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ВВЕДЕНИЕ 
Эндогенные ретровирусы (ЭР) являются ча-

стью семейства Retroviridae, которое представ-
ляет собой многочисленное и многообразное се-
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РЕЗЮМЕ

Влияние различных факторов внешней среды опосредованно, через эпигенетические механизмы регуля-
ции экспрессии генов, способно приводить к активации эндогенных ретровирусов (ЭР) человека. 

Целью настоящего исследования явилось изучение возможности активации эндогенного ретровируса 
человека I класса HERV-E λ 4-1 (ЭР λ 4-1) в мононуклеарных клетках крови (МНК) здоровых лиц в 
результате воздействия УФО-излучения in vitro.

Материалы и методы. Суспензию индивидуальных образцов МНК доноров (20 х 106/мл) в среде 
RPMI-1640 подвергали УФО-облучению в течение 5 мин на УФО-излучателе при длине волны 340 нм 
и интенсивности излучения 50 Вт/м2. После облучения образцы клеток культивировали в течение 24 ч 
в полной культуральной среде в СО2-инкубаторе при 37 °С. Перед облучением, а также после него в 
образцах МНК определяли пролиферативную активность на основании включения меченного тритием 
тимидина, жизнеспособность, методом окраски трипановым синим, и экспрессию ЭР E λ 4-1 методом 
обратно-транскриптазной полимеразной цепной реакции. 

Основные результаты. УФО-облучение культур мононуклеарных клеток крови в течение 5 мин не 
приводило к изменению их жизнеспособности и функциональной активности. Исследование частоты 
случаев экспрессии гена env ЭР λ 4-1 в образцах МНК крови доноров до и после воздействия УФО-
излучения выявило различия данного показателя. Так, до воздействия УФО-излучения количество 
случаев экспрессии env ЭР λ 4-1 составило 6,16% (4/65 человек), тогда как после облучения его 
экспрессия определялась значительно чаще – в 24,62% случаев (16/65 человек), p < 0,05. Наряду с 
увеличением частоты экспрессии наблюдалось и повышение уровня мРНК гена env ЭР λ 4-1 с 87 (44; 120) 
усл. ед. опт. плотности до 264 (135; 306) усл. ед. опт. плотности, p < 0,05. 

Заключение. Воздействие УФО-излучения с интенсивностью 50 Вт/м2 в течение 5 мин на мононуклеарные 
клетки крови условно-здоровых лиц in vitro приводит к активации эндогенного ретровируса человека 
HERV-E λ 4-1: увеличению количества случаев его экспрессии и повышению уровня мРНК. 
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нонуклеарные клетки крови.
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мейство патогенных вирусов человека, животных 
и растений. Ретровирусы в геноме человека могут 
существовать в виде двух различных форм: ге-
нетических ýлементов хромосомной ДНК – ýн-
догенных ретровирусов, которые представляют 
собой интегрированную в виде провируса форму 
ýкзогенных, а также инфекционных горизонталь-
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но наследуемых РНК-содержащих ýкзогенных 
ретровирусов, передающихся от человека к че-
ловеку [1].

ЭР являются разновидностью ретротранспо-
зонов, мобильных ýлементов генома, входящих 
в состав так называемой junk (некодирующей, 
мусорной) ДНК, которые характеризуются на-
личием двух длинных концевых повторов (LTR), 
ограничивающих их последовательность (gag, 
pol, pro, env) и выполняющих роль альтернатив-
ного промотора и (или) ýнхансера. Они постоян-
но присутствуют в геноме, наследуются соглас-
но законам Менделя и составляют около 8–10% 
генома позвоночных, включая и человека [2, 3]. 
ЭР распределены в геноме в виде множества ко-
пий и фиксированы в ДНК всех клеток человека. 
Данные вирусы, как правило, представлены как 
полноразмерными, так и неполными последова-
тельностями со множеством стоп-кодонов, ин-
серций и делеций, что делает их функционально 
инертными [4]. Некоторые из них в то же вре-
мя репликационно компетентны, способны фор-
мировать структуру вириона, покидать клетку и 
инфицировать другие клетки. Причем ЭР с функ-
ционально активным геном env транскрипционно 
более активны, так как ýкспрессия env протеина 
обеспечивает их инфекционность [5, 6]. Согласно 
современной классификации, ЭР человека разде-
лены на три основных класса: γ- и έ-подобные 
– I класс, β-подобные – II класс и Spuma-по-
добные – III класс, на основании гомологии ба-
зовых последовательностей нуклеотидов с раз-
личными классами ýкзогенных ретровирусов. ЭР 
представлены более чем 50 семействами из 3 173 
последовательностей [7–9]. Каждое семейство 
представляет собой независимое событие инте-
грации в геном [10]. Систематизация ЭР основа-
на на специфичности тРНК сайтов связывания с 
праймерами, используемыми для начала обрат-
ной транскрипции, либо анализа локусов генов 
человека [11].  

Регуляция ýкспрессии ЭР является многоуров-
невой. Она осуществляется различными стрессо-
выми сигналами внешней среды – суперинфекцией 
ýкзогенными вирусами и простейшими микро-
организмами (HTLV-1, Herpes Simplex Virus-1, 
Epstein Barr Virus, Chlamydia trachomatis) [6, 
12–14], повреждением тканей, сопровождающим-
ся воспалением, цитотоксичностью и апоптозом 
клеток [4, 15], а также внутриклеточными меха-
низмами транскрипции (пулом факторов транс-
крипции – NF-κB, Interferon Regulatory Factor-1, 
3, 7, механизмами сплайсинга), гормональными 
изменениями. В результате ýтого происходит 

мобильная и специфичная модуляция ýпигене-
тических механизмов регуляции ýкспрессии ге-
нов (гипометилирование ДНК, деацетилирование 
и сумойляция гистонов, ýкспрессия микроРНК) 
[16, 17]. Снижение уровня метилирования ДНК 
и деконденсация структуры хроматина приводят 
к инициации инсерционного мутагенеза ЭР – ре-
тротранспозиции, вызывает их ýкспрессию, в ре-
зультате чего некоторые ЭР продуцируют вирус-
ные белки, обладающие иммуномодулирующими 
свойствами [18–21]. 

Активация ЭР наблюдается при многих за-
болеваниях человека, причем данные изменения 
происходят на самых ранних стадиях патологи-
ческого процесса, что позволяет рассматривать 
их как компонент патогенеза и ранний диагно-
стический маркер [22]. Несмотря на интенсивное 
изучение ЭР в течение последних лет, многие 
аспекты факторов и механизмов их активации, 
а также функции ЭР остаются не выясненными 
[21]. 

