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Îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ òÐÍÊ è ìîëîäûõ ñóáñåìåéñòâ Alu-ïîâòîðîâ

Íà êóëüòóðå êëåòîê ÷åëîâåêà U937 èçó÷àëè ýêñïðåññèþ ãåíîâ, òðàíñêðèáèðóåìûõ ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé III, — èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1, òÐÍÊHis è ïðåäñòàâèòåëåé ìîëîäûõ ñóáñåìåéñòâ AluY (AluYa5 è
AluYb8) — ïðè àïîïòîçå, èíäóöèðîâàííîì êàìïòîòåöèíîì (CAM). Ñîäåðæàíèå òÐÍÊiMet1 âîçðàñòàëî â
1.5 ðàçà, ñîäåðæàíèå òÐÍÊHis íå èçìåíÿëîñü, à óðîâåíü AluY-ÐÍÊ óâåëè÷èâàëñÿ â 4—10 ðàç ÷åðåç 6 ÷
äåéñòâèÿ CAM â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûìè (íåàïîïòîòè÷åñêèìè) êëåòêàìè. Êðîìå òîãî, èçó÷àëè óðî-
âåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ AluYb8 êëåòîê U937 ïðè àïîïòîçå. Ïîêàçàëè, ÷òî ñòåïåíü ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ AluYb8 íå èçìåíÿëàñü íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà, à òàêæå íå ðàçëè÷àëàñü ìåæäó àïîïòîòè÷åñêè-
ìè è êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ìîëîäûõ ïîâòîðîâ
AluY è òÐÍÊiMet1 èãðàåò ðîëü â ðåàëèçàöèè àïîïòîòè÷åñêîãî ïóòè â êëåòêå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåíû êëàññà III, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III, ñòàáèëüíûå íåòðàíñëèðóåìûå ÐÍÊ, SI-
NE-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, Alu-ïîâòîðû, ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, àïîïòîç.

Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëè, ÷òî ãåíû ìàëûõ íåòðàíñëèðóå-
ìûõ ÐÍÊ, òðàíñêðèáèðóåìûå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III (ãåíû
êëàññà III), ê êîòîðûì ïðèíàäëåæàò ãåíû 5S ðÐÍÊ, òÐÍÊ
è íåêîòîðûå äðóãèå, òðàíñêðèáèðóþòñÿ ïîäîáíî ãåíàì
äîìàøíåãî õîçÿéñòâà, ò. å. êîíñòèòóòèâíî è ñ ïîñòîÿííîé
ñêîðîñòüþ, è íåò íåîáõîäèìîñòè â ñëîæíîé ðåãóëÿöèè
ýòîãî ïðîöåññà. Ïîçæå áûëè ïîëó÷åíû äàííûå, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî â êëåòêå ñóùåñòâóþò ñëîæíûå
ãåí-ñïåöèôè÷íûå è òêàíåñïåöèôè÷íûå ìåõàíèçìû ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ êëàññà III (Dieci et al.,
2007; Nikitina, Tishchenko, 2007). Îäíàêî ïðè èññëåäîâà-
íèè ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â êà÷åñòâå îáúåêòà â îñíîâíîì
èñïîëüçîâàëè ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â ïðî-
öåññå òðàíñëÿöèè, òàêèå êàê ãåíû 5S ðÐÍÊ è òÐÍÊ, íå
ðàññìàòðèâàÿ äðóãèå ãåíû, òàêæå òðàíñêðèáèðóåìûå
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé III, íàïðèìåð ãåíû êîðîòêèõ äèñïåðãè-
ðîâàííûõ ïîâòîðîâ SINE.

Ñðåäè ãåíîâ, òðàíñêðèáèðóåìûõ ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé III, îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò Alu-ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè (ïðåäñòàâèòåëè êëàññà SINE-ïîâòîðîâ ó ÷åëîâåêà),
ôóíêöèÿ êîòîðûõ èçó÷åíà íåäîñòàòî÷íî. Alu-ïîâòîðû ÿâ-
ëÿþòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè ìîáèëüíûìè ýëå-
ìåíòàìè â ãåíîìå ÷åëîâåêà. Îíè ñîñòàâëÿþò îêîëî 13 %
âñåãî ãåíîìà, è èõ êîëè÷åñòâî äîñòèãàåò 1.1 ìëí êîïèé
(Goodfellow, White, 2007; Íèêèòèíà, Òèùåíêî, 2008). Ïî-
ëàãàþò, ÷òî Alu-ïîâòîðû ïðîèçîøëè îò ãåíà 7SL ÐÍÊ, èõ
äëèíà ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 300 ïàð îñíîâàíèé (ï. î.), à
ñâîå íàçâàíèå îíè ïîëó÷èëè â ðåçóëüòàòå òîãî, ÷òî èõ
ÄÍÊ ñîäåðæèò ñàéò óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçîé AluI (Quen-
tin, 1992). Alu-ïîâòîð èìååò äèìåðíóþ ñòðóêòóðó è ñîñòî-
èò èç äâóõ ïîõîæèõ, íî íå èäåíòè÷íûõ ïðÿìûõ ïîâòî-
ðîâ ïðîòÿæåííîñòüþ îêîëî 130 ï. î. — ëåâîãî è ïðàâîãî

