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Резюме. Острый ВЭБ-ассоциированный мононуклеоз развивается преимущественно у детей и у пациентов 

с функциональными нарушениями иммунитета. Последствием перенесенной инфекции могут быть развитие 

вторичной иммунной недостаточности, новообразований, различные нарушения клеточных иммунных реак-

ций. Несмотря на активное изучение молекулярных механизмов ВЭБ-инфекции, необходим поиск новых мо-

лекулярно-генетических факторов патогенеза ВЭБ-опосредованного мононуклеоза и ВЭБ-ассоциированной 

злокачественной трансформации клеток, которые могут быть использованы в клинической практике для мо-

ниторинга течения инфекции и в качестве предиктивных показателей риска развития ВЭБ-ассоциированных 

осложнений в виде иммунодефицита и новообразований. В настоящей работе был проведен комплексный 

полу количественный анализ экспрессии мРНК основных участников сигналинга апоптоза и выживания 

в лейкоцитах крови детей с острым ВЭБ-инфекционным мононуклеозом и в период реконвалесценции с по-

мощью разработанных нами сплайсинг-ориентированных ДНК-микрочипов. Такие микрочипы позволяли 

оценивать как суммарную экспрессию генов (маркированных знаком — Σ), так и отдельных транскриптов, 

образую щихся в результате альтернативного сплайсинга. Показано, что баланс уровней мРНК в острой фазе 

ВЭБ-инфекционного мононуклеоза смещался в сторону повышения экспрессии антиапоптотических факто-

ров и элементов NF-κB-зависимого сигналинга выживания, что может существенно усиливать резистентность 

клеток к апоптозу. Литературными данными подтверждались ВЭБ-ассоциированные изменения некоторых 

факторов (BIM/BCL2L11-Σ, PUMA/BBC3-NM_001127241, BID-Σ, CASP3-Σ, NFKB1-Σ, RELA-Σ). Также нами 

были обнаружены изменения уровней кодирующих и некодирующих транскриптов, ВЭБ-ассоциированный 

характер которых не описан в литературе (DCR1/TNFRSF10C-NM_003841, DR5/TNFRSF10B-NR_027140, 

CASP6 beta/CASP6-NM_032992, CASP7-NM_033338). Функциональные свойства данных молекул позволяют 

предположить их важную роль в патогенезе ВЭБ-ассоциированного мононуклеоза. В фазе реконвалесценции 

на фоне отсутствия клинических признаков заболевания уровни экспрессии некоторых мРНК оставались 

измененными по сравнению со здоровыми донорами (например, DCR2/TNFRSF10D-NM_003840, CASP8-Σ, 

CASP3-Σ, BIM/BCL2L11-Σ, BCL2-NM_000633, MCL1-Σ, BCL-W/BCL2L2-Σ, BCL-XL/BCL2L1-NM_138578, 

Адрес для переписки:

Сахарнов Николай Александрович
603950, Россия, Нижний Новгород, ул. Малая Ямская, 71, 
ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. акад. И.Н. Блохиной.
Тел.: 8 (831) 469-79-46 (служебн.); 8 950 624-87-12 (моб.).
Факс: 8 (831) 469-79-20.
E-mail: saharnov@nniiem.ru; sakharnov_n@mail.ru

Contacts:

Nikolai A. Sakharnov
603950, Russian Federation, Nizhny Novgorod, Malaya 
Yamskaya str., 71, Blokhina Scientific Research Institute 
of Epidemiology and Microbiology.
Phone: +7 (831) 469-79-46 (office); +7 950 624-87-12 (mobile).
Fax: +7 (831) 469-79-20.
E-mail: saharnov@nniiem.ru; sakharnov_n@mail.ru

Библиографическое описание:

Сахарнов Н.А., Уткин О.В., Филатова Е.Н., Князев Д.И., Преснякова Н.Б. 
Анализ экспрессии мРНК основных участников сигналинга апоптоза 
и выживания в лейкоцитах крови детей с острым ВЭБ-инфекционным 
мононуклеозом // Инфекция и иммунитет. 2019. Т. 9, № 5–6. С. 723–734. 
doi: 10.15789/2220-7619-2019-5-6-723-734

Citation:

Sakharnov N.A., Utkin O.V., Filatova E.N., Knyazev D.I., Presnyakova N.B. 
Apoptosis- and survival-related gene mRNA profile in peripheral blood 
leukocytes in children with acute EBV infectious mononucleosis // Russian 
Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2019, vol. 9, 
no. 5–6, pp. 723–734. doi: 10.15789/2220-7619-2019-5-6-723-734

© Сахарнов Н.А. и соавт., 2019 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-2019-5-6-723-734



724

Инфекция и иммунитетН.А. Сахарнов и др.

BIRC2-NM_001166, XIAP-NM_001167, TRAF2-NM_021138, MAP3K14-Σ, NFKB1-Σ), что может указывать 

на наличие отдаленных молекулярных последствий ВЭБ-ассоциированного мононуклеоза. Данные измене-

ния могут обусловливаться, с одной стороны, пролонгированным иммунным ответом на инфекцию, а с дру-

гой стороны, происходить под влиянием ВЭБ-ассоциированных факторов, облегчающих персистенцию 

вируса в организме. В целом выявленные нами молекулярные особенности течения заболевания указывают 

на формирование предпосылок для хронизации инфекционного процесса. Полученные данные расширяют 

существующие представления о молекулярных механизмах патогенеза ВЭБ-инфекционного мононуклеоза.

