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Àíàëèç ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé ãåíà LG11 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ

Ïðè÷èíû ðàçíîîáðàçíûõ ãåíåòè÷åñêèõ è ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ãëèîìàõ îñòàþòñÿ âî ìíî-
ãîì íåÿñíûìè. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîöåññ çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ãëèîì ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîñòå-
ïåííîé óòðàòîé ýêñïðåññèè ãåíà LGI1, îäíàêî ãåíåòè÷åñêèõ äåôåêòîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ èíàêòèâàöèþ
LGI1, íå îáíàðóæåíî. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ãåíà LGI1 â ïåðâè÷íûõ
êóëüòóðàõ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì è ñðàâíèëè ýòè äàííûå ñ ýïèãåíåòè÷åñêèìè ïîêàçàòåëÿìè òðàíñêðèï-
öèîííîé àêòèâíîñòè — ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè ãèñòîíà Í3. Ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
íàëè÷èå ìàðêåðà ãåííîé ðåïðåññèè Í3K9me3 âáëèçè ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà LGI1 â ïîäàâ-
ëÿþùåì áîëüøèíñòâå (5 èç 6) èññëåäîâàííûõ ãëèîì. Ýêñïðåññèÿ LGI1 â ýòèõ ãëèîìàõ îòñóòñòâîâàëà.
Òîëüêî â îäíîé ãëèîìå çàôèêñèðîâàíà ýêñïðåññèÿ LGI1, è èìåííî â ýòîé ãëèîìå íåò àññîöèàöèè íà÷àëü-
íîé îáëàñòè ãåíà LGI1 ñ ìîäèôèêàöèåé H3K9me3. Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíà êîððåëÿöèÿ
ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíà LGI1 è ýïèãåíåòè÷åñêèì ïîêàçàòåëåì H3K9met3 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ.
Ìàðêåð òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè Í3K4àñ âáëèçè ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà LGI1 íàìè
íå îáíàðóæåí. Ïî-âèäèìîìó, ãåí LGI1 èíàêòèâèðîâàí â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ ñ ïîìîùüþ ýïèãåíå-
òè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ — èçìåíåííîãî ãèñòîíîâîãî êîäà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåí LGI1, ãèñòîíîâûé êîä, ãëèîìà, ýïèãåíåòè÷åñêàÿ ðåãóëÿöèÿ.

Áîëåå 50 % äèàãíîñòèðóåìûõ ïðè æèçíè íåéðîýïèòå-
ëèàëüíûõ îïóõîëåé ïðåäñòàâëåíû çëîêà÷åñòâåííûìè
ôîðìàìè ãëèîì — àíàïëàñòè÷åñêèìè àñòðîöèòîìàìè è
ãëèîáëàñòîìàìè. Ýòî íàèáîëåå àãðåññèâíûå è èñêëþ÷è-
òåëüíî ïëîõî ïîääàþùèåñÿ ëå÷åíèþ íåîïëàçèè ãîëîâíî-
ãî ìîçãà (Pang et al., 2007; Jones, Holland, 2011). Ïðè÷èíû
è ïîñëåäñòâèÿ ðàçíîîáðàçíûõ ãåíåòè÷åñêèõ è ýïèãåíåòè-
÷åñêèõ èçìåíåíèé â ãëèîìàõ, íåñìîòðÿ íà äîñòèãíóòûé
ïðîãðåññ, îñòàþòñÿ âî ìíîãîì íåÿñíûìè è ÿâëÿþòñÿ ñå-
ãîäíÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíîãî èçó÷åíèÿ.

Ïðîöåññû çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ãëèîì ñî-
ïðîâîæäàþòñÿ ïîñòåïåííîé óòðàòîé òðàíñêðèïöèîííîé
àêòèâíîñòè ãåíà LGI1 (leucine-rich glioma inactivated ge-
ne 1). Òàê, íàèìåíåå çëîêà÷åñòâåííûå ãëèîìû I è II ñòå-
ïåíåé ïî êëàññèôèêàöèè Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâî-
îõðàíåíèÿ èìåþò â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðàêòè÷åñêè íå
îòëè÷àþùèéñÿ îò íîðìàëüíûõ êëåòîê ìîçãà óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè LGI1; ãëèîìû III ñòåïåíè çëîêà÷åñòâåííîñòè îá-
íàðóæèâàþò õîòÿ è ñíèæåííûé, íî õîðîøî äåòåêòèðóå-
ìûé óðîâåíü ýêñïðåññèè LGI1, â òî âðåìÿ êàê â ìóëüòè-
ôîðìíûõ ãëèîáëàñòîìàõ (IV ñòåïåíü) ýêñïðåññèÿ LGI1
èëè îòñóòñòâóåò, èëè åäâà çàìåòíà (Chernova et al., 1998;
Krex et al., 2002; Besleaga et al., 2003; Piepoli et al., 2006).
Â àáñîëþòíîì áîëüøèíñòâå ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ãëèîì òðàíñêðèïòîâ LGI1 íå îáíàðóæåíî
(Chernova et al., 1998; Krex et al., 2002; Besleaga et al.,
2003; Piepoli et al., 2006). Ïîèñêè ìóòàöèé LGI1 â êëå-
òî÷íûõ ëèíèÿõ è ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ çëîêà÷åñòâåííûõ