ïëå÷. Ïëå÷è ðàçäåëÿåò A-áîãàòûé ðåãèîí, ïðàâîå ïëå÷î
çàêà÷èâàåòñÿ êîðîòêèì ïîëè-A-òðàêòîì. Â ëåâîì ïëå÷å
ñîäåðæàòñÿ A- è B-áîêñû ñëàáîãî âíóòðåííåãî ïðîìîòîðà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III (Hasler, Strub, 2006). Alu-ïîâòîðû
ðàñïðîñòðàíÿþòñÿ ïî ãåíîìó ñ ïîìîùüþ ìåõàíèçìà ðåò-
ðîòðàíñïîçèöèè, äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ êîòîðîãî èì íåîáõî-
äèìà ðåâåðòàçà, êîäèðóåìàÿ ïîâòîðàìè LINE (Dewannie-
ux et al., 2003; Nikitina et al., 2011). Ðåòðîòðàíñïîçèöèÿ
Alu ìîæåò ïðèâîäèòü ê îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê è íåêîòîðûì ãåíåòè÷åñêèì çàáîëåâàíèÿì, íàïðèìåð
ãåìîôèëèè, íåéðîôèáðîìàòîçó, ñèíäðîìó Àïåðòà è äð.
(Kazazian, 1998). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî Alu-ïî-
âòîðû ñïîñîáíû âûïîëíÿòü ôóíêöèè ýíõàíñåðîâ, èíñóëÿ-
òîðîâ, ó÷àñòêîâ àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà è äðóãèå
ôóíêöèè, äàþùèå êëåòêå ïðåèìóùåñòâà, ÷òî, âîçìîæíî,
è îáúÿñíÿåò èõ ðàñïðîñòðàíåíèå ïî ãåíîìó ÷åëîâåêà (Íè-
êèòèíà, Òèùåíêî, 2008).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî
Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è èõ ÐÍÊ-ïðîäóêòû ìîãóò èã-
ðàòü ðîëü íå òîëüêî â àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè, îïóõîëå-
âîé òðàíñôîðìàöèè, ñòðåññå è ðÿäå äðóãèõ ïðîöåññîâ, íî
è â ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè — àïîïòîçå (Be-
ere, 2005; Nikitina, Tishchenko, 2007). Îäíàêî ðîëü Alu-ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé è èõ ÐÍÊ-òðàíñêðèïòîâ ïðè àïîïòîçå
êëåòîê äåòàëüíî íå èññëåäîâàëè.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî îäíèì èç ôàêòîðîâ,
âëèÿþùèõ íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ÿâëÿåòñÿ ñîñòîÿíèå õðî-
ìàòèíà, êîòîðîå ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ ìåòèëèðîâàíèåì åãî
ÄÍÊ. Ïàòòåðí ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ íàñëåäóåòñÿ, ÷òî äå-
ëàåò ýïèãåíåòè÷åñêóþ ìàðêèðîâêó ñòàáèëüíîé â ðÿäó
êëåòî÷íûõ äåëåíèé, îäíàêî óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ
íà ïðîòÿæåíèè æèçíè îñîáè ìîæåò èçìåíÿòüñÿ êàê âñëåä-
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ñòâèå ôèçèîëîãè÷åñêîé ðåàêöèè êëåòêè íà èçìåíåíèÿ
âíåøíåé ñðåäû, òàê è â ñâÿçè ñ ïàòîëîãè÷åñêèì ïðîöåñ-
ñîì, íàïðèìåð îíêîãåííîé òðàíñôîðìàöèåé, êëåòî÷íûì
ñòðåññîì èëè êëåòî÷íûì ñòàðåíèåì (Jintaridth, Mutirangu-
ra, 2010; Êàáàíîâ, Òèùåíêî, 2014). Ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ,
êàê ïðàâèëî, ïîäàâëÿåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ (Yoder et al.,
1997; Êàáàíîâ, Òèùåíêî, 2014). Îäíàêî âíóòðåííèå è
âíåøíèå ôàêòîðû, èíèöèèðóþùèå èçìåíåíèÿ â ìåòèëè-
ðîâàíèè ÄÍÊ, îñòàþòñÿ ìàëî èçó÷åííûìè.

Alu-ÄÍÊ â íîðìå, êàê ïðàâèëî, ìåòèëèðîâàíà â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïî ñðàâíåíèþ ñ îêðóæàþùåé ÄÍÊ
(Sandovici et al., 2005; Roman-Gomez et al., 2008), íî ãèïî-
ìåòèëèðîâàíà ïðè ìíîãèõ îïóõîëåâûõ çàáîëåâàíèÿõ
(Rodriguez et al., 2008; Choi et al., 2009; Xie et al., 2010).
Îäíàêî ôàêòîðû, ñïîñîáñòâóþùèå èçìåíåíèþ ìåòèëèðî-
âàíèÿ ÄÍÊ, èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Íåÿñíî, êàê èçìåíÿ-
åòñÿ ïàòòåðí ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïðè àïîïòîçå êëåòîê.
Ïîýòîìó èíòåðåñíî óçíàòü, ìåíÿåòñÿ ëè óðîâåíü ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ÄÍÊ íàèáîëåå òðàíñïîçèöèîííî-àêòèâíîãî
ñåìåéñòâà AluY ïðè âñòóïëåíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê â
àïîïòîç.

Îñíîâíàÿ öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ïðåäñòàâèòåëåé ãåíîâ
êëàññà III — èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1, òÐÍÊHis è ïðåäñòà-
âèòåëåé ìîëîäûõ ñóáñåìåéñòâ Alu (AluYa5 è AluYb8)
ïðè àïîïòîçå. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ÿâèëèñü AluY-ïî-
âòîðû â êëåòêàõ ãèñòèîöèòàðíîé ëèìôîìû ÷åëîâåêà
U937. Ñóáñåìåéñòâî AluY áûëî âûáðàíî ïîòîìó, ÷òî ýòî
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîå è íàèáîëåå òðàíñïîçèöèîí-
íî-àêòèâíîå ñóáñåìåéñòâî Alu â ãåíîìå ÷åëîâåêà (Nikiti-
na, Tishchenko, 2007; Íèêèòèíà, Òèùåíêî, 2008).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ã è ñ ò è î ö è ò à ð í î é ë è ì ô î ì û ÷ å ë î -
â å ê à U 9 3 7 , â ï å ð â û å ï î ë ó ÷ å í í û å â 1 9 7 6 ã.
(Sundström, Nilsson, 1976), áûëè ïðèîáðåòåíû â Ðîññèé-
ñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå
RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (FBS) è ãåíòàìèöèí (40 ìêã/ìë),
â òå÷åíèå 13 ñóò, à çàòåì ïîäâåðãàëè 2-ñóòî÷íîìó ãîëîäà-
íèþ â ñðåäå RPMI-1640 áåç ñûâîðîòêè. Äàëåå ïëîòíîñòü
êëåòîê äîâîäèëè ïðèìåðíî äî 1 ìëí/ìë, äîáàâèâ ñðåäó
RPMI-1640 è ñûâîðîòêó FBS äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
10 %. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ñ ñûâîðîòêîé ïðè 37 % â
òå÷åíèå 2 ÷ (Dasgupta et al., 2004), ïîñëå ÷åãî ñóñïåíçèþ
êëåòîê U937 ðàçäåëÿëè íà äâå ÷àñòè: â îäíó (ýêñïåðè-
ìåíò) äëÿ èíäóêöèè àïîïòîçà äîáàâëÿëè èíãèáèòîð
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû I êàìïòîòåöèí (CAM) äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 4 ìêã/ìë (Bicknell et al., 1994), à äðóãóþ
(êîíòðîëüíóþ) êóëüòèâèðîâàëè â ïðåæíèõ óñëîâèÿõ (áåç
CAM). Äëÿ àíàëèçà îòáèðàëè àëèêâîòû ñóñïåíçèè êëåòîê
èç êàæäîãî ôëàêîíà (ñ ÑÀÌ è áåç ÑÀÌ) ÷åðåç 2, 4 è 6 ÷.
Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòî-
âîé ìèêðîñêîïèè ïî âêëþ÷åíèþ òðèïàíîâîãî ñèíåãî: ïî-
ãèáøèå êëåòêè îêðàøèâàëèñü â ñèíèé öâåò, à æèâûå —
íåò. Àïîïòîç êëåòîê U937, èíäóöèðîâàííûé ÑÀÌ, äåòåê-
òèðîâàëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïî óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà
ôðàãìåíòèðîâàííîé ãåíîìíîé ÄÍÊ â öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ôðàêöèè êëåòîê (Herrmann et al., 1994).