Ключевые слова: ВЭБ-инфекционный мононуклеоз, лейкоциты, уровни экспрессии мРНК, сигнальные пути апоптоза 

и выживания.

APOPTOSIS- AND SURVIVAL-RELATED GENE mRNA PROFILE IN PERIPHERAL BLOOD 

LEUKOCYTES IN CHILDREN WITH ACUTE EBV INFECTIOUS MONONUCLEOSIS

Sakharnov N.A., Utkin O.V., Filatova E.N., Knyazev D.I., Presnyakova N.B.

Blokhina Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Nizhny Novgorod, Nizhny Novgorod, 

Russian Federation

Abstract. Acute EBV-associated mononucleosis develops mainly in children and in patients with functionally impaired 

immune system. Consequently, it may result in developing secondary immunodeficiency, neoplasms as well as diverse 

alterations in cell-mediated immune reaction. Despite extensively examining molecular mechanisms of EBV infection, 

it is also necessary seek for new molecular and genetic factors underlying pathogenesis of EBV-mediated mononucleosis 

and EBV-associated malignant cell transformation is necessary, which might be used in clinical practice to monitor clini-

cal score as well as predictive parameters for EBV-associated complications such as immunocompromised conditions and 

neoplasms. Here, we proposed to use our splicing sensitive DNA microarrays to perform a comprehensive semi-quan-

titative mRNA expression analysis for major apoptosis- and survival-related signaling components in peripheral blood 

leukocytes collected from children with acute EBV infectious mononucleosis as well as during recovery period. Using 

such DNA microchips allowed to assess both total (denoted by Σ) and separate transcript expression resulting from alter-

native splicing. It was shown that the balance of mRNA levels in acute phase of EBV-infectious mononucleosis was shift-

ed towards upregulated expression of anti-apoptotic factors and components of of NF-κB-linked pro-survival signaling 

able to profoundly augment apoptosis resistance. Moreover, some EBV-associated changes (BIM/BCL2L11-Σ, PUMA/

BBC3-NM_001127241, BID-Σ, CASP3-Σ, NFKB1-Σ, RELA-Σ) were in agreement with the data published before. In ad-

dition, we also found previously unknown changes in level of EBV-associated coding and noncoding transcripts (DCR1/

TNFRSF10C-NM_003841, DR5/TNFRSF10B-NR_027140, CASP6 beta/CASP6-NM_032992, CASP7-NM_033338). 

Analyzing their properties allowed to suggest that they play an important role in the pathogenesis of EBV-associated mono-

nucleosis. However, at asymptomatic recovery stage, level of some mRNA expression was kept altered compared to healthy 

volunteers (DCR2/TNFRSF10D-NM_003840, CASP8-Σ, CASP3-Σ, BIM/BCL2L11-Σ, BCL2-NM_000633, MCL1-Σ, 

BCL-W/BCL2L2-Σ, BCL-XL/BCL2L1-NM_138578, BIRC2-NM_001166, XIAP-NM_001167, TRAF2-NM_021138, 

MAP3K14-Σ, NFKB1-Σ), which may point at postponed EBV-associated molecular consequences. On one hand, such 

changes may be due to long-lasting anti-EBV immune response, whereas, on the other hand, they might be influenced by 

EBV-associated factors facilitating virus persistence. Overall, we identified the molecular features predisposing to chronic 

course of EBV-infection. The data obtained further expand our understanding about the molecular pathogenetic mecha-

nisms for EBV infectious mononucleosis.

Key words: EBV-infectious mononucleosis, leukocytes, mRNA expression levels, apoptotic and survival pathways.

Введение

Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) — широко рас-

пространенный лимфотропный герпесвирус 

человека, носителями которого являются более 

90% мирового населения. В большинстве случаев 

первичная ВЭБ-инфекция протекает бессимп-

томно. Острый ВЭБ-ассоциированный моно-

нуклеоз развивается преимущественно у детей 

и у пациентов с функциональными нарушения-

ми иммунитета. ВЭБ сохраняется в организме 

пожизненно в фазе латенции. Последствием пе-

ренесенной инфекции могут быть развитие вто-

ричной иммунной недостаточности и различные 

нарушения клеточных иммунных реакций [2].

ВЭБ инфицирует преимущественно B-лимфо-

циты, а также T-лимфоциты, натуральные килле-

ры и другие клетки [6].

При определенных условиях ВЭБ может ини-

циировать развитие B-, T- и NK-клеточных лим-

фом, а также других новообразований [17, 26, 51].

Ежегодно в мире регистрируется около 

200 тыс. случаев онкологических заболеваний, 

этиологическим фактором которых является 

ВЭБ [13].

Несмотря на активное изучение молекуляр-

ных механизмов ВЭБ-инфекции, до сих пор 

не разработаны эффективные таргетные ме-

тоды терапии, а также специфические ВЭБ-

ориентированные вакцины. Необходим поиск 
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молекулярно-генетических факторов патогене-

за ВЭБ-опосредованного мононуклеоза и ВЭБ-

ассоциированной злокачественной трансформа-

ции клеток, которые могут быть использованы 

в клинической практике для мониторинга тече-

ния инфекции и в качестве предиктивных пока-

зателей риска развития ВЭБ-ассоциированных 

осложнений в виде иммунодефицита, новообра-

зований и др. [49].

Известно, что продукты генома ВЭБ способ-

ны ингибировать сигнальные пути апоптоза, 

обеспечивая экранирование инфицированных 

клеток от воздействия иммунного ответа [22, 45].

