящее время брахи-
оподы вместе с  форонидами и  мшанками входят 
в состав таксона Spiralia [1], для большинства пред-
ставителей которых описан схизоцельный способ 
формирования целома. Тем не менее, в 19 и 20 ве-
ках для брахиопод был обнаружен энтероцельный 
способ закладки целома, сходный с  вторичноро-
тыми животными [2, 3, 4, 5]. Однако современное 
исследование [6] показало, что у  брахиопод при 
формировании целома не происходит выпячива-
ния эпителия архенерона, а происходит выселение 
плотной массы мезодремальных клеток, которые 
путем расхождения формируют целомические по-
лости, таким образом, напоминающий схизоцель-
ный способ закладки целома.

Цель настоящей работы – ​изучить формирова-
ние мезодермы брахиопод на примере Coptothyris 
grayi.

Материалом для работы послужили взрослые 
особи брахиоподы Coptothyris grayi (Davidson, 1852), 
собранные в заливе Восток Японского моря в рай-
оне морской биологической станции “Восток” 
Национального научного центра морской биоло-
гии им. А. В. Жирмунского ДВО РАН. Последо-
вательные стадии развития были получены путем 
искусственного оплодотворения [7], расслаблены 
в 3.5 % растворе MgCl2 и зафиксированы в 4 % па-
раформальдегиде на 0.1М фосфатном буфере. Тон-
кая морфология последовательных стадий развития 
была изучена методом сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ), для чего фиксированный 
материал был обезвожен в  спиртах восходящей 
концентрации и  ацетоне, высушен в  критической 
точке на аппарате сушки Hitachi critical point dryer 
HCP‑1, смонтирован на столики и напылен тяже-
лыми металлами. Препараты изучали в сканирую-
щем электронном микроскопе JEOL JSM‑6380LA 
в межкафедральной лаборатории электронной ми-
кроскопии Биологического факультета МГУ. Для 
изучения на конфокальном лазерном сканирующем 
микроскопе (КЛСМ) зафиксированный материал 
отмывали в  фосфатном буфере с  5 % Triton-X100, 
в течении 24 часов и затем инкубировали в раство-
ре фаллоидина Phalloidin-FITC‑495 Sigma P5282 
(1:100) и DAPI Sigma D9542 (1:1000) в течение 2 ча-
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сов при комнатной температуре. Материал был из-
учен в лазерном конфокальном микроскопе Nikon 
Eclipse Ti (Tokyo, Japaт). Z-проекции были сделаны 
в  программе ImageJ 1.43; 3D реконструкции по-
строены в программе Amira ver. 5.2.2.

Для Coptothyris grayi характерно наружное опло-
дотворение, выход из яйцевых оболочек происхо-
дит на стадии поздней бластулы. В воде происходит 
гаструляция путем инвагинации: формируется ар-
хентерон, который связан с внешней средой через 
округлый бластопор. Через 15 часов после оплодот-

ворения (чпо) бластопор на вегетативном полюсе 
гаструлы удлиняется, таким образом формируется 
билатерально симметричная поздняя гаструла, пло-
скость симметрии которой совпадает с плоскостью 
вытянутого бластопора (рис. 1, а). На этой стадии 
передний и  задний участки эпителия архентерона 
формируют выпячивания, образуя передний и  за-
дний целомические мешки (рис. 1, б–в). Таким 
образом, энтероцельным путем формируется и пе-
редняя, и  задняя мезодерма. Передний и  задний 
целомический мешок имеют по паре латеральных 

Рис.  1. Формирование мезодермы у  личинки брахиоподы Coptothyris grayi: (а) – ​поздняя билатерально симме-
тричная гаструла (15 чпо), СЭМ, (б) – ​формирование передней мезодермы на стадии поздней гаструлы, частич-
ная Z-проекция части после окраски DAPI, КЛСМ, (в) – ​формирование задней мезодермы на стадии поздней га-
струлы, частичная Z-проекция после окраски DAPI, КЛСМ, (г) – ​ранняя трехлопастная личинка (22 чпо), СЭМ,  
(д) – ​Z-проекция ранней трехлопастной личинки после окраски DAPI, КЛСМ, (е) – ​Z-проекция ранней трехло-
пастной личинки после окраски фаллоидином, КЛСМ.

(al) – ​головная лопасть, (am) – ​передняя мезодерма, (ar) – ​архентерон, (bl) – ​бластопор, (pl) – ​ножная лопасть, (pm) – ​
задняя мезодерма, (rml) – ​зачаток мантийной лопасти, стрелки указывают на переднюю мезодерму, наконечники 
стрелок указывают на заднюю мезодерму. 
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выростов, которые располагаются по бокам от ар-
хентерона (рис. 1, б–в). Через 22 чпо формируется 
ранняя трехлопастная личинка, которая состоит 
из хорошо развитых головной и ножной лопастей, 
между которыми располагается кольцевидное утол-
щение – ​зачаток мантийной лопасти (рис. 1, г).

На этой стадии передний целомический мешок 
оказывается расположенным в  головной лопасти 
личинки, а  целомический мешок задней мезодер-
мы подразделяется на две пары мешков, которые 
располагаются по бокам от архентерона в  зачатке 
мантийной и ножной лопастях. После этого цело-
мические мешки начинают сливаться между собой, 
формируя общий целомический зачаток, частично 
подразделенный на три пары целомических поло-
стей (рис. 1, д–е). Одновременно происходит замы-
кание бластопора от заднего конца к переднему.

Таким образом, полученные результаты под-
тверждают данные Ковалевского, Конклина и Пер-
сиваля [2, 3, 4, 5] о настоящей энтероцелии у брахи-
опод. Важно отметить, что личинки современных 
ринхонеллиформных брахиопод лецитотрофные. 
При этом все клетки личинки очень крупные 
и заполнены желточными гранулами, а между ба-
зальными пластинками эктодермы и  энтодермы 
очень мало места. Поэтому внутри личинок бра-
хиопод нет обширных целомических полостей, 
а  зачатки целомических полостей представляют 
собой группу близко расположенных клеток, не-
сущих апикальные реснички. Эти клетки связаны 
адгезивными контактами и окружены базальной 
пластинкой. Вероятно, Карстен Лютер [6] зачат-
ки уже сформированных целомических полостей 
рассматривал как плотную массу мезодермальных 
клеток. Можно предположить, что схизоцельный 
способ закладки целома произошел от энтероцель-
ного из-за малоклеточности эмбриона и нехватки 
места между энтодермой и  эктодермой. При этом 
у брахиопод наблюдается переходная стадия, когда 
целомические полости закладываются в виде кар-
манов архентерона, но при этом настоящая цело-
мическая полость появляется позже путем расхож-
дения плотно сближенных клеток.

В данной работе впервые для брахиопод описано 
формирование передней и задней мезодермы. Фор-
мирование двух источников мезодермы описано 
также для разных других групп билатерально сим-
метричных животных, таких как Spiralia [8, 9 10], 
Ecdysozoa [11, 12] и  Deuterostomia [13, 14]. Кроме 
того, наличие передней и заднего и переднего ме-
зодермальных зачатков также обнаружено у других 
представителей лофофорат, например, у  форонид 
[15, 16]. Вероятно, наличие двух источников мезо-
дермы является плезиоморфным признаком для 
всех Bilateria [15]. Недавно было предположено, что 
наличие двух источников мезодермы подтверждает 

гипотезу амфистомии, в которой формирование рта 
и ануса Bilateria произошло путем слияния боковых 
сторон вытянутого щелевидного рта книдариопо-
добных предков. Передний и  задний источники 
мезодермы связаны с передним и задним концами 
кишечной трубки и, вероятно, произошли от кру-
говой области формирования мезодермы радиаль-
но симметричного предка Bilateria [10, 15]. Наличие 
у брахиопод энтероцельного способа закладки це-
лома позволяет предположить, что эта группа жи-
вотных сохранила плезиоморфные черты, вероят-
но, свойственные общему предку Bilateria.
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TWO SOURCES OF MESODERM IN BRACHIOPODS
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In Bilateria, the formation of the coelomic mesoderm occurs in various ways and is of great significance for 
comparative embryology and phylogeny. Several early ontogenetic stages were studied in the brachiopod 
Coptothyris grayi by scanning electron microscopy and cytochemistry combined with confocal laser microscopy. 
Two sources of the mesoderm were observed to form simultaneously from the anterior and posterior walls of 
the archenteron at the gastrula stage. Both anterior and posterior rudiments form enterocoely as unpaired 
protrusions of the wall of the archenteron and are subsequently separated from it. The findings confirmed the 
previous data on enterocoely in brachiopods. Moreover, a dual origin of the coelomic mesoderm from an anterior 
and a posterior precursor was for the first time demonstrated for all brachiopods. Analysis of the literature showed 
that two sources of the coelomic mesoderm in ontogeny are characteristic of representatives of various groups of 
protostomes and deuterostomes. This fact may provide evidence for the earlier hypothesis of plesiomorphy of two 
sources of the mesoderm in Bilateria.

Keywords: Lophophorata, Brachiopoda, ontogeny, development, mesoderm, coelom
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Разработана новая in vitro модель болезни Хантингтона (БХ), основанная на прямом репрограммиро-
вании дермальных фибробластов пациента с данным генетическим заболеванием в нейроны стриату-
ма. Прямое репрограммирование позволяет получать нейроны, исключая этап репрограммирования 
в индуцированные плюрипотентные стволовые (iPS) клетки, при котором происходит потеря эпиге-
нетической информации, заложенной в клетках конкретного донора, а следовательно, и возраст-ас-
социированный фенотип заболевания. Новая модель воспроизводит основный гистопатологический 
признак болезни Хантингтона – накопление агрегатов мутантного белка хантингтина в нейронах стри-
атума, полученных из фибробластов больного. Проведение экспериментов на нейронах пациентов в 
культуре, полученных при помощи прямого репрограммирования, позволяет индивидуально оценить 
степень прогрессирования нейропатологии и осуществить персонализированный подход в выборе 
стратегии лечения и подборе лекарственных препаратов для терапии. Модель болезни Хантингтона 
in vitro может также быть использована для доклинических исследований лекарственных препаратов.  
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Болезнь Хантингтона (БХ) является неизле-
чимым доминантно-наследуемым генетическим 
заболеванием человека, вызванным увеличени-
ем количества повторов кодона CAG выше порога 
в 36 триплетов в гене IT15, также известного как ген 
HTT, кодирующем белок хантингтин [1]. Средний 
возраст манифестации составляет 35–45  лет, в  за-
висимости от количества повторов CAG в полимор-
фном локусе гена. Увеличение количества повторов 
приводит к  удлинению полиглутаминового тракта 
в белке, что в свою очередь приводит к формирова-
нию агрегатов мутантного белка в тканях головного 
мозга [2]. Большие успехи были достигнуты с при-
менением технологии получения индуцированных 
плюрипотентных стволовых (iPS) клеток [3] и ней-
ронов из них [4–6]. Однако iPS клетки имеют ряд 
недостатков, которые накладывают существенное 
ограничение на их использование в контексте мо-

делирования нейродегенеративных заболеваний 
[7]. При переходе через плюрипотентное состояние 
нейрональные клетки теряют большую часть эпи-
генетических меток, которые были приобретены 
в  процессе дифференцировки и  созревания сома-
тических клеток, из которых они произошли [8]. 
Кроме того, «зрелость» нейронов, получаемых че-
рез iPS клетки, сильно зависит от протокола репро-
граммирования, который также зачастую трудно 
воспроизводится [9].

Ряд патологических изменений при развитии 
нейродегенеративных заболеваний, в  том числе 
БХ, проявляется с  возрастом, когда нейроны ста-
реют и становятся более уязвимыми к клеточному 
стрессу [10]. Принимая во внимание этот важный 
аспект для моделирования БХ, мы сосредоточились 
на новом подходе к моделированию нейропатоло-
гии, основанном на прямом репрограммировании. 
Ключевым элементом данного подхода является от-
сутствие этапа дедифференцировки в эмбриональ-
ное состояние, прохождение через котрое является 
причиной потери эпигенетической информации из 
клеток донора. Такой подход позволяет в большей 
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степени сохранить возраст-ассоциированный фе-
нотип заболевания [7, 11], и лучше отражает харак-
терный фенотип нейронов (например, гибель этих 
клеток), в отличие от моделей, в которых отсутству-
ют эпигенетические маркеры старения. В  нейро-
нах, полученных посредством прямого репрограм-
мирования, наблюдается возраст-специфичный 
профиль транскрипции генов и  снижение уровня 
ядерного транспортного рецептора, чего не на-
блюдалось в нейронах, полученных через iPS клет-
ки [12]. Кроме того, нейроны, полученные путем 
прямого репрограммирования, лучше сохраняют 
признаки старения доноров, включая повреждения 
ДНК, потерю гетерохроматина и  ядерной органи-
зации, а  также повышенную активность бета-га-
лактозидазы [7].

К  настоящему моменту опубликовано всего 
4  статьи с  применением прямого репрограммиро-
вания для изучения патогенеза БХ [11, 13–15], что 

во многом обусловлено низкой эффективностью 
процедуры этого метода и  сильной гетерогенно-
стью получаемых нейронов [16]. В  предыдущем 
исследовании нами был оптимизирован протокол 
прямого репрограммирования, который позволил 
увеличить как выживаемость индуцированных 
нейронов стриатума (до  80 %), так и  гомогенность 
полученной популяции клеток [17].

В настоящем исследовании, методом прямого ре-
программирования, нами получены нейроны стри-
атума из линии дермальных фибробластов HDDF 
от пациента с БХ и контрольных клеток линии DF1 
от здорового донора [18]. На рис. 1 представлен об-
щий вид культуры дермальных фибробластов in vitro 
от пациента с БХ и от донора без нейропатологии. 
Показано, что хантингтин распределен диффузно 
в  цитоплазме обеих популяций фибробластов без 
видимых агрегатов (рис.  2). Однако существенное 
отличие наблюдается в нейронах стриатума, полу-
ченных из этих фибробластов. На рис. 3 показано, 
что в  нейронах, полученных из фибробластов ли-
нии DF1, хантингтин по-прежнему распределен 
диффузно по цитоплазме и  видимых агрегатов не 
образует. Вместе с тем, в нейронах, полученных из 
фибробластов линии HDDF, были визуализирова-
ны агрегаты хантингтина в соме нейронов и в неко-
торых отростках этих клеток.

Таким образом нами было подтверждено, что 
в нейронах, полученных из фибробластов пациен-
тов с БХ наблюдаются агрегаты мутантного белка, 
что является основным гистопатологическим при-
знаком данной нейропатологии. Полученная кле-
точная модель отражает основные патологические 
изменения, происходящие в клетках при развитии 
БХ и имеет потенциал для применения в качестве 
платформы для оценки эффективности потенци-
альных лекарственных препаратов.

Существующие подходы персонализированной 
медицины предполагают подбор фармацевтиче-
ской терапии, эффективной для конкретного паци-
ента. Несмотря на то, что эффективные препараты 
для лечении или предотвращении БХ пока не раз-
работаны, можно предположить, что их эффектив-
ность будет зависеть от знания генотипа и возраста 
пациента, а  также стадии развития заболевания. 
Учитывая аутосомно-доминантный тип наследова-
ния БХ, можно предположить, что знание особен-
ностей течения болезни у представителей старшего 
поколения семей, будет способствовать разработке 
методов лечения носителей БХ младших поколе-
ний, принимая во внимание их возрастные особен-
ности. В данном случае использование технологии 
прямого репрограммирования становится необхо-
димым инструментом для подбора терапии, наи-
более безопасной и эффективной для конкретных 
пациентов.

Рис. 1. Микрофотографии дермальных фибробла-
стов человека in vitro. (а) Фибробласты линии DF1 
(получены от здорового донора) и  (б) линии HDDF 
(получены от донора с болезнью Хантингтона). Фазо-
во-контрастная микроскопия, х10. Масштаб 100 мкм.

Рис. 2. Визуализация диффузного распределения 
белка хантингтина в  цитоплазме дермальных фи-
бробластов. (а) Клетки линии DF1 (здоровый донор) 
и  (б) клетки линии HDDF (донор с  болезнью Хан-
тингтона). Иммунофлуоресцентное окрашивание 
антителами к  хантингтину mEM48 (вторичные ан-
титела конъюгированы с Alexa 555) (красный). Ядра 
клеток визуализированы красителем DAPI (синий). 
Конфокальная микроскопия, х60. Масштаб 50 мкм.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение дермальных фибробластов

Фибробласты от пациента с  подтвержденным 
диагнозом БХ выделяли из биоптата кожи, соглас-
но протоколу описанному ранее [18]. Пациент – ​
женщина 36 лет с подтвержденным диагнозом БХ. 
В  результате генетического исследования в  гене 
белка хантингтина обнаружено 47 повторов кодона 
CAG. Перед забором ткани, который был осущест-
влен в условиях медицинского учреждения, прово-
дили медицинский осмотр донора и  получали его 
информированное добровольное согласие на забор 
ткани и использование клеток, полученных из нее, 
в  научных исследованиях. Для работы с  клетка-
ми было получено одобрение этической комиссии 
ИНЦ РАН (Протокол № 12/23 от 08.08.2023).

Клетки из фрагмента биоптата кожи выделяли 
механическим способом и  культивировали в  сре-
де, содержащей 90 % DMEM/F12 (Биолот, Россия) 
+ 10 % эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, 
США). Клетки пересевали с  использованием рас-
твора трипсина (0,25 %) – ​Версена (0,2 %) по до-
стижению ими 90 % конфлюэнтности. Кратность 

рассева составляла 1:3–1:5. Клетки активно проли-
ферировали, их жизнеспособность после криокон-
сервации составляла 80 %. В качестве контроля ис-
пользовали дермальные фибробласты линии DF1, 
полученные от здорового донора – женщины 37 лет 
(клетки были получены из ЦКП Коллекции культур 
клеток позвоночных Института цитологии РАН).