À í à ë è ç ñ î ä å ð æ à í è ÿ Ð Í Ê A l u Y â òîòàëüíîé
ÐÍÊ êëåòîê U937 ïðîâîäèëè ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç êëåòîê U937,

èñïîëüçóÿ íàáîð AquaPure RNA (Bio-Rad, ÑØÀ). Ïîëó-
÷åííóþ òîòàëüíóþ ÐÍÊ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêò-
ðîôîðåçà â 1.2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè
ôîðìàëüäåãèäà. Ñèíòåç êÄÍÊ íà ìàòðèöå òîòàëüíîé ÐÍÊ
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà RevertAidTM H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Ëèòâà) è ñòà-
òèñòè÷åñêîãî íàáîðà ãåêñàìåðíûõ ïðàéìåðîâ. Ïîëó÷åí-
íóþ êÄÍÊ ïðèìåíÿëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïðè ïðîâåäå-
íèè ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè, èñïîëüçóÿ ñïåöèôè÷íûå ïðàéìåðû ê ÐÍÊ-
ïðîäóêòàì ïîâòîðîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê AluYa5 è äðóãèì
ðàçëè÷íûì ñóáñåìåéñòâàì ìîëîäîãî ñåìåéñòâà AluY
(AluYa4, AluYa8, AluYb8, AluYb9, AluY, AluYc1 è Alu-
Yg6): 5R-GGT CAG GAG ATC GAG ACC AT-3R (ïðÿìîé
ïðàéìåð) è 5R-ACG GAG TCT CGC TCT GTC G-3R (îáðàò-
íûé ïðàéìåð). Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷íûå
ïðàéìåðû ê AluYb8 : 5R-GTC AGG AGA TCG AGA CCA
TCC TGG CTA ACA A-3R (ïðÿìîé ïðàéìåð) è 5R-TCT
GTC GCC CAG GCC GGA-3R (îáðàòíûé ïðàéìåð). Ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ïîâòîðîâ AluY äëÿ ïîäáîðà ïðàéìåðîâ
áðàëè èç áàçû äàííûõ Repbase (URL:http:/www.gi-
rinst.org/repbase/index.html). Ïîäáîð ïðàéìåðîâ îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Primer3 (URL: http:/frodo.
wi.mit.edu/primer3/input.htm). Ïðîáà äëÿ ÏÖÐ îáúåìîì
25 ìêë ñîäåðæàëà 10 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè EVA Green
(2.5-êðàòíûé ÏÖÐ-áóôåð Á (KCl, Òðèñ-HCl, pH 8.8,
6.25 ìM MgCl2), Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó, äåçîêñèðèáîíóê-
ëåîçèäòðèôîñôàòû, ãëèöåðèí, Tween-20 è èíòåðêàëèðóþ-
ùèé êðàñèòåëü), ïî 150 íÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìå-
ðîâ äëÿ Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è 200 íã êÄÍÊ-ìàòðè-
öû. ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïðîâîäèëè íà óñòàíîâêå
CFX96 real-time PCRdetection system (Bio-Rad, ÑØÀ).
Ïðîãðàììà àìïëèôèêàöèè: 95 °Ñ — 5 ìèí; 45 öèêëîâ:
63 °Ñ — 1 ìèí, 95 °Ñ — 15 ñ. Èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè
ïðîâîäèëè ïðè 84 °Ñ. Êðèâûå ïëàâëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ
ñíèìàëè â èíòåðâàëå òåìïåðàòóð 65—98 °Ñ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì CFX Mana-
ger (Bio-Rad, ÑØÀ) è Microsoft Excel 2003. Ñîîòíîøåíèå
(r) óðîâíåé ñîäåðæàíèÿ èññëåäóåìîé ÐÍÊ â êîíòðîëå
(êëåòêè áåç îáðàáîòêè CAM) è â ýêñïåðèìåíòå (êëåòêè,
îáðàáîòàííûå CAM) âû÷èñëÿëè ïî ôîðìóëå r = EDCt, ãäå
E — ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôèêàöèè, DCt — ðàçíèöà çíà-
÷åíèé ïîðîãîâîãî öèêëà Ct â êîíòðîëå è â ýêñïåðèìåíòå.
Â ïðîáàõ ñ ÐÍÊ áåç îáðàáîòêè îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçîé
â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ ïðîäóêòû íå îáíàðóæèâàëèñü. ÏÖÐ «â
êîíå÷íîé òî÷êå» ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå Òåðöèê
(ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ). Ïðîãðàììà àìïëèôèêàöèè: 95 °C —
5 ìèí; 32 öèêëà: 60 °C — 1 ìèí, 95 °C — 15 ñ; 60 °C —
5 ìèí. Ïðîäóêòû ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè c ïîìîùüþ ýëåêò-
ðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå íà áóôåðå SB (10 ìÌ
NaOH, pH 8.5 äîñòèãàëè êðèñòàëëè÷åñêîé áîðíîé êèñ-
ëîòîé).

