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ßäåðíûå ðåöåïòîðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áîëüøîé êëàññ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â êîíòðîëå ìåòàáîëèçìà, ïðîëèôåðàöèè, âîñïàëåíèÿ, àïîïòîçà è äðóãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Ñðå-
äè îðôàííûõ ÿäåðíûõ ðåöåïòîðîâ (äëÿ êîòîðûõ ëèãàíäû íå âûÿâëåíû) âûäåëÿþò îñîáóþ ãðóïïó áåë-
êîâ — NR4A (NR4A1, NR4A2 è NR4A3), íàèáîëåå èçó÷åííûì ñðåäè êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ðåöåïòîð
NR4A1. Â õîäå äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ìû ïîêàçàëè âëèÿíèå ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9 íà ýêñïðåññèþ
ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà NR4A1. Ëèçèí-ñïåöèôè÷åñêàÿ ìåòèëòðàíñôåðàçà Set7/9 (SETD7) ÿâëÿåòñÿ ôåðìåí-
òîì, êîòîðûé ìåòèëèðóåò ÷åòâåðòûé ëèçèí êàíîíè÷åñêîãî ãèñòîíà H3 (H3K4me1). Â ïðåäñòàâëåííîé ðà-
áîòå ïîêàçàíî, ÷òî Set7/9 âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ NR4A1 êàê íà óðîâíå ìÐÍÊ, òàê è íà óðîâíå áåëêà. Âàæ-
íî îòìåòèòü, ÷òî êàòàëèòè÷åñêàÿ ôóíêöèÿ ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9 íåîáõîäèìà äëÿ ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-
ñèè NR4A1.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÿäåðíûé ðåöåïòîð NR4A1, ìåòèëòðàíñôåðàçà Set7/9, ñèñòåìà ãåíîìíîãî ðå-
äàêòèðîâàíèÿ CRISPR/Cas9

ßäåðíûå ðåöåïòîðû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áîëüøîé
êëàññ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â êîíò-
ðîëå ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê ìåòàáî-
ëèçì, ïðîëèôåðàöèèÿ, âîñïàëåíèå è àïîïòîç. Ñðåäè ÿäåð-
íûõ ðåöåïòîðîâ âûäåëÿþò òðè ñåìåéñòâà ïî èõ ñïîñîáíî-
ñòè ñâÿçûâàòüñÿ ñ ëèãàíäàìè: ãîðìîíàëüíûå ðåöåïòîðû,
ýêñ-îðôàííûå (ëèãàíäû êîòîðûõ áûëè îáíàðóæåíû ïîñëå
îòêðûòèÿ ñàìèõ ðåöåïòîðîâ) è îðôàííûå, èëè òàê íàçûâà-
åìûå ñèðîòñêèå, ðåöåïòîðû (äëÿ êîòîðûõ ëèãàíäû íå âû-
ÿâëåíû). Îðôàííûå ðåöåïòîðû âñòðå÷àþòñÿ â ðàçëè÷íûõ
òêàíÿõ è êëåòêàõ è èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïðîëèôåðàöèè,
àïîïòîçå, äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê, ýìáðèîãåíåçå, ìåòà-
áîëèçìå è èììóíèòåòå. Ñðåäè îðôàííûõ ÿäåðíûõ ðåöåï-
òîðîâ âûäåëÿþò îñîáóþ ãðóïïó áåëêîâ — NR4A (NR4A1,
NR4A2 è NR4A3), íàèáîëåå èçó÷åííûì ñðåäè êîòîðûõ
ÿâëÿåòñÿ ðåöåïòîð NR4A1. Ïîêàçàíî, ÷òî NR4A1 âëèÿåò
íà âûæèâàåìîñòü è óñèëåíèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê çà
ñ÷åò àêòèâàöèè ýêñïðåññèè öèêëèíà D2 (Chen et al., 2012),
E2F1 (Mu, Chang, 2003) è ñóðâèâèíà (Lee et al., 2010). Îä-
íàêî äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî NR4A1 èã-
ðàåò âàæíóþ ðîëü â àïîïòîçå çà ñ÷åò êàê òðàíñêðèïöèîí-
íîé àêòèâíîñòè, òàê è áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé
(Beard et al., 2015). NR4A1 óñèëèâàåò ìåòàñòàòè÷åñêèé
ïîòåíöèàë â ñëó÷àå ðàêà ìî÷åâîãî ïóçûðÿ (Inamoto et al.,
2010), ðàêà ëåãêîãî (Lee et al., 2011) è ìîëî÷íîé æåëåçû
(Llopis et al., 2013 è Ëåîíîâà è äð., 2018). Â ñâÿçè ñ åãî
ðîëüþ â ðàçâèòèè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé îñî-

áûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ýêñï-
ðåññèè NR4A1.

Ëèçèí-ñïåöèôè÷åñêàÿ ìåòèëòðàíñôåðàçà Set7/9
(SETD7) ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíòîì, êîòîðûé ìåòèëèðóåò ÷åò-
âåðòûé ëèçèí êàíîíè÷åñêîãî ãèñòîíà H3 (H3K4me1)
(Wang et al., 2001). Ìåòèëèðîâàíèå ëèçèíà èãðàåò âàæ-
íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êàê òðàíñêðèïöèè, òàê è ôóíêöèé
áåëêîâ. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî Set7/9 ìîæåò ìåòèëèðîâàòü
òàêæå è íåãèñòîíîâûå áåëêè, òàêèå êàê p53, TAF10, ER,
P65, STAT3 è ò. ä. (Kouskouti et al., 2004; Subramanian
et al., 2008; Pradhan et al., 2009; Lezina et al., 2014, 2015,
è äð.). Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Set7/9 âëèÿåò íà
óðîâåíü ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ, òàêèõ êàê E3-óáèê-
âèòèíëèãàçà MDM2 (Lezina et al., 2015), èíäóöèðóåìàÿ
ñèíòàçà îêñèäà íàòðèÿ (NO-ñèíòàçà) (Fujimaki et al.,
2015), àññîöèèðîâàííûé ñ ãëèîìîé ãîìîëîã îíêîãåíà
(Gli-1) (Song et al., 2016) è äð.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçûâàåì âëèÿíèå ìåòèëò-
ðàíñôåðàçû Set7/9 íà ýêñïðåññèþ ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà
NR4A1.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ê ë å ò î ÷ í û å ë è -
í è è: ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷åëîâåêà HEK293T, ðàêà òîë-
ñòîé êèøêè ÷åëîâåêà HCT116, îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà
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U2OS è îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà U2OS, â êîòîðîé ñ ïîìî-
ùüþ ìàëûõ øïèëå÷íûõ ÐÍÊ (shRNA) áûë îñóùåñòâëåí
íîêäàóí áåëêà Set7/9 (Lezina et al., 2015). Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå DMEM (Lonza, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
10 % ñûâîðîòêè, 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è
ñìåñü àíòèáèîòèêîâ ïåíèöèëëèíà (100 ÌÅ/ìë) è ñòðåïòî-
ìèöèíà (100 ìêã/ìë) (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ïðè 37 °Ñ â àòìî-
ñôåðå 5 % CO2.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è þ ê ë å ò î ê ÍÅK293Ò îñóùåñòâëÿëè
ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòîâ äëÿ òðàíñôåêöèè TurboFect (Ther-
moScientific, ÑØÀ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ. Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè àíàëèçèðîâàëè
÷åðåç 48 ÷.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é ñ í î ê à ó ò î ì
ã å í à s e t d 7. Â õîäå ðàáîòû â ëèíèÿõ HEK293T è
HCT116 ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ãåíîìíîãî ðåäàêòè-
ðîâàíèÿ CRISPR/Cas9 áûë îñóùåñòâëåí íîêàóò ãåíà
setd7, êîäèðóþùåãî ìåòèëòðàíñôåðàçó Set7/9. Êëåòî÷íûå
ëèíè HEK293T è HCT116 ñ íîêàóòîì Set7/9 áûëè ïîëó÷å-
íû ñ ïîìîùüþ òðàíñôåêöèè âåêòîðà lentiCRISPRv2.0,
â êîòîðûé áûëà êëîíèðîâàíà ñïåöèôè÷åñêàÿ äëÿ setd7 ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü íàïðàâëÿþùåé ÐÍÊ (guide RNA,
gRNA). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êîíòðîëüíûõ ëèíèé îñóùåñòâëÿ-