Модуляция активности апоптоз-ассоции-

рованных сигнальных путей осуществляется, 

в том числе, через регуляцию транскрипции, на-

пример, изменения уровней мРНК, кодирующих 

про- и антиапоптотические факторы [43].

Необходимо отметить, что с помощью альтер-

нативного сплайсинга пре-мРНК из одного гена 

могут образовываться транскрипты, кодирую-

щие белки с различными свойствами или функ-

циями (вплоть до антагонистических), а также 

выполняющие регуляторную роль (например, 

некодирующие транскрипты) [5, 34].

ВЭБ-ассоциированные изменения уровней 

мРНК основных участников сигнальных путей 

апоптоза и выживания могут являться важными 

факторами патогенеза ВЭБ-инфекции.

Для комплексного анализа большого количе-

ства гетерогенных мРНК традиционные методы 

исследования (ОТ-ПЦР и его различные вари-

анты) являются трудоемкими и финансово за-

тратными. Одним из возможных инструментов 

для решения таких задач являются сплайсинг-

чувствительные ДНК-микрочипы, которые по-

зволяют провести одновременную детекцию 

и полу количественный анализ нескольких тысяч 

транскриптов [30].

Целью данной работы явилась оценка экс-

прессии генов сигналинга апоптоза и выживания 

в рамках изучения молекулярных особеннос тей 

патогенеза ВЭБ-инфекции. Для этого с помощью 

разработанных нами ДНК-микрочипов был про-

веден полуколичественный анализ экспрессии 

мРНК основных участников сигнальных путей 

апоптоза и выживания в лейкоцитах крови детей 

с острым ВЭБ-инфекционным моно нуклеозом 

и в период реконвалесценции.

Материалы и методы

Материалом исследования явились образцы 

лейкоцитов крови, полученные от пациентов 

в возрасте 7–17 лет с диагнозом «Первичный 

острый ВЭБ-инфекционный мононуклеоз» 

(ВЭБ, n = 18) и в фазе реконвалесценции после 

исчезновения клинических признаков заболе-

вания (повторный забор биоматериала осущест-

влялся через 2–2,5 месяца) (РЕК, n = 18). В каче-

стве группы сравнения выступали практически 

здоровые доноры сопоставимого пола и возраста 

без клинических и лабораторных признаков за-

болевания (НОРМ, n = 51).

Дизайн микрочипа. С помощью разработан-

ного нами ранее алгоритма «Splice variants micro-

array design pipeline» [46] были выбраны после-

довательности ДНК-зондов, специфичных для 

индивидуальных мРНК 450 генов сигналинга 

апоптоза и выживания.

Дизайн микрочипа моделировался на основе 

кодирующих (NM_Protein-coding) и некодиру-

ющих (NR_Non-protein-coding) последователь-

ностей мРНК, аннотированных в базе данных 

Ref Seq NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq). 

Из-за высокой степени сходства между ин-

дивидуальными мРНК в рамках одного гена 

явилось невозможным подобрать последова-

тельности зондов, специфичные для каждой 

из них. Поэтому были дополнительно выбраны 

последовательности групповых зондов, специ-

фичных для последовательностей более 70% 

транскриптов гена (маркированы в тексте ста-

тьи знаком — Σ). Групповые ДНК-зонды ис-

пользовались для оценки суммарной экспрес-

сии генов. Разработанный микрочип содержит 

1180 ДНК-зондов, детектирующих индивиду-

альные мРНК, и 367 групповых ДНК-зондов. 

Синтез ДНК-зондов был проведен на слайдах 

12K microarray in situ с помощью аппарата B3 

Synthesizer (CustomArray Inc., WA, США) в соот-

ветствии с рекомендациями производителя.

Пробоподготовка образцов мРНК для гибри-

дизации на микрочип. Образцы крови обраба-

тывались раствором «Гемолитик» (ЦНИИЭ, 

Россия) для удаления эритроцитов. Из полу-

ченной фракции лейкоцитов выделялась то-

тальная РНК с помощью набора «Магно-сорб» 

(ЦНИИЭ, Россия) с последующей очисткой 

и кон центрацией с помощью фенол-хлорофор-

ма. Тотальная мРНК (1,5–2 мкг) подвергалась об-

ратной транскрипции и достройке второй цепи 

кДНК с помощью набора «Mint cDNA synthesis 

kit» (Евроген, Россия). Полученная двуцепо-

чечная кДНК амплифицировалась в ходе ПЦР 

с помощью набора «Encyclo» (Евроген, Россия) 

по программе (95°С 25 с — 60° 25 с — 72°С 6 мин). 

Амплифицированная кДНК (2 мкг) подверга-

лась транскрипции с помощью набора «T7 RNA-

polimerase» (Thermo Scientific, EU). Половина ко-

личества уридинтрифосфатов (UTP) в реакцион-

ной смеси была заменена на биотинилирован-

ные уридинтрифосфаты (ДНК-синтез, Россия), 

в результате получали пул биотин-меченой РНК, 

обратно комплементарной мРНК исследуемого 

образца. Фрагментированная биотин-меченая 

РНК (2 мкг) гибридизовалась на микрочипы 

при 40°C в течение 18–20 ч. Про цессинг микро-

чипов (блокирование, мечение, отмывка и вне-

сение субстрата) выполнялся с помощью на-

бора «ElectraSense Detection Kit» (CustomArray 

Inc., США) в соответствии с протоколом про-
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изводителя. Считывание сигналов гибридиза-

ции проводилось амперометрическим методом 

с помощью «ElectraSense Reader» и программы 

ElectraSense application software (CustomArray 

Inc., США).