À í à ë è ç ñ î ä å ð æ à í è ÿ ò ð à í ñ ï î ð ò í û õ Ð Í Ê
(òÐÍÊiMet1 è òÐÍÊHis) â êëåòêàõ U937 ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ. Ïðîöåäóðû âûäåëåíèÿ òîòàëüíîé ÐÍÊ è
ñèíòåçà êÄÍÊ áûëè òàêèìè æå, êàê è ïðè ïîäãîòîâêå ê
ÎÒ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì. Ïî-
ëó÷åííóþ êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïðè
ïðîâåäåíèè ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñïåöèôè÷íûõ ïðàéìåðîâ ê èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1 (ïðÿ-
ìîé 5R-AGC AGA GTG GCG CAG C-3R è îáðàòíûé
5R-TAG CAG AGG ATG GTT TAG ATC CA-3R) è ê òÐÍÊHis

(ïðÿìîé 5R-GCC GTG ATC GTA TAG TGG TT-3R è îáðàò-
íûé 5R-ATT CGA ACC GAG GTT GCT-3R). Ïîäáîð ïðàé-
ìåðîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Primer3
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(http:/frodo. wi. mit. edu/primer3/input. htm). Ïðîáà äëÿ
ÏÖÐ îáúåìîì 25 ìêë ñîäåðæàëà 10 ìêë ðåàêöèîííîé ñìå-
ñè EVA Green (ñì. âûøå), ïî 300 íÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî
ïðàéìåðîâ, 80 íã êÄÍÊ-ìàòðèöû. ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè» ïðîâîäèëè íà óñòàíîâêå CFX96 real-time PCRdetec-
tion system (Bio-Rad, ÑØÀ). Ïðîãðàììà àìïëèôèêàöèè:
95 °C — 5 ìèí; 45 öèêëîâ: 62 °C — 1 ìèí, 95 °C — 15 ñ.
Èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè ïðè 75 °C. Êðèâûå
ïëàâëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ñíèìàëè â èíòåðâàëå òåìïåðà-
òóð 55—90 °C. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè
òàê æå, êàê â ñëó÷àå ÎÒ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê Alu-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿì.

Äàëåå èçó÷àëè ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ â êëåòêàõ U937
òîëüêî ïîâòîðà AluYb8, ïîñêîëüêó èìåííî ýòîò ìîáèëü-
íûé ýëåìåíò ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì è àê-
òèâíûì ïðåäñòàâèòåëåì ñåìåéñòâà Alu-ïîâòîðîâ. À í à -
ë è ç ì å ò è ë è ð î â à í è ÿ Ä Í Ê A l u Y b 8 îñóùåñòâëÿëè
ìåòîäîì ìåòèë-ñïåöèôè÷åñêîé ÏÖÐ (Ñìèðíèõèíà, Ëàâ-
ðîâ, 2009). Ãåíîìíóþ ÄÍÊ èç êëåòîê U937 âûäåëÿëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ZR Genomic DNA II Kit(tm)
(Zymo Research, ÑØÀ), à çàòåì 1 ìêã ÄÍÊ èç êàæäîé
ïðîáû îáðàáàòûâàëè áèñóëüôèòîì íàòðèÿ è î÷èùàëè ñ
ïîìîùüþ íàáîðà EZ DNA Methylation-Gold(tm) Kit
(Zymo Research, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ áèñóëüôèò-
íîé îáðàáîòêè: 98 °C — 10 ìèí; 53 °C — 30 ìèí; 8 öèê-
ëîâ: 53 °C — 6 ìèí, 37 °C — 30 ìèí. Êîëè÷åñòâåííîå
îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ìåòèëèðîâàííûõ è íåìåòèëèðî-
âàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé AluYb8 ïðîâîäèëè ìåòîäîì
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷íûõ
ïðàéìåðîâ ê AluYb8-ïîâòîðó ïîñëå áèñóëüôèòíîé îáðà-
áîòêè ê ìåòèëèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ïðÿìîé
ïðàéìåð 5R-GTG GAT TAT GAG GTT AGG AGA TCG-3R è
îáðàòíûé 5R-CCG AAC TAC GAA CTA CAA TAA
CGC-3R) è ê íåìåòèëèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ïðÿ-
ìîé ïðàéìåð 5R-GTG GAT TAT GAG GTT AGG AGA
TTG-3R è îáðàòíûé 5R-CAA ACC AAA CTA CAA ACT
ACA ATA ACA C-3R). Ïðîãðàììà àìïëèôèêàöèè:
95 °C — 5 ìèí; 40 öèêëîâ: 95 °C — 10 ñ, 60 °C — 20 ñ,
72 °C — 10 ñ. Èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè ïðè
72 °C. Êðèâûå ïëàâëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ñíèìàëè â èí-
òåðâàëå òåìïåðàòóð 65—99 °C. Ñîîòíîøåíèå (r) ìåòèëè-
ðîâàííûõ è íåìåòèëèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
AluYb8 âû÷èñëÿëè ïî ôîðìóëå: r = 2(CtU-CtM), ãäå 2 — ýòî
ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôèêàöèè, Ct — ïîðîãîâûé öèêë äëÿ
ïðîáû ñ ïðàéìåðàìè ê íåìåòèëèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè (CtU) èëè äëÿ ïðîáû ñ ïðàéìåðàìè ê ìåòèëèðîâàí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (CtM).

Ðåçóëüòàòû

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ê ë å ò î ê. Îöåíêà æèçíåñïîñîá-
íîñòè êëåòîê ïîêàçàëà, ÷òî â òå÷åíèå 6 ÷ ïîñëå íà÷àëà ýê-
ñïåðèìåíòà âûæèâàåìîñòü êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñîñòàâè-
ëà 95, à ýêñïåðèìåíòàëüíûõ — 90 %. Êîíòðîëüíûå êëåò-
êè, íå ñîäåðæàùèå ÑÀÌ, è ýêñïåðèìåíòàëüíûå
êóëüòèâèðîâàëè ïðè îäèíàêîâîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè
(îêîëî 1 ìëí êëåòîê â 1 ìë ñðåäû).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à Ä Í Ê è Ð Í Ê ê ë å ò î ê U 9 3 7
ï ð è à ï î ï ò î ç å. Àïîïòîç êëåòîê, èíäóöèðóåìûé äåéñò-
âèåì ÑÀÌ, äåòåêòèðîâàëè ïî ïîÿâëåíèþ â öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé ôðàêöèè êëåòîê ëåñòíè÷íîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ
ïîñëå 6-÷àñîâîé îáðàáîòêè. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ ôðàã-
ìåíòàöèè ÄÍÊ íå áûëî (ðèñ. 1).