Учитывая ассоциацию ЭР со многими поли- 
ýтиологическими иммуноопосредованными забо-
леваниями – онкологическими [23], аутоиммунны-
ми [24], нейродегенеративными [25, 26], способ-
ность ЭР активироваться в результате воздействий 
ряда факторов внешней среды, целью настояще-
го исследования явилось изучение возможности 
активации ýндогенного ретровируса человека 
HERV-E λ 4-1 (ЭР λ 4-1) в мононуклеарных клет-
ках крови (МНК) условно здоровых лиц в резуль-
тате воздействия УФО-облучения in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В исследование были включены 65 условно 

здоровых лиц (35 мужчин и 30 женщин) в возрас-
те 31–45 лет из числа доноров Новосибирского 
центра крови. МНК выделяли при помощи цен-
трифугирования гепаринизированной венозной 
крови на градиенте плотности фиколла 1,078 г/см3 
(Lymphocyte separation medium, МР Biomedicals 
Inc., США) при 1 500 об./мин в течение 40 мин. 
Клетки, собранные из интерфазы, трехкратно от-
мывали в среде 199, осаждали центрифугирова-
нием и ресуспендировали в концентрации 20 х 
106/мл в полной культуральной среде RPMI-1640, 
содержащей 10% сыворотки крови человека АВ 
(IV), 10 мМ Hepes, 4 x 10–5 М 2-меркаптоýтано-
ла, 2 мМ L-глутамина, 40 мкг/мл гентамицина. 
Часть клеток каждого из образцов крови исполь-
зовали для определения исходной жизнеспособ-
ности (n = 21) и ýкспрессии ЭР λ 4-1, n = 65. 
Для исследования спонтанной пролиферативной 
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мейство патогенных вирусов человека, животных 
и растений. Ретровирусы в геноме человека могут 
существовать в виде двух различных форм: ге-
нетических ýлементов хромосомной ДНК – ýн-
догенных ретровирусов, которые представляют 
собой интегрированную в виде провируса форму 
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Bulletin of Siberian Medicine. 2018; 17 (1): 36–44 37

Оригинальные  статьи

но наследуемых РНК-содержащих ýкзогенных 
ретровирусов, передающихся от человека к че-
ловеку [1].

ЭР являются разновидностью ретротранспо-
зонов, мобильных ýлементов генома, входящих 
в состав так называемой junk (некодирующей, 
мусорной) ДНК, которые характеризуются на-
личием двух длинных концевых повторов (LTR), 
ограничивающих их последовательность (gag, 
pol, pro, env) и выполняющих роль альтернатив-
ного промотора и (или) ýнхансера. Они постоян-
но присутствуют в геноме, наследуются соглас-
но законам Менделя и составляют около 8–10% 
генома позвоночных, включая и человека [2, 3]. 
ЭР распределены в геноме в виде множества ко-
пий и фиксированы в ДНК всех клеток человека. 
Данные вирусы, как правило, представлены как 
полноразмерными, так и неполными последова-
тельностями со множеством стоп-кодонов, ин-
серций и делеций, что делает их функционально 
инертными [4]. Некоторые из них в то же вре-
мя репликационно компетентны, способны фор-
мировать структуру вириона, покидать клетку и 
инфицировать другие клетки. Причем ЭР с функ-
ционально активным геном env транскрипционно 
более активны, так как ýкспрессия env протеина 
обеспечивает их инфекционность [5, 6]. Согласно 
современной классификации, ЭР человека разде-
лены на три основных класса: γ- и έ-подобные 
– I класс, β-подобные – II класс и Spuma-по-
добные – III класс, на основании гомологии ба-
зовых последовательностей нуклеотидов с раз-
личными классами ýкзогенных ретровирусов. ЭР 
представлены более чем 50 семействами из 3 173 
последовательностей [7–9]. Каждое семейство 
представляет собой независимое событие инте-
грации в геном [10]. Систематизация ЭР основа-
на на специфичности тРНК сайтов связывания с 
праймерами, используемыми для начала обрат-
ной транскрипции, либо анализа локусов генов 
человека [11].  
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происходят на самых ранних стадиях патологи-
ческого процесса, что позволяет рассматривать 
их как компонент патогенеза и ранний диагно-
стический маркер [22]. Несмотря на интенсивное 
изучение ЭР в течение последних лет, многие 
аспекты факторов и механизмов их активации, 
а также функции ЭР остаются не выясненными 
[21]. 

Учитывая ассоциацию ЭР со многими поли- 
ýтиологическими иммуноопосредованными забо-
леваниями – онкологическими [23], аутоиммунны-
ми [24], нейродегенеративными [25, 26], способ-
ность ЭР активироваться в результате воздействий 
ряда факторов внешней среды, целью настояще-
го исследования явилось изучение возможности 
активации ýндогенного ретровируса человека 
HERV-E λ 4-1 (ЭР λ 4-1) в мононуклеарных клет-
ках крови (МНК) условно здоровых лиц в резуль-
тате воздействия УФО-облучения in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В исследование были включены 65 условно 

здоровых лиц (35 мужчин и 30 женщин) в возрас-
те 31–45 лет из числа доноров Новосибирского 
центра крови. МНК выделяли при помощи цен-
трифугирования гепаринизированной венозной 
крови на градиенте плотности фиколла 1,078 г/см3 
(Lymphocyte separation medium, МР Biomedicals 
Inc., США) при 1 500 об./мин в течение 40 мин. 
Клетки, собранные из интерфазы, трехкратно от-
мывали в среде 199, осаждали центрифугирова-
нием и ресуспендировали в концентрации 20 х 
106/мл в полной культуральной среде RPMI-1640, 
содержащей 10% сыворотки крови человека АВ 
(IV), 10 мМ Hepes, 4 x 10–5 М 2-меркаптоýтано-
ла, 2 мМ L-глутамина, 40 мкг/мл гентамицина. 
Часть клеток каждого из образцов крови исполь-
зовали для определения исходной жизнеспособ-
ности (n = 21) и ýкспрессии ЭР λ 4-1, n = 65. 
Для исследования спонтанной пролиферативной 
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активности (n = 21) другую часть клеточной су-
спензии разводили полной культуральной средой 
до концентрации 2 х 106/мл, затем культивиро-
вали в круглодонных 96-луночных планшетах 
(Linbro, США) в концентрации 100 x 103 клеток 
на лунку. Далее третью часть клеток ýтих же 
образцов (20 х 106/мл) подвергали УФО-облу-
чению в течение 0–10 мин на УФО-излучате-
ле (Pharmacia LKB, Франция) при длине волны  
340 нм и интенсивности излучения 50 Вт/м2. По-
сле облучения клеточную суспензию разводили 
полной культуральной средой до концентрации 
2 х 106/мл и культивировали в течение 24 ч. Çа-
тем в данных образцах МНК также определяли 
пролиферативную активность, жизнеспособность 
и ýкспрессию ЭР λ 4-1.

Для оценки жизнеспособности МНК исследуе-
мые образцы крови окрашивали 0,5%-м раствором 
трипанового синего, подсчитывали процентное 
содержание неокрашенных и окрашенных клеток. 