Прямое репрограммирование дермальных 
фибробластов в нейроны стриатума

Для процедуры репрограммирования исполь-
зовали лентивирусные векторы, кодирующие ми-
кро РНК miR‑9/9* и  miR‑124 (инициируют ре-
моделирование хроматина), транскрипционные 
факторы MYT1L и DLX2 (направляют дифферен-
цировку в  ГАМКэргические нейроны) и  CTIP2 
(направляет дифференцировку в  нейроны стриа-
тума). Экспрессия микроРНК контролировалась 
доксициклин-индуцибельным промотором. После 
селекции антибиотиком постмитотические клет-
ки пересаживали на стекла, покрытые матригелем. 
Кондиционную среду для фибробластов на сле-
дующий день заменяли на среду для репрограм-

Рис. 3. Визуализация белка хантингтина (зеленый) в нейронах стриатума, полученных методом прямого репрограм-
мирования из дермальных фибробластов: (а и б) клеток линии DF1 (здоровый донор) и (в, г, д, е) из клеток линии 
HDDF (донор с  болезнью Хантингтона). Показан результат иммунофлуоресцентного окрашивания антителами 
к  нейрональному маркеру MAP2 (вторичные антитела конъюгированы с  Alexa 555) и  антителами к  хантингтину 
mEM48 (вторичные антитела Alexa 488). Ко-локализация этих двух белков проявляется в желтом окрашивании. Ядра 
клеток визуализированы красителем DAPI (синий). Конфокальная микроскопия, х60. Масштаб 30 мкм. В нейро-
нах стриатума, полученных из дермальных фибробластов здорового донора, хантингтин в цитоплазме распределен 
диффузно (а и б), в то время как в нейронах стриатума, полученных из дермальных фибробластов пациента с болез-
нью Хантингтона, наблюдаются агрегаты этого белка (показаны стрелками) (в, г, д и е).
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мирования, содержащую Neurobasal-Ас добавле-
нием 2 % B‑27, 0.125  мМ добавки GlutaMAX (все 
Gibco, США), 1 мМ вальпроевой кислоты 1 мкМ 
ретиноевой кислоты, 200 мкМ дибутилц АМФ 
(SigmaAldrich, США), 20 нг/мл нейротрофическо-
го фактора мозга, 20 нг/мл нейротрофина 3  типа 
(PeproTech, Великобритания) и 20 нг/мл нейротро-
фического фактора глиального клеточного про-
исхождения. Клетки культивировали в  течение  
40 дней с момента инфицирования лентивирусами. 
Визуализацию хантингтина проводили при помо-
щи иммунофлуоресцентного окрашивания клеток 
антителами mEM48 (Merck Millipore).
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DIRECT REPROGRAMMING OF SOMATIC SKIN CELLS FROM  
A PATIENT WITH HUNTINGTON'S DISEASE INTO STRIATAL  

NEURONS TO CREATE MODELS OF PATHOLOGY
N. A. Kraskovskaya #, M. G. Khotin, 
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A new in vitro model of Huntington's disease (HD) has been developed, based on the direct reprogramming of 
dermal fibroblasts from patients with the disease into striatal neurons. Direct reprogramming makes it possible to 
obtain neurons, preserving the epigenetic information inherent in the cells of a specific donor, and, consequent-
ly, the age-associated phenotype of the disease. The new model resembles the main histopathological feature 
of Huntington's disease – the accumulation of aggregates of the mutant huntingtin protein in striatal neurons 
obtained from the patient's fibroblasts. Conducting experiments on induced neurons from patients in culture, ob-
tained using direct reprogramming, allows us to individually assess the degree of progression of neuropathology 
and implement a personalized approach in choosing a treatment strategy and selecting drugs for therapy. The in 
vitro model of Huntington's disease can be used for preclinical drug studies, for the treatment of neurodegenera-
tive diseases and for assessing their effectiveness on neurons of specific patients.

Ключевые слова: direct reprogramming, Huntington's disease, neurons, striatum, fibroblasts, huntingtin protein 
aggregates
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АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО ОБМЕНА 
У СМОЛТОВ И ПЕСТРЯТОК АТЛАНТИЧЕСКОГО ЛОСОСЯ 
(SALMO SALAR L), ВЫРАЩИВАЕМЫХ С ПРИМЕНЕНИЕМ 
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В работе исследована активность ферментов энергетического и углеводного обмена в мышцах и пече-
ни смолтов и пестряток атлантического лосося (Salmo Salar L), которых выращивали в осенний период 
при воздействии двух режимов фотопериода (постоянного и естественного) в сочетании с разным ре-
жимом кормления с последующим содержанием при зимнем коротком фотопериоде. Установлена за-
висимость в уровне активности исследуемых ферментов как с принадлежностью молоди лосося к экс-
периментальной группе, так и между пестрятками и смолтами, отобранными по окончании зимнего 
короткого фотопериода. Смолты, рост и развитие которых проходили в условиях постоянного режима 
освещения и круглосуточном кормлении, отличались от других групп более высокими значениями ак-
тивности цитохром с оксидазы (ЦО) и низкими – альдолазы в мышцах. Установлены различия между 
пестрятками и смолтами в аэробном метаболизме в мышцах, одинаковые для всех экспериментальных 
групп, а именно: сравнительно высокая активность ЦО и альдолазы у смолтов. Характер изменений 
активности исследуемых ферментов в печени пестряток и смолтов различался у особей из разных экс-
периментальных групп. Результаты исследования активности ферментов энергетического обмена у 
молоди лосося, выращиваемой в условиях разных режимов фотопериода, позволяют предположить, 
что интенсивность и направление путей энергетического обмена и окисления глюкозы зависят от ис-
пользуемого светового режима, что, в конечном счете, может повлиять на завершенность процесса 
смолтификации исследуемых рыб.

Ключевые слова: фотопериод, атлантический лосось, смолты, пестрятки, активность ферментов энер-
гетического обмена
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Смолтификация (трансформация пестрятки 
в  смолта) – ​процесс развития атлантического ло-
сося, направленный на подготовку к жизни в море. 
В  течение этого периода у  рыб происходят значи-
тельные биохимические, физиологические, мор-
фологические и  поведенческие изменения [1–5]. 
Фотопериод является одним из основных факто-
ров, который в течение продолжительного времени 
влияет на процесс регуляции смолтификации у ат-
лантического лосося [6]. В условиях искусственно-

го выращивания атлантического лосося увеличение 
светового дня используется для ускорения темпов 
роста и  наступления смолтификации [7–8]. Ранее 
было показано [7–8], что в условиях выращивания 
молоди лосося при круглосуточном освещении для 
нормального развития и  успешного завершения 
процесса смолтификации необходимо подвергать 
рыбу временному (в  течение нескольких месяцев) 
воздействию короткого («зимнего») фотопериода 
с  последующим увеличением продолжительности 
светового дня.

Нами был поставлен долгосрочный экспери-
мент по влиянию постоянного освещения на рост 
и  развитие сеголетков лосося Salmo salar L. (0+) 
в условиях аквакультуры в южном регионе России 
(Республика Северная Осетия-Алания). С сентября 
по ноябрь (2022 г.) сеголетки лосося содержались 
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в группах с разными режимами кормления и осве-
щения. Результаты исследования, полученные для 
молоди лосося в  осенний период, показали [9], 
что постоянное освещение оказывает положитель-
ное влияние на прирост массы сеголетков лосося 
в процессе развития, что согласуется с повышением 
уровня аэробного обмена в  мышцах и  усилением 
использования углеводов в гликолизе в печени рыб, 
а  также с  характерными изменениями липидного 
состава [10], свидетельствующими о начале смолти-
фикации. С начала декабря молодь лосося из всех 
экспериментальных групп содержалась в  условиях 
естественного зимнего фотопериода (без допол-
нительного освещения) в  сочетании с  разным ре-
жимом кормления. В данной работе представлены 
результаты изучения активности ферментов энер-
гетического и углеводного обмена в мышцах и пе-
чени смолтов и  пестряток атлантического лосося, 
которые были отобраны в начале марта по заверше-
нии зимнего (короткого) фотопериода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на предприятии 
ООО «Остров аквакультура» (Республика Северная 
Осетия-Алания). До начала эксперимента мальков 
(выклев 10–15 марта 2022 г) содержали в условиях 
непрерывного освещения (24LD) с использовани-
ем светодиодных осветителей LED (36W, 6500K). 
C начала сентября сеголетки содержались в экспе-
риментальных условиях в  трех группах по 2 лот-
ка (выростные лотки размером 4 ×1.2  м, объемом 
2.5–2.7 м3): группа № 1 («24С КК») – ​режим осве-
щения постоянный (24С:0Т), кормление круглосу-
точное (КК); группа № 2 («ЕстФ КД») – ​экспери-
ментальный – ​естественный фотопериод («ЕстФ»), 
кормление в  светлое время суток (с  06:00 до 18:00 
в сентябре, с 08:00 до 18:00 в октябре, с 08:00 до 17:00 
в ноябре) через каждые два часа (КД); группа № 3 
(«24С КД») – ​режим освещения постоянный (24С), 
кормление проводилось только в светлое время су-
ток как у рыб из группы № 2 (КД). С начала декабря 
подросшую молодь, согласно экспериментальным 
группам, перенесли в  круглые бассейны объемом 
2,1  м3 (диаметром 2  м, высотой 1 м) в  количестве 
в среднем 2800 на бассейн. С декабря по март вы-
ращивание пестряток и смолтов проходило в усло-

виях естественного освещения региона при зимнем 
коротком дне (от 9 до 11 ч светового дня). Условия 
дневного освещения: 5500 lx, в  пасмурную пого-
ду – ​500 lx. зимний период кормили в светлое вре-
мя суток коммерческим кормом, одинаковым для 
всех групп; расчет корма проводили согласно нор-
мам возрастной группы и с учетом биомассы. Вода 
в  лотки поступала в  объеме 2.7–3 л/сек на лоток 
со скважины, поэтому температурный режим был 
постоянным и  с  декабря по конец марта составил 
10.3–10.8 оС. Более детально условия эксперимента 
описаны в наших недавних публикациях [9,10].

На день анализа (3  марта) количество смолтов 
в  исследуемых группах составило: в  группе «24С 
КК» – ​до 50 %, «ЕстФ КД» – ​40 %, «24С КД» – ​25 %. 
Для исследования отбирали пестряток и смолтов ло-
сося из каждой экспериментальной группы (табл. 1).

Активность ферментов энергетического и угле-
водного обмена в  мышцах цитохром с  оксидазы 
(ЦО  КФ1.9.З.1., лактатдегидрогеназы ЛДГ, 1.1.1.27, 
альдолаза КФ 4.1.2.13) и  печени (ЦО, ЛДГ, пиру-
ваткиназы (ПК, КФ 2.7.1.40), глюкозо‑6-фосфат 
дегидрогеназы Г‑6-ФДГ, 1.1.1.49, глицеро-фос-
фатдегидрогеназы 1-ГФДГ КФ 1.1.1.8, альдолаза) 
определяли индивидуально для каждой особи по 
общепринятым методикам [11–14]. Активность 
ферментов выражали в мкмоль субстрата (продук-
та)/мин/мг белка. Концентрацию белка определяли 
методом Брэдфорд [15]. Статистический анализ по-
лученных результатов проводили общепринятыми 
методами вариационной статистики с использова-
нием критерия Шапиро–Уилкса, теста Краскела–
Уоллиса с  последующим сравнением выборок по 
критерию Манна–Уитни. Все результаты считались 
значимыми при p < 0.05. Все данные представлены 
как M ± SE. Исследования выполнены на оборудо-
вании Центра коллективного пользования Феде-
рального исследовательского центра «Карельский 
научный центр Российской академии наук».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки влияния условий освещения на со-
стояние смолтов и пестряток лосося определяли ак-
тивность ферментов энергетического и углеводного 
обмена. По активности ключевых ферментов анаэ-

Таблица 1. Средние масса и длина особей, взятых для анализа, указаны в таблице

 
 Группа

смолты пестрятки

Масса, г Длина, мм Масса, г Длина, мм

24С КК 59.91 ± 2.91 169.28 ± 3.54 53.63 ± 3.46 164.29 ± 2.98

ЕстФ КД 59.61 ± 4.11 172.5 ± 3.66 56.61 ± 3.35 168.48 ± 3.57

24С КД 63.64 ± 3.74 173.11 ± 3.89 55.31 ± 2.28 161.63 ± 1.73
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робного и аэробного синтеза АТФ, путей окисления 
глюкозы можно судить об энергетическом статусе 
и  функциональной активности органов рыб. Так, 
ЦО – ​ключевой фермент дыхательной цепи мито-
хондрий, активность которого свидетельствует об 
уровне аэробного метаболизма [16]; ЛДГ, фермент 
гликолиза, может служить показателем анаэроб-
ного обмена в мышцах и глюконеогенеза в печени 
[17]. ПК – ​ключевой фермент гликолиза, катализи-
рует реакцию превращения фософоенолпирувата 
в  пируват, и  уровень ее активности характеризует 
интенсивность этого процесса [18]. Альдолаза (фер-
мент гликолиза) – ​катализирует образование ди-
гидроксиацетонфосфата и  глицеральдегид‑3-фос-
фата, которые впоследствии участвуют в процессах 
гликолиза, глюконеогенеза и образования липидов 
[19]. Фермент 1-ГФДГ катализирует реакцию об-
разования 1-глицерофосфата, который является 
предшественником структурных и  запасных ли-
пидов[20]; Г6ФДГ является ключевым ферментом 
пентозофосфатного пути (ПФП), в котором проис-
ходит образование пентоз и генерируется восстано-
витель в форме НАДфН, использующийся в реак-
циях биосинтеза холестерина, жирных кислот [21].

Межгрупповые различия

Согласно результатам, установлены различия 
между группами рыб по активности ЦО и альдола-
зы в мышцах. Так активность ЦО в мышцах у смол-
тов из группы «24С КК» выше, чем в других группах 
(рис.  1, а). Значения активности ЦО указывают на 
более высокий уровень аэробного обмена в  мыш-
цах особей из групп с  постоянным освещением. 
Ранее нами было установлено, что в период до при-
менения зимнего фотопериода уровень аэробного 
обмена был выше в  мышцах рыб, выращиваемых 
при постоянном освещении, что связали с  преи-
муществами энергообеспечения процессов роста 
у этих рыб [9]. Поскольку смолтификационные пе-
рестройки связаны еще и с ускорением темпов ро-
ста [5], то вероятно, более высокий уровень аэроб-
ного обмена у смолтов из группы «24С КК» может 
указывать на успешность в темпах роста.

Как у пестряток, так и у смолтов различия по ак-
тивности альдолазы в мышцах были схожие: у рыб 
группы «24С КК» активность ниже, чем в  других 
группах (рис.  1, г). Результаты согласуются с  ранее 
полученными: в  ноябре, активность альдолазы 
в мышцах (а также и печени) была ниже у рыб груп-
пы «24С КК» [9]. Можно предположить, что у рыб из 
группы с естественным освещением в энергетиче-
ском обмене преимущественно используются угле-
воды, в то время как у рыб из группы «24С КК»для 
этих целей могут расходоваться и другие субстраты. 
Поскольку снижение активности альдолазы в мыш-
цах рыб из группы «24С КК» наблюдается на раз-

ных стадиях, это указывает на метаболические пе-
рестройки и перераспределение запасных веществ 
в результате использования дополнительного осве-
щения и круглосуточного кормления. У смолтов из 
группы «24С КК» активность альдолазы, напротив, 
выше, чем в других группах, что указывает на высо-
кий уровень использования углеводов в  энергети-
ческом обмене. Межгрупповых различий по актив-
ности ЛДГ и ПК у пестряток и смолтов установлено 
не было.

В  печени смолтов различия между группа-
ми установлены по активности ферментов путей 
окисления глюкозы: 1-ГФДГ и Г6ФДГ. Активность 
Г6ФДГ в печени смолтов в группе «24С КК» была 
ниже, чем в других группах, а у рыб 24С КД – ​выше 
(табл.  2). Установлена более высокая активность 
1-ГФДГ в печени рыб из группы «24С КК» по срав-
нению с таковой у смолтов из группы «24С КД»(та-
бл.  2). Можно предположить, что интенсивность 
использования глюкозы в разных путях биосинтеза 
(ПФП и  образование глицерофосфата) отличает-
ся между исследуемыми группами рыб. Вероятно, 
что у рыб из группы «24С КК» период энергоемких 
метаболических смолтификационных изменений 
завершается и наблюдается переход к накоплению 
энергетических запасов, что согласуется с данными 
наших коллег по соотношению липидных фракций 
[22]. На интенсификацию восстановления энерге-
тических запасов у смолтов из группы «24С КК» по 
сравнению с рыбами из других групп указывает бо-
лее высокая актвиность ЛДГ в печени (табл. 2), что 
связано с интенсивностью глюконегенеза.

Сравнение пестряток и смолтов

Процесс трансформации пестрятки в  смолта 
у атлантического лосося Salmo salar L. представля-
ет собой совокупность метаболических и поведен-
ческих изменений, которые влияют на липидный 
и  углеводный обмен, осморегуляцию, транспорт 
кислорода, рост и  реотаксис [4, 5]. Этап заверше-
ния смолтификации характеризуется уменьшением 
коэффициента упитанности и увеличением устой-
чивости к  солености воды, ускорением роста, по-
вышением активности жаберной Na+/K+-АТФа-
зы, а также концентрации гормона роста в плазме 
[5].

Согласно анализу данных были выявлены раз-
личия в  аэробном метаболизме в  мышцах между 
пестрятками и смолтами, одинаковые для всех экс-
периментальных групп. Более высокая активность 
ЦО в мышцах у смолтов по сравнению с пестрятка-
ми, указывает на увеличение энергетических затрат 
при смолтификации, необходимых для поддержа-
ния адаптивных реакций метаболизма, а также для 
процессов роста [4]. В частности, у смолтов выяв-
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лена интенсификация окислительных процессов: 
у  атлантического лосося стандартные и  активные 
показатели метаболизма у  смолтов на 50 % выше, 
чем у  пестряток [23], предполагается, что это по-
вышение может быть связано с увеличением актив-
ности дыхательных ферментов и  пролиферацией 
митохондрий, вызванными повышением уровня 
гормонов щитовидной железы [24].

