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Пространственная организация хроматина в ядре имеет важное значение в функционировании ге-
нома и регуляции активности генов. Ядерная ламина и белки ламины, ассоциированные с ней, игра-
ют ключевую роль в этом процессе, а нарушение функций ламинов приводит к декомпактизации 
и  транскрипционной активации гетерохроматина, что связывают с синдромом преждевременно-
го старения. Теломеры в норме расположены на периферии ядра во многих типах клеток, а ядер-
ная ламина обеспечивает репликацию и стабильность теломер. Более того, заболевания, связанные 
с дефектами ламинов и теломер, имеют похожие проявления и напоминают физиологические при-
знаки старения. Особенно важно понимание динамики молекулярных изменений, связанных со ста-
рением, на организменном уровне. Целью работы было сравнить эффекты, вызванные мутацией 
ламина  В и процессом физиологического старения в герминальных тканях модельного организма 
Drosophila melanogaster. Мы показали, что нарушение локализации ламина В приводит к декомпакти-
зации гетерохроматина и активации транскрипции некоторых мобильных элементов и теломерных 
повторов. Кроме того, в клетках зародышевого пути у мутантов по ламину В наблюдались поврежде-
ния ДНК и появление признаков гомологичной рекомбинации в теломерах. Нарушение стабильно-
сти гетерохроматина, богатого повторами, может быть напрямую связано с дестабилизацией генома, 
гибелью герминальных клеток и стерильностью, наблюдаемых у исследуемых мутантов ламина  В. 
В процессе физиологического старения дрозофилы наблюдаются сходные явления в герминаль-
ных клетках, что указывает на тесную связь механизмов поддержания целостности гетерохроматина 
на периферии ядра с механизмами старения.
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Принятые сокращения: ChIP  – иммунопреципитация хроматина; RT  – обратная транскрипция; qPCR  – количе-
ственная ПЦР; DAPI – 4′,6-диамидино-2-фенилиндол; TUNEL – внесение концевой метки dUTP с помощью терми-
нальной дезоксинуклеотидилтрансферазы; H3K9me3 – триметилированная форма лизина 9 гистона 3.
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ВВЕДЕНИЕ

Процесс старения клеток на молекуляр-
ном уровне ассоциирован с декомпактизацией 
гетерохроматина, активацией транскрипции 
в норме молчащих геномных повторов и нару-
шением гомеостаза теломер  [1]. Аналогичные 

признаки характерны для клеток с нарушения-
ми функций белков ламинов, ассоциированных 
с ядерной оболочкой. Такое наблюдение при-
вело к появлению концепции о ламинопатии 
как ключевом процессе старения клетки  [2]. 
На периферии ядра происходят важные про-
цессы, обеспечивающие стабильность генома. 
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В первую очередь это поддержание гомеоста-
за гетерохроматина, насыщенного повторами 
различной природы и потому склонного к эк-
топической рекомбинации. Ассоциация гете-
рохроматина с ядерной ламиной поддерживает 
его компактную структуру и обеспечивает ре-
комбинационную стабильность  [3]. Экспери-
ментальные факты, полученные в основном 
на клеточных моделях, подкрепляют важную 
роль белков ламинов в процессе старения и он-
когенеза  [4]. В процессе клеточного старения 
в сенесцентных клетках наблюдаются измене-
ния структуры хроматина, перераспределение 
ламина-ассоциированных доменов (ЛАД), ак-
тивация транскрипции гетерохроматиновых 
повторов и дисфункция теломер  [5,  6]. Нару-
шения функций ламинов приводят к сходным 
явлениям  [7,  8]. Однако причинно-следствен-
ные связи таких сложных процессов, как ста-
рение и ламинопатия, пока остаются далёкими 
от понимания.

Ламины являются структурными белками, 
ассоциированными с ядерной оболочкой, и 
участвуют в таких важных процессах, как под-
держание ядерной архитектуры, репликация и 
репарация ДНК, регуляция транскрипции [9]. 
Существует два основных типа ламинов: лами-
ны А/C и ламин В. Ламин A локализуется как 
на ядерной оболочке, так и в нуклеоплазме, а 
ламины В-типа находятся исключительно на 
периферии ядра. Оба типа ламинов участвуют 
в прикреплении к ядерной оболочке ЛАД, что 
лежит в основе организации ядерной архитек-
туры  [10]. Нокдаун обоих типов ламинов на 
клетках дрозофилы вызывал глобальные изме-
нения в укладке хроматина – компактизацию 
эухроматина и разрыхление гетерохромати-
на  [11]. Дисфункция ламинов ведёт не толь-
ко к структурным перестройкам генома, но и 
к  нарушениям процессов репликации и репа-
рации на периферии ядра  [5,  12-14]. Мутация 
гена LMNA человека, кодирующего ламин А, и 
приводящая к образованию усечённой формы 
ламина, вызывает ускоренное старение – про-
герию Хатчинсона – Гилфорда. Это заболева-
ние сопровождается нарушениями экспрес-
сии генов  [15] и укорочением теломер  [16]. 
Ламин В играет ключевую роль в обеспечении 
гомеостаза гетерохроматина, а нарушение взаи-
модействия ламина  В с гетерохроматиновы-
ми участками тесно связано с переходом кле-
ток в состояние сенесценции или клеточного 
старения  [17]. Теломеры также представляют 
собой гетерохроматиновые домены с преиму-
щественным расположением вблизи ядерной 
оболочки в клетках дрожжей и млекопитаю-
щих  [18]. Теломерные белки млекопитающих 