Алгоритм обработки данных. Полуколичест-

венный анализ уровней экспрессии мРНК про-

водился по следующему алгоритму: каждый 

исследуемый образец мРНК был гибридизован 

на микрочип в трех повторностях. Полученные 

сигналы гибридизации в виде .ecd файлов 

были экспортированы в csv. файлы с помощью 

программы ElectraSense Analysis 3.4.2. Все рас-

четы проводились в свободно распространяе-

мых средах программирования Python или R. 

Данные были нормализованы с помощью алго-

ритма квантильной нормализации по неспеци-

фическому контролю [50].

Для измерения относительного уровня экс-

прессии мРНК (FC/fold-change) использовались 

средние значения уровней сигналов гибридиза-

ции каждого ДНК-зонда в раздельных выборках 

образцов ВЭБ, РЕК и НОРМ. Далее проводились 

сравнения средних значений сигналов в выбор-

ках ВЭБ/НОРМ и РЕК/НОРМ с использованием 

T-теста с поправкой на ожидаемую долю ложных 

отклонений (FDR/False discovery rate test) [36]. 

В качестве порогового уровня значимости был 

выбран q = 0,05.

Относительный уровень экспрессии мРНК 

(fold-change/FC) рассчитывался по формулам:

FC ВЭБ%= (сред. ВЭБ × 100/сред. НОРМ) – 100;

FC РЕК%= (сред. РЕК × 100/сред. НОРМ) – 100.

По данным литературы [36] известно, что для 

более объективного анализа экспрессии мРНК 

методом ДНК-микрочипов необходимо учиты-

вать не только статистически значимые разли-

чия сигналов, но и ранжировать их по диапазону 

изменения, эмпирически определяя функцио-

нальный пороговый уровень. Учитывая то, что 

нами изучалась экспрессия мРНК, регулирую-

щих базовые физиологические процессы в пуле 

лейкоцитов крови, состоящих из различных 

субпопуляций клеток, а также сравнивались 

средние показатели в выборках образцов, ожи-

даемый диапазон изменений уровней мРНК 

не является большим. В связи с этим, а также 

исходя из диапазона полученных нами данных, 

был выбран пороговый уровень изменений сиг-

налов FC±10%.

Таким образом, критериями для отбора но-

вых, не охарактеризованных ранее факторов 

патогенеза ВЭБ-опосредованного мононуклео-

за являлись: статистическая значимость из-

менений уровней мРНК (q < 0,05), диапазон их 

вариации FC±10%, подтверждение ВЭБ-ассо-

циированного характера уровней экспрессии 

исследуемых транскриптов в литературе (по воз-

можности).

Результаты

Анализируемые мРНК были сгруппированы 

нами по их функциональной роли в сигнальных 

каскадах апоптоза и выживания. Оценивались 

изменения уровней экспрессии мРНК элемен-

тов апоптотического мембранного комплекса 

DISC (Death inducing signaling complex), мито-

хондриального пути апоптоза, эффекторных 

каспаз и NF-κB-опосредованного сигналинга 

выживания.

Изменения уровней экспрессии мРНК 

элементов апоптотического мембранного 

комплекса DISC

В острой фазе заболевания выявлялось су-

щественное снижение суммарной экспрессии 

генов, а также уровней индивидуальных мРНК 

проапоптотических факторов мембранного ком-

плекса смерти DISC: лиганда смерти TRAIL/

TNFSF10-NM_003810, рецептора смерти DR5/

TNFRSF10B-Σ, медиатора FADD-NM_003824 

и инициаторной каспазы CASP8-Σ (табл. 1).

С другой стороны, в острой фазе заболева-

ния детектировалось значительное повышение 

уровней экспрессии мРНК некоторых факторов, 

ингибирующих активацию DISC, — некодирую-

щей мРНК рецептора смерти DR5/TNFRSF10B-

NR_027140, рецепторов-ловушек TRAIL — DCR1/

TNFRSF10C-NM_003841 и DCR2/TNFRSF10D-

NM_003840, а также ингибитора каспазы-8 — 

cFLIP/CFLAR-NM_001202516 (табл. 1).

В фазе реконвалесценции уровни экспрессии 

большинства перечисленных транскриптов нор-

мализовались, но при этом оставались значи-

тельно сниженными уровни мРНК рецептора-

ловушки DCR2/TNFRSF10D-NM_003840 и гена 

каспазы CASP8-Σ (табл. 1).

Изменения уровней экспрессии мРНК 

элементов митохондриального пути апоптоза

В острой фазе заболевания снижалась сум-

марная экспрессия генов, а также индивиду-

альных уровней мРНК ряда проапоптотичес-

ких факторов митохондриального пути апопто-

за: Puma/BBC3-NM_001127241, BAK1-Σ, BID-Σ 

и BIM/BCL2L11-Σ. В фазе реконвалесценции 

суммарный уровень экспрессии BIM/BCL2L11-Σ 

оставался значительно сниженным, уровни 

мРНК других проапоптотических факторов 

нормализовались (табл. 2).