Оценка пролиферативной активности МНК. 
Культивирование клеток проводили в СО

2
-инку-

баторе при 37 оС в атмосфере, содержащей 5% 
СО

2 
и 95% воздуха в течение 24 ч, в триплетах. 

Çа 18 ч до окончания периода культивирования 
во все лунки добавляли по 1 мкКю 3Н-тимидина. 
Çатем клетки собирали на стеклянно-волокни-
стые фильтры (Flow Lab.) с помощью аппарата 
Harvester (TITERTEK). Фильтры помещали во 
флаконы для сцинтиллятора, наполненные рас-
твором, содержащим 4 г дифенилоксазола и 0,1 г  
дифенил-оксазолилбензола на 1 л толуола, и под-
считывали радиоактивность в жидкостном сцин-
тилляционном счетчике «Дельта» (США). Резуль-
таты оценивали в имп/мин на 100 x 103 клеток.

Выделение геномной РНК. Геномную РНК полу-
чали методом фенольной ýкстракции с использова-
нием тест-системы ВектоРНК – ýкстракция («Век-
тор-Бест», г. Новосибирск). С ýтой целью 200 мкл  
клеточной суспензии, содержащей 4 х 106 клеток, 
смешивали с 200 мкл 4М раствора гуанидинтио-
ционата и 4 мкл РНК-носителя с концентрацией  
0,5 мг/мл, встряхивали на «Вортексе» в течение 15 с  
и охлаждали в снежной бане в течение 10 мин. Çа-
тем добавляли 200 мкл смеси фенол – хлороформ –  
изоамиловый спирт в соотношении 25 : 24 : 1 по 
объему и ýнергично встряхивали в течение 1 мин. 
Далее пробирки со смесью замораживали при  
–18 °С в течение 40 мин. После разморажива-
ния смесей пробирки центрифугировали при  
12 000 об./мин в течение 5 мин и собирали вод-
ную фазу, замеряя ее объем, добавляли 0,10 часть 
по объему 2М раствора ацетата натрия, рН 4,5, 
и равный объему водной фазы объем изопропи-

лового спирта. Растворы тщательно перемешива-
ли и замораживали при –18 °С в течение ночи. 
После размораживания полученную РНК оса-
ждали центрифугированием при 12 000 об./мин  
в течение 5 мин, супернатант удаляли пипет-
кой, а к осадку добавляли 100 мкл 75%-го ýти-
лового спирта, предварительно охлажденного до 
–18 °С. Раствор РНК вновь центрифугировали, 
супернатант удаляли, а осадок подсушивали при 
45 °С и растворяли в 12 мкл DEPC-обработанной 
воды, свободной от РНКаз.

Ревертирование РНК и амплификация ДНК.  
К раствору РНК добавляли 3 мкл раствора слу-
чайных праймеров (OligoDT

12–18
) c оптической 

плотностью 1 о.е. Полученный раствор инкуби-
ровали в термостате при 65 °С в течение 15 мин, 
затем охлаждали при –18 °С в течение 15 мин. 
После ýтого в каждую пробирку с РНК добавля-
ли по 25 мкл раствора для ревертирования, состо-
ящего из 2 мкл MnCl

2
, 1,5 мкл (75 ед.) обратной 

транскриптазы M – MuLV RT, 4 мкл 10-кратно-
го буфера для обратной транскриптазы, 9,5 мкл  
деионизированной воды, 8 мкл смеси 20 мМ 
динуклеотидтрифосфатов (АTP, TTP, GTP, CTP), 
1 мкл раствора ингибитора РНКаз (20 ед/мкл) и 
инкубировали в термостате при 37 °С в течение 
60 мин, далее нагревали при 95 °С в течение 5 
мин и замораживали при –18 °С в течение ночи. 
Амплификацию полученной ДНК осуществляли 
в программируемом амплификаторе «Терцик» 
(«ДНК-технологии», г. Москва) с использованием 
пар олигонуклеотидных праймеров к гену env ЭР λ 
4-1 (sense: AGAGCCTACATTCGTTTAC, antisense: 
ACCGTATGATCCGATTGAG), гомологичных 
консервативным участкам антипараллельных це-
пей ДНК. Для проведения амплификации ДНК в 
каждую пробирку добавляли по 5 мкл 10-кратного 
буфера для Taq ДНК-полимеразы, 2 мкл 100 мМ  
раствора MgCl

2
, 2 мкл смеси 8 мМ динуклеотидтри-

фосфатов, 1 мкл Taq ДНК-полимеразы (1 ед/мкл),  
по 2 мкл праймеров (sense, antisense, 1 о.е./мл),  
2 мкл исследуемой ДНК, 34 мкл деионизирован-
ной воды. Сверху на полученную смесь наслаивали  
10 мкл минерального масла. Для контроля реак-
ции проводили амплификацию всех исследуемых 
образцов с праймерами β-актина. Продукты ам-
плификации анализировали методом ýлектрофо-
реза в 2%-м геле агарозы с добавлением 0,00001% 
бромистого ýтидия («ВектоДНК–ЭФ», «Вектор–
Бест», г. Новосибирск). Для ýтого 9 мкл каждого 
образца кДНК, полученного в результате прове-
дения амплификации, смешивали с 1 мкл 10-крат-
ного буфера для нанесения образцов, состоящего 
из 50%-го раствора глицерина, 0,25%-го раствора 
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бромфенолового синего, 0,25%-го раствора кси-
ленцианола. Полученную смесь вносили в карма-
ны геля. Первый карман геля заполнялся 10 мкл 
раствора контрольных фрагментов ДНК, во вто-
рой вносили отрицательный контрольный обра-
зец, представляющий собой реакционную смесь, 
в которую вместо исследуемой кДНК добавлено 
соответствующее количество деионизированной 
воды. Электрофорез проводили в трис-ацетатном 
буфере при напряжении 15 В/см геля. Получен-
ный фрагмент кДНК соответствующего размера 
(274 п.н.) выявляли в виде дискретной полосы по-
сле ýлектрофоретического разделения молекул. 
Положительными считали образцы с наличием 
в геле видимой полосы кДНК, соответствующей 
ожидаемому размеру ампликона. Продукты ам-
плификации визуализировали на денситометре 
Pharmacia LKB. Полуколичественная оценка ре-
зультатов проводилась с использованием про-
граммы Image Master VDS Software (США). Ре-
зультаты выражали в условных (относительных) 
единицах оптической плотности.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием методов описательной стати-
стики, сравнительного анализа, пакета программ 
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США). Для оценки 

статистической значимости различий при ана-
лизе повторных наблюдений применялся крите-
рий McNemar, парный критерий Вилкоксона для 
двух зависимых групп. Результаты представлены 
в виде медианы и интервала между 1 и 4 квар-
тилями (Ме (25%; 75%)). Различия считали до-
стоверными при значениях достигнутого уровня 
статистической значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В серии предварительных ýкспериментов оце-

нивали влияние различных доз УФО-излучения 
на жизнеспособность и пролиферативную актив-
ность МНК крови с целью определения макси-
мальной дозы излучения, не приводящей к из-
менению пролиферативной активности и гибели 
клеток. Результаты исследования жизнеспособ-
ности МНК при воздействии УФО-излучения 
представлены в табл. 1.