физически взаимодействуют с ламинами, ко-
торые обеспечивают локализацию теломер 
на периферии ядра и влияют на репарацию, 
репликацию и транскрипцию теломер  [2,  18]. 
Более того, заболевания, вызванные дефекта-
ми ламинов или теломер, имеют похожие про-
явления и напоминают признаки преждевре-
менного старения [19].

Можно ли рассматривать мутантов по ла-
минам у модельных объектов как модель ста-
рения на организменном уровне? Для ответа 
на этот вопрос необходимо выявить ключевые 
молекулярные процессы, ассоциированные с 
мутациями ламинов, и сравнить их с процес-
сами, происходящими при физиологическом 
старении на уровне организма. Такой под-
ход позволит найти новые диагностические 
маркеры старения и, возможно, метаболи-
ческие пути, воздействие на которые позво-
лит предотвратить преждевременное старе-
ние. Исследования на модельном объекте 
Drosophila melanogaster показали, что как при 
старении, так и при мутациях ламина  В про-
исходит декомпактизация гетерохроматина 
и активация мобильных элементов в сома-
тических тканях  [20,  21]. Различные воздей-
ствия, которые подавляют активность транс-
позонов и поддерживают гетерохроматин, 
приводят к увеличению продолжительности 
жизни, что служит аргументом в пользу ре-
тротранспозонной теории старения  [22]. Пов-
реждения ДНК также наблюдаются как при 
старении, так и у ламиновых мутантов дрозо-
филы  [20]. Несмотря на отсутствие полного 
понимания механизмов старения, очевидно, 
что дестабилизация гетерохроматиновой ча-
сти генома, связанной с ядерной перифе-
рией, является одним из важных признаков 
старения.

Исследования на D.  melanogaster выяви-
ли интересный факт: ноль-мутанты ламина  В 
жизнеспособны, но стерильны  [23], что ука-
зывает на его важную роль в процессе гамето-
генеза. В данной работе мы охарактеризовали 
влияние мутации ламина  B на структуру хро-
матина клеток зародышевой линии D. melano-
gaster. Мы  показали, что нарушение локали-
зации ламина  B в ядре приводит к активации 
экспрессии некоторых ретротранспозонов и 
теломерных повторов в герминальных клетках, 
а также к повышенному уровню гомологичной 
рекомбинации в теломерах. Сходные явления 
наблюдаются при физиологическом старении 
в зародышевой линии дрозофилы, что указы-
вает на тесную связь процессов, происходящих 
в гетерохроматине на периферии ядра, с меха-
низмами старения.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Линии D. melanogaster. В работе использо-
вана линия с мутацией ламина В LamA25pr1/CyO 
(коллекция линий дрозофилы Bloomington 
Drosophila Stock Center, BDSC, США, № 25092). 
Мутация вызвана сдвигом рамки считывания 
на С-конце и удалением CaaX-мотива. Линия 
iso-1 (y1; cn1 bw1 sp1) – это изогенизированная 
линия, использованная для секвенирования 
генома дрозофилы (коллекция BDSC, № 2057).

Вестерн-блот анализ и иммуноокрашивание. 
Для вестерн-блот анализа тотальные экстрак-
ты яичников разделяли в 8%-ном ПААГ и пе-
реносили на мембрану Immobilon-P («Merck 
Millipore», США). Визуализация сигнала про-
водилась с помощью системы Immun-Star AP 
detection system («Bio-Rad», США). Иммуно-
окрашивание тканей проводилось, как описано 
ранее  [24]. В работе использовали следующие 
первичные антитела: aнти-γ-тубулин («Sigma», 
США), анти-Lamin C (LC28.26, «Developmental 
Studies Hybridoma Bank», DSHB, США), анти-
Lamin  B (ADL84.12, DSHB), анти-HOAP  [25], 
анти-γH2Av («Rockland», США), анти-Rad51 
(«GeneTex», США). Использовали вторичные 
антитела с минимальной перекрёстной реак-
тивностью к IgG других видов, конъюгирован-
ные с Alexa Fluor («Jackson ImmunoResearch», 
США, разведение 1  :  500). ДНК окрашена 
DAPI (4′,6-диамидино-2-фенилиндол). Окрас-
ку яичников методом внесения концевой 
метки dUTP с помощью терминальной дезок-
синуклеотидилтрансферазы (Terminal deoxy-
nucleotidyl transferase dUTP nick end labeling, 
TUNEL) проводили согласно протоколу про-
изводителя (Click-iT™ TUNEL Alexa Fluor 
Imaging, «Invitrogen», США). Иммунофлуо-
ресцентные изображения были получены на 
конфокальном микроскопе Zeiss LSM  900 
(«ZEISS», Германия). Z-Стеки были сделаны 
с шагом 0,5  мкM. Обработка снимков прово-
дилась с использованием программы ImageJ. 
Для оценки колокализации сигналов γH2Av и 
Rad51 с теломерным белком HOAP было про-
анализировано 30–40 ядер из двух независимых 
образцов. Программная деконволюция была 
выполнена для оптических срезов на разных 
уровнях по оси z. Колокализация была оценена 
программным обеспечением ImageJ с исполь-
зованием плагина Colocalization. Порог пере-
крывания был установлен в размере 3 пикселя. 
Для статистической обработки и построения 
графиков использовалась программа GraphPad 
Prism  5.0 («GraphPad Software», США, https://
www.graphpad.com); попарное сравнение про-
водилось согласно U-тесту Манна – Уитни.