Àíàëèç ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê U937, ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 1.2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå íà
MOPS-áóôåðå ñ ôîðìàëüäåãèäîì. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2,
ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â ãåëå òîòàëüíîé ÐÍÊ, îêðàøåííîé áðî-
ìèñòûì ýòèäèåì, íàáëþäàþòñÿ äâå ÷åòêèå ïîëîñû, ñîîò-
âåòñòâóþùèå 28S (~4800 íóêëåîòèäîâ) è 18S (~1900 íóê-
ëåîòèäîâ) ðÐÍÊ. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî òîòàëüíàÿ ÐÍÊ íå äå-
ãðàäèðîâàëà ïðè âûäåëåíèè è åå ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
êà÷åñòâå ìàòðèöû â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ïî-
ëó÷åíèÿ êÄÍÊ äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ â ÏÖÐ)
(Chomczynski, 1992). Ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ, êîãäà â ñëó-
÷àå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè ÐÍÊ áåç äîáàâëåíèÿ îáðàòíîé
òðàíñêðèïòàçû, ïðîäóêò ÏÖÐ íå îáíàðóæèâàëñÿ.

Ñ î ä å ð æ à í è å ò Ð Í Ê â ê ë å ò ê à õ U 9 3 7. Àíàëèç
ñîäåðæàíèÿ èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1 è òÐÍÊHis â òîòàëü-
íîé ÐÍÊ êëåòîê U937, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòî-
çà, èíäóöèðîâàííîãî ÑÀÌ, ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â êîíå÷íîé
òî÷êå ïîêàçàë, ÷òî ñîäåðæàíèå èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1
ïîâûøàëîñü ïðèìåðíî â 1.5 ðàçà â àïîïòîòè÷åñêèõ êëåò-
êàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè, òîãäà êàê
ñîäåðæàíèå òÐÍÊHis áûëî ïðèìåðíî îäèíàêîâî â àïîïòî-
òè÷åñêèõ è êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 3). Ñõîäíûå äàí-
íûå áûëè ïîëó÷åíû ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìå-
íè (ðèñ. 4).

Ñ î ä å ð æ à í è å Ð Í Ê A l u Y â ê ë å ò ê à õ U 9 3 7.
Ïðè èçó÷åíèè ñîäåðæàíèÿ ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè Alu-ïî-
âòîðîâ (Alu-ÐÍÊ) â êëåòêàõ â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäî-
âàíèÿ áûëè âûáðàíû ïðåäñòàâèòåëè ìîëîäîãî ñóáñåìåé-
ñòâà AluY (AluYa5 è AluYb8), ïîñêîëüêó îíè ÿâëÿþòñÿ
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè è òðàíñïîçèöèîííî-àêòèâ-
íûìè Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè â ãåíîìå ÷åëîâåêà
(Schmid, 2003; Nikitina, Tishchenko, 2007). Ìåòîäîì êîëè-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè êëåòîê U937 ÷åðåç 6 ÷ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â êîíòðîëå (äîðîæêà 2, –) è â ïðèñóòñòâèè 4 ìêã/ìë êàìï-

òîòåöèíà (äîðîæêà 3, +).

Äîðîæêà 1 — ìàðêåð äëèí ôðàãìåíòîâ.



÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ìû ïîëó÷èëè
äàííûå îá ýêñïðåññèè AluYb8 è äðóãèõ ìîëîäûõ ñóáñå-

ìåéñòâ AluY â êîíòðîëüíûõ è àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ.
Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ìîëîäûõ ñóáñåìåéñòâ Alu îöå-
íèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ÐÍÊ â òîòàëü-
íîé ÐÍÊ êëåòîê. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè àïîïòîçå, èíäóöèðî-
âàííîì CAM, óðîâíè ýêñïðåññèè AluYa5 è AluYb8 â
êëåòêàõ ÷åðåç 6 ÷ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëè (â 4—10 ðàç) ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 5).

Àíàëèç êðèâûõ ïëàâëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ, ïîëó÷åí-
íûõ àìïëèôèêàöèåé ñ ïðàéìåðàìè ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
AluYa5, ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå öåëîãî ðÿäà ñëèâøèõñÿ
äðóã ñ äðóãîì ïèêîâ. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî äëÿ àìïëè-
ôèêàöèè ìû èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû, ïîäîáðàííûå ê
êîíñåðâàòèâíûì ó÷àñòêàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè AluYa5,
êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò è â äðóãèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ,
ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçëè÷íûì ñóáñåìåéñòâàì ìîëîäîãî
ñåìåéñòâà AluY (AluYa4, AluYa5, AluYa8, AluYb8, Alu-
Yb9, AluY, AluYc1 è AluYg6). Ïîýòîìó ïðîäóêòû ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè â äàííîì ñëó÷àå ÿâëÿþòñÿ ãåòåðîãåí-
íûìè è ïðåäñòàâëåíû ÄÍÊ-êîïèÿìè, êîòîðûå ñîîòâåòñò-
âóþò ôðàãìåíòàì ðàçëè÷íûõ Alu-ïîâòîðîâ è èìåþò ðàç-
íûå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ, íî îäèíàêîâûå ðàçìåðû.

Î÷åâèäíî, ÷òî äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 6 à,
îòíîñÿòñÿ íå òîëüêî ê AluYa5-ÐÍÊ, íî è ê ÐÍÊ äðóãèõ
ïåðå÷èñëåííûõ ñóáñåìåéñòâ Alu. Äëÿ àìïëèôèêàöèè Alu-
Yb8-êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå
óíèêàëüíûì ó÷àñòêàì ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå
ïðèñóòñòâóþò òàêæå ó AluYb9 (îòëè÷àåòñÿ îò AluYb8
ëèøü îäíîé íóêëåîòèäíîé çàìåíîé è ðàñïðîñòðàíåíà â
ãåíîìå ÷åëîâåêà â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè), íî îò-
ñóòñòâóþò ó ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðèíàäëåæàùèõ ê äðó-
ãèì ñóáñåìåéñòâàì AluY. Â ýòîì ñëó÷àå ïðîäóêò ÏÖÐ
áûë ïðåäñòàâëåí ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè AluYb8 è Alu-
Yb9 ñ áëèçêîé òåìïåðàòóðîé ïëàâëåíèÿ, ïðè äåíàòóðàöèè
êîòîðûõ íà êðèâîé ïëàâëåíèÿ ïðèñóòñòâîâàëè äâà ïèêà
(ðèñ. 6, á). Òàêèì îáðàçîì, äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî â àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ U937 ñóùåñòâåííî ïî-
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Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììà òîòàëüíîé ÐÍÊ êîíòðîëüíûõ è
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê U937.