Показано, что активность ЛДГ в мышцах не из-
меняется от пестряток к смолтам (рис. 1б). Этот ре-
зультат отличается от данных, полученных для ло-
сося из естественных популяций, согласно которым 
активность ЛДГ у мигрирующих смолтов в мышцах 
была выше, чем у  пестряток [25]. Такие различия 
связаны с  дополнительными энергозатратами на 
осуществление физической активности во время 
миграции вниз по течению реки [4, 5], в чем нет не-
обходимости для молоди лосося, которая выращи-

вается в условиях аквакультуры.

Уровень активности альдолазы в  мышцах уве-
личивается у смолтов по сравнению с пестрятками 
во всех группах (рис. 1г). Это указывает на то, что 
у  смолтов повышается использование углеводов 
в аэробном и анаэробном обмене.

Характер изменений активности исследуемых 
ферментов в печени между пестрятками и смолта-
ми различался у разных экспериментальных групп. 
Так для группы «24С КК» было характерно сниже-
ние активности ЦО и Г6ФДГ у смолтов по сравне-
нию с пестрятками, а для группы 24С КД – ​умень-
шение активности ЛДГ и  1-ГФДГ (табл.  2). Это 
позволяет предположить наличие различий в  ин-
тенсивности процессов биосинтеза и  глюконеоге-
неза, что, возможно, указывает на разные времен-
ные стадии завершения процесса смолтификации 
у  рыб из разных групп. Так, согласно результатам 
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Рис. 1. Активность ферментов ЦО (a), ЛДГ (б), ПК (в), альдолазы (г) (мкмоль/мин/мг белка) в белых мышцах ат-
лантического лосося, выращиваемого в группах с разными режимами освещения и кормления («24С КК» – режим 
освещения постоянный, кормление круглосуточное; «ЕстФ КД” – естественный фотопериод, кормление в светлое 
время суток; «24С КД» – режим освещения постоянный, кормление в светлое время суток). Различия достоверны 
при p < 0.05: * – в сравнении с группой «24С КК», # – в сравнении с группой «ЕстФ КД», a – между смолтами и 
пестрятками в соответствующей группе.
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анализа липидного и жирнокислотного состава [22, 
26] с  учетом процентного соотношения смолтов 
к  пестрятке, процесс смолтификационных пере-
строек у рыб группы «24С КД» протекает медлен-
нее. Если сравнивать условия выращивания в этих 
двух группах рыб, то, вероятно, изменение схемы 
кормления (круглосуточное и кормление днем) при 
постоянном освещении способствовало опреде-
ленной перестройке метаболизма.

В  группе «ЕстФ КД» уровень активности ЛДГ 
также был ниже (табл. 2), что может свидетельство-
вать о снижении лактатзависимого глюконеогенеза 
[23]. Такое снижение уровня ЛДГ в печени во вре-
мя смолтификации было выявлено другими авто-
рами у  атлантического лосося [23] и  лосося масу 
Onchorhinkus masu [27].

Общим для рыб всех исследуемых групп было 
увеличение ПК в  печени у  смолтов по сравнению 

с пестрятками (табл. 2). Это указывает на увеличе-
ние интенсивности использования глюкозы в эне-
регетическом обмене и процессах биосинтеза [18].

Таким образом, показано, что использование 
круглосуточных режимов кормления и  освеще-
ния при выращивании молоди лосося вызывает 
определенные метаболические перестройки, спо-
собствующие более интенсивному росту рыб и по-
следующей смолтификации. Период короткого 
зимнего фотопериода способствовал наступлению 
смолтификации после применяемых режимов кру-
глосуточного освещения. Результаты исследований 
активности ферментов аэробного и  анаэробного 
обмена и  путей окисления глюкозы у  молоди рыб 
при их выращивании в заданных эксперименталь-
ных условиях, позволяют предположить, что вы-
явленные различия в  интенсивности процессов 
биосинтеза и глюконеогенеза в печени и аэробно-
го обмена в мышцах, указывают на разные стадии 

Таблица 2. Относительная активность ферментов (мкмоль/мин/г белка) в печени форели в зависимости от условий осве-
щения и кормления (M ± m)

Условия освещения и кормления

24С КК ЕстФ КД 24С КД

ЦО
Смолты 0.084 ± 0.004 0.087 ± 0.009 0.098 ± 0.009
Пестрятки 0.108 ± 0.009а 0.104 ± 0.005 0.098 ± 0.005

ЛДГ
Смолты 1.76 ± 0.10 1.38 ± 0.09* 1.44 ± 0.07*
Пестрятки 1.74 ± 0.17 1.77 ± 0.06а 1.74 ± 0.10а

ПК
Смолты 0.0167 ± 0.0010 0.0155 ± 0.0010 0.0177 ± 0.0016
Пестрятки 0.0104 ± 0.0005а 0.0107 ± 0.0004а 0.0121 ± 0.0007а

Г6ФДГ
Смолты 0.0249 ± 0.0010 0.0295 ± 0.0010* 0.0318 ± 0.0005*#

Пестрятки 0.0292 ± 0.0008а 0.0308 ± 0.0014 0.0295 ± 0.0011

1-ГФДГ
Смолты  0.0215 ± 0.0004 0.0201 ± 0.0010 0.0165 ± 0.0013*
Пестрятки 0.0207 ± 0.0013 0.0190 ± 0.0012 0.0204 ± 0.0012а

Альдолаза
Смолты 0.0311 ± 0.0013 0.0295 ± 0.0016 0.0286 ± 0.0017
Пестрятки 0.0328± 0.0018 0.0297 ± 0.0018 0.0294 ± 0.0017

Примечание. Различия достоверны при p < 0.05: * – в сравнении с группой «24С КК», # – в сравнении с группой «ЕстФ КД», a – между 
смолтами и пестрятками в соответствующей группе.
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завершения процесса смолтификации у  рыб, рост 
и  развитие которых проходили в  условиях разных 
фотопериода и режимов кормления. Смолты отли-
чаются от пестряток (вне зависимости от экспери-
ментальных групп) усиленным аэробным обменом 
и повышенным использованием углеводов в мыш-
цах и гликолиза в печени.

Представленные в настоящей работе результаты 
дополняют сведения о роли факторов среды в реа-
лизации биохимических адаптаций в процессе ро-
ста и смолтификации у молоди лососевых рыб в ус-
ловиях аквакультуры.
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METABOLIС ENZYMES ACTIVITY IN SMOLTS AND PARRS OF ATLANTIC 
SALMON (Salmo Salar L) GROWN UNDER DIFFERENT LIGHT REGIMES

M. V. Kuznetsova#, M. A. Rodin, N. S. Shulgina, M. Yu. Krupnova, A. E. Kuritsin, 
S. A. Murzina, Academician of the RAS N. N. Nemova

Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, 
Petrozavodsk, Russian Federation

#E-mail: kuznetsovamvi@yandex.ru

The activities of enzymes of energy and carbohydrate metabolism in the muscles and liver of smolts and pestlets of 
Atlantic salmon (Salmo Salar L), which were grown in the autumn period under the influence of two photoperiod 
modes (constant and natural) in combination with a different feeding regime and subsequent maintenance during 
the winter short photoperiod, were investigated. The dependence in the activity level of the studied enzymes was 
established both with the membership of the juvenile salmon to the experimental group, and between the parr 
and smolts selected at the end of the winter short photoperiod. The smolts, grown under conditions of constant 
lighting and round-the-clock feeding, differed from other groups by higher values of cytochrome c oxidase (COX) 
activity and low values of aldolase in muscles. The differences between parr and smolts in aerobic metabolism 
in muscles were found to be the same for all experimental groups, namely: relatively high activity of COX and 
aldolase in smolts. The pattern of changes in the activity of the studied enzymes in the liver of parrs and smolts 
differed in individuals from different experimental groups. The results of the study of the activity of energy 
metabolism enzymes in salmon juveniles grown under different photoperiod conditions suggest that the intensity 
and direction of the pathways of energy metabolism and glucose oxidation depend on the light regime used, 
which, cosequently, may affect the completeness of the smoltification process of the studied fish.

Keywords: photoperiod, Atlantic salmon, smolts, parrs, activity of enzymes of energy metabolism
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Трехперстки (семейство Turnicidae отряда Charadriiformes) – морфологически специализированная 
группа мелких, преимущественно тропических птиц открытых ландшафтов, крайне бедно представ-
ленная в палеонтологической летописи. В статье описана фрагментарная плечевая кость трехперстки 
из нижнего плейстоцена пещеры Таврида в центральном Крыму. Это первая находка семейства Turni-
cidae в Евразии в хронологическом интервале от плиоцена до среднего плейстоцена. Данная находка 
подчеркивает ограниченность имеющихся сведений о таксономическом составе авифаун раннечетвер-
тичного времени Евразии даже на семейственном уровне, а также проливает свет на позднекайнозой-
скую эволюционную историю Turnicidae.
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Раннеплейстоценовые фауны птиц Евразии 
остаются одними из наименее изученных среди 
древних кайнозойских авифаун континента. Огра-
ниченные данные имеются по ископаемым птицам 
раннего плейстоцена Центральной и отчасти Вос-
точной Европы, а также Восточного Китая [1], од-
нако таксономический состав фаун птиц этой эпохи 
в целом для Евразии остается во многом неясным 
[2]. При этом раннеплейстоценовые авифауны 
имеют определяющее значение для реконструкции 
завершающих этапов эволюции современных фау-
нистических сообществ птиц, корни которых ухо-
дят в конец раннего – ​средний плейстоцен [3].

В связи с очень слабой изученностью раннеплей-
стоценовой истории птиц Евразии большое зна-
чение имеют находки в  недавно открытой пещере 
Таврида в Крыму, ископаемая фауна позвоночных 
которой датируется серединой раннего плейсто-
цена (1.8–1.5 млн л. н.) [4]. Среди птиц из пещеры 
Таврида описаны самая крупная нелетающая пти-
ца Северного полушария Pachystruthio dmanisensis 
(Burchak-Abramovich et Vekua, 1990), древнейшая 
в палеонтологической летописи утка-широконоска 

Spatula praeclypeata Zelenkov, 2022, а  также первый 
в  Восточной Европе ископаемый рябок Pterocles 
bosporanus Zelenkov, 2023 [5–7]. В этой статье из пе-
щеры Таврида описана новая неожиданная наход-
ка ископаемого представителя экзотических (пре-
имущественно тропических) птиц – ​трехперстки 
(семейство Turnicidae отряда Charadriiformes). Это 
первая находка трехперсток в  плиоцене – ​среднем 
плейстоцене Евразии и одна из единичных находок 
семейства Turnicidae в палеонтологической летопи-
си. Материал хранится в коллекции Палеонтологи-
ческого института им. А. А. Борисяка РАН (ПИН) 
в Москве.

Трехперстки – ​компактная (18 видов в  составе 
двух современных родов) и  морфологически хо-
рошо очерченная группа мелких наземных птиц, 
внешне похожих на мелких фазановых (в частности, 
на перепелов, что обусловило английское название 
этой группы, “buttonquail”) и  населяющих откры-
тые и зачастую аридные местообитания в тропиках 
и отчасти субтропиках Старого Света (рис. 1).

Одной из ярких отличительных особенностей 
трехперсток может считаться их необычайно высо-
кая скорость воспроизводства – ​это может служить 
объяснением ускоренной морфологической (в зна-
чительной степени, остеологической) эволюции 
группы, на долгое время затруднившей определе-
ние родственных связей этих птиц. Скелет трехпер-
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сток (и, в  особенности, у  рода Turnix Bonnaterre, 
1791) преобразован столь значительным образом, 
что это не позволяло морфологам XVIII–XX  вв. 
корректно определять даже отрядную принадлеж-
ность этой группы [8]. Только находка переходных 
ископаемых форм впервые указала на близость 
трехперсток к  ржанкообразным (Charadriiformes) 
[9, 10], что позднее было подтверждено молекуляр-
ными данными [11].

Трехперстки крайне редки в  палеонтологиче-
ской летописи даже по сравнению со многими 
другими группами птиц. Стволовые представите-
ли группы из родов Turnipax Mayr, 2000 и Cerestenia 
Mayr, 2000, заметно отличающиеся морфологиче-
ски от современных Turnicidae и  первоначально 
выделявшиеся в отдельное семейство Turnipacidae, 
известны из раннего олигоцена Франции и Герма-
нии [10, 12], а род Eocliffia Mourer-Chauvire, Pickford 
et Senut, 2017, рассматриваемый как Charadriiformes 
incertae sedis, но родственный Turnicidae – ​из эоце-
на Намибии [13]. Из позднего олигоцена и среднего 
миоцена Франции по нескольким костям описаны 
трехперстки, сходные с  родом Turnipax [14]. Дис-
тинктивная морфология стволовых представителей 
группы свидетельствует и  об отличной экологиче-
ской специализации этих птиц по сравнению с со-
временными Turnicidae [10, 12].

Кроновые представители семейства трехпер-
стковых (Ortyxelos janossyi (Kessler, 2009) и неопре-
делимые Turnicidae) найдены в  верхнем миоцене 
Венгрии, Украины и Казахстана и также представ-
лены лишь единичными костями [15]. Более мо-
лодые находки трехперсток известны из нижнего 
плиоцена и  нижнего плейстоцена Южной Афри-
ки, а  также из верхнего плейстоцена – ​голоцена 
Египта, Мадагаскара, Восточного Китая, Японии 
и Австралазийского региона [1, 15–20]. В плиоцене 
и раннем – ​среднем плейстоцене Евразии эта груп-
па птиц до настоящего времени отмечена не была.

Описываемая находка из пещеры Таврида 
(рис.  2) представлена дистальным фрагментом 
левой плечевой кости (экз. ПИН, № 5644/1777) 
очень мелкой неворобьиной птицы (мельче, чем 
современный перепел Coturnix coturnix (Linnaeus, 
1758)), характеризующейся типичной морфологи-
ей Turnicidae. Размеры экз. ПИН, № 5644/1777: об-
щая длина фрагмента – ​13 мм; ширина дистального 
эпифиза – ​5.2 мм; минимальная ширина стержня – ​
2.3 мм. Для этого экземпляра характерно выражен-
ное выпуклое вентральное расширение стержня 
непосредственно проксимальнее дистального эпи-
физа (рис. 2, ext), как у Turnicidae. Для других птиц, 
и в частности остальных Charadriiformes, подобное 
строение плечевой кости нехарактерно [15]. Так же, 

Рис.  1. География современного распространения и  ископаемых плиоцен-четвертичных находок трехперсток 
(Turnicidae): сплошная заливка – ​современный ареал семейства Turnicidae; белые круги – ​ранее известные плио-
цен-четвертичные находки (см. текст); звезда – ​новая раннеплейстоценовая находка Turnix sp. в пещере Таврида, 
Центральный Крым.
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как и у Turnicidae, у экз. ПИН, № 5644/1777 fossa m. 
brachialis явственно приближена к  вентральному 
краю кости, а  вентральный мыщелок выраженно 
выступает дистально по отношению к  дорсально-
му мыщелку; дорсальный надмыщелок широкий 
(рис. 2).

Хорошо выраженное вентральное расшире-
ние наряду со слабо выраженным дорсальным 
надмыщелковым отростком и  узким вентраль-
ным мыщелком позволяют относить экз. ПИН, 
№ 5644/1777 к роду Turnix. Для современного рода 
Ortyxelos Vieillot, 1825 характерно слабо развитое 
вентральное расширение (что заметно при виде как 
с  краниальной, так и  с  каудальной сторон), круп-
ный дорсальный надмыщелковый отросток и дор-
совентрально широкий вентральный мыщелок [14]. 
Кроме того, у  Ortyxelos дорсальный надмыщелок 
практически не выражен. Палеогеновые и  ранне-
миоценовые трехперстки отчасти сходны с Ortyxelos 
по морфологии плечевой кости [10, 14].

Сохранность экз. ПИН, № 5644/1777 не позво-
ляет установить видовую принадлежность находки 
в пределах рода Turnix. При этом от трехперстки из 
позднего миоцена южной Украины (местонахожде-
ние Егоровка‑2) экз. ПИН, № 5644/1777 отличается 
дистально сдвинутым дорсальным надмыщелковым 

отростком и  прямым профилем дорсального края 
дорсального надмыщелка при виде с краниальной 
стороны. У  трехперстки из Егоровки указанный 
край вогнутый, а дорсальный надмыщелковый от-
росток достаточно крупный, как у Ortyxelos [15].

Присутствие трехперстки в раннем плейстоцене 
Крыма обогащает известную авифауну умеренного 
пояса Евразии этого временного интервала, под-
черкивая неполноту имеющихся сведений о  так-
сономических сообществах птиц раннечетвертич-
ного времени континента даже на семейственном 
уровне. Трехперстка из пещеры Таврида, несо-
мненно, представляет собой реликт неогеновой 
авифауны региона и,  по-видимому, одних из по-
следних Turnicidae в Восточной Европе. Отсутствие 
трехперсток в  достаточно хорошо изученных фау-
нах птиц среднего плейстоцена южной Европы [1, 
3] указывает на то, что в южной части умеренного 
пояса Западной Евразии эти птицы исчезли по мере 
похолодания климата в калабрии.
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Рис. 2. Дистальная часть плечевой кости Turnix sp. из нижнего плейстоцена пещеры Таврида в сравнении с иско-
паемыми и современными Turnicidae: а, д – ​экз. ПИН, № 5644/1777, Turnix sp.; пещера Таврида, Крым, нижний 
плейстоцен;  б – ​Turnicidae gen. indet., экз. Национального научно-природоведческого музея, Киев, NMNHU-P 
Eg‑2–02; местонахождение Егоровка‑2, Одесская обл., Украина; верхний миоцен; в – ​Turnix tanki Blyth, 1843, осте-
ологическая коллекция ПИН, экз. 53–5–1, современный; г – ​Turnix ocellatus (Scopoli, 1786), экз. Национального 
музея естественной истории, Париж, MNHN 1884–2466, современный; а–г – ​с краниальной стороны; д – ​с кау-
дальной стороны. Обозначения: cd – ​дорсальный мыщелок; cv – ​вентральный мыщелок; ed – ​дорсальный надмы-
щелок; fb – ​fossa m. brachialis, ext –дистальное расширение; psd – ​дорсальный надмыщелковый отросток.
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UNEXPECTED FIND OF A BUTTONQUAIL (AVES: CHARADRIIFORMES: 
TURNICIDAE) IN THE LOWER PLEISTOCENE OF CRIMEA

N. V. Zelenkov
Borissiak Paleontological institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

E-mail: nzelen@paleo.ru
Presented by Academician of the RAS  A. V. Lopatin

Buttonquails (family Turnicidae of the order Charadriiformes) are a morphologically specialized group of small, 
predominantly tropical birds of open landscapes, extremely poorly represented in the fossil record. The article 
describes a fragmentary humerus of a buttonquail from the Lower Pleistocene of the Taurida Cave in central 
Crimea. This is the first find of the family Turnicidae in Eurasia in the chronological interval from the Pliocene 
through the Middle Pleistocene. This find highlights the limited available information on the taxonomic compo-
sition of Early Quaternary Eurasian avifaunas, even at the family level, and also sheds light on the Late Cenozoic 
evolutionary history of Turnicidae.