В острой фазе заболевания снижалась сум-

марная экспрессия генов и уровня мРНК анти-

апоптотических митохондриальных факторов 

MCL1-Σ, BclW/BCL2L2-Σ и BCL2-NM_000633 

соответственно. В то же время значительно воз-

растал уровень экспрессии мРНК антиапопто-

тического фактора BclXL/BCL2L1-NM_138578, 

который был сильно повышен и в фазе реконва-

лесценции. Также при реконвалесценции оста-

вались сниженными уровни экспрессии мРНК 
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других вышеназванных антиапоптотических 

факторов — BCL2-NM_000633, MCL1-Σ и BclW/

BCL2L2-Σ (табл. 2). Отметим, что независимо 

от периода заболевания (острый или реконва-

лесценция) уровни экспрессии мРНК структур-

ных элементов митохондриальной апоптосомы 

(в составе каспазы-9, цитохрома С и APAF-1) 

не изменялись.

Изменения уровней экспрессии мРНК 

эффекторных каспаз

В острой фазе заболевания детектирова-

лось снижение суммарных и индивидуальных 

уровней экспрессии мРНК эффекторных кас-

паз CASP3-Σ, CASP7-Σ и CASP7-NM_033338. 

Одновременно с этим повышалась экспрессия 

транскрипта CASP6 beta/CASP6-NM_032992, 

кодирующего вариант каспазы-6, блокирующий 

передачу цитотоксического сигнала [33] (табл. 3).

Необходимо отметить, что в острой фазе забо-

левания нами наблюдалось повышение уровней 

экспрессии мРНК ингибиторов каспаз cIAP1/

BIRC2-NM_001166 и XIAP-NM_001167, которые 

оставались повышенными и в фазе реконва-

лесценции. Также в период реконвалесценции 

оставались сниженными суммарные и индиви-

дуальные уровни экспрессии мРНК эффектор-

ных каспаз CASP3-Σ и CASP7-Σ, при этом нор-

мализовались уровни мРНК CASP6-NM_032992 

и CASP7-NM_033338 (табл. 3).

Изменения уровней экспрессии мРНК 

элементов NF-κB-опосредованного сигналинга

В острой фазе заболевания выявлялось повы-

шение суммарных и индивидуальных уровней 

экспрессии мРНК элементов активации NF-

κB-зависимого сигналинга: медиатора TRAF2-

NM_021138, киназ NIK/MAP3K14-Σ и NEMO/

IKBKG-Σ, а также участников NF-κB-опосре-

дованного транскрипционного комплекса — 

p50/NFKB1-Σ, p65/RELA-Σ и RELB-NM_006509 

(табл. 4).

В фазе реконвалесценции уровни экспрессии 

большинства мРНК оставались повышенными 

и нормализовались только суммарные уровни 

мРНК NEMO/IKBKG-Σ и p65/RELA-Σ (табл. 4).

Обсуждение

В целом полученные нами данные указыва-

ют на то, что в острой фазе ВЭБ-инфекционного 

мононуклеоза баланс уровней мРНК смещается 

в сторону снижения проапоптотических и по-

вышения антиапоптотических транскриптов, 

а также элементов NF-κB-опосредованного сиг-

налинга, что может играть существенную роль 

в повышении выживаемости клеток.

Литературными данными подтверждаются 

ВЭБ-ассоциированные изменения некоторых 

сигнальных факторов (BID-Σ [44], RELA-Σ [10, 

11] и др.).

Также обнаружены изменения уровней коди-

рующих и некодирующих транскриптов, ВЭБ-

ассоциированный характер которых не описан 

в литературе (CASP6 beta/CASP6-NM_032992, 

DR5/TNFRSF10B-NR_027140 и др.). Однако 

функциональные свойства таких молекул поз-

воляют предположить их важную роль в пато-

генезе ВЭБ-ассоциированного мононуклеоза. 

В фазе реконвалесценции на фоне отсутствия 

клинических признаков заболевания уровни 

экспрессии некоторых мРНК оставались изме-

ненными по сравнению со здоровыми донора-

ми (CASP3-Σ, BIM/BCL2L11-Σ, NFKB1-Σ и др.). 

Существует несколько возможных объяснений 

выявленной картины экспрессии. С одной сто-

роны, они могут отражать особенности молеку-

лярных механизмов пролонгированного восста-

новления функционального состояния иммуни-

тета вследствие выраженных изменений уровней 

экспрессии целевых мРНК в острой фазе ВЭБ-

инфекционного мононуклеоза. С другой сторо-

ны, альтерация картины экспрессии изучаемых 

мРНК у выздоравливающих пациентов может 

происходить на фоне продолжающегося влия-

ния продуктов генома ВЭБ, наличие ДНК кото-

рого в исследуемых образцах лейкоцитов крови 

выявлялось нами в клинически не значимой 

концентрации по результатам ПЦР в реальном 

времени (данные ПЦР-анализа в статье не при-

ведены). Например, по данным литературы под 

воздействием латентного белка ВЭБ LMP1 про-

исходит активация NF-κB-зависимого сигна-

линга выживания [21, 23].

Нами в фазе реконвалесценции детектиро-

валось повышение уровней мРНК факторов 

активации NF-κB-опосредованного сигналин-

га — TRAF2-NM_021138, NIK/MAP3K14-Σ, 

NFKB1-Σ, RELB-NM_006509. Таким образом, 

данные транскрипты могут являться важны-

ми звеньями в цепи факторов патогенеза ВЭБ-

инфекционного мононуклеоза.

Помимо выявленных нами отдаленных мо-

лекулярных последствий данного заболевания 

аналогичная особенность его течения регистри-

руется, по данным литературы, и на клеточном 

уровне. Так, у детей 6–17 лет, показатели кли-

нического анамнеза которых были сопостави-

мы с таковыми в нашей исследуемой группе 

пациентов, через 1,5–6 месяцев после манифес-

тации ВЭБ-инфекционного мононуклеоза вы-

являлись существенные отклонения в содержа-

нии CD4+ и CD8+ Т-клеток, свидетельствующие 

о формировании вторичного иммунодефицита. 