Обратная транскрипция (RT) и количествен-
ная ПЦР (qPCR). Тотальную РНК выделяли 
из яичников дрозофилы с использованием 
реагента ExtractRNA («Евроген», Россия). RT 
проводилась с 6-нуклеотидным праймером 
случайной последовательности и ревертазой 
M-MuLV («Биолабмикс», Россия). qPCR про-
водилась на приборе LightCycler  96 («Roche», 
Швейцария), цифровая ПЦР (dPCR) – на 
приборе QIAcuity Digital PCR System («Qiagen», 
США). Ген-специфичные праймеры, исполь-
зованные для qPCR: 
• rp49 

5′-ATGACCATCCGCCCAGCATAC-3′, 
5′-GCTTAGCATATCGATCCGACTGG-3′; 

• Pgd 
5′-CCAGAAGGGCACGGGCAA-3′, 
5′-CAGGGCAGACAGGCATCGC-3′; 

• HeT-A ORF 
5′-GGAGTGATGAGCGGCGGAAA-3′, 
5′-CCAGGCAAGCGGACAAACGA-3′; 

• HeT-A promoter 
5′-ACCACGCCCAACCCCCAA-3′, 
5′-GCTGGTGGAGGTACGGAGACAG-3′; 

• TART-B 
5′-CACACCCACACAATATAACGACA-3′, 
5′-CTGATTCGCTTGTGAATTGC-3′; 

• GATE 
5′-CATCACACGTTGTTGCACCGA-3′, 
5′-GCACTGCCAAGAAGGATAGCTCT-3′; 

• light 
5′-GAAAGATCAAAATGGGACAGA-3′, 
5′-TGAGCATAGTTGTTCGTAGGA-3′; 

• copia 
5′-CGACAGTGTGGAGGTTGTGCC-3′, 
5′-CTTGGAGACGCTTTACGGACAT-3′;

• 1731 
5′-ATGTTTGTGGAAGGTGGTTTCAGG-3′, 
5′-GCTTTTTCATCTTGGGATTGCC-3′; 

• 60D 
5′-CCAGCCGAGACGAGCACCATAAT-3′, 
5′-TTCCCCATCCTCGAGCCCTG-3′; 

• 42AB 
5′-CGTCCCAGCCTACCTAGTCA-3′, 
5′-ACTTCCCGGTGAAGACTCCT-3′; 

• 38C1 
5′-GATACTGGTTCTACGGTGCGAAAAAC-3′, 
5′-GTGCTTGTGTGCTGTGTGAG-3′. 

Рассчитывали стандартную ошибку средне-
го (SEM) для трёх биологических реплик. 
Статис тическая достоверность проверялась с 
помощью t-критерия Стьюдента (*  p  <  0,05–
0,01, ** p < 0,01–0,001, *** p < 0,001).

Иммунопреципитация хроматина (ChIP). 
ChIP проводили в соответствии с ранее опу-
бликованным протоколом  [26]. Хроматин, 
полученный из яичников дрозофилы, преци-
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питировали с антителами против гистона  H3, 
триметилированного по Lys9 (07-523, «Merck», 
Германия). Праймеры, использованные в 
ChIP-qPCR, перечислены в предыдущем раз-
деле. qPCR проводили с помощью прибора 
LightCycler 96 («Roche»). Обогащения при им-
мунопреципитации хроматина рассчитаны как 
проценты от исходного образца. Рассчитывали 
SEM для трёх биологических реплик. Стати-
стическая достоверность проверялась с помо-
щью t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В мутантах LamA25 происходят гибель гер-
минальных клеток и нарушения оогенеза. В ге-
номе дрозофилы присутствуют два гена лами-

нов, LamC, кодирующий ламин типа  A/C, и 
Lam или Dm0, кодирующий ламин  В. Для  ла-
минов характерно наличие C-концевого мо-
тива CaaX, который необходим для локали-
зации белков на внутренней поверхности 
ядерной мембраны  [27]. Мутация LamA25 вы-
звана сдвигом рамки трансляции на С-кон-
це; это не влияет заметно на размер белка, но 
нарушает CaaX-бокс, что приводит к делока-
лизации мутантного ламина  В в cоматических 
клетках [28]. В нейрональных тканях мутантов 
LamA25 наблюдали повреждение ДНК и гибель 
нейронов  [29]. Жизнеспособные мутанты ла-
мина В, в том числе LamA25, развиваются до ста-
дии имаго, но стерильны [23, 28]. Мы показали, 
что яичники LamA25 значительно редуцированы 
по сравнению с нормой, а процесс оогенеза 
останавливается на средних стадиях (рис. 1, а). 