Äîðîæêè: 1 — ìàðêåð äëèí ôðàãìåíòîâ ÐÍÊ; 2, 4, 6 — êîíòðîëü (êëåòêè
ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 2, 4 è 6 ÷ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ 10 % ñû-
âîðîòêè); 3, 5, 7 — êëåòêè ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 2, 4 è 6 ÷ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â òîé æå ñðåäå è â ïðèñóòñòâèè 4 ìêã/ìë àìïòîòåöèíà (CAM); í. ï. —
íóêëåîòèäíûå ïàðû. Ñïðàâà — äåíñèòîãðàììû ãåëÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.39u (NIH, ÑØÀ). Ðàçäåëåíèå â 1.2%-íîì

àãàðîçíîì ãåëå.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ «â êîíå÷íîé òî÷êå» â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Àìïëèôèêàöèÿ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïðàéìåðîâ ê òÐÍÊiMet1 (à) è ê òÐÍÊHis (á).

Äîðîæêè: 1 — ìàðêåð äëèí ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (DNA Ladder 1 kb); 2 — êëåòêè ÷åðåç 48 ÷ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ; 3, 4 — êëåòêè ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç
2 è 4 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ 10 % ñûâîðîòêè; 5 — 2 ÷ â ïðèñóòñòâèè 4 ìêã/ìë ÑÀÌ; 6 — 6 ÷ â ñðåäå ñ 10 % ñûâîðîòêè; 7 — 4 ÷ â ïðèñóòñòâèè ÑÀÌ; 8 —6 ÷
â ñðåäå ñ 10 % ñûâîðîòêè; 9 — 6 ÷ â ïðèñóòñòâèè ÑÀÌ; 10 — êîíòðîëü: ïðîáà áåç êÄÍÊ. Âî âñå ïðîáû áðàëè îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî êÄÍÊ. Ïîä ýëåêò-
ðîôîðåãðàììàìè ïðèâåäåíû äåíñèòîãðàììû ãåëåé (ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ScionImage for Windows). Ïðåäñòàâëåíû ðåïðåçåíòàòèâíûå ðå-

çóëüòàòû îäíîãî èç òðåõ ïîâòîðÿþùèõñÿ ýêñïåðèìåíòîâ.



âûøàåòñÿ ñîäåðæàíèå Alu-ÐÍÊ, ñèíòåçèðóåìûõ ñ Alu-ïî-
âòîðîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê öåëîìó ðÿäó ìîëîäûõ
ñóáñåìåéñòâ.

Ì å ò è ë è ð î â à í è å Ä Í Ê A l u Y b 8 - ï î â ò î ð î â â
êëåòêàõ U937 èññëåäîâàëè ìåòîäîì ìåòèë-÷óâñòâèòåëü-
íîé ÏÖÐ. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî äîëÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé AluYb8, ìåòèëèðîâàííûõ â îáëàñ-
òÿõ, êîìïëåìåíòàðíûõ ïðàéìåðàì, ñîñòàâëÿëà 92 � 6, à
íåìåòèëèðîâàííûõ — 7 � 5 %. Ýòè ïîêàçàòåëè íå çàâèñå-
ëè îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïðèñóòñòâèÿ ÑÀÌ, ò. å.
êîíòðîëüíûå è àïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè íå ðàçëè÷àëèñü.
Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè Alu-ïîâòîðîâ íå
ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ èõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè.

Îáñóæäåíèå

Ïðè èññëåäîâàíèè ñîäåðæàíèÿ èíèöèàòîðíîé òÐÍÊi-

Met1 è òÐÍÊHis â òîòàëüíîé ÐÍÊ êëåòîê U937, íàõîäÿùèõ-
ñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà, èíäóöèðîâàííîãî ÑÀÌ, ìåòî-
äîì ÎÒ-ÏÖÐ «â êîíå÷íîé òî÷êå» è â ðåàëüíîì âðåìåíè
áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû: 1) ñîäåðæàíèå
èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1 ïîâûøàëîñü â àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòêàõ ïðèìåðíî â 1.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
ìè; 2) ïî ñîäåðæàíèþ òÐÍÊHis êîíòðîëüíûå è àïîïòîòè-
÷åñêèå êëåòêè ïðàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àëèñü.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè àïîïòîçå, èíäóöèðî-
âàííîì ÝÔÐ â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (100 íã/ìë), â êëåò-
êàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 òàêæå ïî-
âûøàåòñÿ ñîäåðæàíèå èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet â òîòàëü-
íîé ÐÍÊ êëåòîê (Íèêèòèíà è äð., 2004). Ïîâûøåííîå

Îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ òÐÍÊ è ìîëîäûõ ñóáñåìåéñòâ Alu-ïîâòîðîâ 341

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå òÐÍÊiMet1 (à) è òÐÍÊHis (á) â òîòàëüíîé
ÐÍÊ êëåòîê U937 â êîíòðîëå è ïîñëå äåéñòâèÿ 4 ìêã/ìë ÑÀÌ

â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè. ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

Ïî âåðòèêàëè — ýêñïðåññèÿ ÐÍÊ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîíòðîëüíûõ
ïðîáàõ, îòí. åä. ×åðíûå ñòîëáöû — â ïðèñóòñòâèè ÑÀÌ, áåëûå — â îò-
ñóòñòâèå ÑÀÌ. Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíà ïàðà ñòîëáöîâ ñ óðîâåíåì çíà÷èìî-

ñòè 0.01 < P < 0.05.

Ðèñ. 5. Ñîäåðæàíèå AluYa5-ÐÍÊ (à) è AluYb8-ÐÍÊ (á) â òî-
òàëüíîé ÐÍÊ êëåòîê U937 â êîíòðîëå è ïîñëå äåéñòâèÿ
4 ìêã/ìë ÑÀÌ â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè. ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëü-

íîì âðåìåíè.

Ïî âåðòèêàëè — ýêñïðåññèÿ ÐÍÊ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîíòðîëüíûõ
ïðîáàõ, îòí. åä. Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 4.

Ðèñ. 6. Êðèâûå ïëàâëåíèÿ ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ, ïî-
ëó÷åííûå ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè â ïðèñóò-
ñòâèè ñïåöèôè÷íûõ ïðàéìåðîâ äëÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

AluYa5 è äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé AluY (à) è AluYb8 (á).

Ïî îñè àáñöèññ — òåìïåðàòóðà, °Ñ; ïî îñè îðäèíàò — îòðèöàòåëüíàÿ âå-
ëè÷èíà ñêîðîñòè èçìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè EVA Green â ïðîáå.