ãëèîì, ïðåäïðèíÿòûå ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé, íå äàëè
ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ; ìóòàöèé íå íàéäåíî íè â
ïðîìîòîðíîé, íè â êîäèðóþùåé îáëàñòÿõ ãåíà. Ïðåäïî-
ëîæåíèå î òîì, ÷òî õðîìîñîìíûå òðàíñëîêàöèè ÿâëÿþòñÿ
óíèâåðñàëüíûì ìåõàíèçìîì èíàêòèâàöèè ýòîãî ãåíà â
çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ, òàêæå íå íàøëî ñâîåãî ïîä-
òâåðæäåíèÿ (Somerville et al., 2000; Krex et al., 2002; Pie-
poli et al., 2006). Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà ñóùåñòâîâàíèå
àëüòåðíàòèâíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà
LGI1 â ãëèîìàõ. Ïî âñåé âèäèìîñòè, LGI1 èíàêòèâèðîâàí
â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ íå âñëåäñòâèå ñòðóêòóðíûõ
õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, äåëåöèé èëè ñîìàòè÷åñêèõ ìó-
òàöèé, ò. å. ñîáñòâåííî ãåíåòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé, à â ðå-
çóëüòàòå ýïèãåíåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé — èçìåíåííîãî
ïðîôèëÿ ïðîìîòîðíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è èçìåíåí-
íîãî ãèñòîíîâîãî êîäà. Òàêèå ýïèãåíåòè÷åñêèå íàðóøå-
íèÿ ãåííîé àêòèâíîñòè îáóñëîâëåíû ìîäèôèêàöèÿìè
ñòðóêòóðû õðîìàòèíà è íå ñâÿçàíû ñ ìóòàöèîííûìè ïî-
âðåæäåíèÿìè ÄÍÊ.

Äåéñòâèòåëüíî, ìíîãî÷èñëåííûå ïóáëèêàöèè ïîñëåä-
íèõ ëåò ñâèäåòåëüñòâóþò î âàæíîñòè ýïèãåíåòè÷åñêîé ðå-
ãóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè äëÿ ïàòîãåíåçà ãëèîì (Naga-
rajan, Costello, 2009; Ñåìåíîâà, Ôèëàòîâ, 2013). Áîëåå
òîãî, â îäíîé èç ðàáîò ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íàðóøåíèå
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì äåôåê-
òîì ãëèîìîãåíåçà (Nagarajan, Costello, 2009). Î÷åâèäíî,
÷òî ãåí LGI1 ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ êàê ïðîãíîñ-
òè÷åñêèé ìàðêåð íåîïëàçèé ãîëîâíîãî ìîçãà (Chernova
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et al., 1998; Krex et al., 2002; Besleaga et al., 2003; Piepoli
et al., 2006). Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ýòî, èññëåäîâàíèé
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà LGI1 â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîìàõ ñ òî÷êè çðåíèÿ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ
ïðàêòè÷åñêè íå ïðîâîäèëîñü. Â åäèíñòâåííîé èçâåñòíîé
íàì ðàáîòå ïî èçó÷åíèþ ýïèãåíåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé
ýòîãî ãåíà â ìóëüòèôîðìíûõ ãëèîáëàñòîìàõ íå çàôèêñè-
ðîâàíî ðàçëè÷èé â ñòåïåíè ìåòèëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðíîé
îáëàñòè LGI1 ìåæäó îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è çäîðîâûìè
êëåòêàìè ìîçãà (Somerville et al., 2000). Ñâåäåíèé â ëèòå-
ðàòóðå îá èçó÷åíèè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè LGI1 â
ãëèîìàõ ïîñðåäñòâîì àíàëèçà ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäè-
ôèêàöèé êîðîâûõ ãèñòîíîâ (òàê íàçûâàåìîãî ãèñòîíîâîãî
êîäà) íàì îáíàðóæèòü íå óäàëîñü.

Èçâåñòíî, ÷òî NÍ2-êîíöåâûå îáëàñòè êîðîâûõ ãèñòî-
íîâ — ñóáñòðàòû äëÿ ìíîãî÷èñëåííûõ êîâàëåíòíûõ ìî-
äèôèêàöèé, òàêèõ êàê àöåòèëèðîâàíèå, ìåòèëèðîâàíèå,
ôîñôîðèëèðîâàíèå, óáèêâèòèëèðîâàíèå, ñóìîèëèðîâà-
íèå, áèîòèíèëèðîâàíèå, ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå è äð. Ýòè
ìîäèôèêàöèè íå òîëüêî âëèÿþò íà ñòðóêòóðó õðîìàòèíà,
èçìåíÿÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ÄÍÊ è ãèñòîíàìè, ìåæ-
íóêëåîñîìíûå âçàèìîäåéñòâèÿ è âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
íåãèñòîíîâûìè ðåãóëÿòîðíûìè áåëêàìè è õðîìàòèíîì,
íî è ðåãóëèðóåò âàæíåéøèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, ñâÿçàí-
íûå ñ ÄÍÊ, â òîì ÷èñëå ðåïëèêàöèþ, ðåïàðàöèþ, ðåêîì-
áèíàöèþ è òðàíñêðèïöèþ (Turner, 2005; Berger, 2007; Ko-
uzarides, 2007; Li et al., 2007; Bannister, Kouzarides, 2011).