ëè òðàíñôåêöèþ èñõîäíûì âåêòîðîì lentiCRISPRv2.0.
×åðåç 1 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè ïðîâîäèëè ñåëåêöèþ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì àíòèáèîòèêà ïóðîìèöèíà â êîíöåíòðàöèè
2 ìêã/ìë â òå÷åíèå 1 íåä.

Ý ê ñ ò ð à ê ö è ÿ Ð Í Ê, î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ
è Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è (Î Ò - Ï Ö Ð). ÐÍÊ âûäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàãåíòîâ (Åðîãåí, Ðîññèÿ) ñî-
ãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ
îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ äëÿ îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè RevertAid First Strand cDNA Synthe-
sis Kit (ThermoFischerScientific, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêîé ðåàêöèîííîé
ñìåñè qPCRmix-HS SYBR (Åâðîãåí, Ðîññèÿ). Àìïëèôè-
êàöèþ ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad, ÑØÀ). Äëÿ àíàëèçà ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ setd7, NR4A1, CDKN1A (p21) è GAPDH èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: äëÿ setd7 ïðÿìîé
5R-TCATTGATGTGCCTGAGCCCTA-3R è îáðàòíûé
5R-TCAGGGTGCGGATGCATTTGAT-3R, äëÿ NR4A1 ïðÿ-
ìîé 5R-CACATTGTTGCCAAGACCTG-3R è îáðàòíûé
5R-TGCTGGTGTCCCATATTGG-3R; äëÿ CDKN1A ïðÿìîé
5R-CATGGGTTCTGACGGACAT-3R è îáðàòíûé 5R-AGT-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9 íà óðîâåíü ìÐÍÊ ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà NR4A1: îâåðýêñïðåññèÿ Set7/9 äèêîãî òèïà
(Set7/9wt, à, á) è íîêäàóí Set7/9 (â, ã).

à, á — ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ðåöåïòîðà; ïîêàçàíà îòíîñèòåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ NR4A1 è setd7 â êëåòêàõ HEK293T ïîñëå òðàíñôåêöèè âåêòîðà-
ìè pcDNA3 (êîíòðîëü), pcDNA3-Set7/9wt, íåñóùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà Set7/9 äèêîãî òèïà (Set7/9wt), è pcDNA3-Set7/9mut, íåñóùåé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ìóòàíòíîé ôîðìû Set7/9, íå îáëàäàþùåé êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Set7/9mut). â, ã — ñíèæåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ðåöåïòîðà â íîðìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ è ïðè îáðàáîòêå äîêñîðóáèöèíîì; ïîêàçàíà ÎÝ ãåíîâ NR4A1 è CDKN1A â êëåòêàõ U2OS (êîíòðîëü) è êëåòêàõ U2OS ñ íîêäàóíîì Set7/9
(Set7/9KD) â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ (òî÷êà 0 ÷ ) è ïðè îáðàáîòêå äîêñîðóáèöèíîì â òå÷åíèå 9 è 16 ÷. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî

îòêëîíåíèÿ (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). ÎÝ ðàññ÷èòûâàëè íà îñíîâå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà GAPDH.