Keywords: fossil birds, Turnicidae, early Pleistocene, North Black Sea region, Eastern Europe
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Редактирование генов с помощью системы CRISPR/Cas9 открывает новые возможности в лечении 
заболеваний человека. По этой причине актуальной является разработка подходов для повышения 
эффективности геномного редактирования. В данной работе для повышения уровня редактирования 
локуса CXCR4, мишени для генотерапии ВИЧ-инфекции, белок Cas9 модифицировали, вводя допол-
нительные сигналы NLS, а рибонуклеопротеиновые комплексы Cas9 и гидовой РНК стабилизировали 
с помощью поли-L-глутаминовой кислоты. В совокупности это позволило в 1.8 раза повысить уровень 
нокаута CXCR4 в Т-клеточной линии CEM/R5 и в 2 раза повысить уровень нокина пептидного инги-
битора слияния ВИЧ-1 МТ-С34 в первичных CD4+ Т-лимфоцитах.
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Редактирование генома клеток человека с  по-
мощью системы CRISPR/Cas9 является перспек-
тивной технологией для создания препаратов, 
предназначенных для лечения вирусных инфекций 
(HIV, HPV), онкологических, аутоиммунных и ме-
таболических заболеваний человека [1]. Успешное 
применение системы CRISPR/Cas9 в клинической 
практике требует высокой эффективности редакти-
рования. Предложено большое количество различ-
ных подходов, направленных на повышение уров-
ня редактирования, таких как модификации белка 
Cas9, гидовой РНК, донорной ДНК, оптимизация 
средств доставки геномных редакторов в  клетки, 
а также воздействие на пути репарации ДНК [2,3].

Одна из областей применения геномного ре-
дактирования – ​разработка генотерапевтических 
подходов для лечения ВИЧ-инфекции [4]. В  мире 
насчитывается более 38  млн человек, зараженных 
вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), кото-
рые вынуждены пожизненно принимать антире-
тровирусные препараты. Несмотря на высокую 
эффективность таких препаратов, их прием сопря-
жен с  побочными эффектами и  существует риск 
развития устойчивости вируса к  ним [4]. Поэтому 
актуальной представляется разработка альтерна-
тивных методов лечения с  помощью технологии 
геномного редактирования. Один из таких методов 
направлен на получение CD4+ Т-клеток человека, 
устойчивых к  ВИЧ-инфекции. В  частности, этого 
можно добиться с  помощью нокаута генов коре-
цепторов ВИЧ или нокина генетических конструк-
ций, экспрессирующих противовирусные факторы 
[5]. Поэтому важной задачей является повышение 
эффективности геномного редактирования для по-
лучения как можно более обогащенной популяции 
редактированных клеток, что важно для их при-
живления в организме реципиента.

Целью данной работы было повышение уровня 
редактирования локуса CXCR4, кодирующего хемо-
киновый рецептор CXCR4, который является од-
ним из корецепторов ВИЧ. Нокаут CXCR4 в зрелых 
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CD4+ Т-клетках представляется возможной страте-
гией придания Т-клеткам устойчивости к ВИЧ, ко-
торая была успешно применена в нескольких рабо-
тах [6, 7]. Кроме того, ранее нами была разработана 
платформа нокина в локус CXCR4 пептидных инги-
биторов слияния ВИЧ с  клеткой [8]. Таким обра-
зом, повышение уровней нокаута и нокина для ло-
куса CXCR4 представляются актуальными задачами 
для разработки методов терапии ВИЧ-инфекции 
с помощью геномного редактирования.

Важно отметить, что для применения в  клини-
ческой практике наиболее предпочтительной яв-
ляется доставка Cas9 в  клетки в  виде рибонуклео-
протеиновых комплексов (ribonucleoprotein, RNP), 
так как RNP обладают меньшей токсичностью по 
сравнению с молекулами ДНК или РНК, позволя-
ют снизить вероятность нецелевого редактирова-
ния, а отсутствие плазмидной ДНК устраняет риск 
ее интеграции в  геном клеток-мишеней [9]. Для 
повышения уровня редактирования локуса CXCR4 
с  помощью RNP белок Cas9 модифицировали пу-
тем увеличения числа NLS, а комплексы RNP ста-
билизировали с  помощью поли-L-глутаминовой 
кислоты (poly-L-glutamic acid, PGA) [10, 11]. В не-
скольких работах показано, что тип и  количество 
сигналов NLS в  белке Cas9 влияют на эффектив-
ность редактирования [10, 12]. Однако подобных 
данных, полученных для Т-клеточных линий или 
первичных Т-клеток, мало [13]. Поэтому решено 
было оценить эффект от увеличения числа NLS 
в белке Cas9 при редактировании Т-клеточной ли-
нии CEM/R5, полученной на основе линии CCRF-
CEM (ATCC) и описанной ранее [8]. Для этого на 
основе плазмиды SP-Cas9 (Addgene #62731), в кото-
рой белок Cas9 имеет один сигнал NLS на С-конце, 
конструировали плазмиды, кодирующие Cas9 c 2x, 
3x или 4хNLS (рис. 1, а). Для создания конструкции 
с  2хNLS амплифицировали фрагмент плазмиды 
SP-Cas9, кодирующий N-конец Cas9, с  помощью 

праймеров 5’-Nco-NLS-Cas9 и 3’-Nde-Cas9 (нукле-
отидные последовательности всех праймеров при-
ведены в табл. 1).

Продукт ПЦР клонировали в  вектор pJET1.2 
(Thermo Fisher Scientific, США). Далее, фрагмент 
NcoI-NdeI клонировали из pJET1.2 по этим же сай-
там в плазмиду SP-Cas9, получая SP-Cas9–2xNLS. 
Для получения плазмид с  3х и  4xNLS сначала ам-
плифицировали фрагмент плазмиды SP-Cas9 
с  праймерами 5’-Cas9_Nhe и  3’-Cas9_Afl, продукт 
ПЦР клонировали в вектор pCR-Blunt (Invitrogen, 
США), получая pCR-Cas9-NLS NA. Далее од-
ноцепочечные олигонуклеотиды 5’-Afl‑2xNLS 
и  3’-Afl‑2xNLS гибридизовали и  клонировали 
в  плазмиду pCR-Cas9-NLS NA по сайтам AflII-
BamHI, получая pCR-Cas9–3xNLS‑6His, из ко-
торой далее клонировали фрагмент NheI-BamHI 
в плазмиды SP-Cas9 и SP-Cas9–2xNLS, получая со-
ответственно SP-Cas9–3xNLS и SP-Cas9–4xNLS.

Было обнаружено, что белки с 2х и 4хNLS, не-
сущие один из сигналов NLS на N-конце, неэ-
ффективно экспрессировались в  клетках E. coli 
BL21(DE3) (рис.  1, б). Возможно, необходимо мо-
дифицировать N-конец Cas9, например, добавив 
к  нему фрагмент мальтоза-связывающего белка 
(maltose-binding protein, MBP) для облегчения экс-
прессии в  бактериях, как было сделано в  работе 
Staahl et al. [14]. Поэтому далее были очищены белки 
Cas9 c 1х и 3хNLS на С-конце как описано в рабо-
те Maslennikova et al. [8]. Мишень для Cas9 в локусе 
CXCR4 (CACTTCAGATAACTACACCGAGG) была 
описана ранее [8]. Гидовую РНК получали с помо-
щью транскрипции in vitro, как подробно описано 
в работе Maslennikova et al. [8].

Для формирования RNP комплексов смеши-
вали 200 пмоль белка Cas9 и  200 пмоль гидовой 
РНК в буфере R (Invitrogen, США) и инкубировали 
смесь 20 мин при комнатной температуре. Готовые 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность, 5’ -> 3’

5’-Nco-NLS-Cas9 GCCCATGGCGAAACGTCCGGCGGCCACGAAGAAAGCCGGTCAGGCGAAGAAAAA
GAAAGCAGCGGATAAAAAATACAGCATTGGTC

3’-Nde-Cas9 GATCATATGAGCCAGTGCC

5’-Cas9_Nhe GGCTAGCCATTATGAAAAACTG

3’-Cas9_Afl CCTTAAGCGAGCCACCGCCCACTTTG

5’-Afl-2xNLS TTAAGCCGGCAGCTAAGAAAAAGAAAGGCAGCCCTAAGAAAAAGCGTAAAGTGGGC
GGTGGCTCGCATCATCATCATCATCACTAAG

3’-Afl-2xNLS GATCCTTAGTGATGATGATGATGATGCGAGCCACCGCCCACTTTACGCTTTTTCTTA
GGGCTGCCTTTCTTTTTCTTAGCTGCCGGC
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Рис. 1. (а) Схемы плазмидных конструкций для экспрессии Cas9 с различным числом NLS в клетках E.coli. Пока-
заны аминокислотные последовательности NLS вируса SV40, NLS из белка нуклеоплазмина и последовательность 
второго оснóвного мотива из NLS нуклеоплазмина (PAAKKKK) [20]. (б) Электрофореграмма лизатов клеток E.coli 
BL21 (DE3), трансформированных одной из четырех конструкций для продукции Cas9, до и после индукции экс-
прессии с помощью IPTG. Белки разделяли в 7.5 % акриламидном геле и окрашивали красителем Кумасси R‑250. 
М – ​маркеры молекулярного веса белков.

Рис.  2.  (а) Уровень нокаута CXCR4 в  клетках CEM/R5, электропорированных RNP с  Cas9–1xNLS или Cas9–
3xNLS. (б) Уровень нокаута CXCR4 в клетках CEM/R5, электропорированных комплексами RNP с добавлением 
PGA (+) или без добавления PGA (–). Экспрессию белка CXCR4 анализировали с помощью проточной цитометрии 
проводили на 3 день после электропорации. (в) Уровень нокина пептида МТ-С34 в локус CXCR4 в CD4+ Т-лимфо-
цитах, электропорированных RNP с Cas9-3xNLS вместе с донорной плазмидой pJet-X4ex2 в присутствии PGA (+) 
или без PGA (–).

3 NLS� PGA PGA– –+ +1 NLS�

а б в

CXCR4 KO, % CXCR4 KO, % MTC34 KI, %
60 60

40 40

20 20

0 0 0

1

2

3

1

2

3

4



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  514       2024

ГОЛУБЕВ  и др.88

RNP электропорировали в 1.5x106 клеток CEM/R5 
с  помощью прибора Neon (Invitrogen, США) при 
параметрах 1230 В, 40 мс, 1 импульс. На 3 день оце-
нивали уровень белка CXCR4 на поверхности кле-
ток методом проточной цитофлуориметрии с  по-
мощью мышиных моноклональных антител против 
CXCR4 (клон 12G5, Santa Cruz Biotechnology, США) 
и козьих антител против иммуноглобулинов мыши, 
коньюгированных с  Alexa488 (Thermo Scientific, 
США). Добавление двух дополнительных сигналов 
NLS к белку Cas9 увеличивало процент негативных 
по CXCR4 клеток в 1.8 раза (рис. 2, а).

В отсутствие gRNA белок Cas9 нестабилен и даже 
в  комплексе с  gRNA в  составе RNP может форми-
ровать нефункциональные агрегаты [11]. Согласно 
работе Nguyen et al., предотвратить агрегацию и по-
высить стабильность RNP можно с  помощью ани-
онного полимера PGA [11]. Поэтому была оценена 
эффективность нокаута CXCR4 с  помощью Cas9-
3xNLS в присутствии PGA. Для этого использовали 
PGA с молекулярной массой 15–50 кДа, разведенную 
до концентрации 100 мг/мл в деионизованной воде. 
Для формирования RNP комплексов PGA исполь-
зовали как описано в статье Nguyen et al [11]: на один 
образец смешивали 4 мкл PGA (100  мг/мл в  воде) 
и  200 пмоль gRNA, затем данную смесь добавляли 
к 200 пмоль Cas9 в буфере R. Было обнаружено, что 
добавление PGA к  RNP комплексам увеличивало 
уровень нокаута CXCR4 в 1.4 раза (рис. 2, б).

Данные, полученные на Т-клеточной линии 
CEM/R5, показали, что введение дополнитель-
ных сигналов NLS в белок Cas9 и добавление PGA 
к RNP комплексам приводят к повышению уровня 
нокаута CXCR4. После этого решено было перей-
ти к  клинически релевантной модели и  провести 
эксперимент на первичных CD4+ Т-клетках. В этом 
случае проводили нокаут CXCR4 с  одновремен-
ным нокином пептидного ингибитора слияния 
ВИЧ‑1 МТ-С34 во второй экзон гена CXCR4. В ре-
зультате корректного нокина клетки экспрессиро-
вали короткий GPI-заякоренный пептид МТ-С34 
на мембране, который можно было детектировать 
с  помощью полученных ранее антител [8]. Пери-
ферические мононуклеарные клетки выделяли из 
крови здоровых доноров, CD4+ Т-клетки выделяли 
с  помощью магнитной сепарации (#130–096–533, 
Miltenyi Biotec, Германия) и активировали с помо-
щью частиц с  иммобилизованными антителами 
против CD2, CD3 и CD28 (#130–091–441, Miltenyi 
Biotec, Германия) в  течение 2 суток. Для электро-
порации готовили RNP комплексы в  присутствии 
PGA или без нее, которые смешивали с 5.4 мг до-
норной плазмиды pJet-X4ex2, описанной ранее [8], 
добавляли к 1.5×106 клеток и проводили электропо-
рацию при параметрах 1600 В, 10 мс, 3 импульса. На 
3 сутки после электропорации анализировали уро-

вень пептида MT-C34 на поверхности клеток мето-
дом проточной цитофлуориметрии с помощью мы-
шиных моноклональных антител С24 [8] и  козьих 
антител против иммуноглобулинов мыши, конью-
гированных с  Alexa488 (Thermo Scientific, США). 
Поскольку экспрессия CXCR4 на первичных CD4+ 
Т-лимфоцитах зависит от состояния активации 
клеток и постепенно снижается после стимуляции 
[15], значительная часть клеток в контрольном об-
разце без добавления RNP оказывалась негативной 
по CXCR4 (данные не показаны). По этой причи-
не было решено оценивать только уровень нокина, 
который в нашем случае является наиболее важным 
показателем. Именно клетки с нокином представ-
ляют собой целевую популяцию, которая потенци-
ально может быть использована для переноса реци-
пиенту. Было обнаружено, что уровень нокина при 
использовании RNP с  тремя сигналами NLS со-
ставлял около 1.5 %, а при добавлении PGA к RNP 
комплексам достигал 3 % (рис. 2, в).

Известно, что большее число NLS в белке Cas9 
увеличивает эффективность доставки Cas9 в  ядро 
и  тем самым повышает уровень редактирования 
[10, 12]. Мы показали влияние такой модификации 
Cas9 на уровень редактирования в Т-клеточной ли-
нии CEM/R5. Наши данные согласуются с резуль-
татами недавно опубликованной работы, в  кото-
рой было показано, что при введении второго NLS 
SV40 в белок Cas9 происходило увеличение уровня 
редактирования локуса CCR5 в Т-клеточной линии 
Jurkat в 1.5–2 раза [13].

Дополнительная стабилизация RNP комплек-
сов с  помощью PGA, как впервые было показано 
в  работе Nguyen et al. [11], приводила к  повыше-
нию уровня нокаута CXCR4 в  1.4 раза. PGA была 
использована в нескольких работах, посвященных 
редактированию Т клеток [11, 16–19]. В одних ра-
ботах при добавлении PGA к  RNP комплексам 
авторы наблюдали повышение уровня нокина 
и повышение выживаемости клеток [11, 18], в дру-
гих отмечалось или только небольшое повышение 
нокина [17], или положительное влияние на вы-
живаемость [16]. Наконец, в одной работе не было 
обнаружено никакого эффекта от PGA [19]. В  на-
шей модели в присутствии PGA удалось повысить 
уровень нокаута CXCR4 и уровень нокина пептид-
ного ингибитора слияния ВИЧ‑1 МТ-С34. Кроме 
того, мы заметили, что при использовании более 
жестких режимов электропорации (1700  В, 20 мс,  
1 импульс), при которых удается добиться еще бо-
лее высоких показателей нокаута, в  присутствии 
PGA клетки выживают лучше и  делятся быстрее, 
чем без добавления PGA (данные не показаны).