Оценка жизнеспособности МНК крови под 
действием УФО-излучения выявила гибель зна-
чительного количества клеток при времени облу-
чения 10 мин.

Результаты изучения пролиферативной актив-
ности МНК представлены в табл. 2.

Т а б л и ц а  1 

Жизнеспособность мононуклеарных клеток крови условно здоровых лиц при воздействии УФО-излучения,  
Ме (25%; 75%)

Параметр Время облучения, мин

0 1 3 5 10

Содержание жизнеспособных 
клеток, % 97 (97; 99) 97 (96; 98) 97 (95; 98) 94 (92; 95) 64 (58; 70)*

* статистическая значимость различий p < 0,05 (критерий Вилкоксона), n = 21 (здесь и в табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Пролиферативная активность мононуклеарных клеток крови условно здоровых лиц при воздействии УФО-излучения,  
Ме (25%; 75%)

Параметр Время облучения, мин

0 1 3 5 10

Удельная 
радиоактивность, имп./
мин 1 526 (821; 2 532) 1 758 (834; 2 770) 1 619 (921; 2 350) 1 370 (656; 2 345) 344 (156; 678)*

Полученные результаты также свидетель-
ствуют об изменении параметров пролифера-
тивной активности МНК крови при воздействии 
УФО-излучения при времени ýкспозиции 10 мин. 
Максимальным временем воздействия на клетки, 
не приводящим к изменению параметров жиз-
неспособности и пролиферативной активности, 

явился период облучения продолжительностью  
5 мин. Далее облучение клеток для выявления 
ýкспрессии ЭР λ 4-1 проводилось в течение дан-
ного периода времени.

Активацию ЭР λ 4-1 оценивали на основании 
исследования ýкспрессии его гена env. Перед ис-
следованием ýкспрессии env ЭР λ 4-1 в образцах 
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активности (n = 21) другую часть клеточной су-
спензии разводили полной культуральной средой 
до концентрации 2 х 106/мл, затем культивиро-
вали в круглодонных 96-луночных планшетах 
(Linbro, США) в концентрации 100 x 103 клеток 
на лунку. Далее третью часть клеток ýтих же 
образцов (20 х 106/мл) подвергали УФО-облу-
чению в течение 0–10 мин на УФО-излучате-
ле (Pharmacia LKB, Франция) при длине волны  
340 нм и интенсивности излучения 50 Вт/м2. По-
сле облучения клеточную суспензию разводили 
полной культуральной средой до концентрации 
2 х 106/мл и культивировали в течение 24 ч. Çа-
тем в данных образцах МНК также определяли 
пролиферативную активность, жизнеспособность 
и ýкспрессию ЭР λ 4-1.

Для оценки жизнеспособности МНК исследуе-
мые образцы крови окрашивали 0,5%-м раствором 
трипанового синего, подсчитывали процентное 
содержание неокрашенных и окрашенных клеток. 

Оценка пролиферативной активности МНК. 
Культивирование клеток проводили в СО

2
-инку-

баторе при 37 оС в атмосфере, содержащей 5% 
СО

2 
и 95% воздуха в течение 24 ч, в триплетах. 

Çа 18 ч до окончания периода культивирования 
во все лунки добавляли по 1 мкКю 3Н-тимидина. 
Çатем клетки собирали на стеклянно-волокни-
стые фильтры (Flow Lab.) с помощью аппарата 
Harvester (TITERTEK). Фильтры помещали во 
флаконы для сцинтиллятора, наполненные рас-
твором, содержащим 4 г дифенилоксазола и 0,1 г  
дифенил-оксазолилбензола на 1 л толуола, и под-
считывали радиоактивность в жидкостном сцин-
тилляционном счетчике «Дельта» (США). Резуль-
таты оценивали в имп/мин на 100 x 103 клеток.

Выделение геномной РНК. Геномную РНК полу-
чали методом фенольной ýкстракции с использова-
нием тест-системы ВектоРНК – ýкстракция («Век-
тор-Бест», г. Новосибирск). С ýтой целью 200 мкл  
клеточной суспензии, содержащей 4 х 106 клеток, 
смешивали с 200 мкл 4М раствора гуанидинтио-
ционата и 4 мкл РНК-носителя с концентрацией  
0,5 мг/мл, встряхивали на «Вортексе» в течение 15 с  
и охлаждали в снежной бане в течение 10 мин. Çа-
тем добавляли 200 мкл смеси фенол – хлороформ –  
изоамиловый спирт в соотношении 25 : 24 : 1 по 
объему и ýнергично встряхивали в течение 1 мин. 
Далее пробирки со смесью замораживали при  
–18 °С в течение 40 мин. После разморажива-
ния смесей пробирки центрифугировали при  
12 000 об./мин в течение 5 мин и собирали вод-
ную фазу, замеряя ее объем, добавляли 0,10 часть 
по объему 2М раствора ацетата натрия, рН 4,5, 
и равный объему водной фазы объем изопропи-

лового спирта. Растворы тщательно перемешива-
ли и замораживали при –18 °С в течение ночи. 
После размораживания полученную РНК оса-
ждали центрифугированием при 12 000 об./мин  
в течение 5 мин, супернатант удаляли пипет-
кой, а к осадку добавляли 100 мкл 75%-го ýти-
лового спирта, предварительно охлажденного до 
–18 °С. Раствор РНК вновь центрифугировали, 
супернатант удаляли, а осадок подсушивали при 
45 °С и растворяли в 12 мкл DEPC-обработанной 
воды, свободной от РНКаз.

Ревертирование РНК и амплификация ДНК.  
К раствору РНК добавляли 3 мкл раствора слу-
чайных праймеров (OligoDT

12–18
) c оптической 

плотностью 1 о.е. Полученный раствор инкуби-
ровали в термостате при 65 °С в течение 15 мин, 
затем охлаждали при –18 °С в течение 15 мин. 
После ýтого в каждую пробирку с РНК добавля-
ли по 25 мкл раствора для ревертирования, состо-
ящего из 2 мкл MnCl

2
, 1,5 мкл (75 ед.) обратной 

транскриптазы M – MuLV RT, 4 мкл 10-кратно-
го буфера для обратной транскриптазы, 9,5 мкл  
деионизированной воды, 8 мкл смеси 20 мМ 
динуклеотидтрифосфатов (АTP, TTP, GTP, CTP), 
1 мкл раствора ингибитора РНКаз (20 ед/мкл) и 
инкубировали в термостате при 37 °С в течение 
60 мин, далее нагревали при 95 °С в течение 5 
мин и замораживали при –18 °С в течение ночи. 
Амплификацию полученной ДНК осуществляли 
в программируемом амплификаторе «Терцик» 
(«ДНК-технологии», г. Москва) с использованием 
пар олигонуклеотидных праймеров к гену env ЭР λ 
4-1 (sense: AGAGCCTACATTCGTTTAC, antisense: 
ACCGTATGATCCGATTGAG), гомологичных 
консервативным участкам антипараллельных це-
пей ДНК. Для проведения амплификации ДНК в 
каждую пробирку добавляли по 5 мкл 10-кратного 
буфера для Taq ДНК-полимеразы, 2 мкл 100 мМ  
раствора MgCl