При этом у части пациентов сохранялось повы-

шенным содержание CD45RA+RO45+ клеток, 

что указывало на продолжающийся иммунный 

ответ на инфекцию. В целом регистрируемые 

нами молекулярные и описанные в литературе 

клеточные особенности течения заболевания 

указывают на формирование предпосылок для 

хронизации инфекционного процесса [1].
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Выделяют два основных сигнальных пути 

апоптоза клеток, к которым относят внешний, 

реализуемый при участии мембранных ре-

цепторов смерти, и внутренний, митохондри-

альный путь. Оба пути приводят к активации 

ключевых эффекторов апоптоза — каспаз-3, -6 

и -7, которые вызывают протеолиз широкого 

спект ра структурных и функциональных бел-

ков клетки [4].

Формирование молекулярного комплекса 

DISC (death inducing signaling complex) является 

начальным этапом реализации внешнего сиг-

нального пути апоптоза. В состав DISC входит 

тример одного из лигандов (FasL, TRAIL) и, со-

ответственно, рецепторов смерти (Fas, DR4 

или DR5), медиатор FADD (Fas-associated death 

domain) и инициаторная каспаза-8. DISC ини-

циирует каскадную активацию эффекторных 

каспаз-3, -6, и -7, а также может протеолитичес-

ки активировать митохондриальный фактор 

BID, который инициирует внутренний путь 

апоптоза. Ингибиторами DISC являются cFLIP/

сFLAR (ингибитор каспазы-8) и рецепторы-ло-

вушки DCR1 и DCR2, которые конкурируют 

с рецепторами смерти DR4 и DR5 за связывание 

лиганда TRAIL [3, 4].

В острой фазе ВЭБ-инфекционного мононук-

леоза нами впервые получены данные о сни-

жении экспрессии мРНК проапоптотических 

факторов комплекса DISC — лиганда смерти 

TRAIL/TNFSF10-NM_003810, рецептора смерти 

DR5-Σ, медиатора FADD-NM_003824 и инициа-

торной каспазы CASP-8-Σ, что свидетельствует 

в пользу комплексного ингибирования TRAIL/

DR5-опосредованного апоптоза уже на началь-

ных этапах апоптотического сигналинга. Также 

на это указывает повышение уровней экспрес-

сии мРНК рецепторов-ловушек TRAIL — DCR1/

TNFRSF10C-NM_003841 и DCR2/TNFRSF10D-

NM_003840 и ингибитора каспазы-8 — cFLIP/

CFLAR-NM_001202516. Известно, что рецеп-

торы-ловушки DСR1 и DСR2 экспрессируют-

ся на мембране клеток и являются функцио-

нальными антагонистами рецептора смерти 

DR5, конкурируя с ним за связывание лиганда 

TRAIL. Связывая лиганд, рецепторы-ловушки 

блокируют передачу апоптотического сигнала 

в клетку [52].

Фактор cFLIP/cFLAR обладает высоким 

сродством к каспазе-8 и блокирует ее рекрутиро-

вание в комплекс DISC, препятствуя инициации 

внешнего пути апоптоза [27].

Интересен факт повышения уровня не-

кодирующей мРНК рецептора смерти DR5/

TNFRSF10B-NR_027140 на фоне снижения 

уровня суммарной экспрессии гена DR5-Σ, сви-

детельствующий об уменьшении количества 

кодирующих белок мРНК, что также рассматри-

вается нами в качестве возможного механизма 

ингибирования пусковых событий DR5/TRAIL-

опосредованного апоптоза [5].

Отметим, что повышение уровня мРНК 

DCR2/TNFRSF10D-NM_003840 и снижение 

суммарного уровня экспрессии гена CASP-8-Σ 

сохранялось и в период реконвалесценции, что 

также может вносить вклад в ингибирование 

TRAIL/DR5-опосредованного апоптоза.

По данным литературы рецептор смерти DR5 

экспрессируется в широком спектре клеток, 

а сигнальные пути с участием TRAIL/DR5 игра-

ют важную роль в механизмах активации им-

мунных клеток и регуляции иммунного ответа 

[14, 28], а также в патогенетическом ингибирова-

нии апоптоза при различных вирусных заболева-

ниях (в частности, ВИЧ-инфекции [8] и гепатите 

B [18]). Рецепторы ловушки DСR1/TNFRSF10C 

и DCR2/TNFRSF10D также играют существен-

ную роль в патогенезе ВИЧ-инфекции [52].

Данные о ВЭБ-опосредованных изменени-

ях уровней мРНК каспазы-8 и ее ингибитора 

cFLIP/cFLAR подтверждаются литературными 

данными. Так, резистентные к апоптозу ВЭБ-

позитивные клеточные линии B-клеточной лим-

фомы Беркитта характеризовались повышенны-

ми уровнями экспрессии мРНК антиапоптоти-

ческого фактора FLIP(L), а соотношение уров-

ней мРНК каспазы-8 и FLIP(L) коррелировало 

с чувствительностью клеток к апоптозу [48].