Таким образом, нами было показано, что введе-
ние дополнительных сигналов NLS и  добавление 
PGA к RNP комплексам приводило к повышению 
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уровня нокаута CXCR4 в Т-клеточной линии СЕМ/
R5, а также к повышению уровня нокина пептида 
МТ-С34 в этот локус в первичных CD4+ Т-клетках. 
Полученные данные могут быть использованы при 
разработке методов редактирования Т-клеточных 
линий и первичных Т-клеток человека с целью соз-
дания генотерапевтических средств для лечения 
ВИЧ-инфекции.
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Gene editing using the CRISPR/Cas9 system provides new opportunities for the treatment of human diseases. 
Therefore, it is relevant to develop approaches aimed at increasing the efficiency of genome editing. Here, to 
increase the level of editing of the CXCR4 locus, a target for gene therapy of HIV infection, the Cas9 protein was 
modified by introducing additional NLS signals, and the ribonucleoprotein complexes of Cas9 and guide RNA 
were stabilized with poly-L-glutamic acid. This allowed a 1.8-fold increase in the level of CXCR4 knockout in the 
CEM/R5 T cell line and a 2-fold increase in the level of knock-in of the HIV-1 fusion peptide inhibitor MT-C34 
in primary CD4+ T lymphocytes.

Keywords: CRISPR/Cas9, RNP, PGA, genome editing, CXCR4, HIV, NLS
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СОДЕРЖАНИЕ ИЗОТОПОВ 13С И 15N В КОЛЛАГЕНЕ КОСТЕЙ  
МАЛОГО ПЕЩЕРНОГО МЕДВЕДЯ (MAMMALIA, CARNIVORA,  

URSIDAE, Ursus (Spelaearctos) rossicus Borissiak, 1930) ЗАПАДНОЙ СИБИРИ
© 2024 г.      П. А. Косинцев 

Рекомендовано академиком РАН А. В. Лопатиным

Поступило 10.11.2023 г.
После доработки 17.11.2023 г.

Принято к публикации 17.11.2023 г.

Проведен анализ данных о содержании изотопов 13C и 15N в коллагене костей малого пещерного мед-
ведя (Ursus (S.) rossicus Borissiak, 1930) из трех районов Западной Сибири. Кости датируются морской 
изотопной стадией (МИС) 3. Изучены кости половозрелых особей самцов и самок. Различия между 
некоторыми выборками проявляются только в значениях δ 15N.  Медведи из всех выборок относятся к 
одному трофическому уровню. Установлены трофические сдвиги между самками и самцами в одном 
районе и между самцами двух районов. Малый пещерный медведь Западной Сибири отличался от ма-
лого пещерного медведя Южного Урала значительно более хищным образом жизни. Уровень различий 
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Анализ содержания изотопов13C и 15N в коллагене 
субфоссильных костей является одним из основных 
методов изучения питания позвоночных животных 
в прошлом [1]. Этот метод позволяет оценить поло-
жение вида в трофической цепи, охарактеризовать 
изменения его питания во времени и  простран-
стве. Большое количество данных о  содержании 
изотопов13C и  15N получено для ряда вымерших 
видов, в  том числе для пещерных медведей (Ursus 
(Spelaearctos) spp.). Среди них наименее изученным 
является малый пещерный медведь (U. (S.) rossicus 
Borissiak, 1930), для которого имеются данные для 
одной выборки с территории Южного Урала [2, 3]. 
С  территории Азии известны определения значе-
ний изотопов13C и 15N для двух особей из Западной 
Сибири [4, 5].

Анализ морфологических данных показал, что 
в Азии, в позднем плейстоцене, обитал только ма-
лый пещерный медведь (U. (S.) rossicus Borissiak, 
1930) [6–8], который по морфологии и  размерам 

зубов и костей скелета хорошо отличается от буро-
го медведя (Ursus arctos Linnaeus, 1758) [6, 9]. Ареал 
малого пещерного медведя в Азии занимал южную 
часть Западной и Средней Сибири до Прибайкалья 
[6, 10]. В  Западной Сибири находки его остатков 
известны до широты 58°30´ с. ш. Фауны Западной 
Сибири, в  состав которых входил малый пещер-
ный медведь, датируются временем от последнего 
межледниковья (130 000–100 000  л. н., морская изо-
топная стадия 5 (МИС 5)) до конца МИС 3 (57 000–
29 000  л. н.) [11]. По костям малого пещерного 
медведя из местонахождений Западной Сибири по-
лучено 6 радиоуглеродных дат: >46520 BP,?; >45000 
BP, GrA‑39269; 52070±571 BP, GV‑02625; 48100±498 
BP, GV‑02624; 45000±2100/1100 BP, GrA‑41645; 
41340±528 BP, GV‑02626 [12]. Все местонахождения, 
из которых взяты кости для анализа, на основа-
нии видового состава фаун и радиоуглеродных дат 
датированы МИС 3 [11]. Все местонахождения За-
падной Сибири, в которых найдены остатки мало-
го пещерного медведя, относятся к аллювиальному 
тафономическому типу.

Задачей работы была характеристика значений 
δ13С и δ15N в коллагене костей самок и самцов мало-
го пещерного медведя из разных районов Западной 
Сибири.
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Изучено содержание изотопов13C и  15N в колла-
гене костей малого пещерного медведя из местона-
хождений: Антипино (57°49´ с. ш., 66°33´ в. д.), Ниж-
няя Тавда (57°41´ с. ш., 66°12´ в. д.), Мальково (57°08´ 
с. ш., 65°52´ в. д.), Спирино (56°10´ с. ш., 70°35´ в. д.), 
Меримы (58°01´ с. ш., 68°00´ в. д.), Епанчино (58°05´ 
с. ш., 68°43´ в. д.), Иртыш (58°03´ с. ш., 69°30´ в. д.). 
Местонахождения образуют три географические 
группы: «западную» (Антипино, Нижняя Тавда, 
Мальково), «восточную» (Спирино) и  «северную» 
(Меримы, Епанчино, Иртыш) (табл. 1).

Для анализа взяты 3 нижних челюсти, 2 первых 
шейных позвонка, 11 плечевых, 2 лучевых, 4 лок-
тевых, 3 бедренных и  2 больших берцовых костей. 
Определение пола и возраста особей, которым при-
надлежали кости, проведено на основании анализа 
их размеров и состояния эпифизов (приросли – ​не 
приросли) [6, 13–16]. В выборках есть кости самцов 
и самок. Одна особь имеет возраст 3+ (полувзрослая, 
subadultus), остальные особи имеют возраст 4  года 
и  старше (взрослые, adultus). Все особи являются 
половозрелыми.

Определение значений δ13С и δ15N в коллагене ко-
стей проведено методом изотопной масс-спектро-
метрии с  использованием изотопного масс-спек-
трометра DELTA V Advantage (Thermo Fisher 
Scientific, Германия), оснащенного элементным 

анализатором Flash 2000 (приборы предоставлены 
центром коллективного пользования ТомЦКП СО 
РАН) по стандартной методике. В качестве между-
народного стандарта углерода принят эталон VPDB. 
В качестве международного стандарта азота принят 
газообразный N2 атмосферного воздуха. Лаборатор-
ные рабочие газы сравнения CO2 и N2 калибровали 
по международному стандартному образцу МА-
ГАТЭ – ​IAEA‑600 Caffeine. Абсолютная погреш-
ность трех последовательных измерений анализи-
руемых образцов составляет для δ13С <±0.2 ‰ и для 
δ15N <±0.4 ‰.

Средние значения δ13С у  самцов и  самок в  «за-
падной» и  «восточной» выборках различаются не 
более чем на 0.5 ‰, различия средних значений δ15N 
в  «западной» выборке составляют 0.5 ‰, а  в  «вос-
точной» – ​2.0 ‰ (табл.  1). Географические разли-
чия средних значений δ13С между группами самок 
из «западной» и «восточной» выборок не проявля-
ются, а  различия значений δ15N составляют 0.5 ‰ 
(табл. 1). В трех выборках самцов отличия средних 
значений δ13С составляют не более 0.9 ‰, а средних 
значений δ15N не более 1.7 ‰ (табл. 1). Географиче-
ские различия средних значений δ13С между объе-
диненными выборками самцов и  самок западного 
и  восточного районов составляют 0.1 ‰, а  разли-
чия средних значений δ15N составляют 0.4 ‰. Ранее 

Таблица 1. Значения δ13С и δ15N в коллагене костей малого пещерного медведя (U. (S.) rossicus) Западной Сибири и Южного Урала

Выборки Пол1 n
δ13C, ‰ δ15N, ‰

Min Max M Min Max M

«Западная»

♂ 10 −23.7 −22.2 −23.0 6.0 13.1 8.6

♀ 5 −23.7 −20.2 −22.5 5.1 13.9 8.9

♂,♀ 152 −23.7 −20.2 −22.7 5.1 13.9 8.7

«Восточная»

♂ 4 −23.0 −22.1 −22.7 4.9   9.4 7.4

♀ 3 −22.6 −22.3 −22.5 6.9 11.9 9.4

♂,♀ 72 −23.0 −22.1 −22.6 4.9 11.9 8.3

«Северная» ♂ 5 −22.9 −19.9 −22.1 5.8 12.8 9.1

Томское Приобье ? 13 −19.4 10.7

Алтай ? 14 −21.4 2.6

Южный Урал

? 165 −25.6 −19.3 −22.3 ± 1.93 3.2   8.1 5.4 ± 1.34

? 56 −20.8 −22.8 −21.3 ± 0.46 3.1   8.8 4.9 ± 2.32

? 212 −25.6 −19.3 −22.1 ± 1.74 3.1   8.8 5.2 ± 1.57
1 ♂ – самцы, ♀ – самки, ? – пол не определен.
2 Объединенная выборка.
3  Kuzmin, Bondarev, Kosintsev et al., 2021.
4 Kosintsev, Bocherens, Kirillova et al., 2021
5 Силаев, Паршукова, Гимранов и др., 2020.
6 Gimranov Bocherens, Kavcik-Graumann et al., 2022.
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получены значения δ13С и  δ15N в  коллагене костей 
малого пещерного медведя из степного Алтая [4] 
и  Томского Приобья [5]. Первая особь отличает-
ся очень низким значением δ15N, не встреченным 
в остальных выборках (табл. 1).

В целом значения δ13С и δ15N для всех выборок 
близки, за исключением выборки самцов из «вос-
точного» района, для которой получены относи-
тельно небольшие значения δ15N (табл.  1). Отне-
сение выборок к  разным трофическим уровням 
предложено проводить при различии значений δ13С 
от 0 до 2 ‰ и различии значений δ15N более 3 ‰ [17]. 
Выявленные половые и  географические различия 
значений δ13С и δ15N не достигают этих показателей, 
то есть все изученные выборки относятся к одному 
трофическому уровню.

Анализ распределения значений δ13С и δ15N по-
казывает, что в  «восточной» выборке их значения 
у  самок и  самцов не перекрываются (рис.  1). Рас-
пределение значений δ13С и  δ15N у  самцов из «се-
верной» и  «западной» выборок перекрываются 
незначительно. Значительно перекрываются рас-
пределения значений δ13С и δ15N у самцов и самок 
из «западной» и «восточной» выборок и самцов из 
«северной» выборки (рис.  1). Это свидетельствует 
о  заметных трофических сдвигах между самцами 
и самками в «восточной» выборке и между самцами 
из «северной» и «западной» выборок.

Распределение значений δ13С и  δ15N в  колла-
гене костей малого пещерного медведя Западной 
Сибири и  Южного Урала заметно различаются 
(рис. 1). Во всех выборках Западной Сибири сред-
ние значения δ13С попадают в  пределы изменения 
значений δ13С в выборке с Урала и отличаются от ее 
среднего значения не более, чем на 0.6 ‰ (табл. 1). 
Значения δ15N во всех выборках Западной Сибири 
превышают его максимальное значение в выборке 
с Южного Урала. Эти различия проявляются меж-
ду выборками и самцов и самок. Различия средних 
значений между разными выборками самцов и мед-
ведями Урала составляют 2.2 ‰, 3.7 ‰, 3.9 ‰, меж-
ду выборками самок и медведями Урала составляют 
3,7 ‰ и 4.2 ‰ (табл. 1). Различия средних значений 
для объединенных выборок самцов и самок Запад-
ной Сибири и выборки с Южного Урала составляют 
более 3.1 ‰ (табл.  1). Эти различия соответствуют 
разным трофическим уровням [17].

Различия между половыми и  географическими 
группами медведей Западной Сибири и Урала обу-
словлены различием значений δ15N (табл. 1, рис. 1). 
Величина δ15N в  коллагене определяется главным 
образом количеством белка, потребляемого живот-
ным [18, 19], в данном случае, количеством потре-
бляемого мяса. Таким образом, отмеченные выше 
различия значений δ15N отражают разную степень 

хищничества в  разных половых и  географических 
группах малого пещерного медведя. В  Западной 
Сибири самки в  «восточной» выборке вели более 
хищный образ жизни, чем самцы, а самцы «восточ-
ной» выборке вели наименее хищный образ жизни 
по сравнению с самцами и самками остальных вы-
борок. Медведи Южного Урала вели значительно 
менее хищный образ жизни по сравнению с медве-
дями Западной Сибири.

Взрослые самцы и  самки малого пещерного 
медведя из разных географических районов Запад-
ной Сибири, не смотря на существование между 
некоторыми из них трофического сдвига, относят-
ся к одному трофическому уровню. Малый пещер-
ный медведь Западной Сибири отличался от мед-
ведя Южного Урала значительно более хищным 
образом жизни. Уровень различий между медведя-
ми Урала и Сибири соответствует разным трофиче-
ским уровням.
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Рис.  1. Распределение значений δ13C и  δ15N (‰) 
в  коллагене костей малого пещерного медведя  
(U. (S.) rossicus) Западной Сибири и Южного Урала.
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CONTENT OF 13С and 15N ISOTOPES IN COLLAGEN OF BONES  
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An analysis of data on the content of 13C and 15N isotopes in the collagen of the bones of the small cave bear 
(Ursus (S.) rossicus Borissiak, 1930) from three regions of Western Siberia was carried out. The bones are dated to 
Marine Isotope Stage (MIS) 3. The bones of mature males and females were studied. Differences between some 
samples appear only in the δ15N values. Bears from all samples belong to the same trophic level. Trophic shifts 
have been established between females and males in one area and between males in two areas. The small cave 
bear of Western Siberia differed from the small cave bear of the Southern Urals in a much more predatory way 
of life. The level of differences between the bears of the Urals and Siberia corresponds to different trophic levels.

Keywords: Ursus rossicus, small cave bear, Late Pleistocene, Western Siberia, stable isotope, 13C, 15N, collagen
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КЛЕТОК МЛЕКОПИТАЮЩИХ СОПРОВОЖДАЮТСЯ СМЕНОЙ  

ЭКСПРЕССИРУЮЩИХСЯ ИЗОФОРМ PHF10
© 2024 г.      Д. О. Байрамова1,2, А. М. Азиева3, А. В. Феоктистов1,2,  

академик РАН  С. Г. Георгиева1, Н. В. Сошникова1,2, *
Поступило 20.10.2023 г.

После доработки 05.11.2023 г.
Принято к публикации 07.11.2023 г.

Комплекс ремоделирования хроматина PBAF играет важнейшую роль в регуляции экспрессии генов в 
процессе дифференцировки тканей и при развитии организма. Специфичность взаимодействие ком-
плекса с хроматином определяется наличием в ряде его субъединиц доменов, узнающих определенные 
модификации N-концевых последовательностей гистонов. PHF10, субъединица комплекса PBAF, со-
держит DPF-домен, являющийся уникальным доменом взаимодействия с хроматином. В клетках по-
звоночных также присутствует изоформа PHF10, не имеющая домена DPF. В данной работе показано, 
что при нейрональной и мышечной дифференцировке клеток человека и мыши меняется экспрессия 
изоформ PHF10: формы, не имеющие DPF, замещают формы, в которых он присутствует. Замена изо-
форм PHF10 в комплексе PBAF может влиять на его избирательность в регуляции генов дифференци-
рующихся клеток.
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Ремоделирование хроматина осуществляется 
специальными комплексами, которые изменяют 
положение нуклеосом относительно ДНК за счет 
энергии гидролиза АТФ. Среди них семейство ком-
плексов типа SWI/SNF принимает участие в  ре-
гуляции экспрессии генов [1]. Нокаут субъединиц 
комплекса является летальным для организма или 
приводит к  дефектам развития определенных ор-
ганов [2]. Семейство SWI/SNF включает в себя три 
типа комплексов, которые отличаются субъединич-
ным составом: BAF, PBAF, GBAF [3]. Комплексы 
содержат порядка 10–12 субъединиц, из которых 
часть является общими, а  другие специфичными 
для каждого из комплексов. Ряд субъединиц ком-
плекса имеют домены, узнающие различные мо-

дификации N-концевых последовательностей ги-
стонов, что определяет взаимодействие комплекса 
с конкретным районом хроматина [4].

Комплекс PBAF отличается от остальных ком-
плексов семейства наличием модуля связывания 
хроматина, состоящего из четырех белков: BAF200, 
BAF180, BRD7 и  PHF10. Каждый из этих белков 
содержит домены, распознающие модификации 
N-концов гистонов, что позволяет комплексу спец-
ифично локализоваться на хроматине.

Субъединица PHF10 играет важную роль 
в  функционировании комплекса, так как нокаут 
гена PHF10 у  мышей является эмбриональной ле-
талью [5]. PHF10 имеет внутреннюю структуриро-
ванную часть, состоящую из WHD домена и  двух 
альфа-спиралей (рис. 1, а и б).