2
, 2 мкл смеси 8 мМ динуклеотидтри-

фосфатов, 1 мкл Taq ДНК-полимеразы (1 ед/мкл),  
по 2 мкл праймеров (sense, antisense, 1 о.е./мл),  
2 мкл исследуемой ДНК, 34 мкл деионизирован-
ной воды. Сверху на полученную смесь наслаивали  
10 мкл минерального масла. Для контроля реак-
ции проводили амплификацию всех исследуемых 
образцов с праймерами β-актина. Продукты ам-
плификации анализировали методом ýлектрофо-
реза в 2%-м геле агарозы с добавлением 0,00001% 
бромистого ýтидия («ВектоДНК–ЭФ», «Вектор–
Бест», г. Новосибирск). Для ýтого 9 мкл каждого 
образца кДНК, полученного в результате прове-
дения амплификации, смешивали с 1 мкл 10-крат-
ного буфера для нанесения образцов, состоящего 
из 50%-го раствора глицерина, 0,25%-го раствора 
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бромфенолового синего, 0,25%-го раствора кси-
ленцианола. Полученную смесь вносили в карма-
ны геля. Первый карман геля заполнялся 10 мкл 
раствора контрольных фрагментов ДНК, во вто-
рой вносили отрицательный контрольный обра-
зец, представляющий собой реакционную смесь, 
в которую вместо исследуемой кДНК добавлено 
соответствующее количество деионизированной 
воды. Электрофорез проводили в трис-ацетатном 
буфере при напряжении 15 В/см геля. Получен-
ный фрагмент кДНК соответствующего размера 
(274 п.н.) выявляли в виде дискретной полосы по-
сле ýлектрофоретического разделения молекул. 
Положительными считали образцы с наличием 
в геле видимой полосы кДНК, соответствующей 
ожидаемому размеру ампликона. Продукты ам-
плификации визуализировали на денситометре 
Pharmacia LKB. Полуколичественная оценка ре-
зультатов проводилась с использованием про-
граммы Image Master VDS Software (США). Ре-
зультаты выражали в условных (относительных) 
единицах оптической плотности.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием методов описательной стати-
стики, сравнительного анализа, пакета программ 
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США). Для оценки 

статистической значимости различий при ана-
лизе повторных наблюдений применялся крите-
рий McNemar, парный критерий Вилкоксона для 
двух зависимых групп. Результаты представлены 
в виде медианы и интервала между 1 и 4 квар-
тилями (Ме (25%; 75%)). Различия считали до-
стоверными при значениях достигнутого уровня 
статистической значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В серии предварительных ýкспериментов оце-

нивали влияние различных доз УФО-излучения 
на жизнеспособность и пролиферативную актив-
ность МНК крови с целью определения макси-
мальной дозы излучения, не приводящей к из-
менению пролиферативной активности и гибели 
клеток. Результаты исследования жизнеспособ-
ности МНК при воздействии УФО-излучения 
представлены в табл. 1.

Оценка жизнеспособности МНК крови под 
действием УФО-излучения выявила гибель зна-
чительного количества клеток при времени облу-
чения 10 мин.

Результаты изучения пролиферативной актив-
ности МНК представлены в табл. 2.

Т а б л и ц а  1 

Жизнеспособность мононуклеарных клеток крови условно здоровых лиц при воздействии УФО-излучения,  
Ме (25%; 75%)

Параметр Время облучения, мин

0 1 3 5 10

Содержание жизнеспособных 
клеток, % 97 (97; 99) 97 (96; 98) 97 (95; 98) 94 (92; 95) 64 (58; 70)*

* статистическая значимость различий p < 0,05 (критерий Вилкоксона), n = 21 (здесь и в табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Пролиферативная активность мононуклеарных клеток крови условно здоровых лиц при воздействии УФО-излучения,  
Ме (25%; 75%)

Параметр Время облучения, мин

0 1 3 5 10

Удельная 
радиоактивность, имп./
мин 1 526 (821; 2 532) 1 758 (834; 2 770) 1 619 (921; 2 350) 1 370 (656; 2 345) 344 (156; 678)*

Полученные результаты также свидетель-
ствуют об изменении параметров пролифера-
тивной активности МНК крови при воздействии 
УФО-излучения при времени ýкспозиции 10 мин. 
Максимальным временем воздействия на клетки, 
не приводящим к изменению параметров жиз-
неспособности и пролиферативной активности, 

явился период облучения продолжительностью  
5 мин. Далее облучение клеток для выявления 
ýкспрессии ЭР λ 4-1 проводилось в течение дан-
ного периода времени.

Активацию ЭР λ 4-1 оценивали на основании 
исследования ýкспрессии его гена env. Перед ис-
следованием ýкспрессии env ЭР λ 4-1 в образцах 
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МНК крови определяли качество выделения ДНК 
по наличию в них ДНК β-актина, представляю-
щего собой ген housekeeping, ýкспрессирующийся 
во всех клетках на постоянном уровне, незави-
симо от функционального статуса клетки. При 
амплификации с праймерами β-актина и после-
дующей ýлектрофоретической оценке результа-
тов все образцы периферической крови здоровых 
лиц демонстрировали наличие фрагмента ДНК 
соответствующего размера (462 п.н.), что свиде-
тельствовало о наличии ДНК во всех исследуе-
мых образцах (рис. 1).  

Таким образом, воздействие УФО-излучения 
с интенсивностью 50 Вт/м2 в течение 5 мин на 
МНК крови условно здоровых лиц приводит к 
активации ЭР λ 4-1.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что многие ЭР имеют ограниченную 

способность к транскрипции, так как, наряду с 
полноразмерными последовательностями, пред-
ставлены и неполными последовательностями с 
наличием стоп-кодонов, инсерций и делеций, что 
делает их функционально инертными. В то же 
время некоторые ЭР (15–30%) транскрипционно 

Рис. 3. Экспрессия env ЭР 4-1 в мононуклеарных 
клетках периферической крови доноров после 
воздействия УФО-облучения: линия 1 – маркер (100–
1 200 п.н.), линия 2 – контроль контаминации, линии 

3–12 – env ЭР λ 4-1 (274 п.н.)