Рис. 1. Мутация ламина В LamA25 приводит к нарушениям оогенеза у Drosophila. а – Общий вид яичников контрольной 
линии yw и мутантной LamA25. б – В линии LamA25 наблюдается отсутствие ламина В на ядерной оболочке питающих 
клеток. Иммуноокрашивание яичников с использованием антител к теломерному белку HOAP (красный цвет), лами-
нам С и В (зелёный цвет). ДНК окрашена DAPI (синий цвет). в – Вестерн-блот анализ экстрактов яичников линии yw 
и LamA25 с использованием антител к ламину В, ламину С и γ-тубулину в качестве контроля нанесения. г – Детекция 
фрагментированной ДНК с помощью TUNEL (зелёный цвет) выявляет гибель герминальных клеток и дегенерацию 
яйцевых камер в яичниках у мутантов LamA25 по сравнению с контрольной линией yw. Показаны яйцевые камеры на 
4 стадии оогенеза
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Иммуноокрашивание яичников с помо-
щью антител к N-концу ламина  В выявляет 
очень слабые сигналы мутантного белка в 
нуклеоплазме питающих клеток, в то вре-
мя как ламин  С остаётся на ядерной мембра-
не  (рис.  1,  б). Вестерн-блот анализ показал 
снижение количества ламина  В в яичниках 
мутантов LamA25, что указывает не только на 
его делокализацию, но и дестабилизацию, и 
совпадает с наблюдениями по иммуноокра-
шиванию белков (рис.  1,  б, в). Иммуноокра-
шивание теломер-специфичного белка HOAP 
показывает, что преимущественная локали-
зация теломер на периферии ядра не измени-
лась в мутантах LamA25 по сравнению с нормой 
(рис.  1,  б). Здесь необходимо отметить, что 
исследуемые в работе герминальные питаю-
щие клетки яичника имеют полиплоидный 
геном, но низкий уровень политении, в ре-
зультате чего теломерных сигналов детекти-
руется гораздо больше, чем число хромосом-
ных плеч. При этом на периферии ядра чётко 
выделяется крупный кластер теломер, скорее 
всего, принадлежащих гетерохроматиновым 
плечам хромосом. Окраска яичников методом 
TUNEL, который детектирует фрагментацию 
ДНК, выявила TUNEL-положительные клет-
ки в мутантах LamA25; при этом наблюдалась 
дегенерация целых яйцевых камер – морфо-
логических структур, где проходит оогенез 
(рис.  1,  г). Таким образом, делокализация и 
дестабилизация ламина  В вызывает ускорен-
ную гибель герминальных клеток и нарушения 
оогенеза.

В яичниках мутантов LamA25 снижается ком-
пактизация геномных повторов и увеличивает-
ся экспрессия ретротранспозонов и теломерных 
повторов. Чтобы выяснить, происходит ли 
изменение структуры хроматина в яичниках 
мутантов LamA25, был проведён анализ хрома-
тина методом ChIP-qPCR с использованием 
антител к модификации гистона H3K9me3, 
ассоциированной с неактивным хроматином. 
Наблюдается достоверное снижение гете-
рохроматиновой метки H3K9me3 на некото-
рых ретротранспозонах и в гетерохроматино-
вых локусах light, 42AB, 38C1, что указывает на 
декомпактизацию гетерохроматина (рис. 2, а).

Теломеры дрозофилы поддерживаются за 
счёт ретротранспозиций на концы хромосом 
специализированных теломерных ретротранс-
позонов, основными из которых являются 
HeT-A и TART  [30]. Несмотря на отсутствие 
теломеразы, многие компоненты и молеку-
лярные механизмы регуляции биогенеза те-
ломер дрозофилы сходны с таковыми у видов, 
использующих теломеразу  [31]. В том числе, 

для теломер характерна локализация на пе-
риферии ядра и гетерохроматиновая струк-
тура  [32]. У мутантов LamA25 наблюдается 
снижение H3K9me3 на теломерных повторах 
HeT-A и  TART (рис.  2,  а). Таким образом, де-
локализация ламина  В приводит к наруше-
нию структуры гетерохроматина, в том числе 
и теломерного гетерохроматина, в яичниках 
дрозофилы.