Öåëü ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû — îïðåäåëåíèå ýïèãå-
íåòè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ãåíà LGI1 â ïåðâè÷íûõ êóëüòó-
ðàõ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì ñ ïîìîùüþ ïîñòòðàíñëÿöè-
îííûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíà Í3 è ñîïîñòàâëåíèå ýòèõ
äàííûõ ñ äàííûìè ýêñïðåññèîííîãî àíàëèçà. Èñïîëüçóÿ
ìåòîä èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà ñ äàëüíåéøèì
àíàëèçîì ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, ìû èñ-
ñëåäîâàëè àññîöèàöèþ îáëàñòè ãåíà LGI1 âáëèçè ñàéòà
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ñ äâóìÿ ýïèãåíåòè÷åñêèìè ìàð-
êåðàìè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè — ìàðêåðîì àê-
òèâíî òðàíñêðèáèðóåìîãî õðîìàòèíà Í3K4àñ è ìàðêåðîì
Í3K9me3, ñïîñîáñòâóþùåãî îáðàçîâàíèþ òðàíñêðèïöè-
îííî èíåðòíûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ñòðóêòóð.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå âïåðâûå óêàçûâàþò íà ýïè-
ãåíåòè÷åñêîå ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè
ãåíà LGI1 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ âñëåäñòâèå èçìå-
íåííîãî ãèñòîíîâîãî êîäà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï å ð â è ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û ã ë è î ì. Â ïðåäñòàâëåí-
íîì èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàíî 6 ïåðâè÷íûõ êóëüòóð
ãëèîì ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ â íàøåé ëàáîðàòîðèè èç õè-
ðóðãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ Ðîññèéñêîãî íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî íåéðîõèðóðãè÷åñêîãî èíñòèòóòà
èì. ïðîô. À. Ë. Ïîëåíîâà. Ñ ïîìîùüþ ìîðôîëîãè÷åñêîãî
è ãèñòîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà îáðàçöû îïóõîëåé áûëè
èäåíòèôèöèðîâàíû êàê ãëèîìû IV ñòåïåíè çëîêà÷åñòâåí-
íîñòè (ãëèîáëàñòîìà ìóëüòèôîðìíàÿ) ïî êëàññèôèêàöèè
Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíåíèÿ. Äëÿ âûðàùè-
âàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñðåäó DMEM/F-12 (1 : 1), ñî-
äåðæàùóþ 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû (Áèî-
ëîÒ, Ðîññèÿ). Êëåòêè îòäåëÿëè îò ñóáñòðàòà ñ ïîìîùüþ
0.02%-íîãî ðàñòâîðà Âåðñåíà (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ).

Ï ð î ö å ä ó ð à è ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è è õ ð î ì à -
ò è í à (C H I P). Ïðîöåäóðà áûëà ñòðîãî ñòàíäàðòèçèðîâà-
íà. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè õðîìàòèí, ïî-