CAGTTCCTTGTGGAGCC-3R; äëÿ GAPDH ïðÿìîé 5R-GA-
GGTCAATGAAGGGGTCAT-3R è îáðàòíûé 5R-AGTCAA-
CGGATTTGGTCGTA-3R.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ê ð à ø è â à í è å.
Êëåòêè HEK293T è HCT116, à òàêæå êëåòêè ñ íîêàóòîì
set7/9 ðàññåâàëè â 24-ëóíî÷íûé ïëàíøåò ñî ñòåêëàìè äèà-
ìåòðîì 13 ìì. ×åðåç 1 ñóò êëåòêè ïðîìûâàëè PBS ñ ïî-
ñëåäóþùåé ôèêñàöèåé 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëü-
äåãèäà â PBS â òå÷åíèå 20 ìèí. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè
îáðàáàòûâàëè áëîêèðóþùèì áóôåðîì (5 % BSA â PBS,
ñîäåðæàùåì è 0.3 % Òðèòîíà X-100) â òå÷åíèå 1 ÷, ïîñëå
÷åãî îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷åñêèìè ê NR4A1

(Cell Signaling, ÑØÀ, ðàçâåäåíèå 1 : 100). Ïðåïàðàòû çà-
êëþ÷àëè â ñðåäó ProLong Gold Antifade Mountant, ñîäåð-
æàùóþ êðàñèòåëü DAPI (ThermoScientific, ÑØÀ), è
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà
Leica TCS SP5.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ è ì ì ó í î á ë î ò è í ã à áåëêè ðàçäå-
ëÿëè â ÏÀÀÃ â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ. Çàòåì áåëêè
ïåðåíîñèëè íà ïðåäâàðèòåëüíî àêòèâèðîâàííóþ
PVDF-ìåìáðàíó (Millipore, ÑØÀ) è èíêóáèðîâàëè åå ñ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ Set7/9 (Santa Cruz Biotechnology,
ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 1000) èëè ïðîòèâ b-àêòèíà (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ; ðàçâåäåíèå 1 : 5000).

790 Î. À. Ôåäîðîâà è äð.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå Set7/9 íà óðîâåíü áåëêà NR4A1 â êëåòêàõ: íîêàóò Set7/9 (Set7/9KO) â êëåòêàõ HEK293T (à, á) è HCT116 (â, ã) ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ áåëêà NR4A1 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

à, â — èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êëåòîê êîíòðîëüíûõ è ñ íîêàóòîì Set7/9 (Set7/9KO) ëèíèé HEK293T (à) è HCT116 (â). Îêðàøèâàíèå ñïå-
öèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê ÿäåðíîìó ðåöåïòîðó NR4A1 (êðàñíûé öâåò), êðàñèòåëåì DAPI (ÿäðà, ñèíèé öâåò), merge — ñîâìåùåíèå èçîáðàæåíèé.
á, ã — Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç óðîâíÿ áåëêà Set7/9 â êëåòêàõ êîíòðîëüíûõ è ñ íîêàóòîì Set7/9 (Set7/9KO) ëèíèé HEK293T (á) è HCT116 (ã), ñëåâà — ìî-

ëåêóëÿðíàÿ ìàññà, êÄà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëüçîâàëè â-àêòèí.



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ë è ÿ í è å S e t 7 / 9 í à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ N R 4 A 1 í à
ó ð î â í å ì Ð Í Ê. Äëÿ òîãî ÷òîáû èçó÷èòü âëèÿíèå ìåòèë-
òðàíñôåðàçû Set7/9 íà ýêñïðåññèþ ÿäåðíîãî ðåöåïòî-
ðà NR4A1 â êëåòî÷íîé ëèíèè ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷åëî-
âåêà HEK293T, îñóùåñòâëÿëè ñâåðõýêñïðåññèþ ìåòèë-
òðàíñôåðàçû Set7/9 è åå ìóòàíòíîé ôîðìû Set7/9mut,
ëèøåííîé êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Êëåòî÷íóþ ëè-
íèþ HEK293Ò òðàíñôèöèðîâàëè âåêòîðàìè
pñDNA3-Set7/9wt (êîäèðóþùèì áåëîê Set7/9 äèêîãî
òèïà), pñDNA3-Set7/9mut (êîäèðóþùèì áåëîê Set7/9 ìó-
òàíòíûé ïî ñàéòó è íå îáëàäàþùèé ìåòèëòðàíñôåðàçíîé
àêòèâíîñòüþ) ëèáî ïóñòûì âåêòîðîì pcDNA3 â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ. Íàëè÷èå îâåðýêñïðåññèè Set7/9 âåðèôèöèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ (ðèñ. 1, â). Îêàçàëîñü, ÷òî îíà
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè ãåíà, êîäèðóþùåãî
NR4A1, íà óðîâíå ìÐÍÊ áîëåå ÷åì â 3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 1, à). Èíòåðåñíî, ÷òî îâåðýêñïðåññèÿ
ìóòàíòíîé ôîðìû (Set7/9mut) íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà
ýêñïðåññèþ NR4A1 íà óðîâíå ìÐÍÊ (ðèñ. 1, à). Ýòî ìî-
æåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ìåòèëòðàíñôåðàçíàÿ àêòèâíîñòü
Set7/9 íåîáõîäèìà äëÿ ðåãóëÿöèè ôàêòîðîâ, âëèÿþùèõ íà
ýêñïðåññèþ NR4A1.