Fig. 3.  Еnv ER λ 4-1 expression in mononuclear cells of 
donor peripheral blood after exposure to UV radiation: 
line 1 – marker (100–1 200 bps), line 2 – contamination 

control, lines 3–12 – env ER λ 4-1 (274 bps)

Рис. 1. Экспрессия β-актина в мононуклеарных клетках 
периферической крови доноров: линия 1 – маркер 
(100–1 200 п.н.), линия 2 – контроль контаминации, 

линии 3–12 – β-актин (462 п.н.)

Fig. 1.  β-actin expression in mononuclear cells of donor 
peripheral blood: line 1 – marker (100–1 200 bps), line 
2 – contamination control, lines 3–12-β-actin (462 bps)

Далее исследовали влияние УФО-излучения 
на активацию ЭР λ 4-1. Контрольную группу со-
ставили образцы МНК, которые культивирова-
ли в течение 24 ч, как было описано выше, без 
воздействия УФО-излучения. В опытной группе 
образцы МНК тех же доноров перед началом 
культивирования подвергали УФО-облучению. 
Определение количества случаев ýкспрессии env 
ЭР λ 4-1 в МНК крови образцов контрольной 
группы до и после культивирования не выявило 
различий данного показателя, который составил 
6,2% (4/65 человек), что согласуется с получен-
ными нами ранее данными, а также результатами 
других авторов [25, 27]. В то же время в МНК 
доноров до и после воздействия УФО-излучения 
наблюдалось увеличение данного параметра с 6,2  
до 24,6% (16/65 человек), (p = 0,0003, (McNemar)) 
(рис. 2, 3). Следовательно, воздействие УФО-из-
лучения на МНК условно здоровых лиц индуци-
рует в них ýкспрессию env ЭР λ 4-1.

Рис. 2. Экспрессия env ЭР λ 4-1 в мононуклеарных 
клетках периферической крови доноров до УФО-об- 
лучения: линия 1 – маркер (100–1 200 п.н.), линия 
2 – контроль контаминации, линии 3–12 – env ЭР λ 

4-1 (274 п.н.)

Fig. 2. Env ER λ 4-1 expression in mononuclear cells of 
donor peripheral blood before UV- irradiation: line 1 – 
marker (100–1 200 bps), line 2 – contamination control, 

lines 3–12 – env ER λ 4-1 (274 bps)
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активны, что подтверждается идентификацией их 
транскриптов в различных клетках и тканях [28]. 

HERV-E λ 4-1 – ЭР человека I класса, является 
репликационно компетентным, способным к про-
дукции белков, так как его аминокислотная после-
довательность (8,8 кБ) содержит открытые рамки 
считывания в регионах gag и env в хромосомах 
2q37, 8p23, 11q13, 17q11.2 [6]. Согласно данным 
литературы и результатам собственных исследо-
ваний,  ЭР λ 4-1 ýкспрессируется как в нормаль-
ных, так и патологических тканях, ассоциирован 
с рядом аутоиммунных заболеваний – системной 
красной волчанкой, рассеянным склерозом, рев-
матоидным артритом, причем частота и уровень 
его ýкспрессии в мононуклеарных клетках крови 
больных коррелируют с активностью заболевания. 
У условно здоровых лиц частота его ýкспрессии 
низка и, по-видимому, обусловлена наличием пер-
систирующих форм инфекций в популяции. Так-
же нами выявлено, что синтетический 17-амино-
кислотный полипептид, гомологичный env региону 
ЭР λ 4-1, обладает иммуномодулирующими свой-
ствами: стимулирует клеточный иммунный ответ, 
повышая уровень бласттрансформации культур 
МНК крови доноров как не стимулированных, так 
и обогащенных в результате митогенной стимуля-
ции Т-лимфоцитами. Увеличивает выраженность 
реакции гиперчувствительности замедленного типа 
к ýритроцитам барана у мышей (CBAxC57Bl/6)F1, 
повышая ýкспрессию и продукцию МНК крови ус-
ловно здоровых лиц ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-2, 
не изменяя при ýтом синтеза ИЛ-4 и ИЛ-10 in 
vitro [29, 30]. Эти данные обусловливают актуаль-
ность выявления факторов внешней среды, спо-
собных приводить к активации данного ЭР [6, 25, 
31]. Известно, что его транскрипция, будучи ре-
зультатом воздействия комплекса целлюлярных и 
ýкстрацеллюлярных факторов, регулируется уров-
нем метилирования LTR. Гипометилирование LTR 
ЭР λ 4-1 сопровождается его ýкспрессией, что 
характерно и для других ЭР [31, 32]. Учитывая, 
что УФО-излучение сопровождается изменением 
ýпигенетической регуляции ýкспрессии генов, мы 
исследовали возможность активации ЭР λ 4-1 у 
здоровых под влиянием УФО.

Воздействие УФО-излучения на клетки кро-
ви человека сопровождается целым рядом из-
менений их структуры и функции. Например, 
при УФО-облучении изменяется субмикроско-
пическая структура ýритроцитов, происходит 
потеря ионов К+, нарушаются их осмотические 
свойства; стимулируются фагоцитарная актив-
ность моноцитов и гранулоцитов, синтез Н

2
О

2
, 

активируются синтез iNOS и продукция ФНО-α 

нейтрофилами. Циркулирующие Т-лимфоциты 
высокочувствительны к УФО-иррадиации, в них 
происходит повреждение ДНК [33]. УФО-излу-
чение также приводит к снижению количества 
Тh-17, T(EMRA)(CD3=CD8+CD45RA+CD62L+) 
ýффекторных клеток памяти, NK-клеток и уве-
личению числа регуляторных Т-клеток CD4/
CD25/FoxP3 [34]. К воздействию УФО-излучения 
чувствительны и некоторые мобильные ýлементы 
генома: снижение уровня метилирования ДНК и 
деконденсация структуры хроматина ведут к ре-
активации данных ýлементов и наблюдаются при 
многих заболеваниях человека [22]. УФО-излу-
чение сопровождается многочисленными изме-
нениями ýпигенетической регуляции ýкспрессии 
генов. С одной стороны, глобальным ацетилиро-
ванием гистонов, с другой – локальным гипоа-
цетилированием Н3-гистона и р300, опосредо-
ванным воздействием на уровень метилирования 
ДНК-увеличением мобильности и уменьшением 
размера частиц протеин-аргинин метилтрансфе-
раз, ответственных за метилирование остатков 
аргинина [35], увеличением ýкспрессии 5-метил-
цитозина, вовлеченного в гидроксиметилирова-
ние ДНК [36], а также прямым изменением уров-
ня метилирования CpG [37]. 