ëó÷åííûé èç 3�106 êëåòîê. Ñ öåëüþ îáðàçîâàíèÿ êîâàëåí-
òíûõ ñøèâîê ìåæäó ÄÍÊ è ãèñòîíàìè êëåòêè 10 ìèí èí-
êóáèðîâàëè ñ 1%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì. Ðåàêöèþ îñòà-
íàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 2.5 Ì ãëèöèíà (1/20 îáúåìà ðåàê-
öèîííîé ñìåñè) ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé íà ëüäó â
òå÷åíèå 20 ìèí. Çàòåì êëåòêè äâàæäû ïðîìûâàëè â õî-
ëîäíîì ðàñòâîðå ÐÂS. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 10 ìèí â ïðîìûâî÷íûõ ðàñòâîðàõ 1 (0.25 %
Òðèòîíà X-100, 10 ìÌ ÝÄÒÀ è 10 ìÌ HEPES, pH 7.5) è 2
(0.2 M NaCl, 1.5 M ÝÄÒÀ è 10 ìÌ HEPES, pH 7.5), èíãè-
áèòîðû ïðîòåàç — PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç
(Thermo Scientific, ÑØÀ). Ëèçèñ ïðîâîäèëè â 600 ìêë áó-
ôåðà, ñîäåðæàùåãî 150 ìÌ NaCl, 25 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5,
5 ìÌ ÝÄÒÀ, 1% Òðèòîíà X-100, 0.1% SDS, 0.5 % äåçîê-
ñèõîëàòà íàòðèÿ è èíãèáèòîðû ïðîòåàç. Ëèçàò «îçâó÷èâà-
ëè» íà äåçèíòåãðàòîðå ÓÇÄÍ-2Ò 8 ðàç ïî 10 ñ, ïîñëå ÷åãî
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13 000 g â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè
4 °Ñ. Ñóïåðíàòàíò ðàçáàâëÿëè áóôåðîì 1 : 5 (25 ìÌ
Tris-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 % Òðèòîíà X-100 è èíãè-
áèòîðû ïðîòåàç) è äåëèëè íà 3 ðàâíûå ÷àñòè. Ïåðâóþ
÷àñòü èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ, êî
âòîðîé ÷àñòè äîáàâëÿëè àíòè-Í3K9me3-àíòèòåëà (anti-tri-
methyl-Histon H3 (Lys9)-àíòèòåëà; Upstate, ÑØÀ), ê
òðåòüåé — àíòè-Í3K4àñ-àíòèòåëà (anti-acetyl-Histon H3
(Lys4)-àíòèòåëà; Upstate, ÑØÀ) è ïðè ïîñòîÿííîì âðàùå-
íèè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Èììóíîêîì-
ïëåêñû àäñîðáèðîâàëè íà ïðîòåèí À-àãàðîçó â òå÷åíèå
1 ÷ è ýëþèðîâàëè áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 1 % SDS è 0.1 M
NaHCO3. Äàëåå äëÿ ðàçðóøåíèÿ ñøèâîê ìåæäó ÄÍÊ è ãè-
ñòîíàìè ýëþàòû íàãðåâàëè ïðè 65 °Ñ â òå÷åíèå 6 ÷ â ïðè-
ñóòñòâèè 200 ìÌ NaCl. Ïîñëå îáðàáîòêè ýëþàòîâ ïðîòåèíà-
çîé K (Fisher, ÑØÀ) (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 100 ìêã/ìë)
îñóùåñòâëÿëè ýêñòðàêöèþ ÄÍÊ ñìåñüþ ôåíîëà ñ õëîðî-
ôîðìîì ñ ïîñëåäóþùèì îñàæäåíèåì ýòàíîëîì ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå. Âûäåëåííóþ ÄÍÊ ðåñóñïåíäèðîâàëè
â 15 ìêë H2O è èñïîëüçîâàëè ïðè ÏÖÐ-àíàëèçå.

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï -
ö è ÿ. Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç 2�106 êëåòîê ñ ïîìîùüþ
íàáîðà GeneJET RNA Purification Kit (Fermentas, ÑØÀ), à
îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáî-
ðà Iscript cDNA Synthesis Kit (BioRad, ÑØÀ) â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Â êà÷åñòâå
ïðàéìåðîâ äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè
ñìåñü îëèãî-dT è ñëó÷àéíûõ ãåêñîìåðîâ, ïðåäëîæåííóþ
ïðîèçâîäèòåëåì.

Î Ò - Ï Ö Ð è 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 â û ä å ë å í í û õ ì å ò î ä î ì C H I P ô ð à ã ì å í -
ò î â Ä Í Ê. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ ÿâëÿåòñÿ îäíî-
êðàòíûì òðèñîâûì áóôåðîì äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû (pH 8.6)
è ñîäåðæèò 1 ììîëü/ë õëîðèäà ìàãíèÿ, 0.05 åä./ìêë
Taq-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ), 250 ìêìîëü/ë êàæäîãî
dNTP, 300 íìîëü/ë ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ,
250 íìîëü/ë ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî çîíäà (Ñèíòîë,
Ðîññèÿ) è 2 ìêë êÄÍÊ (îêîëî 2 ìêã) èëè 2 ìêë ÄÍÊ, âû-
äåëåííîé ñ ïîìîùüþ ïðîöåäóðû èììóíîïðåöèïèòàöèè
õðîìàòèíà. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â 50 ìêë ñìåñè íà äåòåê-
òèðóþùåì àìïëèôèêàòîðå ÄÒ-322 â òå÷åíèå 45 öèêëîâ.
Â êàæäîì öèêëå äåíàòóðàöèþ äâóõíèòåâîé ÄÍÊ îñóùå-
ñòâëÿëè ïðè 95 °Ñ â òå÷åíèå 15 ñ, à îòæèã ïðàéìåðîâ
è àìïëèôèêàöèþ — ïðè 60 °C â òå÷åíèå 1 ìèí. Èñïîëü-
çîâàëè ïðàéìåðû, ôëàíêèðóþùèå îáëàñòü ãåíà LGI1, ðàñ-
ïîëîæåííóþ âáëèçè òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè
(ïðÿìîé — 5R-gcagaaagctgtttattttctg-3R, îáðàòíûé —
5R-tgcagctgattcgtgagctt-3R) è ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûé çîíä
(FAM-cgaaggctggtctgtgctcagt-BHQ1). Ïðàéìåðû äëÿ LGI1

336 Å. Â. Ñåìåíîâà è äð.