Затем мы проверили, меняется ли уровень 
транскрипции в тех районах, в которых на-
блюдается изменение состояния хроматина. 
Сравнение гомо- и гетерозиготных особей, не-
сущих мутацию LamA25, позволяет максималь-
но уменьшить влияние генетического фона и 
связанных с ним различий в числе копий мо-
бильных элементов и теломерных повторов. 
С помощью RT-qPCR было показано, что про-
исходит умеренное, но достоверное увеличе-
ние количества РНК некоторых ретротранс-
позонов и теломерных повторов в яичниках 
мутантов LamA25 (рис. 2, б). Для подтверждения 
дерепрессии теломерных повторов был прове-
дён более чувствительный анализ экспрессии 
с помощью обратной транскрипции, совме-
щённой с цифровой ПЦР, RT-dPCR, при этом 
использовался другой контроль для нормиров-
ки образцов. Такая дополнительная проверка 
подтвердила, что, действительно, происходит 
увеличение количества РНК теломерных по-
второв НеТ-А и TART в яичниках мутантов 
LamA25 (рис. 2, в).

В мутантах LamA25 наблюдается поврежде-
ние ДНК и появление маркеров гомологичной 
рекомбинации на периферии ядер герминаль-
ных клеток яичника. В норме теломеры дро-
зофилы преимущественно расположены на 
периферии ядер полиплоидных питающих 
клеток яичников [32]. Особенно крупное ско-
пление теломер наблюдается вблизи ядерной 
ламины питающих клеток в большом кла-
стере гетерохроматина, для которого харак-
терна более яркая окраска DAPI (рис.  1,  2). 
С помощью иммуноокрашивания фосфори-
лированной формы гистона H2Av (γH2Av) – 
маркера двунитевых разрывов ДНК и репли-
кативного стресса – мы оценили, как влияет 
мутация LamA25 на стабильность теломер и ге-
нома в целом в ядрах питающих клеток яич-
ников. В мутантных яичниках LamA25 наблю-
дается появление фокусов γH2Av, особенно 
хорошо заметных на периферии ядра. Часть 
сигналов HOAP – белка теломерного защит-
ного комплекса – пересекается с сигналами 
γH2Av, что говорит о повреждении теломерной 
ДНК или нарушении теломерного защитного 
комплекса (рис. 2, г).
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Рис. 2. См. подпись на стр. 1978
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Рис. 2. Мутация ламина В оказывает влияние на гетерохроматиновые локусы, ретротранспозоны и теломеры. а – ChIP 
на яичниках контрольной (yw) и мутантной (LamA25) линий D. melanogaster с антителами к H3K9me3 выявляет измене-
ния состояния хроматина теломерных повторов, ретротранспозонов и гетерохроматиновых (ГХ) локусов. Эухромати-
новый локус 60D использован как отрицательный контроль. Обогащения после ChIP рассчитаны как проценты от ис-
ходного образца. б – Сравнение количества транскриптов ретротранспозонов и теломерных повторов НеТ-А и TART 
с помощью RT-qPCR в тотальной РНК, выделенной из яичников LamA25 и содержащей мутацию в гетерозиготном 
(LamA25/+) или гомозиготном (LamA25/LamA25) состоянии. Нормировка образцов была проведена на количество тран-
скриптов гена домашнего хозяйства rp49. SEM посчитана для трёх независимых опытов. Звёздочки обозначают стати-
стическую достоверность (* p < 0,05–0,01, ** p < 0,01–0,001, *** p < 0,001). в – Изменение количества транскриптов (число 
раз) теломерных повторов НеТ-А и TART измерено с помощью RT-dPCR в яичниках гомозигот LamA25/LamA25 относи-
тельно гетерозигот LamA25/+. Нормировка образцов была проведена на количество транскриптов гена домашнего хозяй-
ства Pgd. Стандартное отклонение посчитано для 3 технических реплик. г – Иммуноокрашивание яичников с исполь-
зованием антител к теломерному белку HOAP (красный цвет) и маркеру повреждения ДНК – γH2Av (зелёный цвет). 
В ядрах питающих клеток яичника линии LamA25 наблюдается появление фокусов γH2Av в гетерохроматине и в теломе-
рах. Шкала 10 мкM. д – Иммуноокрашивание яичников с использованием антител к теломерному белку HOAP (крас-
ный цвет) и рекомбиназе Rad51 (зелёный цвет). В ядрах питающих клеток яичника линии LamA25 наблюдается акти-
вация рекомбинации в гетерохроматиновом блоке и в теломерах. ДНК окрашена DAPI (синий цвет). Шкала 10 мкM. 
е – Статистический анализ колокализации белков γH2Av или Rad51 с теломерным белком HOAP. *** p < 0,0001