Так как ýкспрессия ЭР изменяется в зависи-
мости от функционального состояния клетки, 
нами была выбрано время облучения, не приво-
дящее к изменению жизнеспособности и проли-
феративной активности МНК. Учитывая, что ýпи-
генетические механизмы регуляции ýкспрессии 
чувствительны к воздействию УФО-излучения и 
вовлечены в активацию ýндогенных ретровиру-
сов, индукция ýкспрессии ЭР λ 4-1 под действием 
УФО-излучения, выявленная в данном исследова-
нии, может быть обусловлена изменением ýпиге-
нетического статуса генома.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Воздействие УФО-излучения с интенсивно-

стью 50 Вт/м2 в течение 5 мин на мононуклеар-
ные клетки крови условно здоровых лиц in vitro 
приводит к активации ýндогенного ретровируса 
человека HERV-E λ 4-1.
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МНК крови определяли качество выделения ДНК 
по наличию в них ДНК β-актина, представляю-
щего собой ген housekeeping, ýкспрессирующийся 
во всех клетках на постоянном уровне, незави-
симо от функционального статуса клетки. При 
амплификации с праймерами β-актина и после-
дующей ýлектрофоретической оценке результа-
тов все образцы периферической крови здоровых 
лиц демонстрировали наличие фрагмента ДНК 
соответствующего размера (462 п.н.), что свиде-
тельствовало о наличии ДНК во всех исследуе-
мых образцах (рис. 1).  

Таким образом, воздействие УФО-излучения 
с интенсивностью 50 Вт/м2 в течение 5 мин на 
МНК крови условно здоровых лиц приводит к 
активации ЭР λ 4-1.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что многие ЭР имеют ограниченную 

способность к транскрипции, так как, наряду с 
полноразмерными последовательностями, пред-
ставлены и неполными последовательностями с 
наличием стоп-кодонов, инсерций и делеций, что 
делает их функционально инертными. В то же 
время некоторые ЭР (15–30%) транскрипционно 

Рис. 3. Экспрессия env ЭР 4-1 в мононуклеарных 
клетках периферической крови доноров после 
воздействия УФО-облучения: линия 1 – маркер (100–
1 200 п.н.), линия 2 – контроль контаминации, линии 

3–12 – env ЭР λ 4-1 (274 п.н.)

Fig. 3.  Еnv ER λ 4-1 expression in mononuclear cells of 
donor peripheral blood after exposure to UV radiation: 
line 1 – marker (100–1 200 bps), line 2 – contamination 

control, lines 3–12 – env ER λ 4-1 (274 bps)

Рис. 1. Экспрессия β-актина в мононуклеарных клетках 
периферической крови доноров: линия 1 – маркер 
(100–1 200 п.н.), линия 2 – контроль контаминации, 

линии 3–12 – β-актин (462 п.н.)

Fig. 1.  β-actin expression in mononuclear cells of donor 
peripheral blood: line 1 – marker (100–1 200 bps), line 
2 – contamination control, lines 3–12-β-actin (462 bps)

Далее исследовали влияние УФО-излучения 
на активацию ЭР λ 4-1. Контрольную группу со-
ставили образцы МНК, которые культивирова-
ли в течение 24 ч, как было описано выше, без 
воздействия УФО-излучения. В опытной группе 
образцы МНК тех же доноров перед началом 
культивирования подвергали УФО-облучению. 
Определение количества случаев ýкспрессии env 
ЭР λ 4-1 в МНК крови образцов контрольной 
группы до и после культивирования не выявило 
различий данного показателя, который составил 
6,2% (4/65 человек), что согласуется с получен-
ными нами ранее данными, а также результатами 
других авторов [25, 27]. В то же время в МНК 
доноров до и после воздействия УФО-излучения 
наблюдалось увеличение данного параметра с 6,2  
до 24,6% (16/65 человек), (p = 0,0003, (McNemar)) 
(рис. 2, 3). Следовательно, воздействие УФО-из-
лучения на МНК условно здоровых лиц индуци-
рует в них ýкспрессию env ЭР λ 4-1.

Рис. 2. Экспрессия env ЭР λ 4-1 в мононуклеарных 
клетках периферической крови доноров до УФО-об- 
лучения: линия 1 – маркер (100–1 200 п.н.), линия 
2 – контроль контаминации, линии 3–12 – env ЭР λ 

4-1 (274 п.н.)

Fig. 2. Env ER λ 4-1 expression in mononuclear cells of 
donor peripheral blood before UV- irradiation: line 1 – 
marker (100–1 200 bps), line 2 – contamination control, 

lines 3–12 – env ER λ 4-1 (274 bps)
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активны, что подтверждается идентификацией их 
транскриптов в различных клетках и тканях [28]. 

HERV-E λ 4-1 – ЭР человека I класса, является 
репликационно компетентным, способным к про-
дукции белков, так как его аминокислотная после-
довательность (8,8 кБ) содержит открытые рамки 
считывания в регионах gag и env в хромосомах 
2q37, 8p23, 11q13, 17q11.2 [6]. Согласно данным 
литературы и результатам собственных исследо-
ваний,  ЭР λ 4-1 ýкспрессируется как в нормаль-
ных, так и патологических тканях, ассоциирован 
с рядом аутоиммунных заболеваний – системной 
красной волчанкой, рассеянным склерозом, рев-
матоидным артритом, причем частота и уровень 
его ýкспрессии в мононуклеарных клетках крови 
больных коррелируют с активностью заболевания. 
У условно здоровых лиц частота его ýкспрессии 
низка и, по-видимому, обусловлена наличием пер-
систирующих форм инфекций в популяции. Так-
же нами выявлено, что синтетический 17-амино-
кислотный полипептид, гомологичный env региону 
ЭР λ 4-1, обладает иммуномодулирующими свой-
ствами: стимулирует клеточный иммунный ответ, 
повышая уровень бласттрансформации культур 
МНК крови доноров как не стимулированных, так 
и обогащенных в результате митогенной стимуля-
ции Т-лимфоцитами. Увеличивает выраженность 
реакции гиперчувствительности замедленного типа 
к ýритроцитам барана у мышей (CBAxC57Bl/6)F1, 
повышая ýкспрессию и продукцию МНК крови ус-
ловно здоровых лиц ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-2, 
не изменяя при ýтом синтеза ИЛ-4 и ИЛ-10 in 
vitro [29, 30]. Эти данные обусловливают актуаль-
ность выявления факторов внешней среды, спо-
собных приводить к активации данного ЭР [6, 25, 
31]. Известно, что его транскрипция, будучи ре-
зультатом воздействия комплекса целлюлярных и 
ýкстрацеллюлярных факторов, регулируется уров-
нем метилирования LTR. Гипометилирование LTR 
ЭР λ 4-1 сопровождается его ýкспрессией, что 
характерно и для других ЭР [31, 32]. Учитывая, 
что УФО-излучение сопровождается изменением 
ýпигенетической регуляции ýкспрессии генов, мы 
исследовали возможность активации ЭР λ 4-1 у 
здоровых под влиянием УФО.