Ранее мы показали, что у  PHF10 имеются изо-
формы, отличающиеся N- и C-концами (рис. 1, а) 
[6]. В результате старта с альтернативных промото-
ров белковые изоформы могут содержать (PHF10-Pl 
и PHF10-Sl) или не содержать (PHF10-Ps, PHF10-
Ss) N-концевые 46 аминокислот. В результате аль-
тернативной терминации С-конец изоформ окан-
чивается DPF-доменом (PHF10-Pl и  PHF10-Ps, 



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  514       2024

НЕЙРОНАЛЬНАЯ И МЫШЕЧНАЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ  КЛЕТОК 97

обобщенное название PHF10-P) или вместо него – ​
сайтом конъюгирования SUMO1 – ​PDSM моти-
вом (PHF10-Sl и  PHF10-Ss, обобщенное название 
PHF10-S). DPF принадлежит к группе PHD- доме-
нов, взаимодействующих с N-концевыми последо-
вательностями гистонов. DPF является уникаль-

ным доменом, присутствующим всего в нескольких 
белках [7]. Согласно моделированию DPF белка 
PHF10 способен связываться с H3K14ac N-концом 
гистона [8]. H3K14aс модификация характерна для 
активирующихся генов и локализуется на промото-
рах и кодирующей части генов [9].
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Рис. 1. (а) Схема изоформ PHF10. Обозначены характерные домены и мотивы изоформ PHF10. (б) Предсказан-
ная структура PHF10-Pl (Q8WUB8) согласно Alpha Fold database (https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q8WUB8). (в) Экс-
прессия изоформ PHF10-P, PHF10-S и их соотношение в различных тканях человека согласно базе данных GTEx 
(The Genotype-Tissue Expression (GTEx) Project data). По оси ординат TPM (количество транскриптов на миллион 
прочтений в образце).
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Помимо различной доменной организации изо-
формы имеют различные паттерны фосфорилиро-
вания. Более всего между собой отличаются PHF10-
Pl и PHF10-Ss изоформы (рис. 1, а).

При миелоидной дифференцировке PHF10-P 
рекрутируются на промоторы специфических генов 
[10] и  участвуют в  привлечении РНК-полимеразы 
II [6]. Также для PHF10-P изоформ была показана 
важная роль в поддержании пролиферации нейро-
нальных предшественников и фибробластов [11, 12]. 
Про роль PHF10-S изоформ известно гораздо мень-
ше. Мы установили, что они включаются в комплекс 
PBAF альтернативно PHF10-P изоформам, фос-
форилируются по другим аминокислотам и за счет 
этого гораздо стабильнее PHF10-P изоформ [13]. 
В большинстве клеточных линий онкогенного про-
исхождения экспрессируются и PHF10-P и PHF10-S 
изоформы, что затрудняет изучение их функций.

В данной работе мы выяснили, что из всех тка-
ней человека наиболее обогащенными PHF10-S 
изоформами являются нервная и  мышечная тка-
ни. Также мы показали, что при дифференциров-

ке клеточных линий по нейрональному и  мышеч-
ному пути начинают экспрессироваться PHF10-Ss 
изоформы и  значительно снижается экспрессия 
PHF10-Pl изоформ. Это явление «переключения 
экспрессии изоформ» является консервативным 
процессом и наблюдается на человеческих и мыши-
ных культурах нейрональных клеток.

Для изучения функциональных особенностей 
изоформ мы проанализировали экспрессию DPF- 
содержащих и не содержащих изоформ и их соот-
ношение в  различных тканях человека, представ-
ленных в  GTEx (The Genotype-Tissue Expression 
Project data) базе данных (рис.  1, в) [14]. Оба типа 
изоформ экспрессируются практически во всех 
тканях и примерно на одном уровне. Однако в тка-
нях мозга (кора больших полушарий и мозжечок на 
графике), сердца (предсердие и левый желудочек на 
графике) и в мышечных тканях (скелетные мышцы) 
экспрессия изоформ DPF- не содержащих изоформ 
(PHF10-S) преобладает.

Поскольку ранее было показано, что DPF-со-
держащая форма нужна для пролиферации кле-
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2a (б): левая панель – ​визуализация с помощью негативного контрастирования фенотипа клеток в течение деся-
ти дней дифференцировки; правая панель – ​Вестерн-блоттинг изоформ PHF10 без дифференцировки, в середине 
и по окончании дифференцировки. Изоформы обозначены справа. Слева показан маркер молекулярных масс – ​55 
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ток, мы предположили, что ее замена в  тканях на 
изоформу, не содержащую DPF, может быть свя-
зана с  дифференцировкой клеток. Для дальней-
шего исследования связи этих процессов были 
выбраны несколько клеточных линий и проведена 
их дифференцировка. Линию человека SH-SY5Y 
нейронального происхождения дифференцирова-
ли в течение трех дней с помощью ATRA (all-trans 
retinoic acid) (10M) с  последующим добавлением 
фактора BDNF (50нг/мл) в  нейробазальной среде 
с  добавлением 1x B27 и  Глутамакса. На всем про-
тяжении дифференцировки с  помощью световой 
микроскопии фиксировали изменения клеточного 
фенотипа и  постепенное формирование нейритов 
(рис. 2, б, левая панель). Также мы отбирали клет-
ки, лизировали и  проводили Вестерн-блоттинг 
с окрашиванием антителами к PHF10, узнающими 
все изоформы PHF10, полученными нами ранее 
[6]. Количество белка выравнивали по экспрессии 
тубулина (рис. 2, а, правая панель). Уже на пятый 
день мы детектировали уменьшение экспрессии 
DPF-содержащей изоформы PHF10-Ps изоформ 
и увеличение PHF10-Sl, которая не содержит DPF. 
Кроме того, началась экспрессия PHF10-Ss изофор-
мы, которых не было в  недифференцированных 
клетках. На десятый день мы переставали детекти-
ровать экспрессию PHF10-Pl и PHF10-Ps станови-
лась еще меньше, однако значительно усиливалась 
экспрессия PHF10-Ss (рис.  2, а, правая панель). 
Таким образом, при нейрональной дифференци-
ровке клеток человека мы наблюдали изменение 
экспрессии изоформ PHF10: PHF10-Pl переставала 
экспрессироваться, а PHF10-Ss начинала и вместе 
с  PHF10-Sl становились преобладающими в  диф-
ференцированных SH-SY5Y-клетках.

Дифференцировку другой линии нейрональ-
ного происхождения, клеток мыши Neuro2A про-
водили в  течение десяти дней с  помощью ATRA. 
Фенотип этих клеток несколько отличался от SH-
SY5Y, однако они также давали нейриты и переста-
вали делиться к концу дифференцировки (рис. 2, б, 
левая панель). Экспрессию изоформ Phf10  так-
же детектировали с  помощью Вестерн-блоттинга 
и окрашивания антителами против Phf10 (рис. 2, б,  
правая панель). К десятому дню дифференциров-
ки мы также наблюдали прекращение экспрессии 
Phf10-Pl изоформы, увеличение экспрессии Phf10-
Sl и мощную экспрессию изоформы Phf10-Ss. Од-
нако в отличие от SH-SY5Y экспрессия Phf10-Ps не 
менялась, что возможно связано с тем, что некото-
рые процессы и сигнальные пути в культуре клеток 
Neuro2A могут отличаться от in vivo дифференци-
ровки. В целом тенденция смены экспрессии изо-
форм Phf10-Pl на Phf10-Ss наблюдалась и в данных 
клетках мыши, что свидетельствует о консерватив-
ности молекулярных механизмов, регулирующих 
«переключение изоформ» и  важности PHF10-Ss 
изоформ в нервной ткани млекопитающих.

Также была проведена дифференцировка ли-
нии иммортализованных мышиных скелетных 
миобластов C2C12 по мышечному пути с  помо-
щью замены в клеточной среде 20 % бычьей сыво-
ротки на 1 % лошадиную сыворотку [15]. Методом 
Вестерн-блоттинга уже на третий и  на пятый дни 
дифференцировки были обнаружены изменения 
уровней экспрессии изоформ Phf10. Баланс изо-
форм смещался в сторону изоформ, не содержащих 
DPF: прекращалась экспрессия Phf10-Pl, а уровень 
Phf10-Ss и Phf10-Sl изоформ возрастал (рис. 3).

Таким образом, при нейрональной и миогенной 
дифференцировке клеток млекопитающих (мыши 
и человека) происходит смена экспрессии изоформ 
PHF10. Изоформы, не содержащие DPF замещают 
изоформы с  DPF-доменом. В  частности, PHF10-
Pl перестает экспрессироваться, и  заменяется на 
PHF10-Ss изоформу, которая не детектируется 
в  недифференцированных клетках, но становится 
преобладающей в  конечно-дифференцированных 
клетках.

При дифференцировке клеток происходит изме-
нения в  транскрибирующихся генах: меняются их 
эпигенетические модификации, структура хрома-
тина и организация в пространстве. Это приводит 
к тому, что экспрессия некоторых генов, в частно-
сти генов пролиферации, ингибируется и  активи-
руется экспрессия тканеспецифических генов. Ра-
нее было показано, что некоторые субъединицы 
PBAF имеют гомологи, которые экспрессируются 
в определенных клетках и тканях [3]. Таким обра-

С2С12 (д):

0 3 5

Gapdh

Phf10

55

70 – Pl

– Sl

– Ps

Ss

Рис. 3. Вестерн-блоттинг изоформ Phf10 в процессе 
миогенной дифференцировки клеток мыши линии 
С2С12. Изоформы обозначены справа. Слева пока-
зан маркер молекулярных масс – ​55 и 70кДа. Окра-
ска антителами к  белку Gapgh использовалась как 
контроль нанесения.
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зом, состав комплексов SWI/SNF может быть спец-
ифичен для определенных типов клеток.

Изоформы PHF10 включаются в состав комплек-
са PBAF альтернативно и придают комплексу опре-
деленную специфичность в отношении хроматина, 
с  которым комплекс предпочитает связываться. 
DPF домен изоформ PHF10-P потенциально связы-
вает H3K14ac N-конец гистона [8]. H3K14aс лока-
лизуется на промоторах и кодирующей части генов 
и возникает на тканеспецифичных генах, в процессе 
активации их de novo [9]. PHF10-Ss изоформа не со-
держит этот домен, но вместо этого домена способна 
ковалентно конъюгировать SUMO1 [6]. SUMO1 мо-
жет связываться с SIM мотивами (Sumo interaction 
motives) других белков. Помимо этого, PHF10-Pl 
и PHF10-Ss имеют разные паттерны фосфорилиро-
вания: у PHF10-Pl фосфорилирование более десяти 
серинов и треонинов в неструктурированной части 
N-конца PHF10, а у PHF10-Ss такому интенсивному 
фосфорилированию подвергается неструктуриро-
ванная часть ближе к С-концу [13]. Разные модифи-
кации также могут способствовать избирательности 
комплекса PBAF, включающие разные изоформы, 
в  отношении взаимодействующих белков и  транс-
крипционных факторов.
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NEURONAL AND MUSCLE DIFFERENTIATION OF MAMMALIAN CELLS 
IS ACCOMPANIED BY A CHANGE OF PHF10 ISOFORM EXPRESSION
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The PBAF chromatin remodeling complex of the SWI/SNF family plays a critical role in the regulation of gene 
expression during tissue differentiation and organism development. The subunits of the PBAF complex have 
domains responsible for binding to N-terminal histone sequences. It determines the specificity of binding of 
the complex to chromatin. PHF10, a specific subunit of the PBAF complex, contains a DPF domain, which 
is a unique chromatin interaction domain. A PHF10 isoform that lacks the DPF domain is also present in 
vertebrate cells. This work shows that during neuronal and muscle differentiation of human and mouse cells, the 
expression of PHF10 isoforms changes: the form that does not have DPF replaces the form in which it is present. 
Replacement of PHF10 isoforms in the PBAF complex may affect its selectivity in the regulation of genes in 
differentiating cells.

Keywords: neural differentiation, chromatin remodeling, SWI/SNF, PBAF, PHF10, gene expression
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У млекопитающих основной вклад в изменчивость пигментации вносят две группы генов, непосред-
ственно связанные с метаболическими путями синтеза пигментов и контролирующие транспорт 
в меланоцитах меланосом к кератиноцитам. С целью выявления генетических основ вариантов та-
кой изменчивости выполнено сравнение нуклеотидных последовательностей гена меланофилина 
у двух групп хорьков – серебристого окраса и животных дикого типа с использованием секвенирова-
ния 16 экзонов. У носителей серебристого окраса выявлена мононуклеоидная делеция в 9-м экзоне, 
приводящая к сдвигу рамки считывания и образованию ниже по течению стоп-кодона. Мутантный бе-
лок почти полностью лишен С концевого домена, ответственного за контакт меланосом с актином при 
их продвижении к периферии меланоцитов, но сохраняет лидирующий домен, участвующий в форми-
ровании меланосом. Сочетание сохранности N домена и дефекта C домена мутантного белка впервые 
позволяет объяснить неполное доминирование белка дикого типа у гетерозигот. 
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ВВЕДЕНИЕ

Пигментация кожи и волос является важным по-
казателем у млекопитающих, часто связанным с це-
лым рядом физиологических характеристик, в том 
числе с  предрасположенностью к  врожденным 
и инфекционным заболеваниям [1]. Изменчивость 
окраса шерсти у  животных сельскохозяйственных 
видов, как правило, имеет прямое отношение к по-
родной принадлежности. Окрас шерсти имеет вы-
соко полигенную основу, к  настоящему времени 
описано 378 генов, которые вовлечены в  форми-
рование окраски шерсти у  млекопитающих [2,  3]. 
Среди них можно выделить группы генов, продук-
ты которых участвуют в  синтезе собственно ме-
ланинов в  меланоцитах и  другие, ответственные 
за формирование меланосом и  их продвижения 
к  кератиноцитам. Обнаружено, что существенный 
вклад в разнообразие окраса млекопитающих вно-
сят гены второй группы, в частности, мутации гена 

меланофилина (mlph), продукт которого участвует 
в  транспорте зрелых меланосом и  их накоплению 
на дендритных концах меланоцитов. Мутации гена 
mlph описаны у  разных видов и  связаны с  осла-
блением пигментации. Такое ослабление описано 
у ряда видов птиц [4, 5], собак [6], кроликов [7], ко-
шек [8], американских норок [9, 10], крупного ро-
гатого скота бельгийской голубой породы [11], овец 
[12, 13]. У карликовых пород кроликов нарушение 
сплайсинга и появление стоп-кодона гена mlph при-
водило к выпадению из мРНК 3 и 4 экзонов, фор-
мированию укороченного белка и, соответственно, 
уменьшению скопления меланосом [14]. Монону-
клеотидная делеция в экзоне 5 гена mlph, приводя-
щая к сдвигу рамки считывания, может приводить 
к  такому же разбавлению цвета шерсти кроликов 
[15]. У хорька не проводились исследования влия-
ния мутаций гена mlph на окрас животных.

У кролика последовательность гена mlph включа-
ет 15 экзонов, белок MLPH кролика по содержанию 
562 аминокислот (NP_001284414) оказался короче 
по сравнению с белками человека и мыши, состо-
ящими из 600 (NP_077006) и 590 (NP_443748) ами-
нокислот соответственно. N- и  C-домены MLPH, 
связывающиеся с  такими белками, вовлеченными 
в транспорт меланосом, как Rab27A и актин, кон-
сервативны у  человека и  мыши, а  срединный до-
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мен, связывающий миозин VA, имеет выраженную 
видовую специфику [16].

Таким образом, ген mlph постепенно становится 
наиболее многообещающим геном-кандидатом для 
исследования вариантов пигментации у  млекопи-
тающих.

В  связи с  вышеизложенным, целью настоящей 
работы было выполнение секвенирования гена 
mlph группы хорьков с разными окрасами, сравне-
ние результатов у  животных с  серебристым фено-
типом с хорьками дикого типа, а также оценка по-
тенциального влияния отличий в секвенированных 
последовательностях на окрас животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения анализа гена меланофелина 

взяты 5 образцов шкурок классического и 5 образ-
цов серебристого хорька (зверохозяйство “Русский 
Соболь”, Пушкино), в  дальнейшем обозначенные 
как дикий и мутантный типы соответственно.

Для выделения ДНК использовался метод фе-
нол-гуанидин-хлороформной экстракции, реаген-
ты для выделения ДНК/РНК приобретены в фирме 
ООО “Евродиагностика Био” и использованы в со-
ответствие с протоколом производителя.

Для подбора праймеров выполнен анализ нукле-
отидной последовательности гена меланофилина 
у хорька (Genbank number >NW_025422021.1) с уче-
том необходимости амплификации не только экзо-
нов, но и небольших участков прилегающих к ним 
интронов. Разбивка изучаемого гена на интроны 
и  экзоны проведена в  программе Splign (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.cgi?textpage
=online&level=form). Подбор праймеров к экзонам 
выполнен в  программе Primer 3 (https://primer3.
ut.ee/). Валидация и  отбор выбранных праймеров 
произведен через он-лайн базу GenBank програм-
мой Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Прайме-
ры синтезированы в ООО “Евроген”.

Смесь для реакции ПЦР готовили в следующих 
пропорциях: ПЦР буфер 10х – ​2.5 мкл, образец 
ДНК – ​5 мкл, нуклеотиды (0.2 мМ) – ​2.5 мкл, прай-
меры (20 пмоль) – ​2.5мкл, ДНК полимераза – ​1 е.а. 
Базовая программа амплификации – ​95°С,старт – ​
94°С – ​10 сек., 62°С – ​10 сек. – ​40 циклов, 72°С – ​
10 сек., 24 Со – ​хранение. Электрофорез проводил-
ся в ТАЕ буфере или ТБЕ буфере, на 1.8 % агазоре, 
с добавлением 10 мкл раствора 1 % бромистого эти-
дия на 100 мл геля.

После получения однородных и  чистых ПЦР 
продуктов, ампликоны передавались в  компанию 
ООО  “Синтол” для секвенирования. Получен-

Рис. 1. Хроматограмма сиквенса, содержащая мутацию. Сверху приведен аналогичный участок гена mlph у хорька 
дикого типа, снизу – ​мутантный тип (выделено прямоугольником).
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ные хроматограммы сиквенса проанализированы 
программой Chromas (https://technelysium.com.au/
wp/chromas/), выравнивание и  сравнение после-
довательностей выполнено программой ClustelW 
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). Выяв-
ленные полиморфизмы верифицированы в  руч-
ном режиме при помощи анализа хроматограмм 
сиквенса.

Анализ полученных хроматограмм сиквенсов 
позволил получить следующие данные. Хорьки 
серебристого окраса отличались от темноокра-
шенных дикого типа мутациями гена mlph по типу 
инверсии 2х нуклеотидов и делецией одного, при-
мерно в  середине 9-го экзона (рис.  1). Мутантная 
последовательность приводит к образованию стоп 
кодона на примерно 200 аминокислот раньше у се-
ребристых хорьков в гомозиготе относительно бел-
ка дикого типа.

