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À. Â. Âîëíèöêèé è äð.
Àáåððàíòíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà sox2 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ

Ýïèãåíåòè÷åñêèå íàðóøåíèÿ, òàê æå êàê è ãåíåòè÷åñêèå, îòðàæàþò ìåõàíèçìû èíèöèàöèè îïóõîëå-
âîãî ïðîöåññà è åãî ïðîãðåññèþ. Ïðåäñòàâëåííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ ýêñïðåññèè è ýïèãå-
íåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ãåíà sox2 â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì. Ýêñïðåññèÿ
sox2 îáíàðóæåíà â àáñîëþòíîì áîëüøèíñòâå (74 %) èññëåäîâàííûõ ãëèîì è îòñóòñòâîâàëà â ìîðôîëî-
ãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè ãîëîâíîãî ìîçãà, ÷òî óêàçûâàåò íà ñâÿçü òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà
sox2 ñ ìàëèãíèçàöèåé êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî àññîöèàöèÿ ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ ãåíà sox2 ñ âàæíûìè ýïèãå-
íåòè÷åñêèìè ìàðêåðàìè — ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà H3 (H3K4ac è H3K9met3) —
íå êîððåëèðóåò ñ ýêñïðåññèåé sox2, îäíàêî ìîæåò óêàçûâàòü íà ñòîõàñòè÷åñêèé õàðàêòåð ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè ãåíà sox2 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àáåððàíòíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, ãëèîìû, ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè
ãèñòîíà H3, Sox2.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç, ÎÒ-ÏÖÐ — îáðàòíî òðàíñêðèï-
öèîííàÿ ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ChIP — èììóíîïðåöèïèòàöèÿ õðîìàòèíà, H3K4ac — àöåòèëèðî-
âàíèå ãèñòîíà H3 ïî ÷åòâåðòîìó îñòàòêó ëèçèíà, H3K9met3 — ìåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà H3 ïî äåâÿòîìó
îñòàòêó ëèçèíà.

Ãåí sox2 ïîääåðæèâàåò ïëþðèïîòåíòíîñòü ýìáðèî-
íàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ó÷àñòâóåò â ðàçâèòèè íåðâ-
íîé ñèñòåìû (Noisa et al., 2012). Òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð Sox2 ñâÿçûâàåòñÿ ñî ñïåöèôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ ïî ìàëîé áîðîçäêå ÄÍÊ è ñòàáèëèçèðóåò ñâÿ-
çûâàíèå ñ ÄÍÊ äðóãèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, íà-
ïðèìåð Oct4, â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (Rizzi-
no, 2009). Ýêñïðåññèÿ ãåíà sox2 â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ
çäîðîâîãî âçðîñëîãî îðãàíèçìà ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò.
Íî îí âõîäèò â ÷èñëî ãåíîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïåðåïðîã-
ðàììèðîâàíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â ñòâîëîâûå (Taka-
hashi, Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Yu et al.,
2007).

Ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå ýêñïðåññèîííîãî ïðîôèëÿ
sox2 çàôèêñèðîâàíî â ðàçëè÷íûõ îïóõîëÿõ, âêëþ÷àÿ çëî-
êà÷åñòâåííûå ãëèîìû (Annovazzi et al., 2011). Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ìóëüòèôîðìíûå ãëèîáëàñòîìû îáíàðóæèâàþò
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè sox2 ïî ñðàâíåíèþ ñî çäîðî-
âûìè òêàíÿìè, âêëþ÷àÿ ðàçëè÷íûå îòäåëû ãîëîâíîãî
ìîçãà (Schmitz et al., 2007).

Ïîêàçàíî, ÷òî Sox2 ïîääåðæèâàåò âõîæäåíèå îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê â S-ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà (Oppel et al.,
2011), ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ èíâàçèè è ìèãðàöèè êëåòîê
ãëèîì (Kong et al., 2008; Alonso et al., 2011; Oppel et al.,
2011). Íîêäàóí sox2 ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæå-
íèþ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ãëèîì è èõ ñïîñîáíîñòè îáðà-
çîâûâàòü îïóõîëè â ìîçãå èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé

(Gangemi et al., 2009), çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê ê êîìáèíàöèè èíãèáèòîðîâ ðåöåïòîðîâ
PDGF è IGF—1 (Hagerstrand et al., 2011). Èäåíòèôèöèðî-
âàíî çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ
èçìåíÿåòñÿ ïðè íîêäàóíå sox2, à òàêæå îïðåäåëåí êðóã
áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ Sox2 â ãëèîìàõ (Fang et al.,
2011a, 2011b).

Ïðåäñòàâëåííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ
ýêñïðåññèè è ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ãåíà sox2 â çëî-
êà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ. Èñïîëüçóÿ ìåòîäû ÎÒ-ÏÖÐ â ðåà-
ëüíîì âðåìåíè è èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç (ÈÔÀ), ìû
ïðîàíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ãåíà sox2 â ïåðåâèâàåìîé
êëåòî÷íîé ëèíèè ãëèîáëàñòîìû A-172 è 18 ïåðâè÷íûõ
êóëüòóðàõ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì. Ìû ñðàâíèëè äàííûå
ýêñïðåññèîííîãî àíàëèçà øåñòè èç ýòèõ ãëèîì ñ ýïèãåíå-
òè÷åñêèìè ïîêàçàòåëÿìè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíî-
ñòè — ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà
Í3 H3K4ac (ìàðêåðà àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìîãî õðî-
ìàòèíà) è H3K9met3 (ìàðêåðà òðàíñêðèïöèîííîé èíåðò-
íîñòè).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è, ï å ð â è ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û è
î á ð à ç ö û ò ê à í è ã î ë î â í î ã î ì î ç ã à. Èñïîëüçîâàíî
19 ãëèîì, âêëþ÷àÿ ïåðåâèâàåìóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ
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A-172 èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è 18 ïåðâè÷-
íûõ êóëüòóð, ïîëó÷åííûõ â íàøåé ëàáîðàòîðèè èç õèðóð-
ãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ ñ ãëèîáëàñòîìàìè è àíà-
ïëàñòè÷åñêèìè àñòðîöèòîìàìè (3-ÿ è 4-ÿ ñòåïåíè
çëîêà÷åñòâåííîñòè ïî êëàññèôèêàöèè ÂÎÇ). Äëÿ âûðàùè-
âàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñìåñü ñðåä DMEM è F-12
(1 : 1), ñîäåðæàùóþ è 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êî-
ðîâû (Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Êðîìå òîãî, èññëåäîâàëè íåñêîëüêî îáðàçöîâ òêàíè
ãîëîâíîãî ìîçãà, âêëþ÷àÿ ýïåíäèìîìó, îáúåìíîå îáðàçî-
âàíèå ìîçîëèñòîãî òåëà ìîçãà è îáðàçåö ìîðôîëîãè÷åñêè
íîðìàëüíîé òêàíè ìîçãà. Âñå ïðîöåäóðû, ñâÿçàííûå ñ ïî-
ëó÷åíèåì áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà âî âðåìÿ õèðóðãè÷å-
ñêèõ îïåðàöèé, îñóùåñòâëÿåìûõ â ïëàíîâîì ïîðÿäêå ïî
ìåäèöèíñêèì ïîêàçàíèÿì, áûëè âûïîëíåíû â Ðîññèé-
ñêîì íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîì íåéðîõèðóðãè÷åñêîì èí-
ñòèòóòå èì. À. Ë. Ïîëåíîâà (ÐÍÕÈ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Ïðîòîêîë è äèçàéí èññëåäîâàíèÿ áûëè îäîáðåíû ó÷åíûì
ñîâåòîì è Ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì ÐÍÕÈ. Âñå ïàöèåíòû
ïðåäîñòàâèëè èíôîðìèðîâàííîå ñîãëàñèå ïåðåä ïðîâåäå-
íèåì õèðóðãè÷åñêîãî âìåøàòåëüñòâà.

Â û ä å ë å í è å î á ù å é Ð Í Ê è Î Ò - Ï Ö Ð â ð å æ è -
ì å ð å à ë ü í î ã î â ð å ì å í è (T a q M a n). Àíàëèç ýêñ-
ïðåññèè ãåíà sox2 ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëü-
íîãî âðåìåíè ïðîèçâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðò-
íûìè òðåáîâàíèÿìè ê ýòîìó ìåòîäó (Bustin et al., 2009,
2010).

Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç 2 ìëí êëåòîê ñ ïîìîùüþ
íàáîðà The Aurum total RNA minikit (BioRad, ÑØÀ) è
ÄÍÊàçû I äëÿ äåãðàäàöèè ãåíîìíîé ÄÍÊ, à îáðàòíóþ
òðàíñêðèïöèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà iScript
cDNA Synthesis Kit (BioRad, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðî-
òîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ
äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè ñìåñü îëèãî-dT
è ñëó÷àéíûõ ãåêñàìåðîâ, ïðåäëîæåííóþ ôèðìîé-ïðîèç-
âîäèòåëåì.

Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ ÿâëÿåòñÿ îäíîêðàòíûì
Tris-áóôåðîì äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû (pH 8.6) è ñîäåðæèò
1 ìÌ MgCl2, 0.05 åä./ìêë Taq-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîñ-
ñèÿ), ïî 250 ìêÌ êàæäîãî dNTP, 300 íÌ ïðÿìîãî è îá-
ðàòíîãî ïðàéìåðîâ, 300 íÌ ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííîãî
çîíäà (Ñèíòîë, Ðîññèÿ) è 40 íã/ìë êÄÍÊ.

Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â 50 ìêë ñìåñè íà äåòåêòèðóþ-
ùåì àìïëèôèêàòîðå ÄÒ-322 â òå÷åíèå 45 öèêëîâ. Â êàæ-
äîì öèêëå äåíàòóðàöèþ äâóõíèòåâîé ÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè
ïðè 95 °C â òå÷åíèå 15 ñ, à îòæèã ïðàéìåðîâ è àìïëèôè-
êàöèþ — ïðè 60 °C â òå÷åíèå 1 ìèí. Îïðåäåëåíèå ïîðî-
ãîâûõ öèêëîâ è ðàñ÷åò îòíîñèòåëüíûõ óðîâíåé ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà sox2 ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Real-
Time_PCR v7.3 (ÍÏÎ ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ, Ðîññèÿ).

Êîíñòðóêöèè ïðàéìåðîâ è ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ
çîíäîâ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ sox2 è
GAPDH (Kreth et al., 2010; Gresner et al., 2011) ïðèâåäåíû
â òàáë. 1.

È ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û é à í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
ã å í à s o x 2 ñ è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì ê î ì ì å ð ÷ å ñ ê è õ
ì î í î ê ë î í à ë ü í û õ ì û ø è í û õ à í ò è ò å ë ê á å ë ê ó
S o x 2. Óðîâåíü ýêñïðåññèè sox2 îöåíèâàëè ïî óðîâíþ ñî-
äåðæàíèÿ áåëêà Sox2, âûÿâëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ èììóíî-
ôåðìåíòíîãî àíàëèçà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ è
èììîáèëèçîâàííûõ íà ìåìáðàíå PVDF áåëêîâ èññëåäóå-
ìûõ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî (1—2)�106 êëåòîê ñíèìàëè ñìåñüþ
ðàñòâîðîâ Âåðñåíà è Òðèïñèíà (2 : 1) è äâàæäû ïðîìûâà-
ëè ðàñòâîðîì PBS. ×èñëî êëåòîê â êàæäîé ïðîáå ïîäñ÷è-
òûâàëè äëÿ äàëüíåéøåãî âûðàâíèâàíèÿ íàãðóçêè äîðîæåê
è èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí ñ ëèçèðóþùèì
áóôåðîì (10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 7.4, 0.1 % Òðèòîíà X-100,
5 ìÌ PMSF, 5 ìÌ MgCl2, 5 åä./ìë ÄÍÊàçû I è 20 ìÌ
b-ìåðêàïòîýòàíîëà). Ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ëèçàòû êè-
ïÿòèëè â òå÷åíèå 5 ìèí â ñòàíäàðòíîì áóôåðå äëÿ íàíåñå-
íèÿ (0.25Ì Tris, ðÍ 6.8, 8 % SDS, 40 % ãëèöåðèíà, 20 %
b-ìåðêàïòîýòàíîëà è 0.2 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî).
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â
10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 0.1 %
SDS, ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà ìåìáðàíó
PVDF. Âèçóàëèçàöèþ áåëêà Sox2 íà ìåìáðàíå îñóùåñòâ-
ëÿëè ìåòîäîì ãîëóáîé ñóõîé Âåñòåðí (Naryzhny, 2009) ñ
ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë (Upstate,
ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 è ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáà-
öèåé ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè,
êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ),
êîòîðûå âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåí-
öèè (Pierce). Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíîãî êîíòðîëÿ çà âûðàâ-
íèâàíèåì íàãðóçêè äîðîæåê íà ìåìáðàíå ïàðàëëåëüíî
âèçóàëèçèðîâàëè áåëîê GAPDH, èñïîëüçóÿ ìîíîêëîíàëü-
íûå ìûøèíûå àíòèòåëà (Clone: ZG003) (Zymed®, Àâñò-
ðèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 10 000.

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ õ ð î ì à ò è í à (C h I P) è
Ï Ö Ð - à í à ë è ç. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè
õðîìàòèí, ïîëó÷åííûé èç 3 ìëí êëåòîê. Ñ öåëüþ îáðàçî-
âàíèÿ êîâàëåíòíûõ ñøèâîê ìåæäó ÄÍÊ è ãèñòîíàìè
êëåòêè 10 ìèí èíêóáèðîâàëè ñ 1%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè äî-
áàâëåíèåì 2.5 Ì ãëèöèíà (1/20 îáúåìà ðåàêöèîííîé ñìå-
ñè) ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé íà ëüäó â òå÷åíèå 20 ìèí.
Êëåòêè 5 ìèí îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (1500 g)
ïðè 4 °C è äâàæäû ïðîìûâàëè â õîëîäíîì ðàñòâîðå ÐÂÑ.
Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè ïî
10 ìèí â ïðîìûâî÷íûõ ðàñòâîðàõ 1 (0.25 % Òðèòîíà
X-100, 10 ìÌ EDTA è 10 ìÌ Hepes, pH 7.5) è 2 (0.2 M
NaCl, 1.5 M EDTA è 10 ìÌ Hepes, pH 7.5), ñîäåðæàùèõ
èíãèáèòîðû ïðîòåàç — PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç (Thermo scientific, ÑØÀ). Çàòåì â òå÷åíèå 20 ìèí
êëåòêè ëèçèðîâàëè íà ëüäó â 600 ìêë áóôåðà, ñîäåðæàùå-
ãî 150 ìÌ NaCl, 25 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5, 5 ìÌ EDTA,
1 % Òðèòîíà X-100, 0.1 % SDS, 0.5 % äåçîêñèõîëàòà íà-
òðèÿ è èíãèáèòîðû ïðîòåàç. Ëèçàò «îçâó÷èâàëè» íà äåç-
èíòåãðàòîðå ÓÇÄÍ-2Ò (Ðîññèÿ) 8�10 ñ, ïîñëå ÷åãî öåíò-
ðèôóãèðîâàëè ïðè 13 000 g â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè
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Ò à á ë è ö à 1

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ è ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííîãî çîíäà
äëÿ èäåíòèôèêàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ sox2 è GAPDH