Белок Rad51 является маркером рекомби-
нации и взаимодействует с однонитевой ДНК 
на стадии инвазии нити в процессе гомоло-
гичной рекомбинации. В клетках Drosophila 
активность Rad51 блокирована в гетерохро-
матиновых доменах, насыщенных повторами, 
для предотвращения эктопической рекомби-
нации [3]. В норме иммуноокрашивание Rad51 
практически не выявляет сигналов, в то вре-
мя как в мутантах LamA25 появляются крупные 
скопления Rad51 на периферии ядер питаю-
щих клеток. Особенно сильное окрашивание 
наблюдается в области кластера гетерохрома-
тина, отличающегося яркой окраской по DAPI 
(рис. 2, д). Сигналы теломерного белка HOAP 
в этой области перекрываются с сигналами 
Rad51. Статистический анализ колокализации 
белков γH2Av или Rad51 с теломерным бел-
ком HOAP выявил достоверное увеличение 
числа таких пересечений у мутантов LamA25 по 
сравнению с контролем (рис. 2, е). В совокуп-
ности наши данные показывают, что мутация 
LamA25 нарушает гомеостаз на периферии ядра, 
что приводит к декомпактизации гетерохро-
матина, активации транскрипции и процесса 
гомологичной рекомбинации, что угрожает 
целостности генома и приводит к гибели гер-
минальных клеток.

В результате старения дрозофилы увеличи-
вается экспрессия мобильных элементов и те-
ломерных повторов, и появляются признаки го-
мологичной рекомбинации в гетерохроматине 
герминальных клеток яичника. Ранее было по-
казано, что потеря репрессивных меток хро-
матина, ведущих к активации транскрипции 
ретротранспозонов, наблюдалась во время 
старения у дрожжей и мух [33, 34]. Мы решили 
проверить, как меняется состояние хроматина 
и транскрипция теломерных повторов и ре-
тротранспозонов в герминальных тканях дро-
зофилы в результате старения. Средняя продол-

жительность жизни D. melanogaster в природных 
популяциях составляет 55  дней  [35]. Мы  про-
водили исследование на изогенизированной 
линии iso-1, геном которой был секвенирован 
и аннотирован. Анализ хроматина методом 
ChIP-qPCR с использованием антител к моди-
фикации гистона H3K9me3 выявляет достовер-
ное снижение этой гетерохроматиновой метки 
на теломерных повторах в яичниках 50-днев-
ных мух (рис.  3,  а). Количество транскриптов 
теломерных повторов НеТ-А и TART, а так-
же некоторых ретротранспозонов достоверно 
увеличивается в яичниках 50-дневных мух по 
сравнению с 3-дневными (рис.  3,  б). Эти ре-
зультаты показывают, что при старении проис-
ходит декомпактизация хроматина и активация 
транскрипции ретротранспозонов и теломер-
ных повторов в яичниках D. melanogaster. Стоит 
отметить, что количественный уровень изме-
нений сопоставим с теми, которые наблюдают-
ся в мутантах LamA25.

Иммуноокрашивание яичников 3-днев-
ных самок практически не выявляет сигналов 
γH2Av и Rad51, в то время как у 50-дневных 
самок появляются многочисленные сигналы 
γH2Av, маркера повреждений ДНК, в ядрах пи-
тающих клеток, преимущественно на перифе-
рии ядер; некоторые сигналы γH2Av пересека-
ются с теломерным белком HOAP (рис. 3, в, д). 
Яркое иммуноокрашивание рекомбиназы 
Rad51 наблюдается в области гетерохроматина 
и в теломерах у 50-дневных самок (рис. 3, г, д). 
Окрашивание яичников с помощью метода 
TUNEL выявляет гибель герминальных клеток 
у самок 50-дневного возраста (рис. 3, е). 

Таким образом, при физиологическом ста-
рении в герминальных клетках происходят из-
менения гетерохроматина на периферии ядра, 
поразительно сходные с теми, которые мы на-
блюдаем у мутантов LamA25 с нарушенной ло-
кализацией ламина В.
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Рис. 3. В результате старения дрозофилы в герминальных клетках яичников активируется экспрессия ретротранспо-
зонов и теломерных повторов, а также появляются повреждения ДНК и признаки гомологичной рекомбинации в гете-
рохроматине. а – ChIP на яичниках 3-дневных и 50-дневных самок D. melanogaster линии iso-1 с антителами к H3K9me3 
выявляет изменения состояния хроматина теломерных повторов, ретротранспозонов и гетерохроматиновых (ГХ) ло-
кусов. б  –  Сравнение количества транскриптов ретротранспозонов и теломерных повторов с помощью RT-qPCR в 
тотальной РНК, выделенной из яичников 3-дневных и 50-дневных самок D. melanogaster линии iso-1. в, г – Иммуно-
окрашивание яичников 3-дневных и 50-дневных самок дрозофилы с использованием антител к теломерному белку 
HOAP (красный цвет) и γH2Av (зеленый цвет) (в) или рекомбиназе Rad51 (зелёный цвет) (г). В ядрах питающих клеток 
50-дневных самок наблюдаются сигналы гомологичной рекомбинации в теломерах и повреждения ДНК на периферии 
ядра и в теломерах. ДНК окрашена с помощью DAPI (синий цвет). д – Статистический анализ колокализации белков 
γH2Av или Rad51 с теломерным белком HOAP. *** p < 0,0001. е – Окрашивание яичников с помощью метода TUNEL 
(зелёный цвет) выявляет гибель герминальных клеток у самок 50-дневного возраста по сравнению с 3-дневными. По-
казаны яйцевые камеры на 6 стадии оогенеза. Шкала 10 мкM (в, г, е)
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