Воздействие УФО-излучения на клетки кро-
ви человека сопровождается целым рядом из-
менений их структуры и функции. Например, 
при УФО-облучении изменяется субмикроско-
пическая структура ýритроцитов, происходит 
потеря ионов К+, нарушаются их осмотические 
свойства; стимулируются фагоцитарная актив-
ность моноцитов и гранулоцитов, синтез Н

2
О

2
, 

активируются синтез iNOS и продукция ФНО-α 

нейтрофилами. Циркулирующие Т-лимфоциты 
высокочувствительны к УФО-иррадиации, в них 
происходит повреждение ДНК [33]. УФО-излу-
чение также приводит к снижению количества 
Тh-17, T(EMRA)(CD3=CD8+CD45RA+CD62L+) 
ýффекторных клеток памяти, NK-клеток и уве-
личению числа регуляторных Т-клеток CD4/
CD25/FoxP3 [34]. К воздействию УФО-излучения 
чувствительны и некоторые мобильные ýлементы 
генома: снижение уровня метилирования ДНК и 
деконденсация структуры хроматина ведут к ре-
активации данных ýлементов и наблюдаются при 
многих заболеваниях человека [22]. УФО-излу-
чение сопровождается многочисленными изме-
нениями ýпигенетической регуляции ýкспрессии 
генов. С одной стороны, глобальным ацетилиро-
ванием гистонов, с другой – локальным гипоа-
цетилированием Н3-гистона и р300, опосредо-
ванным воздействием на уровень метилирования 
ДНК-увеличением мобильности и уменьшением 
размера частиц протеин-аргинин метилтрансфе-
раз, ответственных за метилирование остатков 
аргинина [35], увеличением ýкспрессии 5-метил-
цитозина, вовлеченного в гидроксиметилирова-
ние ДНК [36], а также прямым изменением уров-
ня метилирования CpG [37]. 

Так как ýкспрессия ЭР изменяется в зависи-
мости от функционального состояния клетки, 
нами была выбрано время облучения, не приво-
дящее к изменению жизнеспособности и проли-
феративной активности МНК. Учитывая, что ýпи-
генетические механизмы регуляции ýкспрессии 
чувствительны к воздействию УФО-излучения и 
вовлечены в активацию ýндогенных ретровиру-
сов, индукция ýкспрессии ЭР λ 4-1 под действием 
УФО-излучения, выявленная в данном исследова-
нии, может быть обусловлена изменением ýпиге-
нетического статуса генома.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Воздействие УФО-излучения с интенсивно-

стью 50 Вт/м2 в течение 5 мин на мононуклеар-
ные клетки крови условно здоровых лиц in vitro 
приводит к активации ýндогенного ретровируса 
человека HERV-E λ 4-1.
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UVI-induced endogenous retrovirus HERV-E λ 4-1 expression  
in blood mononuclear cells 

Goldina I.A., Gaidul K.V., Kozlov V.A.
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ABSTRACT

The influence of various environmental factors indirectly, through the epigenetic mechanisms of regulation of 
gene expression, can lead to the activation of human endogenous retroviruses. The purpose of this study was 
to investigate the possibility of activation of the first class HERV-E λ 4-1 (ER λ 4-1) endogenous retrovirus as 
a result of exposure to UV radiation in vitro.

Materials and methods. Blood mononuclear cells (MNCs) of conditionally healthy individuals in a 
concentration of 20 x 106/ml were exposed to UV irradiation for 5 minutes on an ultraviolet radiator at a 
wavelength of 340 nm and a radiation intensity of 50 W/m2 in vitro. After irradiation, the cell samples were 
cultured for 24 hours in a complete culture medium in a CO2 incubator. Then, in these cell culture samples 
the proliferative activity, based on the incorporation of tritium labeled thymidine, a viability, by the trypan 
blue staining, and ER-E λ 4-1 expression by the reverse transcriptase polymerase chain reaction method, were 
determined.

The main results. UV irradiation of mononuclear cell cultures for 5 minutes did not leads to the changes in 
their viability and functional activity. The study of the of the env ER λ 4-1 gene expression frequency in the 
MNC of donor’s blood before and after the exposure to UV radiation revealed the differences in this index. 
Thus, before the exposure to UV radiation, the expression rate of env ER-λ 4-1 was 4.4% (2/45), whereas 
after the irradiation its expression was determined much more often  24% (11/45). Along with an increase in 
the expression frequency, an augmentation in the mRNA level of the env gene ER-λ 4-1  was also observed.

Conclusion. Thus, the exposure to ultraviolet radiation with the intensity of 50 W/m2 for 5 minutes on blood 
mononuclear cells of conditionally healthy individuals in vitro leads to activation of the human endogenous 
retrovirus HERV-E λ 4-1: an increase of its expression frequency and the level of mRNA.

Key words: human endogenous retrovirus HERV-E λ 4-1, activation, UV-irradiation, blood mononuclear 
cells. 
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РЕЗЮМЕ

Пороки развития головного мозга являются одной из частых причин возникновения эпилепсии в дет-
ском возрасте. У пациентов с пороками развития головного мозга эпилепсия диагностируется в 75–80% 
случаев. 

Лиссэнцефалия представляет собой кортикальную мальформацию, которая развивается в результате 
глобальных нарушений нейронально-глиальной миграции. В качестве вероятной ее причины рассма-
тривается ухудшение «транспортной» функции специфических астроцитов и радиальных глиальных 
волокон, участвующих в миграции зародышевых клеток. Отсутствие извилин в зрелом мозге (агирия) 
является морфологическим субстратом полной лиссэнцефалии, наличие лишь единичных, рудиментар-
ных и утолщенных извилин (пахигирия) – неполной лиссэнцефалии. Клинические проявления лиссэнце-
фалии представлены задержкой психомоторного развития, спастической тетраплегией и резистентной 
эпилепсией. 

Цель работы – изучить и сопоставить клинико-электрофизиологические и нейровизуализационные 
результаты обследования детей с лиссэнцефалией, оценить эффективность противоэпилептической те-
рапии и выявить частоту фармакорезистентных форм эпилепсии.

Материалы и методы. Проанализированы данные анамнеза, результаты неврологического осмотра, 
семиотика эпилептических приступов, данные нейровизуализационных и электрофизиологических ис-
следований 22 пациентов с лиссэнцефалией, которые проходили обследование и лечение в отделении 
психоневрологии Санкт-Петербургского государственного педиатрического медицинского университета 
в 2012–2015 гг. 

Результаты. При нейровизуализационном обследовании в равной степени выявлены пахигирия и аги-
рия, с преимущественной локализацией мальформации в лобных отделах головного мозга. В подавляю-
щем большинстве случаев при клиническом обследовании выявлено наличие моторного дефицита, ког-
нитивных и поведенческих нарушений. Дебют эпилептических приступов достоверно чаще наблюдался в 
возрасте до 6 мес. Чаще отмечались эпилептические спазмы и фокальные эпилептические приступы как 
со вторичной генерализацией, так и без нее. Корреляция нейровизуализационных и электроэнцефало-
графических данных отмечалась у половины обследованных детей.

Выводы. В терапии эпилептических приступов у пациентов преобладали препараты вальпроевой кис-
лоты. Результаты проведенного исследования свидетельствуют о том, что одной из частых причин 
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