Ãåí Ïðÿìîé ïðàéìåð Îáðàòíûé ïðàéìåð Çîíä (FAM-BHQ1)

sox2 ATGAGAGAGATCTGGACTT TCGCTTGGAGACTAGCTCT TGGACCTTGTATAGATCTGGAGGA

GAPDH CATGGGTGTGAACCATGAGAA GGTCATGAGTCCTTCCACGAT AACAGCCTCAAGATCATCAGCAATGCCT



4 °C. Ñóïåðíàòàíò ðàçâîäèëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 5 áóôå-
ðîì, ñîäåðæàùèì 25 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ EDTA,
1 % Òðèòîíà X-100 è èíãèáèòîðû ïðîòåàç, è äåëèëè íà
3 ðàâíûå ÷àñòè. Ïåðâóþ ÷àñòü èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ, êî âòîðîé ÷àñòè äîáàâëÿëè àíòèòå-
ëà ê Í3K9me3 (Upstate, ÑØÀ), ê òðåòüåé — àíòèòåëà ê
Í3K4àñ (Upstate, ÑØÀ) è ïðè ïîñòîÿííîì âðàùåíèè èí-
êóáèðîâàëè íî÷ü ïðè 4 °C. Çàòåì èììóíîêîìïëåêñû àä-
ñîðáèðîâàëè íà ïðîòåèí-À-àãàðîçó è ïîñëå íåñêîëüêèõ
ïðîìûâîê àãàðîçó èíêóáèðîâàëè ñ ÐÍÊàçîé (êîíå÷íàÿ
êîíöåíòðàöèÿ 50 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Èììó-
íîêîìïëåêñû ýëþèðîâàëè áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 1 %
SDS è 0.1 M NaHCO3, ïîñëå ÷åãî ðàçðóøàëè ñøèâêè ìåæ-

äó ÄÍÊ è ãèñòîíàìè, èíêóáèðóÿ ýëþàòû â òå÷åíèå 6 ÷
ïðè 65 °C â ïðèñóòñòâèè 200 ìÌ NaCl. Ïîñëå îáðàáîòêè
ýëþàòîâ â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 45 °C ïðîòåèíàçîé K (Fisher,
ÑØÀ) (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 100 ìêã/ìë), îñóùåñòâëÿ-
ëè ýêñòðàêöèþ ÄÍÊ ñìåñüþ ôåíîëà ñ õëîðîôîðìîì ñ ïî-
ñëåäóþùèì îñàæäåíèåì ýòàíîëîì ïî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå. Âûäåëåííóþ ÄÍÊ ðàñòâîðÿëè â 20 ìêë H2O è èñ-
ñëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ îáû÷íîé ÏÖÐ è ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè (óñëîâèÿ òå æå, ÷òî â óæå îïèñàííîì âûøå ìåòî-
äå ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè).

ÏÖÐ ïðîâîäèëè â 20 ìêë ñìåñè, ñîäåðæàùåé 62 ìÌ
Tris-HCl, pH 8.5, 1.5 ìÌ MgCl2, 35 ìÌ KCl, 10 ìM 2-ìåð-
êàïòîýòàíîë, 0.15 % Òðèòîíà X-100, 0.01 ìÌ EDTÀ,
0.1 ìÌ DTT, 5 % ãëèöåðèíà, ïî 250 ìÌ êàæäîãî dNTP
(Ìåäèãåí, Ðîññèÿ), 10 ïÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìå-
ðîâ (Ñèíòîë, Ðîññèÿ), 5 ìêë ÄÍÊ, âûäåëåííîé â ïðîöåññå
ChIP, è 1 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (ÑèáÝíçèì, Ðîññèÿ). Àìï-
ëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòîðå Òåðöèê (Ðîñ-
ñèÿ) â ñëåäóþùåì òåìïåðàòóðíîì ðåæèìå: (94 °Ñ —
240 ñ) + (94 ° — 45 ñ, 60 °Ñ — 30 ñ, 72 °Ñ — 60 ñ) � 30 +
+ (72 °Ñ — 300 ñ). ÏÖÐ-ïðîäóêòû ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêè â 6%-íîì àêðèëàìèäíîì ãåëå. Ôðàãìåíòû
ÄÍÊ âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ àçîòíî-
êèñëûì ñåðåáðîì (AgNO3).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ è ôëóîðåñöåíòíîìå-
÷åííûõ çîíäîâ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ
ãåíà sox2 ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í à s o x 2 â ç ë î ê à ÷ å ñ ò â å í í û õ
ã ë è î ì à õ. Ýêñïðåññèþ èññëåäîâàëè ìåòîäàìè ÎÒ-ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè è èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà â
19 ãëèîìàõ, âêëþ÷àÿ 18 ïåðâè÷íûõ êóëüòóð è êëåòî÷íóþ
ëèíèþ A-172. Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåí ïðèìåð êèíåòè÷åñêèõ
êðèâûõ ãåíîâ sox2 è GAPDH, ïîëó÷åííûõ äëÿ îäíîé èç
ãëèîì ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, à íà ðèñ. 2
ïîêàçàíà ôîòîãðàôèÿ îäíîãî èç èììóíîáëîòîâ, âèçóàëè-
çèðóþùàÿ óðîâåíü áåëêà Sox2 ïî îòíîøåíèþ ê óðîâíþ
GAPDH äëÿ 7 ãëèîì.

Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ýêñïðåññèè sox2 ïðîâîäè-
ëè ïî äàííûì ÎÒ-ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû
RealTime_PCR v7.3 (ÍÏÎ ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ, Ðîññèÿ). Ðå-
çóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñîîòíîøåíèÿ òðàíñêðèï-
öèîííûõ óðîâíåé ãåíîâ sox2 è GAPDH íà ðèñ. 3. Âèäíî,
÷òî ýêñïðåññèÿ sox2 íå îáíàðóæåíà â 5 ãëèîìàõ (1—5), à
â îñòàëüíûõ ãëèîìàõ (6—19) âàðüèðóåò â øèðîêîì äèàïà-
çîíå.
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Ò à á ë è ö à 2

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ è ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííîãî çîíäà
äëÿ èäåíòèôèêàöèè àññîöèàöèè ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ ãåíà sox2

ñ ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà H3 H3K4ac è H3K9met3 (â íàïðàâëåíèè îò 5R- ê 3R-êîíöó)

Ó÷àñòîê ãåíà sox2 Ïðÿìîé ïðàéìåð Îáðàòíûé ïðàéìåð

21—194 GTATCAGGAGTTGTCAAGGC CGCCGCCGATGATTGTTATT

363—610 CCAAAGTCCCGGCCGGGCCGAGG CTGGGCCATCTTGCGCCGCTG

1609—1819 ATGAGAGAGATCCTGGACTT TCGCTTGGAGACTAGCTCT

Ç î í ä (F A M - B H Q 1)

21—194 GACTAGGACTGAGAGAAAGAAGAG

1609—1819 TGGACCTTGTATAGATCTGGAGGA

Ðèñ. 1. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ãåíîâ sox2 (2 äóáëÿ ñïðàâà) è
GAPDH (2 äóáëÿ ñëåâà), ïîëó÷åííûå äëÿ îäíîé èç ãëèîì ìåòî-

äîì ÎÒ-ÏÖÐ.

Ðèñ. 2. Óðîâíè áåëêà Sox2 ïî îòíîøåíèþ ê óðîâíÿì áåëêà
GAPDH â êóëüòóðàõ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì ïîä íîìåðàìè 18,
15, 14, 7, 12, 16 è 17 íà ôîòîãðàôèè îäíîãî èç èììóíîáëîòîâ.

ÈÔÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë ê áåëêàì
Sox2 è GAPDH. Íîìåðà òåõ æå ãëèîì ïîêàçàíû íà ðèñ. 3.



Äëÿ ñðàâíåíèÿ ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè ýêñïðåññèþ sox2 ïðîâåðèëè â îáðàçöå ìîðôîëîãè÷å-
ñêè íîðìàëüíîé òêàíè ìîçãà, îêðóæàâøåé îäíó èç ãëèîì,
è â äâóõ îáðàçöàõ îïóõîëåé, íå îòíîñÿùèõñÿ ê ãëèîìàì,
âêëþ÷àÿ ýïåíäèìîìó è îáúåìíîå îáðàçîâàíèå ìîçîëèñòî-
ãî òåëà ìîçãà. Ýêñïðåññèÿ sox2 â ýòèõ îáðàçöàõ ïî îòíî-
øåíèþ ê ìàêñèìàëüíîìó óðîâíþ ýêñïðåññèè sox2 â èñ-
ñëåäîâàííûõ ãëèîìàõ ïîêàçàíà íà ðèñ. 4. Âèäíî, ÷òî â
ìîðôîëîãè÷åñêè íîðìàëüíûõ êëåòêàõ ìîçãà íåò ýêñïðåñ-
ñèè sox2, òîãäà êàê â îïóõîëÿõ ìåíåå çëîêà÷åñòâåííûõ,
÷åì ãëèîìû, óðîâåíü ýêñïðåññèè sox2 çíà÷èòåëüíî âûøå,
÷åì â èññëåäîâàííûõ ãëèîìàõ.

À í à ë è ç à ñ ñ î ö è à ö è è ð à ç ë è ÷ í û õ ó ÷ à ñ ò ê î â
ã å í à s o x 2 ñ ì î ä è ô è ê à ö è ÿ ì è ã è ñ ò î í à H 3
( H 3 K 4 a c è H 3 K 9 m e t 3) â ç ë î ê à ÷ å ñ ò â å í í û õ
ã ë è î ì à õ. Äëÿ äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ âûáðàëè 6 õî-
ðîøî ðàñòóùèõ ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîì (2, 12, 14, 15, 17 è 18 íà ðèñ. 3), äåìîíñòðèðó-
þùèõ ðàçëè÷íûå ýêñïðåññèîííûå óðîâíè sox2, èç êîòî-
ðûõ òîëüêî ó ãëèîìû 2 íå çàôèêñèðîâàíà ýêñïðåññèÿ
sox2. Èç êëåòîê ýòèõ êóëüòóð ìåòîäîì ChIP áûëè ïîëó÷å-
íû ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ñâÿçàííûå ñ
ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà H3 H3K4ac è H3K9met3. Ñ ïî-
ìîùüþ ïðàéìåðîâ, ïîäîáðàííûõ ê ó÷àñòêàì â íà÷àëå
(21—194), ñåðåäèíå (363—610) è êîíöå (1609—1819)
ãåíà sox2, âûÿñíÿëè, ñâÿçàí ëè ãåí sox2 â ýòèõ îáëàñòÿõ ñ
èññëåäóåìûìè ìîäèôèêàöèÿìè êîðîâîãî ãèñòîíà Í3.