ñîäåðæàíèå òÐÍÊiMet (îòâåòñòâåííîé çà èíèöèàöèþ
òðàíñëÿöèè) ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèìåðíî ïîñòîÿííûì ñî-
äåðæàíèåì òÐÍÊ, ó÷àñòâóþùèõ â ýëîíãàöèè, íàïðèìåð
òÐÍÊHis, ïî-âèäèìîìó, íåîáõîäèìî êëåòêàì, ïåðåõîäÿ-
ùèì â ñîñòîÿíèå àïîïòîçà, äëÿ òîãî ÷òîáû îíè ìîãëè áû-
ñòðî íà÷àòü ñèíòåç ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ (íàïðèìåð,
êàñïàç), ó÷àñòâóþùèõ â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû êëåòî÷-
íîé ãèáåëè. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ñîãëàñóåòñÿ ñ òåì ôàê-
òîì, ÷òî íà ñêîðîñòü áèîñèíòåçà áåëêà (òðàíñëÿöèè) â
íàèáîëüøåé ñòåïåíè âëèÿåò äîñòóïíîñòü ñïåöèôè÷íûõ
òÐÍÊ (èíèöèàòîðíûõ — òÐÍÊiMet1), à íå êîëè÷åñòâî
ìÐÍÊ, êàê ñ÷èòàëè ðàíåå (Brockmann et al., 2007).

Ñëåäóþùèé ýòàï ðàáîòû ñîñòîÿë â èññëåäîâàíèè ñî-
äåðæàíèÿ ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè Alu-ïîâòîðîâ, ïðèíàäëå-
æàùèõ ê ìîëîäîìó ñåìåéñòâó AluY, â êëåòêàõ U937 ïðè
ïåðåõîäå ê àïîïòîçó. Ýòî áûëî íåîáõîäèìî äëÿ ïðîâåðêè
ãèïîòåçû î òîì, ÷òî êîðîòêèå äèñïåðãèðîâàííûå ïîâòîðû
SINE, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÷å-
ëîâåêà, è èõ ÐÍÊ-ïðîäóêòû ìîãóò èãðàòü îïðåäåëåííóþ
ðîëü â ðåàêöèè êëåòêè íà ñèëüíûå öèòîòîêñè÷åñêèå ïî-
âðåæäåíèÿ è, âîçìîæíî, ó÷àñòâîâàòü â ðåàëèçàöèè àïîï-
òîçíîãî ïóòè. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè àïîïòîçå ñîäåð-
æàíèå Alu-ÐÍÊ â êëåòêàõ U937 çíà÷èìî âîçðàñòàåò
(â 4—10 ðàç) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìåþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâó-
þùèå î òîì, ÷òî ïðè ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñò-
âèÿõ íà êëåòêó â íåé ïîâûøàåòñÿ ñîäåðæàíèå SI-
NE-òðàíñêðèïòîâ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ëèáî âîññòàíîâëå-
íèåì êëåòêè, ëèáî åå ãèáåëüþ (àïîïòîçîì) (Nikitina,
Tishchenko, 2007; Íèêèòèíà, Òèùåíêî, 2008; Nikitina
et al., 2011). Ñóùåñòâóåò ðÿä ïðåäïîëîæåíèé î âîçìîæ-
íîé ðîëè Alu-ÐÍÊ, à òàêæå òðàíñêðèïòîâ äðóãèõ ïðåäñòà-
âèòåëåé ñåìåéñòâà SINE (B1- è B2-ÐÍÊ ó ãðûçóíîâ) â
îáåñïå÷åíèè âîññòàíîâëåíèÿ êëåòêè ïîñëå ñòðåññà (Niki-
tina, Tishchenko, 2007). Îäíàêî ðîëü SINE-òðàíñêðèïòîâ è
èíèöèàòîðíîé òÐÍÊiMet1 ïðè àïîïòîçå êëåòîê äî ñèõ ïîð
íå âûÿñíåíà. Èìåþùèåñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñâåäåíèÿ ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ñëåäóþùèå ìåõàíèçìû, ïîñðåäñò-
âîì êîòîðûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SINE, SINE-òðàíñêðèï-
òû, à òàêæå òÐÍÊiMet1 ìîãóò âëèÿòü íà ïðîãðàììèðóåìóþ
êëåòî÷íóþ ãèáåëü (Íèêèòèíà, Òèùåíêî, 2008; Nikitina
et al., 2011). Òàê, òÐÍÊiMet1 ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â àêòèâà-
öèè ñèíòåçà de novo ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ (íàïðè-
ìåð, êàñïàç) (Mei et al., 2010). Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
Alu-ÐÍÊ, âåðîÿòíî, ñïîñîáñòâóåò óñèëåíèþ ðåòðîòðàíñ-
ïîçèöèè ýòèõ ýëåìåíòîâ, ïîñêîëüêó ïðè àïîïòîçå òàêæå
âîçðàñòàåò ýêñïðåññèÿ ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ LINE, ñî-
äåðæàùèõ ãåí îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, íåîáõîäèìûé
äëÿ ðåòðîòðàíñïîçèöèè êàê LINE, òàê è SINE. Ðåòðîòðàí-
ñïîçèöèÿ Alu-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîæåò ïðèâîäèòü ê
âíóòðèãåíîìíûì ïåðåñòðîéêàì, ñïîñîáñòâóþùèì àïîï-
òîçó (Bennett et al., 2004; Dewannieux, Heidmann, 2005).
Äðóãîé ìåõàíèçì — ýòî âëèÿíèå Alu-ÐÍÊ íà òðàíñëÿöèþ
ïîñðåäñòâîì ëèáî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ SRP è ðèáîñîìàìè,
ëèáî ñâÿçûâàíèÿ ñ ïðîòåèíêèíàçîé PKR, àêòèâàöèÿ êîòî-
ðîé ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü àïîïòîçó (Chu et al., 1998; Wil-
liams, 1999). Íàêîíåö, àïîïòîçó êëåòîê ìîæåò ñïîñîáñò-
âîâàòü àêòèâàöèÿ Alu-ïîâòîðàìè âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèñ-
òåì íåñïåöèôè÷åñêîãî èììóíèòåòà, òàêèõ êàê ñèñòåìà
èíòåðôåðîíà b (Malathi et al., 2007).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîïóëÿðíà ãèïîòåçà «ïàëêè î äâóõ
êîíöàõ» â îòíîøåíèè ðîëè ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ â ðåãó-
ëÿöèè àïîïòîçà è êàíöåðîãåíåçà (Belancio et al., 2010).
Ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ âñëåäñòâèå àêòèâàöèè ýêñïðåññèè è
ðåòðîòðàíñïîçèöèè ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ LINE è SINE â

íîðìàëüíûõ êëåòêàõ èëè íà ðàííèõ ñòàäèÿõ òðàíñôîðìà-
öèè ïðèâîäèò ê àïîïòîçó êëåòîê, ïðåïÿòñòâóÿ êàíöåðîãå-
íåçó. Íî åñëè êëåòêà ïîòåðÿëà ñïîñîáíîñòü ê àïîïòîçó, òî
àêòèâíîñòü ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê
óñèëåíèþ ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè, îïóõîëåâîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòêè è ýâîëþöèè îïóõîëè â ñòîðîíó
áîëåå àãðåññèâíûõ ôîðì (Oren, 2003; Belancio et al.,
2010).

Ñóììèðóÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî êîíñòàòè-
ðîâàòü, ÷òî ïðè àïîïòîçå ñîäåðæàíèå òÐÍÊ (êðîìå èíè-
öèàòîðíîé òÐÍÊ) íå èçìåíÿåòñÿ, à êîëè÷åñòâî Alu-ÐÍÊ
çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ. Íåâûÿñíåííûì îñòàåòñÿ ìåõà-
íèçì, ïîçâîëÿþùèé êëåòêå îäíîâðåìåííî íå èçìåíÿòü
ñèíòåç ýëîíãèðóþùèõ òÐÍÊ è ïîâûøàòü ñèíòåç Alu-ÐÍÊ
è òÐÍÊi, ïðè òîì ÷òî ãåíû îáåèõ ýòèõ ãðóïï ÐÍÊ èìåþò
îäèíàêîâûå ïðîìîòîðû. Îäíèì èç âîçìîæíûõ ìåõàíèç-
ìîâ ðàçëè÷íîé ýêñïðåññèè ãåíîâ SINE è äðóãèõ ãåíîâ
êëàññà III ïðè àïîïòîçå ìîæåò áûòü èçìåíåíèå ìåòèëèðî-
âàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ
(Kochanek et al., 1993; Vorce et al., 1994). Äëÿ ïðîâåðêè
ýòîé ãèïîòåçû â êëåòêàõ U937 èññëåäîâàëè ìåòèëèðîâà-
íèå AluYb8-ïîâòîðîâ ìåòîäîì ìåòèë-÷óâñòâèòåëüíîé
ÏÖÐ. Ïîêàçàòåëè ìåòèëèðîâàíèÿ AluYb8-ÄÍÊ íå èçìå-
íÿëèñü íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà, à òàêæå íå ðàçëè÷à-
ëèñü ìåæäó àïîïòîòè÷åñêèìè è êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè.
Ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè Alu-ïîâòîðîâ ïðè àïîïòîçå íå ñî-
ïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ èõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè. Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðàéìå-
ðû, èñïîëüçóåìûå íàìè, íå âêëþ÷àëè â ñåáÿ ïðîìîòîð
ãåíà AluYb8, ïîýòîìó äàííûõ î ìåòèëèðîâàíèè CpG â
ïðîìîòîðå ãåíà AluYb8 íå ïîëó÷åíî. Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî âëèÿíèå íà òðàíñêðèïöèþ áóäåò îêàçûâàòü ìå-
òèëèðîâàíèå èìåííî CpG-ñàéòîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ïðî-
ìîòîðà AluYb8, òàê êàê èìåííî ñ ïðîìîòîðîì ñâÿçûâàþò-
ñÿ áàçàëüíûå òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû TFIIIB è
TFIIIC, êîòîðûå çàòåì ïðèâëåêàþò â òðàíñêðèïöèîííûé
êîìïëåêñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó III (Íèêèòèíà, Òèùåíêî,
2008). Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íà òðàíñêðèïöèþ
ãåíîâ êëàññà III ñ âíóòðèãåííûì ïðîìîòîðîì, à èìåííî
ãåíà EBER-1 âèðóñà Ýïøòåéíà—Áàððà) ñóùåñòâåííîå
âëèÿíèå îêàçûâàåò ìåòèëèðîâàíèå CpG-ñàéòîâ, ðàñïîëî-
æåííûõ íå âíóòðè ãåíà, à â 5R-ôëàíêèðóþùåé îáëàñòè
(Banati et al., 2008). Áûëî ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ìåòèëèðî-
âàíèÿ êðèòè÷åñêèõ CpG-äèíóêëåîòèäîâ â ïðîìîòîðå
LINE äîñòàòî÷íî, ÷òîáû ãàðàíòèðîâàòü ðåïðåññèþ èõ
òðàíñêðèïöèè (Dewannieux et al., 2003; Steinhoff, Schulz,
2003). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî è â ñëó÷àå Alu-ïîâòîðîâ
äîñòàòî÷íî âûñîêèé óðîâåíü èõ ìåòèëèðîâàíèÿ íå ïðå-
ïÿòñòâóåò ýêñïðåññèè òåõ êîïèé AluYb8, êîòîðûå èìåþò
ãèïîìåòèëèðîâàííûå ó÷àñòêè ïðîìîòîðà èëè 5R-ôëàíêè-
ðóþùåé îáëàñòè, îäíàêî ýòî ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé.
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FEATURES OF tRNA GENES AND YOUNG SUBFAMILIES Alu-REPEATS EXPRESSION

IN PROLIFERATION AND APOPTOSIS

I. N. Kabanov,1 L. I. Tishchenko
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Using human U937 cell culture, we studied the expression of the RNA polymerase III-directed genes —
tRNAiMet1, tRNAHis and Alu-repeats belonging to the youngest subfamilies AluY (AluYa5 and AluYb8) — du-
ring camptothecin-induced apoptosis. The level of tRNAiMet1 increased 1.5-fold, tRNAHis level did not change,
and the level of AluY-RNA increased 4—10-fold after 6 hours of CAM treatment compared to control
(non-apoptotic) cells. We also studied the level of AluYb8 DNA methylation at apoptosis U937. We have
shown that the level of AluYb8 DNA methylation does not change at different stages of apoptosis, and does not
differ in apoptotic and control cells. We assume that the increase in gene expression of young AluY repeats and
tRNAiMet1 plays a role in the apoptosis pathway realization in the cell.

K e y w o r d s: class III genes, RNA polymerase III, stable non-translated RNAs, SINE, Alu-repeats, re-
al-time RT-PCR, DNA methylation, apoptosis.
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