Ïîëó÷åííûé ýôôåêò ìû ïîäòâåðäèëè, èñïîëüçóÿ ëè-
íèþ îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà U2OS, â êîòîðîé áûë îñóùå-
ñòâëåí íîêäàóí, ò. å. ÷àñòè÷íîå ïîäàâëåíèå, áåëêà Set7/9.
Êëåòêè U2OS ñ íîêäàóíîì Set7/9 (Set7/9KD), à òàêæå
êîíòðîëüíûå íåìîäèôèöèðîâàííûå êëåòêè U2OS (ñ íåèç-
ìåíåííûì ýíäîãåííûì óðîâíåì Set7/9) ïîäâåðãàëè îáðà-
áîòêå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì àãåíòîì äîêñîðóáèöèíîì
(0.5 ìêÌ) â òå÷åíèå 0, 9 è 16 ÷. Îêàçàëîñü, ÷òî íîêäàóí
Set7/9 ïðèâîäèò ê ïîíèæåíèþ óðîâíÿ ìÐÍÊ NR4A1 â
êëåòêàõ U2OS (ðèñ. 1, â). Èíòåðåñíî, ÷òî â îòñóòñòâèå
Set7/9 ïðè îáðàáîòêå äîêñîðóáèöèíîì óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè NR4A1 ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿëñÿ, â òî âðåìÿ êàê â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ äîêñîðóáèöèí âûçûâàë óâåëè÷åíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà (ðèñ. 1, â).

Âíóòðèêëåòî÷íûé áåëîê p21, èíãèáèòîð öèêëèíçàâè-
ñèìîé êèíàçû 1À, èãðàåò êðèòè÷åñêóþ ðîëü â êëåòî÷íîì
îòâåòå íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, ÿâëÿÿñü îäíîé èç èçâåñòíûõ
ìèøåíåé áåëêà îíêîñóïðåññîðà ð53. Â êîíòðîëüíûõ êëåò-
êàõ U2OS îáðàáîòêà äîêñîðóáèöèíîì ïðèâîäèëà ê çíà÷è-
òåëüíîé àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíà CDKN1A, êîäèðóþ-
ùåãî áåëîê ð21, â îòâåò íà äåéñòâèå äîêñîðóáèöèíà. Îä-
íàêî ïðè íîêäàóíå Set7/9 óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ð21
îêàçàëîñü íåçíà÷èòåëüíûì (ðèñ. 1, ã). Äàííûå î âëèÿíèè
Set7/9 íà ýêñïðåññèþ p21 ïîäòâåðæäàþòñÿ äàííûìè èç
ëèòåðàòóðû (Lezina et al., 2015).