Îêàçàëîñü, ÷òî ó÷àñòîê â íà÷àëå ãåíà (21—194) íå
ñâÿçàí íè ñ îäíîé èç èññëåäóåìûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíà
Í3 íè â îäíîé èç 6 ãëèîì. Ó÷àñòîê, ðàñïîëîæåííûé
â ïåðâîé ÷åòâåðòè ãåíà (363—610), îáíàðóæåí âî ôðàê-
öèè ñ ìîäèôèêàöèåé H3K4ac â ãëèîìàõ 2, 14, 15, 18 è âî
ôðàêöèè ñ ìîäèôèêàöèåé H3K9met3 â ãëèîìàõ 2, 12, 14
è 17. Òàêèì îáðàçîì, õðîìàòèí â ýòîì ó÷àñòêå ãåíà sox2
ìîæåò íåñòè ìàðêåðû êàê àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìîé,
òàê è òðàíñêðèïöèîííî èíåðòíîé óïàêîâêè. Èíòåðåñíî
îòìåòèòü, ÷òî ýòîò ó÷àñòîê ãåíà sox2 ìîæåò áûòü ñâÿçàí
êàê ñ ëþáîé èç èññëåäóåìûõ ìîäèôèêàöèé, òàê è ñ îáåè-
ìè ìîäèôèêàöèÿìè îäíîâðåìåííî íåçàâèñèìî îò íàëè-
÷èÿ ýêñïðåññèè sox2 â êëåòêàõ äàííîé ãëèîìû (ðèñ. 5).

Ó÷àñòîê â êîíöå ãåíà (1609—1819) áûë îáíàðóæåí òîëü-
êî âî ôðàêöèè ñ ìîäèôèêàöèåé H3K9met3 âî âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ ãëèîìàõ. Ýòè äàííûå, ñîïîñòàâëåííûå ñ
äàííûìè ïî ýêñïðåññèè ãåíà sox2 â ýòèõ ãëèîìàõ, ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 3.
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Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ãåíà sox2 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ.

Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïî äàííûì ÎÒ-ÏÖÐ. Ïî âåðòèêàëè — ñîîòíîøåíèå òðàíñêðèïöèîííûõ óðîâíåé ãåíîâ sox2 è GAPDH.

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ ãåíà sox2 â îáðàçöàõ òêàíè ãîëîâíîãî ìîç-
ãà, âêëþ÷àÿ îáúåìíîå îáðàçîâàíèå ìîçîëèñòîãî òåëà ìîçãà
(ÎÎÌÒ), ýïåíäèìîìó è ìîðôîëîãè÷åñêè íîðìàëüíóþ òêàíü
ìîçãà (íîðìà), îêðóæàâøóþ îäíó èç ãëèîì, ïî îòíîøåíèþ ê
ìàêñèìàëüíîìó óðîâíþ ýêñïðåññèè sox2 (ãëèîìà 19) ñðåäè èñ-

ñëåäîâàííûõ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì.

Ðèñ. 5. Àññîöèàöèÿ ãåíà sox2 ñ ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà H3
(H3K4ac è H3K9met3) â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ (ÏÖÐ è

ýëåêòðîôîðåç).



Îáñóæäåíèå

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ âñå áîëüøå ñòîðîííèêîâ ïðèîáðå-
òàåò òåîðèÿ î ñòâîëîïîäîáíîé ïðèðîäå çëîêà÷åñòâåííî
ïåðåðîæäåííûõ êëåòîê. Ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê âàðèàíòû
ñóùåñòâîâàíèÿ â îïóõîëÿõ îñîáîé ñóáïîïóëÿöèè ñòâîëî-
âûõ êëåòîê, òàê è âàðèàíòû, ïðè êîòîðûõ ëþáàÿ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííàÿ êëåòêà ñ íåêîòîðîé âåðîÿòíîñòüþ ïðèîá-
ðåòàåò ñïîñîáíîñòü ñòàíîâèòüñÿ ñòâîëîïîäîáíîé. Â ýòîì
êîíòåêñòå îñîáûé èíòåðåñ ïðèîáðåòàþò ðàáîòû, èññëåäó-
þùèå èçìåíåíèå â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ýêñïðåññèè ãåíîâ,
ñïîñîáíûõ âûçûâàòü èëè ïîääåðæèâàòü ñòâîëîïîäîáíîå
ñîñòîÿíèå êëåòîê. Îäíèì èç òàêèõ ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ sox2
(Takahashi et al., 2006, 2007; Yu et al., 2007; Noisa et al.,
2012), îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè êîòîðîãî â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîìàõ ïðåäñòàâëåíû â ýòîé ðàáîòå.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î
ïðèðîäå çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê âñå
÷àùå ñâÿçûâàþò ýòè ïðîöåññû íå òîëüêî ñ ìóòàöèîííûìè
ïîâðåæäåíèÿìè ãåíîìà, íî è ñ ýïèãåíåòè÷åñêîé èçìåí÷è-
âîñòüþ, â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ èçìåíåííûì ïðîôèëåì ïðî-
ìîòîðíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è èçìåíåííûì ãèñòîíî-
âûì êîäîì. Òàêèå ýïèãåíåòè÷åñêèå íàðóøåíèÿ âëèÿþò íà
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü è êàê ñëåäñòâèå — íà ýêñ-
ïðåññèþ îíêîãåíîâ è ãåíîâ-îíêîñóïðåññîðîâ. Ïóáëèêà-
öèè ïîñëåäíèõ ëåò ñâèäåòåëüñòâóþò î âàæíîñòè ýïèãåíå-
òè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè è äëÿ ïàòîãåíåçà
ãëèîì (Nagarajan, Costello, 2009; Ñåìåíîâà, Ôèëàòîâ,
2013).