Нами проведена оценка нуклеотидной последо-
вательности дикого и  серебристого аллельных ва-
риантов путем компьютерного построения зрелой 
РНК дикого и мутантного типов с последующей ре-
конструкцией соответствующих аминокислотных 

последовательностей с использованием программы 
Transcription and Translation Tool (https://biomodel.
uah.es/en/lab/cybertory/analysis/trans.htm). Полу-
ченные результаты представлены на рис. 2.

Можно увидеть (рис.  2), что обнаруженная му-
тация в 9 экзоне приводит к сдвигу рамки считыва-
ния по сравнению с диким типом (рис. 2, выделены 
курсивом). Первая мутантная аминокислота имеет 
номер 327 и представляет замену аминокислоты се-
рин у дикого типа MLPH на аминокислоту треонин 
у мутантного типа. Далее в аминокислотной пози-
ции 373 образуется стоп-кодон, приводя к форми-
рованию укороченной формы белка MLPH у хорь-
ков серебристой окраски.

Белок MLPH имеет 3 функциональных доме-
на: N-участок содержит домен, связывающийся 
с  белком Rab27А, который, в  свою очередь, взаи-
модействует с  меланосомами. Центральный уча-
сток связывается с  моторным протеином MyoVa, 
С-концевой участок взаимодействует с  актином 
при доставке меланосом к  дендритам меланоци-
тов [17]. Обнаруженная мутация находится в ами-
нокислотной позиции 327, а  измененная после-

Аминокислотная последовательность белка меланофилина дикого типа

Аминокислотная последовательность белка меланофилина
мутантного «серебристого» типа

MGRKLDLSKLTDEEAKHVWEVVQRDFDLRRKEERLEGLKGRIKKESSQRELLADTAH

MGRKLDLSKLTDEEAKHVWEVVQRDFDLRRKEERLEGLKGRIKKESSQRELLADTAH

LNETHCARCLQPYRLLATPRRQCLDCRLFTCQNCSHAHPEEQGWLCDPCHLARVVKIGS

LNETHCARCLQPYRLLATPRRQCLDCRLFTCQNCSHAHPEEQGWLCDPCHLARVVKIGS

LEWYHQHLRARFKRFGSAKVIRSLCGRLQGAGLPDRARGSPDIHSGPDASAGEGSGDSE

LEWYHQHLRARFKRFGSAKVIRSLCGRLQGAGLPDRARGSPDIHSGPDASAGEGSGDSE

QTDEDGELDTAAQAQPIGSKKKRLSIHDLDFEADSDDSTWSGSHPPDSSPVPAAMDSLQ

QTDEDGELDTAAQAQPIGSKKKRLSIHDLDFEADSDDSTWSGSHPPDSSPVPAAMDSLQ

VPCAQTFTDEPCAKDASPEAMVAPGCHPPPEEQTDSLSPAGQDTLTELCVPGESRRTAL

VPCAQTFTDEPCAKDASPEAMVAPGCHPPPEEQTDSLSPAGQDTLTELCVPGESRRTAL

GTAAAAGKSITRSERLPSQYLAEMDTSEDDGESPGAPHAAFHPCGGGGHTPSQSQCLPGC

GTAAAAGKSITRSERLPSQYLAEMDTSEDDGETPGLPTLPSTHAEEEATPRPRVSVSQAASP

EPTDADREEETLRRKLEELTSHISDQGASSEEEGSKEEEAELDRSPSIRDLPGAGLEVSGAVGQ

QMRTEKRRPSGGSWRS

TYRQETIPGDPQDLVQPSRTTDKELLELEDRVAVTASEVHQVESEVSNIKSKIAALQAAGLTVK

PSGKPRRKSNLPIFLPRLAERLDRNPKDPNADPMEEMTVAPYLLRRKFTNSPKSQGKDGISFH

RQSAYRGSLTQRNPNSRKGVANHSFAKPVMTHQP

Рис. 2. Сравнение аминокислотных последовательностей дикой и мутантной форм меланофилина. Для наглядно-
сти мы выделили одинаковые у двух форм последовательности аминокислот зеленым цветом, а различающиеся – ​
желтым и курсивом. Первая измененная аминокислота выделена также подчеркиванием.
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довательность длится до аминокислоты номер 372 
и затем обрывается. Мутантный белок полностью 
теряет С  концевой домен связывания c актином, 
а также имеет измененный домен связывания с ми-
озиновым белком MyoVa.

Выполнено 3D моделирование структур форм 
MLPH дикого и  мутантного типов при помощи 
программы для построения трехмерных моделей 
(https://swissmodel.expasy.org), результаты которого 
представлены на рис. 3 и 4.

Можно увидеть, что выявленная мутация харак-
теризуется глубокими конформационными изме-
нениями в структуре белка MLPH, существенными 
также для изменений его функциональных харак-

теристик. Первое очевидное отличие – ​мутант-
ный белок гораздо короче своего дикого аналога 
(372 аминокислотных остатков против 579). Далее, 
в  диком типе две альфа-спирали аминокислот-
ных остатков расположены после точки мутации 
(рис. 3), в мутантном же типе происходит не только 
обрыв синтеза белка из-за стоп-кодона, но и изме-
нения третичной структуры в области, предшеству-
ющей точке мутации. Это происходит, по-видимо-
му, из-за наличия в  мутантном белке небольшого 
участка с  измененной последовательностью ами-
нокислот после точки мутации и  до стоп-кодона 
(рис.  4). В  результате взаимодействия с  новой по-
следовательностью (рис. 3), конформация домена, 
связывающегося с  миозином, изменяется – ​появ-

Рис. 3. Структура меланофилина дикого типа. Слева кружком выделен домен связывания с белком Rab27А. Далее 
по последовательности присутствуют две альфа-цепи. Первая из них относится к домену связывания миозина, вто-
рая – ​входит в состав функционального домена связывания актина. Точка мутации, присутствующая в аналогичной 
последовательности мутантного белка, отмечена стрелкой.

Рис. 4. Структура меланофилина мутантного типа. Кружком выделен домен связывания белка Rab27a. Мутантная 
аминокислота отмечена стрелкой. Последовательность аминокислот после точки мутации не соответствует анало-
гичной последовательности в диком типе. Присутствующие на данном рисунке две альфа-цепи не являются анало-
гичными альфа-цепям в белке дикого типа.
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ляются две новые альфа-спирали, отсутствующие 
в белке дикого типа.

Далее нами проведен подробный трехмер-
ный анализ структуры N-концевого домена белка 
MLPH, связывающегося через Rab27А с  органел-
лами, накапливающими меланин – ​меланосома-
ми (на рис. 3 и 4 выделены кружками). Этот домен 
полностью сохраняет свою третичную структуру, не 
подвергается конформационным изменениям в ре-
зультате наличия измененного участка после точки 
мутации.

Полученные данные согласуются с фенотипиче-
скими наблюдениями о том, что серебристый окрас 
наследуется по типу неполного доминирования. То 
есть в гетерозиготных особях по данной мутации на-
блюдается не полная потеря цвета, а лишь ослабле-
ние, обесцвечивание окраски. Можно ожидать, что 
это происходит в результате эффекта конкурентного 
ингибирования дикой формы MLPH и мутантной. 
Мутантный белок лишен способности к транспор-
ту, но сохраняет интактным домен связывания с ме-
ланосомами. В результате происходит конкуренция 
между двумя формами белка за связывание с мела-
носомами и  полноценному дикому белку удается 
транспортировать к дендритам меланоцитов гораз-
до меньшее количество меланосом. В результате мы 
имеем следующую фенотипическую картину: дикие 
по MLPH хорьки окрашены типично, гомозиготы 
по мутантному типу почти полностью белые, гете-
розиготы имеют ослабленный окрас и белые пятна 
в различных частях шкурки.

В  общем, в  результате выполненного исследо-
вания обнаружены отличия между нуклеотидными 
последовательностями экзона 9 MLPH у  хорьков 
с серебристым окрасом и животными дикого типа. 
Выявленная мутация – ​мононуклеотидная деле-
ция в 9 экзоне MLPH – сдвигает рамку считывания 
и  укорачивает длину белка. Впервые описан один 
из источников изменчивости пигментации мле-
копитающих с  неполным доминированием белка 
дикого типа за счет сохранения функциональной 
активности лидирующего домена, ответственного 
за формирование меланосом, но повреждения тер-
минального домена, участвующего в их транспорте, 
у мутантного белка.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит каких-либо исследо-
ваний с использованием животных в качестве объектов 
для проведения экспериментов, образцы шкур получе-
ны из зверохозяйства (“Русский Соболь”, Пушкино). От 
каждого автора было получено информированное до-
бровольное согласие.
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MELANOPHILIN POLYMORPHISM IN FERRETS OF DIFFERENT COLORS
Corresponding Member of the RAS G. Yu. Kosovsky#, V. I. Glazko, 

O. I. Abramov, T. T. Glazko
Afanas’ev Research Institute of Fur-Bearing Animal Breeding and Rabbit Breeding, 

pos. Rodniki, Ramenskii Region, Moscow Province, Russian Federation
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In mammals, the main contribution to the variability of pigmentation is made by two groups of genes directly 
related to the metabolic pathways of pigment synthesis and controlling the transport of melanosomes in 
melanocytes to keratinocytes. In order to identify the genetic basis of pigmentation variants, the nucleotide 
sequences of the melanophilin gene were compared in two groups of ferrets – silver-colored and  wild-type  
animals using sequencing of 16 exons. In carriers of silver color, a single nucleotide deletion was detected in the 
9th exon, leading to a shift in the reading frame and the formation of a stop codon downstream. The protein 
encoded by the mutant allele is almost completely devoid of the C terminal domain of the protein responsible 
for the contact of melanosomes with actin during their muving to the periphery of melanocytes, but it retains the 
leading domain involved in the formation of melanosomes. The combination of the preservation of the N domain 
and the defect of the C domain of the mutant protein for the first time makes it possible to explain the incomplete 
dominance of the wild-type protein in heterozygotes.

Keywords: melanophilin, sequencing, deletion, exons, color, ferrets
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N6-(5-ФЕНИЛПЕНТАН-1-ИЛ)АДЕНИН – НОВЫЙ НЕКОНКУРЕНТНЫЙ 
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Впервые был получен N6-(5-фенилпентан-1-ил)аденин – синтетическое производное аденина с ре-
цепторспецифичным антицитокининовым действием. Данное соединение проявляет выраженный 
антицитокининовый эффект, снижая цитокинин-индуцированную экспрессию репортерного гена 
GUS, при взаимодействии с цитокининовым рецептором CRE1/AHK4 модельного растения Arabidopsis 
thaliana. Гораздо слабее данный эффект проявляется с родственным рецептором AHK2 и не проявляет 
вовсе с рецептором AHK3. Мы показали, что N6-(5-фенилпентан-1-ил)аденин не связывается с ли-
ганд-связывающими сайтами рецепторов цитокининов арабидопсиса, что не позволяет отнести его к 
истинным цитокининовым антагонистам. Несмотря на пока неизученный механизм действия, данное 
соединение может найти своё применение в качестве компонента растительного регулятора роста. Как 
и истинные антицитокинины, оно усиливает рост корней проростков арабидопсиса, по-видимому, по-
давляя действие эндогенных цитокининов на «корневой» рецептор CRE1/AHK4.
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Цитокинины – ​группа классических фитогор-
монов. Цитокининовая сигнальная система обна-
ружена практически у  всех видов растений, в  том 
числе у  эволюционно древних [1]. Показано, что 
цитокинины влияют на множество процессов на 
протяжении всех этапов онтогенеза растений [2, 
3]. Возможность управления этой системой откры-
вает широкие перспективы для развития сельско-
го хозяйства. Цитокинины положительно влияют 
на скорость роста побега, стимулируют развитие 
хлоропластов, задерживают старение листьев, по-
вышают устойчивость растений к  повреждающим 
факторам внешней среды [4]. Однако основной 
сложностью на пути масштабного использования 
цитокининов в  растениеводстве является их нега-
тивное действие на рост корня [5].

Локальные манипуляции с  цитокининовым 
сигналингом, не связанные с  генетическими мо-

дификациями растений, возможны за счёт исполь-
зования растительных стимуляторов и регуляторов 
роста. В состав таких препаратов могут быть вклю-
чены рецепторспецифичные антицитокинины, 
способные действовать орган- и тканеспецифично.

Рецепторы – ​ключевые белки, определяющие 
силу и направленность сигналинга гормонов, в том 
числе цитокининов. В  растении рецепторы суще-
ствуют в виде семейства белков, члены которого об-
ладают разной лигандной специфичностью и  раз-
ной преимущественной локализацией в  органах 
и тканях [6]. Селективное подавление работы «кор-
невых» цитокининовых рецепторов (CRE1/AHK4 
у  арабидопсиса [7]) с  помощью антицитокининов 
способно стимулировать рост корней [8], потенци-
ально не влияя на стимулирующую активность ци-
токининов в наземных частях растений.

В  немногочисленных публикациях, сообщаю-
щих об обнаружении соединений с  антицитоки-
ниновым эффектом, были описаны либо осно-
вания-антагонисты [8, 9], либо соединения более 
сложного строения, не имеющие высокого срод-
ства к лиганд-связывающему сайту цитокининовых 
рецепторов [10–12]. В данной работе нами получен 
N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аденин – ​новое N6-заме-
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щенное производное аденина с  антицитокинино-
вым действием по отношению к рецептору CRE1/
АНК4. Данное соединение является структурным 
аналогом природного цитокинина N6-бензиладени-
на (БА) и характеризуется наличием гидрофобного 
заместителя, содержащего длинный пятичленный 
алифатический линкер, соединяющий фенильный 
остаток с  аминогруппой в  N6-положении аденина. 
Однако в отличие от уже известных антицитокини-
нов-оснований полученное соединение не является 
истинным цитокининовым антагонистом.

N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аденин был полу-
чен с  использованием метода региоселективно-
го алкилирования N6-ацетил‑2′,3′,5′-три-O-аце-
тиладенозина (1) в  условиях реакции Мицунобу 
с  последующим деблокированием в  основных ус-
ловиях с получением нуклеозидного производного 
N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аденозина (2), который 
далее подвергали кислотному гидролизу N-глико-
зидной связи с получением целевого N6-(5-фенил-
пентан‑1-ил)аденина (3) (рис. 1). Структура полу-
ченного соединения была подтверждена данными 
ЯМР-спектрометрии и  масс-спектрометрии высо-
кого разрешения (HRMS).

Цитокининовая и  антицитокининовая актив-
ность полученного N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аде-
нина 3 была исследована в тест-системе на основе 
проростков Arabidopsis thaliana. Тестирование про-
водили с  использованием двойных инсерционных 
мутантов по рецепторам цитокининов, у  которых 
в каждом мутантном клоне активен только один из 

трех рецепторов (AHK2, AHK3 или CRE1/AHK4). 
Все используемые растения трансформированы ге-
ном GUS, который поставлен под контроль промо-
тора гена первичного ответа на цитокинины ARR5.

Цитокининовую активность соединения 3 
определяли в  физиологической концентрации  
10–6 М по уровню GUS-активности, отражающей 
интенсивность экспрессии конструкции Parr5: GUS 
[13], и  рассчитывали в  процентах от активности 
природного цитокинина БА в той же концентрации. 
Из всех полученных значений предварительно вы-
читали уровень GUS-активности, индуцированной 
эндогенными цитокининами. В  результате было 
показано, что данное соединение не проявляет вы-
раженной фитогормональной активности ни для 
одного из рецепторов цитокининов арабидопсиса.

Для проверки наличия и  силы антицитокини-
новой активности испытывали способность соеди-
нения 3 подавлять физиологическое действие БА. 
При проведении биотеста на проростках мутантно-
го арабидопсиса, экспрессирующих единственный 
рецептор CRE1/AHK4, было показано, что 3 досто-
верно ингибирует действие БА при их совместном 
добавлении к  проросткам. При этом антицито-
кининовый эффект 3 зависит от его соотношения 
с  цитокинином. При концентрации, превышаю-
щей концентрацию БА в 500 раз, N6-(5-фенилпен-
тан‑1-ил)аденин подавляет активацию рецептора 
CRE1/AHK4 цитокинином на ∼92 %, тогда как при 
более низких соотношениях эффект выражен сла-
бее или отсутствует (рис. 2). На проростках, экс-
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прессирующих единственный рецептор AHK2, ан-
тицитокининовый эффект 3 был зафиксирован при 
разнице концентраций в 500 раз и составил менее 
30 %. При разнице концентраций в  100 раз и  ме-
нее подавление действия БА для рецептора АНК2 
не наблюдается. В  отношении рецептора AHK3 
N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аденин не проявляет ан-
тицитокининового эффекта.

Способность N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аденина 
3 непосредственно взаимодействовать с  лиганд- 
связывающими сайтами цитокининовых рецепто-
ров арабидопсиса было проверено радиолигандным 
методом с  использованием растительных мембран 
из транзиентно трансформированных растений 
Nicotiana benthamiana [14]. Было показано, что ис-
следуемое соединение не обладает сколько-нибудь 
значимой афинностью к сайтам связывания цито-
кининов указанных белков и,  соответственно, не 
может считаться истинным цитокининовым анта-
гонистом.

Мы проверили действие N6-(5-фенилпен-
тан‑1-ил)аденина 3 на корнеобразование растений 
арабидопсиса Colambia‑0 в условиях in vitro. Расте-
ния были введены в стерильную культуру на стадии 
семян и проращивались в воде до возраста 4 дней. 
После этого они были перемещены на вертикаль-
ные чашки Петри с  агаризованной средой MS (½ 
по макросолям). Добавление в  среду соединения 
3 в  концентрации 10 µМ достоверно приводило 
(на 5-й день проращивания) к увеличению средней 
длины главных корней на 9 % по сравнению со сре-
дой без добавок.