Â ë è ÿ í è å S e t 7 / 9 í à à ê ò è â à ö è þ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
N R 4 A 1 í à ó ð î â í å á å ë ê à. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
Set7/9 íà óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà NR4A1 áûëè ïîëó-
÷åíû êëåòî÷íûå ëèíèè HEK293T è ðàêà òîëñòîé êèøêè
÷åëîâåêà HCT116 ñ íîêàóòîì (ò. å. ïîëíûì âûêëþ-
÷åíèåì) ãåíà, êîäèðóþùåãî Set7/9 (ðèñ. 2, á, ã). Ñèñòåìà
CRISPR/Cas9 ÿâëÿåòñÿ íîâîé òåõíîëîãèåé áûñòðîãî è
òî÷íîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà. Ïîäõîä îñíîâàí íà äåé-
ñòâèè íàïðàâëÿåìîé ýíäîíóêëåàçû Cas9, ñïîñîáíîé ïðî-
èçâîäèòü íàïðàâëåííîå ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ â èíòåðåñóþ-
ùèõ ñàéòàõ-ìèøåíÿõ. Êëåòî÷íûå ëèíèè HEK293T è
HCT116 ñ íîêàóòîì Set7/9 (Set7/9KO) è ñîîòâåòñòâóþùèå
êîíòðîëüíûå êëåòêè ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ
ïî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîìó îêðàøèâàíèþ ñ öåëüþ äå-
òåêöèè âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè NR4A1 (ðèñ. 2, à,
â). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî íîêàóò Set7/9 â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëè-

íèÿõ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ áåëêà NR4A1 â êëåò-
êàõ, ÷òî õîðîøî âèäíî ïî ïàäåíèþ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà (ðèñ. 2, à, â).

Òàêèì îáðàçîì, ìåòèëòðàíñôåðàçà Set7/9 âëèÿåò íà
óðîâåíü ýêñïðåññèè ÿäåðíîãî ðåöåïòîðà NR4A1 êàê íà
óðîâíå ìÐÍÊ, òàê è íà óðîâíå áåëêà. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî
ýòîò ýôôåêò îáóñëîâëåí àêòèâíîñòüþ Set7/9, òàê êàê îâåð-
ýêñïðåññèÿ ìóòàíòíîé ôîðìû Set7/9, ëèøåííîé êàòàëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè, íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè NR4A1. Òî÷íûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ Set7/9 íà
óðîâåíü è àêòèâíîñòü NR4A1 òðåáóþò äàëüíåéøåãî èçó-
÷åíèÿ, îäíàêî íà îñíîâàíèè íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî êàòàëèòè÷åñêàÿ ôóíêöèÿ
ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9 íåîáõîäèìà äëÿ ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè NR4A1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 18-75-10076; ïðîâåäå-
íèå ÎÒ-ÏÖÐ, äàííûå î âëèÿíèè Set7/9 íà óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè NR4A1 ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ, äàííûå î âëèÿíèè
Set7/9 íà óðîâåíü ýêñïðåññèè NR4A1 ñ ïîìîùüþ èììó-
íîöèòîõèìèè) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 16-34-60228 ìîë_à_äê; ïîëó÷åíèå
ñòàáèëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ñ íîêàóòîì Set7/9).
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METHYLTRANSFERASE Set7/9 REGULATES EXPRESSION OF NUCLEAR RECEPTOR NR4A1
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Nuclear receptors form a large class of transcription factors involved into control of various cellular pro-
cesses such as metabolism, proliferation, inflammation, apoptosis. Among the orphan nuclear receptors
(ligands are not discovered) there is a special group of proteins called NR4A (NR4A1, NR4A2, NR4A3), and
the most studied one is the NR4A1 receptor. This study demonstrates the effect of methyltransferase Set7/9 on
expression of the nuclear receptor NR4A1. Lysine-specific methyltransferase Set7/9 (SETD7) is an enzyme
that methylates the fourth lysine of the canonical histone H3 (H3K4me1). In this study it was shown that Set7/9
affects the expression of NR4A1 both at the mRNA level and at the protein level. It is important to note that the
catalytic function of the methyltransferase Set7/9 is necessary for the regulation of NR4A1 expression.

K e y w o r d s: nuclear receptor NR4A1, methyltransferase Set7/9, expression of the setd7 gene,
CRISPR/Cas9 genomic editing system
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