Результаты, свидетельствующие об участии 

транскрипционного варианта cFLIP/cFLAR-

NM_001202516 в патогенезе ВЭБ-инфекции 

в литературе отсутствуют, но с учетом данных, 

подтверждающих его антиапоптотическую ак-

тивность [27], можно предположить, что данный 

транскрипт участвует в повышении выживаемо-

сти инфицированных клеток.

Внутренний путь апоптоза под влиянием 

различных факторов инициируется при сни-

жении проницаемости митохондриальной 

мембраны. В результате в цитозоль проникают 

проапоптотические факторы Apaf-1 и цитох-

ром С, которые объединяются с прокаспазой-9 

в сигнальный комплекс — апоптосому. В рамках 

апоптосомы инициируется протеолитическая 

активация эффекторных каспаз. Ключевую 

роль в регуляции проницаемости митохондри-

альной мембраны играют белки семейства Bcl-2. 

Проапоптотические факторы (BAX, BAK, BID, 

BAD, PUMA и др.) усиливают транспорт ионов 

и других молекул, снижая барьерный потенциал 

митохондрий, а антиапоптотические факторы 

(BCL-2, BCL-XL, Bcl-W, MCL-1 и др.) ингибиру-

ют этот процесс [3].

В пользу ингибирования митохондриально-

го пути апоптоза в острой фазе ВЭБ-инфекци-

онного мононуклеоза говорит выявленное нами 

на уровне генов и отдельных транскриптов сни-

жение экспрессии проапоптотических факторов 

BAK1-Σ BID-Σ, BIM/BCL2L11-Σ и PUMA/BBC3-

NM_001127241. По данным литературы в модуля-

ции митохондриального пути апоптоза участву-

ют многие продукты генома ВЭБ. Так, экспрес-
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сия проапоптотического фактора PUMA инги-

бируется посредством микро-РНК ВЭБ BART5 

в клетках ВЭБ-опосредованной носоглоточной 

карциномы [12].

Экспрессия проапоптотического фактора 

BID ингибируется микро-РНК ВЭБ miR-BART4-

5p в опухолевых клетках ВЭБ-ассоциированного 

рака желудка [44].

Также в ВЭБ-инфицированных B-клетках 

белки ВЭБ EBNA3A и EBNA3C координирован-

но ингибируют экспрессию мРНК проапопто-

тического фактора BIM [7, 38].

Отметим, что в фазе реконвалесценции уров-

ни большинства проапоптотических факторов 

нормализовались, за исключением фактора BIM, 

суммарная экспрессия которого оставалась сни-

женной, вероятно, вследствие продолжающего-

ся воздействия белков ВЭБ EBNA3A и EBNA3C.

Среди антиапоптотических элементов ми-

тохондриального пути апоптоза в острой фазе 

ВЭБ-инфекционного мононуклеоза наблю-

далось выраженное повышение уровня мРНК 

BCL-XL/BCL2L1-NM_138578, сохраняющееся 

и в период реконвалесценции, что, на наш 

взгляд, вносит существенный вклад в повыше-

ние выживаемости клеток и их резистентности 

к апоптозу. В то же время выявлено снижение 

уровней мРНК ряда других антиапоптотичес-

ких транскриптов (BCL2-NM_000633, MCL1-Σ, 

BCL-W/BCL2L2-Σ), которое наблюдалось как 

в острой фазе заболевания, так и в период ре-

конвалесценции. Мы полагаем, что такая раз-

нонаправленность изменений антиапоптоти-

ческих факторов в структуре митохондриаль-

ного сигналинга является отражением сложной 

картины антагонистических взаимодействий 

между влиянием ВЭБ, направленным на выжи-

вание инфицированных клеток, и эффекторами 

иммунного ответа, участвующими в элимина-

ции патогена. В литературе описаны продукты 

генома ВЭБ, которые могут как активировать, 

так и ингибировать экспрессию антиапопто-

тических факторов митохондриального пути 

апоптоза. Так, белок ВЭБ BZLF1 способен ин-

гибировать экспрессию антиапоптотических 

факторов BCL-2 и BclXL в CD4+ T-клетках 

в ходе литической фазы ВЭБ-инфекции [22, 32, 

54], а белок ВЭБ EBNA2 усиливает экспрессию 

антиапоптотических молекул BFL-1, BCL-XL, 

BCL-2 и MCL-1 в ходе пролиферации и иммор-

тализации B-клеток [25, 31, 53].

В повышении уровня мРНК BCL-XL опосре-

дованно участвует мембранный белок ВЭБ LMP2 

(latent membrane protein 2), активируя транскрип-

ционный фактор NF-κB, а также элементы Akt-

зависимого сигналинга [22, 39, 47], что приводит 

к повышению выживаемости клеток.

Острая фаза ВЭБ-инфекционного мононук-

леоза характеризовалась снижением уровней 

экспрессии мРНК CASP3-Σ, CASP7-Σ, что явно 

свидетельствует об ингибировании апоптотичес-

кого сигналинга в эффекторной стадии. Кроме 

того, нами впервые показано, что в острую фазу 

заболевания повышался уровень мРНК CASP-6 

beta/CASP6-NM_032992, которая ингибирует ак-

тивность основного функционального варианта 

эффекторной каспазы-6 [33].

Следует отметить, что ингибированию тер-

минальной стадии апоптотического сигналин-

га также способствует повышение уровней экс-

прессии мРНК ингибиторов каспаз — cIAP1/

BIRC2 (BIRC2-NM_001166) и XIAP (XIAP-NM_

001167).