ïîäîáðàíû òàêèì îáðàçîì, ÷òî ìîãóò îòæèãàòüñÿ íà ÄÍÊ,
ïîýòîìó äëÿ èñêëþ÷åíèÿ êîíòàìèíàöèè êÄÍÊ íàòèâíîé
ÄÍÊ ñòàâèëè êîíòðîëü ñ îáðàçöàìè ÐÍÊ áåç îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ äëÿ
ïðîâåðêè ïðàéìåðîâ èñïîëüçîâàëè âàëîâóþ ÄÍÊ, âûäå-
ëåííóþ èç êëåòîê îäíîãî èç îáðàçöîâ (ãëèîìà ¹ 5). Ïðè
èññëåäîâàíèè ýêñïðåññèè ãåíà LGI1 â êà÷åñòâå âíóòðåí-
íåãî ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ýêñïðåññèþ
ãåíà GAPDH, êîòîðóþ íàáëþäàëè âî âñåõ ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ îáðàçöàõ. Àíàëèç êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ, ïîëó÷åí-
íûõ ïðè àìïëèôèêàöèè ãåíà LGI1, ïðîèçâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììû RealTime_PCR v7.3 (ÍÏÎ ÄÍÊ-Òåõíî-
ëîãèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í à L G I 1 â ç ë î ê à ÷ å ñ ò â å í -
í û õ ã ë è î ì à õ. Ýêñïðåññèþ LGI1 èññëåäîâàëè ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè â øåñòè ïåðâè÷íûõ êóëüòó-
ðàõ êëåòîê çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì. Ýêñïðåññèÿ LGI1 îá-
íàðóæåíà òîëüêî â 1 èç 6 èññëåäîâàííûõ ãëèîì (¹ 3) è
îòñóòñòâóåò â îñòàëüíûõ ãëèîìàõ. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå
(äâà äóáëÿ), äåìîíñòðèðóþùèå ýêñïðåññèþ ãåíà LGI1 â
ãëèîìå ¹ 3, ïðèâåäåíû íà ðèñóíêå, à.

À í à ë è ç à ñ ñ î ö è à ö è è î á ë à ñ ò è ã å í à L G I 1
â á ë è ç è ï ð î ì î ò î ð í î é î á ë à ñ ò è ñ ï î ñ ò ò ð à í ñ ë ÿ -
ö è î í í û ì è 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. Ýòà ÷àñòü ðàáîòû ïîñâÿùåíà
îïðåäåëåíèþ ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé LGI1 ïîñðåäñò-
âîì ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé êîðîâîãî ãèñòîíà
Í3 â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ. Àöåòèëèðîâàíèå è ìåòè-
ëèðîâàíèå ëèçèíîâ — äâå íàèáîëåå õîðîøî èçó÷åííûå
ìîäèôèêàöèè, êîòîðûå, êàê óñòàíîâëåíî, ñóùåñòâåííû
äëÿ êàíöåðîãåíåçà. Èçâåñòíî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ Í3K4àñ
ÿâëÿåòñÿ ýïèãåíåòè÷åñêèì ìàðêåðîì àêòèâíîé òðàíñ-
êðèïöèè, à ìîäèôèêàöèÿ Í3K9me3 — ìàðêåðîì òðàíñ-
êðèïöèîííî èíåðòíîãî õðîìàòèíà (Barski et al., 2007; Ko-
uzarides, 2007; Bannister, Kouzarides, 2011). Èñïîëüçóÿ ìå-
òîä èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà ñ äàëüíåéøèì
ÏÖÐ-àíàëèçîì â ðåàëüíîì âðåìåíè, ìû èññëåäîâàëè ýïè-
ãåíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ãåíà LGI1 â 6 ïåðâè÷íûõ
êóëüòóðàõ ãëèîì ñ ïîìîùüþ ýòèõ äâóõ ïðîòèâîïîëîæíûõ
ïî ñâîèì ôóíêöèÿì ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî â 5 ãëèîìàõ îáëàñòü âáëèçè ñàéòà èíèöèàöèè

òðàíñêðèïöèè LGI1 îáîãàùåíà ìàðêåðîì ñòàáèëüíîé ãåí-
íîé ñóïðåññèè Í3K9me3. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà íà ðèñóíêå,
á ïðåäñòàâëåíû äàííûå òàêîãî àíàëèçà äëÿ ãëèîìû ¹ 2, ó
êîòîðîé îáíàðóæåíà àññîöèàöèÿ ó÷àñòêà ãåíà LGI1 âáëè-
çè ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ñ ìîäèôèêàöèåé Í3K9me3.