Íàì èçâåñòíî ëèøü íåñêîëüêî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ
èçó÷åíèþ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè sox2 â ãëèîìàõ. Íàïðè-
ìåð, ïîëó÷åíû äàííûå î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ sox2 â ãëèî-
ìàõ ìîæåò ðåãóëèðîâàòüñÿ ñèãíàëüíûì ïóòåì TGF-b ÷å-
ðåç òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð Sox4, îáðàçóþùèé êîìï-
ëåêñ ñ Oct4 íà ýíõàíñåðå ãåíà sox2 (Ikushima et al., 2009,
2011). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ãåí sox2 ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ MEF (Bazzoli et al., 2012) è
Gli2 (Takanaga et al., 2009; Rao et al., 2012), ïîäàâëåíèå
àêòèâíîñòè êîòîðûõ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè sox2 â ãëèîìàõ è óìåíüøåíèþ ïðîãðåññèè îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê. Ïîëó÷åíû äàííûå è î ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè sox2 â ãëèîìàõ ìåòèëèðîâàíèåì ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñ-
òåé ýòîãî ãåíà. Ïîêàçàíî, ÷òî ñòåïåíü ìåòèëèðîâàíèÿ
ïðîìîòîðà sox2 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ, ïîêàçûâàþ-
ùèõ ýêñïðåññèþ sox2, ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â íîðìàëü-
íûõ êëåòêàõ. Â ãëèîìàõ, íåãàòèâíûõ ïî sox2, ýêñïðåññèÿ
sox2 âîññòàíàâëèâàëàñü ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê 5-àçàöè-
òèäèíîì (Alonso et al., 2011).

Îäíàêî îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î òîì, êàê ýêñ-
ïðåññèÿ sox2 ñâÿçàíà ñ ìàëèãíèçàöèåé ãëèîì. Êðîìå òîãî,

ñîâåðøåííî íå èçó÷åíû ìåõàíèçìû êîíòðîëÿ ýêñïðåññèè
sox2 ðàçëè÷íûìè ìîäèôèêàöèÿìè êîðîâûõ ãèñòîíîâ â
ãëèîìàõ.

Íàìè çàôèêñèðîâàíà ýêñïðåññèÿ ãåíà sox2 â 74 % ñëó-
÷àåâ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì â ñäåëàííîé íàìè âûáîðêå,
ïðè ýòîì óðîâåíü ýêñïðåññèè âàðüèðóåò â øèðîêîì äèà-
ïàçîíå (ðèñ. 3). Â îòëè÷èå îò ðàíåå îïóáëèêîâàííûõ äàí-
íûõ (Annovazzi et al., 2011) ìû íå îáíàðóæèëè æåñòêîé
êîððåëÿöèè óðîâíÿ ýêñïðåññèè sox2 ñî ñòåïåíüþ ìàëèã-
íèçàöèè ãëèîì. Òàê, â ìåíåå àãðåññèâíûõ, ÷åì ãëèîìû,
îïóõîëÿõ ãîëîâíîãî ìîçãà óðîâåíü ýêñïðåññèè sox2 îêà-
çàëñÿ çíà÷èòåëüíî âûøå. Â òî æå âðåìÿ â ìîðôîëîãè÷å-
ñêè íîðìàëüíîé òêàíè ìîçãà ýêñïðåññèè sox2 íå çàôèêñè-
ðîâàíî (ðèñ. 4). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà
ñâÿçü ïðîöåññîâ çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ãëèîì ñ
èçìåíåíèåì ýêñïðåññèîííîãî ïðîôèëÿ ãåíà sox2, ïîä-
òâåðæäàÿ è äîïîëíÿÿ äàííûå äðóãèõ àâòîðîâ (Schmitz
et al., 2007; Kong et al., 2008; Alonso et al., 2011; Annovazzi
et al., 2011; Guo et al., 2011; Holmberg et al., 2011).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå èçó÷åíà ðîëü ýïèãåíåòè-
÷åñêîãî ïîêàçàòåëÿ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè — ãèñ-
òîíîâîãî êîäà — â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè sox2 â çëîêà÷å-
ñòâåííûõ ãëèîìàõ. Ðàíåå ìû ïðîâîäèëè ïîäîáíûå èññëå-
äîâàíèÿ äëÿ ãåíîâ, íå îáëàäàþùèõ ñâîéñòâàìè,
ïîçâîëÿþùèìè èì ïîääåðæèâàòü ïëþðèïîòåíòíîñòü ýìá-
ðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ýêñï-
ðåññèÿ ãåíà lgi1 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ èíàêòèâèðó-
åòñÿ ìîäèôèêàöèåé H3K9met3 (äàííûå ãîòîâÿòñÿ ê ïóá-
ëèêàöèè). Êðîìå òîãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ãëèîáëàñòîìàõ
îáëàñòü âáëèçè ñàéòîâ èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè àíòèîí-
êîãåíà pten îáîãàùåíà ìàðêåðîì ñòàáèëüíîé ãåííîé ðå-
ïðåññèè Í3K9me3, ïðè ýòîì ìîäèôèêàöèè ãèñòîíà H3
H3K4ac è H3K9met3 àññîöèèðóþòñÿ ñ ãåíîì pten âçàèìî-
èñêëþ÷àþùèì îáðàçîì (Ñåìåíîâà è äð., 2012). Ïî âñåé
âèäèìîñòè, ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î çíà÷èòåëü-
íîé óíèâåðñàëüíîñòè ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ pten è lgi1 â ãëèîìàõ. Îäíàêî äëÿ
sox2 ïðÿìîé êîððåëÿöèè ìåæäó ýêñïðåññèåé ýòîãî ãåíà è
àññîöèàöèåé ðàçëè÷íûõ åãî ó÷àñòêîâ ñ èññëåäóåìûìè ìî-
äèôèêàöèÿìè ãèñòîíà Í3 íàì îáíàðóæèòü íå óäàëîñü.

Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ðàñïðåäåëåíèå äâóõ ìîäèôè-
êàöèé H3K4ac è H3K9met3 ïî ãåíó sox2 â âûáîðêå èç
6 èññëåäóåìûõ ãëèîì. Íè â îäíîé èç ýòèõ 6 ãëèîì ìîäè-
ôèêàöèÿ H3K9met3 íå áûëà ñâÿçàíà ñ íà÷àëüíîé îáëà-
ñòüþ ãåíà ðÿäîì ñ ïðîìîòîðîì, ãäå îíà ìîãëà áû ýôôåê-
òèâíî èíàêòèâèðîâàòü ýêñïðåññèþ sox2. Îäíàêî è ýïèãå-
íåòè÷åñêîãî ìàðêåðà àêòèâíîé òðàíñêðèïöèè H3K4ac,
àññîöèèðîâàííîãî ñ äàííîé îáëàñòüþ ãåíîìà, ìû íå çà-
ôèêñèðîâàëè. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ òàáë. 3, âî âñåõ ãëè-
îìàõ ó÷àñòîê â êîíöå ãåíà sox2 ñâÿçàí ñ ìîäèôèêàöèåé
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Ýêñïðåññèÿ ãåíà sox2 è àññîöèàöèÿ åãî ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ
ñ ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà H3 H3K4ac è H3K9met3 â èññëåäîâàííûõ ãëèîìàõ

Íîìåð
ãëèîìû

H3K4ac
21—194

H3K9met3
21—194

H3K4ac
363—610

H3K9met3
363—610

H3K4ac
1609—1819

H3K9met3
1609—1819

Ýêñïðåññèÿ
sox2

15 — — + — — + +

18 — — + — — + +

12 — — — + — + +

17 — — — + — + +

14 — — + + — + +

2 — — + + — + —



H3K9met3, êîòîðàÿ ñòàáèëèçèðóåò õðîìàòèí, è íå ñâÿçàí
ñ ìîäèôèêàöèåé H3K4ac. Â ñåðåäèíå ãåíà âåðîÿòíîñòü
îáíàðóæèòü ìîäèôèêàöèþ H3K9met3 ïàäàåò, à H3K4ac,
íàïðîòèâ, ðàñòåò. Êðîìå òîãî, è â ãëèîìå ñ äîñòàòî÷íî
âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè sox2, è â ãëèîìå, â êîòîðîé
ýêñïðåññèÿ sox2 îòñóòñòâóåò, íà ýòîì ó÷àñòêå ãåí ìîæåò
áûòü àññîöèèðîâàí ñ îáåèìè ìîäèôèêàöèÿìè îäíîâðå-
ìåííî. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò
óêàçûâàòü íà ñòîõàñòè÷åñêîå ñíèæåíèå ïîðîãîâîãî óðîâ-
íÿ ïåðåõîäà õðîìàòèíà èç èíàêòèâèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ
â àêòèâíîå. Â ÷àñòíîñòè, â ãëèîìå 2, íå ïîêàçûâàþùåé
ýêñïðåññèþ ãåíà sox2, íà÷àëüíûé ó÷àñòîê ãåíà íå èíàêòè-
âèðîâàí ìîäèôèêàöèåé H3K9met3, à ó÷àñòîê â ñåðåäèíå
ãåíà ñâÿçàí êàê ñ ìîäèôèêàöèåé H3K4ac, òàê è ñ
H3K9met3. Âîçìîæíî, òàêîå íåõàðàêòåðíîå â öåëîì ðàñ-
ïðåäåëåíèå ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ òðàíñêðèïöèîí-
íîé àêòèâíîñòè âäîëü ãåíà sox2 ÿâëÿåòñÿ îñîáåííîñòüþ
òàêèõ íåîáû÷íûõ ãåíîâ, êàêîâûì ÿâëÿåòñÿ sox2, è èìåííî
ñáîé ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè ãåíà sox2 ïîçâîëÿåò
îïóõîëåâûì êëåòêàì âîññòàíàâëèâàòü åãî ýêñïðåññèþ â
çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ.
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Both genetic and epigenetic changes underlite the mechanisms of tumor initiation and progression. In the
present study we analyze sox2 gene expression and its epigenetic regulation in primary cultures of malignant
gliomas. The sox2 expression was detected in the vast majority (74 %) of the investigated gliomas and absent in
morphologically normal brain tissue. This indicates the process of glioma malignant transformation. We have
also shown that the association of different areas of the sox2 gene with important epigenetic markers, posttrans-
lational modifications of H3 histone H3K4ac and H3K9met3, does not correlate with the sox2 expression. Ho-
wever, this may indicate the stochastic nature of the regulation of sox2 gene expression in malignant gliomas.
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