С понятием ламинопатии в основном свя-
зывают мутации ламина  А, которые приводят 
к изменениям укладки хроматина, нарушению 
процессов репликации и репарации, а так-
же к  дисфункции теломер  [5,  13,  18]. Во  мно-
гих организмах ламин  В выполняет сходные 
функции и играет особую роль в функцио-
нировании нейронов  [8,  36]. Скорее всего, 
присутствие нескольких типов ламинов со 
схожими свойствами может компенсиро-
вать дисфункцию одного из вариантов, но в 
то же время наблюдается клеточная и функ-
циональная специализация разных ламинов. 
Многочисленные данные указывают на важ-
нейшую роль ламина  В в процессе старения. 
С возрастом происходит постепенное сниже-
ние уровня ламина В за счёт его дестабилиза-
ции  [37,  38], что является причиной нейроде-
генерации и нарушений иммунной системы 
у дрозофилы  [38,  39]. Кроме того, на клетках 
млекопитающих было показано, что количе-
ство ламина  В1 резко снижается в сенесцент-
ных клетках  [40-42], что делает его важным 
маркером клеточного старения. Тот  факт, что 
мутации пролил-изомеразы PIN1 (белок Dodo 
у Drosophila), необходимой для поддержания 
структуры ламина  В, дестабилизируют гете-
рохроматин, подчёркивает важность струк-
турной целостности ламина  В в поддержании 
структуры гетерохроматина  [43]. В данной 
работе мы использовали мутацию ламина  В, 
которая нарушает локализацию белка на ядер-
ной оболочке. При этом происходит снижение 
уровня белка, что говорит о его дестабилиза-
ции, которая также наблюдается в процессе 
старения  [38]. Мутанты LamA25, у которых из-
менена локализация и уровень ламина В, явля-
ются перспективной моделью для изучения ме-
ханизмов старения на организменном уровне. 
Стоит отметить, что мутанты LamA25, как и дру-
гие жизнеспособные мутанты ламина  В, раз-
виваются до взрослого состояния, но стериль-
ны  [23,  28]. Это говорит о том, что контроль 
целостности генома в процессе гаметогенеза 
является наиболее жёстким, что обеспечива-
ет стабильность генетической информации 
в ряду поколений.

На данной модели мы исследовали изме-
нения, происходящие в ядрах питающих кле-
ток зародышевого пути. Несмотря на присут-
ствие в клетках ламина С, локализованного на 
ядерной мембране, в мутантах ламина В LamA25 
наблюдается декомпактизация гетерохромати-
новых локусов, ретротранспозонов и теломер, 
что сопровождается умеренным повышением 

уровня транскриптов некоторых мобильных 
элементов и теломерных повторов. Иммуно-
окрашивание теломерных маркеров не выяв-
ляет заметного смещения теломер от пери-
ферии ядра в мутантах LamA25. По-видимому, 
эффект мутации ламина В проявляется в нару-
шении формирования функционального ком-
партмента вблизи ядерной ламины, в то время 
как ламин С, присутствующий в герминальных 
клетках, может выполнять топологические 
функции. Кроме декомпактизации гетерохро-
матина и активации транспозонов, мы наблю-
даем мощное накопление рекомбиназы Rad51 в 
гетерохроматине при нарушении локализации 
ламина В, что указывает на активацию процес-
са рекомбинации. Белок Rad51, участвующий в 
гомологичной рекомбинации, незаменим при 
повреждениях ДНК в эухроматине, однако его 
активность в районах, богатых повторами, мо-
жет привести к эктопической рекомбинации и 
хромосомным перестройкам [44]. Существуют 
особые механизмы, до конца не изученные, 
которые разобщают процессы репарации пов-
реждений ДНК и гомологичной рекомбина-

Рис. 4. Мутация ламина В приводит к активации реком-
бинации в теломерах и гетерохроматине на периферии 
ядра (модель)



ЛАМИН В И СТАБИЛЬНОСТЬ ТЕЛОМЕР В ЗАРОДЫШЕВОЙ ЛИНИИ 1981

БИОХИМИЯ том 87 вып. 12 2022

ции в гетерохроматине [45, 46]. Показано, что 
на периферии ядра может идти безопасная ре-
парация ДНК в районах, обогащённых белком 
НР1 (heterochromatin protein 1), за счёт вытес-
нения Rad51 из этих участков  [47,  48]. Такой 
механизм направлен на предупреждение не-
законной рекомбинации между повторами, 
которыми богат гетерохроматин. То, что мы 
наблюдаем декомпактизацию гетерохроматина 
и появление признаков гомологичной реком-
бинации и повреждений ДНК в теломерах и на 
периферии ядра, говорит о разрушении такой 
инфраструктуры у мутантов ламина В (рис. 4). 
Интересно, что такие же признаки активации 
гомологичной рекомбинации в теломерах и 
в гетерохроматине наблюдаются в процессе 
физиологического старения в герминальных 
клетках дрозофилы. Накопление формы ги-
стона γH2Av в мозгах у мутантов PIN1, фак-
тора стабильности ламина В, Napoletano et al. 
объясняли появлением разрывов ДНК, вы-
званных мобилизацией транспозонов  [43]. 
У мутантов по ламинам также наблюдались 
признаки повреждения ДНК, причина кото-
рых неизвестна [29]. Наши данные указывают, 
что дестабилизация ламина В в герминальных 
клетках активирует механизм, связанный, ве-
роятно, с незаконной рекомбинацией между 
повторами, затрагивающей в первую очередь 
теломеры.