Íè â îäíîé èç èññëåäîâàííûõ ãëèîáëàñòîì íå îáíà-
ðóæåíî ìîäèôèêàöèé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè
Í3K4àñ â ýòîé îáëàñòè ãåíîìà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
óêàçûâàþò íà ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè
LGI1 ñ ïîìîùüþ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ â àáñî-
ëþòíîì áîëüøèíñòâå èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð
ãëèîì. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå íàõîäèò ïîäòâåðæäåíèå ïðè
ñîïîñòàâëåíèè ñ äàííûìè ýêñïðåññèîííîãî àíàëèçà.
Îáîáùåííûå ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíû â
òàáëèöå. Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû, òîëüêî â îäíîé
ãëèîìå ¹ 3 íå çàôèêñèðîâàíî àññîöèàöèè ó÷àñòêà ãåíà
LGI1 âáëèçè ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ñ ìîäèôèêà-
öèåé H3K9met3, è èìåííî â ýòîé åäèíñòâåííîé ãëèîìå
îáíàðóæåíà ýêñïðåññèÿ LGI1.

Êîððåëÿöèè ìåæäó íàëè÷èåì ìîäèôèêàöèè H3K4ac â
ýòîé îáëàñòè ãåíà LGI1 è åãî ýêñïðåññèåé â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîìàõ ìû íå îáíàðóæèëè.

Îáñóæäåíèå

Äî íåäàâíåãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî âàæíåéøåé
ïðåäïîñûëêîé ïðåâðàùåíèÿ çäîðîâîé êëåòêè â ðàêîâóþ
ÿâëÿåòñÿ èíàêòèâàöèÿ îáåèõ êîïèé ãåíîâ, êîäèðóþùèõ
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Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ãåíà LGI1 ãëèîìû ¹ 3 (à), ïîêàçûâàþùèå åãî ýêñïðåññèþ, è ýòîãî æå ãåíà ãëèîìû ¹ 2 (á), ïîêàçûâàþùèå
íàëè÷èå ìîäèôèêàöèè Í3K9me3 âáëèçè ïðîìîòîðíîé îáëàñòè äàííîãî ãåíà.

ÏÖÐ-àíàëèç â ðåàëüíîì âðåìåíè. Ïîêàçàíî ïî äâå êðèâûõ (äóáëè) äëÿ êàæäîãî ñëó÷àÿ.

Ñîïîñòàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà LGI1
â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ ñ àññîöèàöèåé

ìîäèôèêàöèé H3K4ac è H3K9met3 ñ îáëàñòüþ ãåíà LGI1
âáëèçè ñàéòà èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè

Íîìåð
ãëèîìû

Íàëè÷èå ìîäèôèêàöèè Ýêñïðåññèÿ
LGI1H3K4ac H3K9met3

1 – + –

2 – + –

3 – – +

4 – + –

5 – + –

6 – + –



áåëêè-îíêîñóïðåññîðû, âñëåäñòâèå ìóòàöèé è õðîìîñîì-
íûõ ïåðåñòðîåê (Berger et al., 2011). Îäíàêî â ïîñëåäíåå
äåñÿòèëåòèå ïîÿâèëîñü ïîíèìàíèå òîãî, ÷òî àêòèâíîñòü
ãåíà ìîæåò ïîäàâëÿòüñÿ ýïèãåíåòè÷åñêè. Ýïèãåíåòè÷å-
ñêèå íàðóøåíèÿ, òàê æå êàê è ãåíåòè÷åñêèå, îòðàæàþò ìå-
õàíèçìû èíèöèàöèè îïóõîëåâîãî ïðîöåññà è åãî ïðîãðåñ-
ñèþ. Ñåãîäíÿ íàêîïëåíî óæå äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî
äàííûõ, ïîçâîëÿþùèõ óòâåðæäàòü, ÷òî èçìåíåííûé ïðî-
ôèëü ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé êîðîâûõ ãèñòî-
íîâ ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ïîêàçàòåëåì ìîëåêóëÿðíîé ïàòîëî-
ãèè çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì (Somerville, 2000; Ñåìåíîâà,
Ôèëàòîâ, 2013).

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
íàëè÷èå ìîäèôèêàöèè Í3K9me3 âáëèçè ñàéòà èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè ãåíà LGI1 â àáñîëþòíîì áîëüøèíñòâå èñ-
ñëåäîâàííûõ ãëèîì (â 5 èç 6), ïðè ýòîì âî âñåõ îïóõîëÿõ
çàôèêñèðîâàíî îòñóòñòâèå ìîäèôèêàöèè Í3K4àñ â ýòîé
îáëàñòè ãåíîìà. Ñîïîñòàâëåíèå ñ äàííûìè ýêñïðåññèîí-
íîãî àíàëèçà óêàçûâàåò íà îáðàòíóþ çàâèñèìîñòü ýêñï-
ðåññèè LGI1 îò ýïèãåíåòè÷åñêîãî ìàðêåðà ãåííîé ñóïðåñ-
ñèè Í3K9me3. Èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ñíèæåíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà LGI1 â çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñ-
ôîðìàöèè ãëèîì íîñèò íåñëó÷àéíûé õàðàêòåð (Chernova
et al., 1998; Krex et al., 2002; Besleaga et al., 2003; Piepoli
et al., 2006). Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû âïåðâûå óêà-
çûâàþò íà òî, ÷òî ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâ-
íîñòè LGI1 â ãëèîáëàñòîìàõ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè: èçìåíåííîãî ãè-
ñòîíîâîãî êîäà.