Таким образом, N6-(5-фенилпентан‑1-ил)аде-
нин является, по всей видимости, антицитокини-
ном, специфично взаимодействующим пока не-
известным способом с  рецептором CRE1/AHK4; 
это взаимодействие напоминает аллостерическую 
регуляцию активности ферментов. В перспективе, 
обнаруженное соединение может быть использова-
но в качестве регулятора роста растений в сельском 
хозяйстве.
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N6-(5-PHENYLPENTAN-1-YL)ADENINE – A NEW NON-COMPETITIVE 
RECEPTOR-SPECIFIC ANTI-CYTOKININ
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For the first time, N6-(5-phenylpentan-1-yl)adenine, a synthetic adenine derivative with a receptor-specific 
anticytokinin effect, was obtained. This compound exhibits a pronounced anticytokinin effect, reducing cytokinin-
induced expression of the GUS reporter gene, when interacting with the cytokinin receptor CRE1/AHK4 of the 
model plant Arabidopsis thaliana. This effect manifests itself much weaker with the related AHK2 receptor and is 
not observed at all with the AHK3 receptor. We have shown that N6-(5-phenylpentan-1-yl)adenine does not bind 
to the ligand-binding sites of the Arabidopsis cytokinin receptors, which does not allow it to be classified as a true 
cytokinin antagonist. Despite the currently unknown mechanism of action, this compound may find its use as a 
component of plant growth regulators. Like true anticytokinins, it enhances root growth of Arabidopsis seedlings, 
apparently suppressing the action of endogenous cytokinins on the “root” receptor CRE1/AHK4.

Keywords: Cytokinins, anticytokinins, plant growth regulators, purine derivative
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Белок PHF10 входит в состав хроматин-ремоделирующего комплекса PBAF, регулирующего экс-
прессию широкого спектра генов в развивающемся и взрослом организме. PHF10 экспрессируется в 
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Ключевые слова: Экспрессия генов, контактное ингибирование, ремоделинг хроматина, PBAF 
комплекс, PHF10, изоформы PHF10

DOI: 10.31857/S2686738924010211, EDN: KDLLXE

1 Институт молекулярной биологии  
им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, 
Москва, Россия
2 Институт биологии гена Российской академии наук, 
Москва, Россия
3 Центр точного геномного редактирования и 
генетических технологий для биомедицины Института 
молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта,  
Москва, Россия 
*E-mail: so2615nat@gmail.com

Комплексы семейства SWI/SNF (подсемейства 
BAF и PBAF) реструктурируют хроматин, исполь-
зуя энергию гидролиза АТФ. Комплексы перемеща-
ют нуклеосомы вдоль ДНК, увеличивая или умень-
шая нуклеосомную плотность. Помимо основного 
фермента АТФазы комплексы содержат модуль для 
связывания нуклеосомы, ARP модуль и  модуль, 
распознающий N-концевые последовательности 
гистонов (рис.  1, а) [1]. Субъединицы последнего 
определяет специфичность взаимодействия ком-
плекса с хроматином. Например, комплекс подсе-
мейства BAF включает субъединицу DPF3, которая 

способна связывать H3K4me1. Эта модификация 
лизина N-конца гистона Н3 является маркером эн-
хансеров и, соответственно, рекрутирует комплек-
сы BAF на энхансеры [2].

Данная работа посвящена изучению изоформ 
субъединицы PHF10 комплекса подсемейства 
PBAF. PHF10 экспрессируется в виде четырех изо-
форм, которые альтернативно включаются в состав 
модуля, распознающего модификации N-кон-
цов гистонов. Изоформы PHF10 отличаются N- 
и  С-концевыми последовательностями (рис.  1, б). 
На С-конце двух из них (PHF10A и  PHF10B изо-
формы) содержится DPF-домен, который, как 
было предсказано моделированием, по гомологии 
связывает H3K14ac модификацию [3]. В  двух дру-
гих изоформах (PHF10C и PHF10D) DPF заменен 
на PDSM-мотив, способный ковалентно присоеди-
нять SUMO1 убиквитин-подобный белок [4]. Также 
у  двух изоформ (PHF10B и  PHF10D) отсутствуют 
46 N-концевых аминокислот. Изоформа PHF10А 
является активатором пролиферации и  необходи-
ма для поддержания пролиферации нейрональных 
предшественников и  фибробластов человека [5], 
а  в  дифференцированных нейронах мыши и  ней-
трофилах человека PHF10 представлен короткой 
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PHF10D изоформой, лишенной N-концевой по-
следовательности и  DPF-домена ​[6, 7]. В  данной 
работе мы показали, что аналогичная смена изо-
форм происходит при контактном ингибировании 
роста в клетках человека и мыши различного про-
исхождения.

Контактное ингибирование (торможение) про-
лиферации – ​фундаментальное свойство, при ко-
тором нормальные клетки прекращают делиться, 
когда занимают все пространство, отведенное им 
после достижения полной конфлюэнтности [8]. 
При этом остановка деления и выход из клеточного 
цикла в организме также ассоциированы с диффе-
ренцировкой клеток. Однако, в отличие от диффе-
ренцировки, контактное ингибирование является 
обратимым в  физиологических условиях, требую-
щих быстрого роста и пролиферации клеток, таких 
как эмбриональное развитие, заживление ран или 
регенерация тканей. Патологически потеря кон-
тактного торможения приводит к  неконтролируе-
мому росту клеток (характерно для солидных опухо-
лей) и увеличивает способность клеток проникать 
в  ткани хозяина (как при метастазировании) [9]. 
В условиях in vitro при работе на клеточных линиях 
контактное ингибирование пролиферации возни-
кает при достижении клетками высокой плотности 
роста.

В данной работе было изучено влияние контакт-
ного ингибирования пролиферации, возникающе-
го при высокой плотности клеток, на экспрессию 
изоформ PHF10. Показано, что в  иммортализо-
ванных мышиных фибробластах MEF и  клеточ-
ной линии человека низкодифференцированной 
карциномы кишечника RKO при контактном тор-
можении происходит снижение экспрессии изо-
форм PHF10A. При этом начинается интенсивная 
экспрессия самой короткой изоформы, PHF10D, 
у которой отсутствует DPF-домен и 46 N-концевых 
аминокислот. Замена изоформ в составе комплекса 
PBAF может влиять на паттерны ремоделируемых 
генов и функциональные особенности комплексов 
PBAF в  пролиферативно активных и  неактивных 
клетках.

Чтобы определить, происходит ли изменение 
экспрессии изоформ PHF10 при контактном ин-
гибировании пролиферации, была выбрана им-
мортализованная линия мышиных эмбриональных 
фибробластов MEF. Клетки данной линии при уве-
личении плотности выходят из клеточного цикла. 
Клетки MEF были рассажены в 60 мм чашки в плот-
ности 100 000 клеток, и дальнейшее увеличение их 
плотности контролировали с  помощью световой 
микроскопии (рис. 2, а). Клетки были собраны на 
первый, третий и  на четвертый день после пасса-

PHF10A (Pl)

PHF10B (Ps)

PHF10C (Sl)

PHF10D (Ss)

46 aк

46 aк

WHD

WHD

WHD

WHD

a1

a1

a1

a1

a2

a2

a2

a2

DPF

DPF

PDSM

PDSM

ARP
модуль

Каталитический
модуль

Карман
связывания
нуклеосомы

BRG1

B47

BRD7
B200

B155

B170

B57

B60A

ACT

B180

ARP4
PHF10

Модуль связывания хроматина

а

б

Рис. 1. (а) Схематичное изображение комплекса PBAF. Разными цветами указаны разные субъединицы и обозна-
чены модули комплекса (адаптировано из [1]). (б) Доменная организация изоформ PHF10. Обозначены различные 
домены. Зеленым, синим и оранжевым указаны последовательности, которыми отличаются изоформы.
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жа, а  также на пятый день (когда клетки достигли 
полной конфлюэнтности). Экспрессию изоформ 
Phf10, других белков комплекса PBAF и  маркеров 
клеточного цикла (циклин Д и Р27) анализировали 
на Вестерн-блоте (эксперимент был проведен в двух 
повторностях). С увеличением плотности в клетках 
прекращалась экспрессия циклина Д (CyclinD), 
который вместе с  CDK4,6-киназами стимулиру-
ет прогрессию клеточного цикла, и увеличивалась 
экспрессия Р27 – ​ингибитора CyclinD-CDK4,6. 
Смещение равновесия экспрессии в  сторону Р27 
характеризует клетки в состоянии временной оста-
новки пролиферации (quiescence) [10]. В делящихся 
клетках MEF через день после пассажа экспрес-
сировались Phf10A, Phf10B и  на небольшом уров-
не Phf10C (рис.  2, б). Однако уже на третий день, 
параллельно с  началом возникновения контактов 
между клетками (рис.  2, а) наблюдалось сильное 
увеличение экспрессии Phf10D. При достижении 
клетками полной конфлюэнтности на пятый день 
экспрессия Phf10A прекращалась, немного возрас-
тала Phf10B и очень сильно возрастала экспрессия 

Phf10D изоформы (на  вестерне они визуализиру-
ется в  виде нескольких полос, так как изоформы 
Phf10 интенсивно фосфорилируются) (рис.  2, б). 
Экспрессия других субъединиц PBAF комплек-
са – ​специфической субъединицs Baf180 и коровых 
субъединиц Brg1 и Baf155 не менялась (рис.2, б).

Изменение экспрессии изоформ Phf10 подтвер-
ждаются измерением уровня РНК методом коли-
чественной ПЦР, выполненным на матрице кДНК 
с  суммарной клеточной мРНК. Использованные 
праймера позволяют отличить суммарное коли-
чество транскриптов DPF-содержащих изоформ 
Phf10A и Phf10С (вместе обозначаются как Phf10-P) 
от транскриптов изоформ Phf10В и Phf10D (вместе 
обозначаются как Phf10-P), не содержащих DPF-до-
мен. Экспрессии транскриптов, кодирующих изо-
формы Phf10-S увеличивались более чем в  восемь 
раз, а транскриптов, кодирующих Phf10-P, пример-
но в три раза за счет Phf10B-изоформ (рис. 2, в).

Таким образом, в клетках MEF при ингибирова-
нии пролиферации, вызванным контактным тор-
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Рис. 2. (а) Мышиные эмбриональные фибробласты MEF через 1, 3, 4 и 5 дней после пассажа на 60 мм чашки Петри. 
(б) Вестерн-блоттинг изоформ Phf10 (указаны справа на верхней панели), субъединиц комплекса PBAF: Baf180, 
Brg1, Baf155 в лизатах MEF, отобранных в различной плотности. Окрашивание антителами к b-тубулину использо-
вали в качестве контроля нанесения. Изменение экспрессии Циклина Д1 (CyclinD1) и P27 характеризует свойство 
клеток пролиферировать. (в) Изменение уровня мРНК изоформ Phf10, содержащих DPF-домен (Phf10P = Phf10A + 
Phf10B) и содержащих PDSM-мотив (Phf10-S = Phf10C + Phf10D) на С-конце. По оси Y показано изменение уровня 
РНК относительно контроля при нормировании на уровень экспрессии гена RPLP0.

Во всех экспериментах измерения проведены в 3 повторностях и представлены в виде среднее ± стандартное откло-
нение. * – ​p < 0.005 сравнение с контролем (однофакторный дисперсионный анализ с критерием множественных 
сравнений Даннета).
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можением, прекращается экспрессия Phf10A и на-
чинается активная экспрессия Phf10D изоформы.

Чтобы понять является ли переключение изо-
форм при контактном ингибировании процессом, 
происходящим в различных клетках и у различных 
видов млекопитающих, мы выбрали линию низ-
кодифференцированной карциномы кишечника 
человека RKO (ATCC CRL‑2577). Эта линия не 
дифференцируется, но при достижении высокой 
плотности останавливается в  делении и  выходит 
в  состояние временной остановки пролиферации. 
Клетки были рассажены на 60  мм чашки Петри 
с более низкой и более высокой плотностью: в ко-
личестве 250 000 и 1 млн клеток на чашку. Клетки, 
рассаженные в  высокой плотности, растили еще 
пять дней, анализируя экспрессию PHF10 и других 
факторов методом Вестерн-блоттинга (экспери-
мент был проведен два раза).

Уже через сутки после пассажа роста в клетках, 
высаженных с более высокой плотностью, наблю-
дали повышенную экспрессию PHF10D по сравне-
нию с клетками низкой плотности (рис. 3, сравнить 
2.5∙104 и  1∙106 через 1 день). С  течением времени 
в клетках, высаженных в высокой плотности, уве-
личивалась экспрессия ингибитора пролиферации 
Р27 и падала экспрессия транскрипционного фак-
тора MYC, который стимулирует транскрипцию ге-
нов, отвечающих за прохождение G/S «чекпойнта» 

и прогресс клеточного цикла (рис. 3) [11]. Это указы-
вает, что в клетках RKO при увеличении плотности 
наблюдалась остановка пролиферации. Экспрессия 
PHF10D увеличивалась уже через трое суток после 
пассажа (сравнить 1∙106 через 1 и  3 дня), а  через 
пять дней PHF10D становились преобладающими 
среди всех изоформ PHF10. Экспрессия PHF10A, 
C и  В  уменьшалась в  клетках RKO, находящихся 
в контактном ингибировании по сравнению с про-
лиферирующими клетками. Таким образом, в куль-
туре клеток человека, как и в фибробластах мыши 
при возникновении контактного ингибирования 
начинается интенсивная экспрессия PHF10D изо-
формы и происходит заметное снижение экспрес-
сии PHF10A и PHF10C-изоформ.

Механизмы, управляющие контактным ингиби-
рованием, во многом не изучены, однако известно, 
что в ответ на механический сигнал, генерируемый 
«тянущими силами» внеклеточного матрикса, или 
при образовании плотных межклеточных контактов 
(tight junction и adherent junction), или при взаимо-
действии клеток, опосредованном е-кадгеринами 
(e-cadherins), активируется сигнальный путь Hippo, 
в процессе реализации которого киназы LATS1/2, 
MST1/2 фосфорилируют транскрипционные фак-
торы YAP/TAZ, которые перемещаются из ядра 
в цитоплазму и деградируют. При этом часть генов 
ингибируется, часть активируется [12–14]. В  ядре 
YAP/TAZ взаимодействуют с  TEAD транскрипци-
онными факторами, и совместно стимулируют экс-
прессию генов, отвечающих за рост клеток и орга-
низма, и ингибируют проапоптотические гены [12].

Наши результаты показывают, что при увеличе-
нии плотности клеток и контактном ингибировании 
пролиферации происходит изменение экспрессии 
изоформ PHF10: в  клетках сильно падает уровень 
изоформы PHF10A и  начинается экспрессия изо-
формы PHF10D, которая становится доминант-
ной. Таким образом, в  PBAF происходит замена 
изоформ, так как ранее мы показали, что все изо-
формы PHF10 включаются в комплекс. Изоформы 
PHF10D структурно сильно отличаются от PHF10A 
(рис. 1, б), у PHF10D отсутствует DPF-домен, уча-
ствующий во взаимодействии с  гистонами. Изо-
формы также отличаются паттернами фосфорили-
рования, что указывает на их различную регуляцию. 
Ранее нами и другими исследователями было уста-
новлено, что длинная DPF-содержащая изоформа 
PHF10A необходима для пролиферации клеток [4, 
5, 15]. В  частности, комплекс PBAF, содержащий 
PHF10A, является коактиватором транскрипцион-
ного фактора MYC, который необходим для акти-
вации генов S-фазы и прогрессии клеточного цик-
ла [11]. Возможно, комплекс PBAF, включающий 
PHF10A-изоформу, также является коактиватором 
YAP/TAZ транскрипционных факторов. Было по-
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Рис. 3. Вестерн-блоттинг изоформ PHF10 (указаны 
справа на верхней панели) в  лизатах клеток RKO, 
отобранных в  различной плотности. Окрашивание 
антителами к  b-тубулину использовали в  качестве 
контроля нанесения. Изменение экспрессии MYC 
и  P27 характеризуют свойство клеток пролифери-
ровать.
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казано, что функция коротких PHF10D-изоформ 
может связана с дифференцировкой нейрональных 
и миелоидных клеток и понижение ее уровня ведет 
в  этих клетках к  понижению транскрипции генов 
участвующих в  дифференцировке [6, 7]. Учитывая 
результаты данной работы, можно предположить, 
что в ряде клеток PHF10D может также отвечать за 
установлением межклеточных контактов. Включе-
ние PHF10D-изоформы в  состав PBAF-комплек-
са позволяет ему связываться с хроматином генов, 
активно транскрибирующихся в  конечно-​диффе-
ренцированных непролиферирующих клетках, 
устанавливающих большое количество контактов 
с соседними клетками.
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CONTACT INHIBITION OF PROLIFERATION IS ACCOMPANIED 
BY EXPRESSION OF THE PHF10D SUBUNIT OF THE CHROMATIN 

REMODELING COMPLEX PBAF IN MOUSE AND HUMAN CELL LINES
Yu. P. Simonova, V. V. Tatarskiyb, academician of rhe RAS S. G. Georgievaa, N. V. Soshnikovaa,c, #

aDepartment of Transcription Factors, Engelhardt Institute of Molecular Biology, 
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cCenter for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Engelhardt Institute of Molecular Biology, 
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PHF10 is a subunit of the PBAF complex, which regulates the expression of many genes in developing and 
maturing organisms. PHF10 has four isoforms that differ in domain structure. The PHF10A isoform, containing 
a DPF domain at the C-terminus and 46 amino acids at the N-terminus, is necessary for the expression of gene 
proliferation; the functions of the other isoforms are less studied. In this work, we have established that upon 
contact inhibition of mouse and human cell proliferation caused by the establishment of a tight junction and 
adherence junction between cells, the expression of the PHF10A isoform stops and instead the PHF10D isoform 
is expressed, which does not contain DPF-domain and N-terminal sequence. The function of the PHF10D 
isoform may be associated with the establishment of intercellular contacts.

Keywords: Gene expression, contact inhibition, chromatin remodeling, PBAF complex, PHF10 isoforms
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