Какова связь между ламином  В и реком-
бинацией? Ламины играют важную роль в ре-
гуляции репарации ДНК  [5,  49]. На клетках 
человека показано, что рекомбиназа Rad51 
контактирует с ламином  B1, что способству-
ет залечиванию двунитевых разрывов ДНК 
и выживанию клеток, подвергнутых облу-
чению  [50]. По-видимому, в определённом 
геномном контексте ламин  В также может 
препятствовать взаимодействию Rad51 с гете-
рохроматином, чтобы избежать мутагенной ре-
комбинации повторов во время репарации или 
репликации. Предполагается, что активация 
транскрипции ретротранспозонов может быть 
причиной клеточного старения, однако суще-
ствование такой связи пока не доказано. Наши 
данные позволяют предположить, что экто-
пическая рекомбинация в гетерохроматине у 
мутантов по ламину В с нарушенной локализа-
цией белка может провоцировать гибель кле-
ток, которую мы наблюдали с использованием 
метода TUNEL. Возможно, что при старении 
и физиологической дестабилизации ламина  В 
происходят подобные процессы, приводящие к 
апоптозу или митотическому аресту с участием 

механизмов ответа на повреждение ДНК (DNA 
damage response). Интересно, что обычно про-
водят параллель между ламинопатией, которая 
вызывает глобальное изменение гетерохрома-
тина, и теломеропатией, которая затрагивает 
лишь теломеры. Можно предположить, что те-
ломеры являются особо чувствительным райо-
ном, реагирующим на изменения функций ла-
минов. Повышенный уровень рекомбинации, 
сопровождаемый повреждением ДНК, наблю-
дается в теломерах как у мутантов LamA25, так 
и в процессе старения, что может привести к 
хромосомным сшивкам. Разрывы теломерной 
ДНК, репликативный стресс и эктопическая 
рекомбинация теломерных повторов могут 
быть пусковым механизмом клеточной гибе-
ли при ламинопатии и старении. Подобное 
явление, которое может быть определено как 
«теломерный чекпойнт», мы наблюдали ранее 
при исследовании генетических нарушений, 
вызывающих, кроме прочих клеточных эф-
фектов, дисфункцию теломер у Drosophila [25]. 
В последнем случае наблюдалась митотиче-
ская катастрофа и остановка развития за счёт 
взаимодействия теломерных рибонуклео-
протеиновых комплексов с белками клеточ-
ного цикла. Дальнейшие исследования по-
могут прояснить сигнальную роль теломер в 
механизме клеточной гибели при ламинопатии 
и старении.
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LAMIN B DYSFUNCTION AND PHYSIOLOGICAL AGING 
CAUSE TELOMERE INSTABILITY IN THE DROSOPHILA GERMLINE

V. V. Morgunova1#, O. A. Sokolova1#, T. V. Sizova1, L. G. Malaev1,2, 
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Chromatin spatial organization in the nucleus is essential for the genome functioning and regulation of gene 
activity. The nuclear lamina and lamina-associated proteins, lamins, play a key role in this process. Lamin 
dysfunction leads to the decompaction and transcriptional activation of heterochromatin, which is associated 
with the premature aging syndrome. In many cell types, telomeres are located at the nuclear periphery, where 
their replication and stability are ensured by the nuclear lamina. Moreover, diseases associated with defects in 
lamins and telomeres have similar manifestations and resemble physiological aging. Understanding molecular 
changes associated with aging at the organismal level is especially important. In this study, we compared the 
effects caused by the mutation in lamin B and physiological aging in the germline of the model organism 
Drosophila melanogaster. We have shown that the impaired localization of lamin B leads to the heterochromatin 
decompaction and transcriptional activation of some transposable elements and telomeric repeats. Both DNA 
damage and activation of homologous recombination in the telomeres were observed in the germ cells of 
lamin B mutants. The instability of repeat-enriched heterochromatin can be directly related to the genome 
destabilization, germ cell death, and sterility observed in lamin B mutants. Similar processes were observed in 
Drosophila germline in the course of physiological aging, which indicates a close link between the maintenance 
of the heterochromatin stability at the nuclear periphery and mechanisms of aging.

Keywords: lamin B, telomeres, aging, germline, heterochromatin, retrotransposons, transcription, recombination, 
Rad51, γH2Av, Drosophila