Снижение уровней мРНК каспазы-3 и -7, 

и повышение экспрессии их ингибиторов cIAP 

и XIAP сохранялось и в фазе реконвалесценции 

при отсутствии клинических признаков заболе-

вания, что может являться фактором, облегчаю-

щим переход ВЭБ в латентную стадию и более 

успешную персистенцию вируса в организме. 

ВЭБ-ассоциированное ингибирование экспрес-

сии каспаз описано в литературе. Так, под влия-

нием ВЭБ-кодируемой микро-РНК группы BART 

происходит снижение экспрессии эффекторной 

каспазы-3 [24].

Острая фаза ВЭБ-инфекционного монону-

клеоза характеризовалась повышением уровней 

мРНК некоторых элементов NF-κB-опосре-

дованного сигналинга, направляющего клет-

ки преимущественно по пути выживания 

и про лиферации. Так, синхронно повышались 

уровни мРНК ключевых медиаторов (TRAF2-

NM_021138), активаторов (NIK/MAP3K14-Σ 

и NEMO/IKBKG-Σ) и эффекторов (NF-κB1-Σ, 

RELA-Σ и RELB-NM_006509) данного сигна-

линга. ВЭБ-ассоциированная активация NF-

κB-зависимого сигналинга подтверждается дан-

ными литературы. Так, мембранный белок ВЭБ 

LMP1 (latent membrane protein 1) по структурно-

функциональным особенностям сходен с ак-

тивным рецептором смерти TNFR1, иниции-

рующим NF-κB-опосредованный сигналинг [9, 

20, 21, 23, 40, 41].

Медиатор TRAF2 является ключевой мише-

нью для белка LMP1. Мутации или нокаут гена 

TRAF2 блокировали LMP1-опосредованную ак-

тивацию NF-κB [15, 16, 19, 29].

NIK/MAP4K14-опосредованная активация 

NF-κB также инициируется при участии LMP1 

[35].

Фактор NEMO/IKBKG (повышение уровня 

мРНК которого выявлялось нами в острой фазе 

заболевания) является важным активатором 

транскрипционного комплекса NF-κB1 в соста-

ве RelA/p65+NF-κB1/p50 [42].

ВЭБ-ассоциированная активация элементов 

транскрипционного комплекса NF-κB1 описа-

на в литературе на примере опухолевых линий. 

Так, в ВЭБ-трансформированных B-клетках при 

учас тии белка ВЭБ BARF1 повышалась экспрес-

сия RELA, усиливающая пролиферацию инфи-

цированных лимфоцитов [10, 11].
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В то же время ВЭБ-опосредованное повышение 

уровней мРНК RELB наблюдалось при реактива-

ции ВЭБ в клеточных линиях рака желудка [37].

В период реконвалесценции уровни мРНК 

ряда инициаторных (TRAF2-NM_021138, NIK/

MAP3K14-Σ) и эффекторных (p50/NFKB1-Σ, 

RELB-NM_006509) элементов NF-κB-зависи-

мого сигналинга оставались повышенными, что 

может быть обусловлено, с одной стороны, «оста-

точной» вирусиндуцированной активацией им-

мунокомпетентных клеток, которая, по данным 

литературы, может сохраняться на клеточном 

уровне длительное время после перенесенной 

инфекции [1], а с другой стороны, продолжени-

ем влияния ВЭБ-ассоциированных факторов, 

направленных на сохранение патогена в латент-

ном состоянии.

Заключение

С помощью разработанных нами ДНК-микро-

чипов проведен комплексный полуколичествен-

ный анализ экспрессии мРНК 450 генов — участ-

ников сигнальных каскадов апоптоза и вы-

живания в лейкоцитах крови детей при остром 

ВЭБ-ассоциированном мононуклеозе и в период 

реконвалесценции. Дизайн ДНК-микрочипа поз-

волял детектировать изменения, как суммарной 

экспрессии генов, так и уровней индивидуаль-

ных мРНК в рамках одного гена. Нами показано, 

что баланс уровней мРНК в острой фазе ВЭБ-

инфекционного мононуклео за смещался в сторо-

ну повышения экспрессии антиапоптотичес ких 

факторов и элементов NF-κB-зависимого сигна-

линга выживания, что может существенно уси-

ливать резистентность клеток к апоптозу. Уровни 

мРНК ряда элементов сигнальных путей апопто-

за и выживания оставались альтерированными 

в период реконвалесценции в отсутствие клини-

ческих признаков заболевания, что может указы-

вать на наличие отдаленных молекулярных по-

следствий ВЭБ-ассоциированного мононуклео за. 

Данные изменения могут обусловливаться, с одной 

стороны, пролонгированным иммунным ответом 

на инфекцию, а с другой стороны, происходить 

под влиянием ВЭБ-ассоциированных факторов, 

облегчающих персистенцию вируса в организ-

ме. Полученные данные расширяют существую-

щие представления о молекулярных механизмах 

патогенеза ВЭБ-инфекционного мононуклео-

за. Выявленные нами существенные изменения 

уровней экспрессии мРНК некоторых из изучен-

ных факторов дают основание предполагать их 

важную роль в патогенезе ВЭБ-инфекционного 

мононуклеоза. А сами факторы, в качестве допол-

нительных к уже имеющимся, могут использо-

ваться для комплексной оценки функционально-

го состояния лейкоцитов крови в ходе острой фазы 

заболевания и в период реконвалесценции. Кроме 

того, данные факторы являются перспективными 

с точки зрения катамнестических исследований 

детей групп риска после выписки из клиники для 

контроля эффективности лечения и уменьшения 

риска хронизации заболевания.
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