Öèòîãåíåòè÷åñêèå è ìîëåêóëÿðíûå èññëåäîâàíèÿ ïî-
êàçàëè, ÷òî ïîòåðÿ ãåòåðîçèãîòíîñòè 10q 23—26 — õàðàê-
òåðíàÿ ÷åðòà çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîáëàñòîì (äî 80 %
ìóëüòèôîðìíûõ ãëèîáëàñòîì èìåþò òàêîé ãåíåòè÷åñêèé
äåôåêò), íî ÿâëÿåòñÿ ðåäêèì ñîáûòèåì â ãëèîìàõ íèçêèõ
ñòåïåíåé çëîêà÷åñòâåííîñòè, ÷òî óêàçûâàåò íà ñâÿçü ðàñ-
ïîëîæåííûõ â ýòîé îáëàñòè ãåíîâ ñ ãåíåçèñîì è ïðîãðåñ-
ñèåé îïóõîëåé ãîëîâíîãî ìîçãà. Â ÷àñòíîñòè, óðîâåíü ýê-
ñïðåññèè PTEN (ëîêàëèçàöèÿ 10q23) — âàæíåéøèé ïðî-
ãíîñòè÷åñêèé ôàêòîð, êîððåëèðóþùèé ñî ñòåïåíüþ
ðàçâèòèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ
æèçíè (Chernova et al., 1998; Cecener et al., 2009; Alexiou,
Voulgaris, 2010; Kim et al., 2010; Navis et al., 2010; Ñåìå-
íîâà è äð., 2012; Ñåìåíîâà, Ôèëàòîâ, 2013). Ãåí LGI1 òàê-
æå ðàñïîëîæåí íà 10-é õðîìîñîìå (10q24), îäíàêî ïîêà-
çàíî, ÷òî è â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ, è â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîì ïðåäñòàâëåíà ïî êðàéíåé ìåðå
1 êîïèÿ îáëàñòè 10q24 (Krex et al., 2002; Piepoli et al.,
2006). Ïîèñêè ìóòàöèé ãåíà LGI1 â ãëèîìàõ, êàê óæå óïî-
ìèíàëîñü, òàêæå íå óâåí÷àëèñü óñïåõîì (Somerville et al.,
2000; Krex et al., 2002; Piepoli et al., 2006).

Ýòèõ àðãóìåíòîâ îêàçàëîñü äîñòàòî÷íî, ÷òîáû îòêà-
çàòüñÿ îò ïåðâîíà÷àëüíîé èäåè î òîì, ÷òî áåëîê LGI1 èã-
ðàåò ðîëü îíêîñóïðåññîðà â ãëèîìàõ (Chernova et al.,
1998; Kunapuli et al., 2003, 2004). Ñåé÷àñ ðÿä èññëåäîâàòå-
ëåé ñêëîíÿåòñÿ ê ìûñëè î òîì, ÷òî ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ
ýêñïðåññèè LGI1 â ãëèîìàõ íèçêèõ ñòåïåíåé çëîêà÷åñò-
âåííîñòè è åå ïîñëåäóþùåãî èñ÷åçíîâåíèÿ â ìóëüòè-
ôîðìíûõ ãëèîáëàñòîìàõ ÿâëÿåòñÿ ïîñòåïåííîå çàìåùå-
íèå íåéðîíîâ òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè, ïîñêîëü-
êó èìåííî íåéðîíû ñ÷èòàþòñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì
áåëêà LGI1. Ò. å. îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè LGI1 â ãëèîáëà-
ñòîìàõ ÿâëÿåòñÿ ñêîðåå âòîðè÷íûì ýôôåêòîì, îòðàæàþ-
ùèì ðàçëè÷íîå êîëè÷åñòâî íåéðîíîâ â îïóõîëåâûõ îá-
ðàçöàõ, íåæåëè îäíîé èç ïðè÷èí ãëèîìîãåíåçà (Gu et al.,
2005; Piepoli et al., 2006).

Ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïîäîáíûå âûâîäû äåëàòü ïðåæäåâðåìåííî. Ãåíó
LGI1 ïðèíàäëåæèò îïðåäåëåííàÿ ðîëü â ìåõàíèçìàõ êîí-
òðîëÿ íàä ïðîöåññàìè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è ïîäâèæíîñ-
òè â îïóõîëÿõ ãîëîâíîãî ìîçãà (Kunapuli et al., 2003,
2004; Gu et al., 2005). Óñòàíîâëåíî, ÷òî èíäóöèðîâàííàÿ
ýêñïðåññèÿ ãåíà LGI1 â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ãëèîì ñíèæàåò
çëîêà÷åñòâåííûé ïîòåíöèàë, èíãèáèðóÿ ïðîëèôåðàöèþ è
èíâàçèâíîñòü (Kunapuli et al., 2003; Gu et al., 2005; Kuna-
puli et al., 2010). Â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòî ñâÿçûâàþò ñ íåãà-
òèâíûì âëèÿíèåì íà ýêñïðåññèþ äâóõ ãåíîâ (ÌÌÐ1 è
ÌÌÐ3) ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç (Mercapide et al.,
2003; Kunapuli et al., 2004). Èçâåñòíî, ÷òî â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîìàõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ïîâûøåííûé óðîâåíü ìàò-
ðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç, ñïîñîáíûõ ðàñùåïëÿòü ïðàêòè-
÷åñêè âñå êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (Nagase,
Woessner, 1999; Nabeshima et al., 2002; Mercapide et al.,
2003). Óñèëåíèå ýêñïðåññèè LGI1 ñóïðåññèðóåò ÌÌÐ1 è
ÌÌÐ3 ïîñðåäñòâîì íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ íà ñèãíàëüíûé
ïóòü ERK1/2 ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ñóùåñòâåííî ñíèæàåò
ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê ìèãðàöèè è èõ ðîñòîâîé ïîòåíöèàë
(Mercapide et al., 2003; Kunapuli et al., 2004). Êðîìå òîãî,
ýêñïðåññèÿ ýêçîãåííîãî LGI1 ñòèìóëèðóåò îáðàçîâàíèå
àêòèíîâûõ âîëîêîí â ãëèîìàõ. Òàêàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà òàêæå çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåò êëå-
òî÷íóþ ïîäâèæíîñòü (Kunapuli et al., 2004, 2010).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå îá èçìåíåííîì ãèñòîíîâîì
êîäå ãåíà LGI1 â àáñîëþòíîì áîëüøèíñòâå ïðîàíàëèçè-
ðîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ãëèîì (ïîäàâëåíèå òðàíñ-
êðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ïîñðåäñòâîì ýïèãåíåòè÷åñêèõ
ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè) ïîäòâåðæäàþò çíà÷èìîñòü èíàê-
òèâàöèè ýòîãî ãåíà äëÿ ïðîöåññîâ çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñ-
ôîðìàöèè ãëèîì.

Èäåíòèôèêàöèÿ ýïèãåíåòè÷åñêèõ äåòåðìèíàíò ðàç-
ëè÷íûõ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ïðåäñòàâëÿåò áîëü-
øîé ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ, ïîñêîëüêó òàêèå íàðóøåíèÿ,
êàê ÄÍÊ-ãèïåðìåòèëèðîâàíèå è èçìåíåííûé ïðîôèëü
ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé êîðîâûõ ãèñòîíîâ, â
îòëè÷èå îò ãåíåòè÷åñêèõ ìóòàöèé, ïî âñåé âèäèìîñòè, íî-
ñÿò îáðàòèìûé õàðàêòåð (Jones, Yoo, 2006; Ñåìåíîâà, Ôè-
ëàòîâ, 2013). Ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ýïèìóòàöèè
ìîãóò áûòü óñòðàíåíû, à íîðìàëüíûå ôóíêöèè êîíêðåò-
íûõ ãåíîâ âîññòàíîâëåíû. Âîçìîæíî, âîññòàíîâëåíèå
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà LGI1 â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîìàõ ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîé ëåêàðñòâåííîé
òåðàïèè ïîìîæåò â äàëüíåéøåì ïðè ëå÷åíèè ýòîãî âèäà
îïóõîëåé ãîëîâíîãî ìîçãà.
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Although there is a progress in understanding the causes and consequences of genetic and epigenetic chan-
ges in glioma malignant transformation, many details remain obscure and need further investigation. It is
known that process of malignant transformation of gliomas is accompanied by gradual loss of LGI1 gene exp-
ression. However, genetic defects causing LGI1 inactivation have not been revealed. In this paper, we have ana-
lyzed the LGI1 gene expression in primary cultures of malignant gliomas, and compared these data with epige-
netic indicators of transcriptional activity — posttranslational H3 histone modifications. We have show the pre-
sence of an epigenetic marker of gene repression H3K9me3 near the site of LGI1 transcription initiation in most
(5 from 6) studied gliomas. There was not LGI1 expression in these gliomas. Only one glioma showed LGI1 ex-
pression, and in this glioma there was no association of LGI1gene with H3K9me3 modification. Thus, we are
the first to show a correlation between LGI1 gene expression and the epigenetic indicator H3K9met3 in malig-
nant gliomas. Marker of actively transcribed chromatin Í3K4àñ have not been found in this area of the genome.
The data obtained strongly suggest the possibility of gene LGL1 inactivation by epigenetic mechanism: modifi-
ed «histone code».
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