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Рецептор TIM-3, кодируемый геном HAVCR2 (Hepatitis A Virus Cellular Receptor 2), относится к
группе иммунологических “контрольных точек” (checkpoints) и выполняет важную роль в предот-
вращении развития аутоиммунных реакций. Этот рецептор экспрессируется на поверхности раз-
личных иммуноцитов. С одной стороны, роль TIM-3, представленного на Т-клетках, активно изу-
чается в контексте поиска перспективных терапевтических мишеней при иммунотерапии рака, с
другой стороны, его функции в клетках миелоидного ряда остаются малоизученными. Нами прове-
ден делеционный анализ промоторной области гена HAVCR2, функционально охарактеризован его
энхансер и изучено влияние ряда однонуклеотидных полиформизмов (SNP) на активность этих ре-
гуляторных элементов в релевантной модели макрофагоподобных клеток человека – активирован-
ной моноцитарной линии U937. Показано, что ассоциированные с развитием ряда патологий SNP
rs10515746(А) и rs4704853(А), находящиеся в промоторе гена HAVCR2, не влияют на активность это-
го регуляторного элемента в активированных моноцитах. Однако в энхансере, в третьем интроне ге-
на, находится SNP rs13360222, минорный T-вариант которого значимо снижает способность энхан-
сера активировать промотор HAVCR2, предположительно вследствие ослабления связывания ядер-
ного рецептора ESR2.
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ВВЕДЕНИЕ

Иммунологическая контрольная точка (immu-
nological checkpoint) TIM-3 ‒ белок, который изна-
чально был охарактеризован как маркер T-лимфо-
цитов, продуцирующих интерферон-γ (IFNγ). TIM-
3 играет ключевую роль в ингибировании Th1 им-
мунного ответа и продукции провоспалительных
цитокинов, таких как фактор некроза опухолей
(TNF) и IFNγ, поэтому дисрегуляция его экспрес-
сии может приводить к развитию аутоиммунных
патологий [1]. TIM-3 представлен на Т-лимфоци-

тах, а также на клетках врожденного иммунитета,
таких как макрофаги, дендритные клетки, есте-
ственные киллерные (NK) клетки и натуральные
Т-киллеры (NKT) [2]. T-клеточный TIM-3 актив-
но исследуют в качестве мишени при иммуноте-
рапии онкологических заболеваний, однако его
функции в других иммуноцитах изучены хуже.
Появляется все больше данных по ингибиторной
роли TIM-3 и в клетках миелоидного ряда диффе-
ренцировки. Например показано, что TIM-3, при
участии своего лиганда фосфатидилсерина, опо-
средует фагоцитоз апоптотических клеток и сти-

Сокращения: ChIP-Seq (chromatin immunoprecipitation-sequencing) ‒ иммунопреципитация хроматина с последующим сек-
венированием; ESR2 (estrogen receptor 2) ‒ β-рецептор эстрогена; HAVCR2 (hepatitis A virus cellular receptor 2) ‒ клеточный
рецептор-2 вируса гепатита А; NK (natural killer cell) ‒ естественные киллеры; PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) ‒ фор-
бол-12-миристат-13-ацетат; SNP (single-nucleotide polymorphism) ‒ однонуклеотидный полиморфизм; TIM-3 (T-cell immu-
noglobulin and mucin-domain containing protein 3) ‒ белок-3, содержащий Т-клеточный иммуноглобулин и муцин-домен;
TLR (Toll-like receptor) ‒ Toll-подобный рецептор; ТФ – транскрипционный фактор.
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мулирует кросс-презентацию антигена CD8+

дендритными клетками in vitro и in vivo [3]. Другой
лиганд TIM-3 – HMGB1 – играет важную роль в
осуществлении транспорта нуклеиновых кислот
в эндосомы для дальнейшего их распознавания
рецепторами врожденного иммунитета в денд-
ритных клетках. Так, инфильтрирующие опухоль
дендритные клетки экспрессируют повышенный
уровень TIM-3, который, связываясь с HMGB1,
блокирует его функции и таким образом супрес-
сирует опосредованный паттернраспознающими
рецепторами иммунный ответ против опухолевых
нуклеиновых кислот [4].

Yang с соавт. [5] показали, что TIM-3 ‒ негатив-
ный регулятор опосредованного Toll-подобными
рецепторами (TLR) иммунного ответа макрофагов.
Подавление экспрессии TIM-3 приводит к повы-
шенной активации макрофагов в эксперименталь-
ной мышиной модели сепсиса, что способствует
формированию системного воспалительного отве-
та, тогда как сверхэкспрессия TIM-3 в макрофагах
подавляет TLR-зависимую продукцию провоспа-
лительных цитокинов. В NK-клетках TIM-3 слу-
жит маркером их активации или созревания и мо-
жет подавлять NK-зависимую цитотоксичность
[6]. У пациентов с тяжелой формой меланомы по-
давление TIM-3 способствует восстановлению ак-
тивности NK-клеток [7]. В связи c широким спек-
тром функций TIM-3 на разных типах клеток де-
тальное изучение его роли в биологии не только
Т-лимфоцитов, но и других популяций иммуноци-
тов, в частности макрофагов, вовлеченных в про-
тивоопухолевый иммунный надзор, относится к
важной задаче современной онкоиммунологии.

Нами исследовано два однонуклеотидных по-
лиморфизма (SNP) промоторной области гена
HAVCR2, ассоциированных с риском развития
различных патологий: rs10515746 и rs4704853. Вы-
сокая частота минорного аллеля rs10515746(T) на-
блюдается в группе пациентов с раком желудка,
эссенциальной тромбоцитемией, ревматоидным
артритом и болезнью Крона [8‒11]. Частота ми-
норного варианта rs4704853(А) бывает повышена
у пациентов с раком молочной железы по сравне-
нию с представителями контрольной группы [12].
В результате проведенного анализа регуляции
экспрессии репортерного гена мы выяснили, что
эти SNP не оказывают влияния на активность
промотора HAVCR2 в клеточной модели активи-
рованных моноцитов человека. Кроме того, мы
функционально охарактеризовали энхансерную
регуляторную область, находящуюся в третьем
интроне гена HAVCR2, и выявили влияние ми-
норного варианта SNP rs13360222(Т) в этой обла-
сти на способность энхансера активировать про-
мотор TIM-3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоинформатическое определение границ регу-
ляторных последовательностей и выбор SNP. Для
определения границ промоторов и энхансеров
использовали сервис USCS Genome Browser,
сборка GRCh37/hg19 (http://genome.ucsc.edu), со-
держащий большой набор эпигеномных данных
ENCODE [13]. Основными параметрами для вы-
бора границ регуляторных последовательностей
было наличие пиков ацетилирования Lys27 ги-
стона H3 (H3K27Ac), Lys9 гистона H3 (H3K9Ac),
моно- и триметилирования Lys4 гистона H3
(H3K4me1, H3K4me3), а также данные по чув-
ствительности к ДНКазе I и наличию сайтов по-
садки транскрипционных факторов (ТФ), опре-
деленных ранее методом иммунопреципитации
(ChIP-Seq) [14]. Расположение полиморфизмов в
сайтах посадки ТФ оценивали с помощью ресур-
са GTRD [15] на основе данных ChIP-Seq. Влия-
ние альтернативных вариантов полиморфизмов
на вероятность связывания релевантных ТФ про-
водили с помощью сервиса PERFECTOS-APE
[16] с использованием баз данных HOCOMOCO11
[17], JASPAR [18] и SELEX [19]. Учитывали фак-
торы, для которых различие в аллеле SNP давало
наименьшее p-значение для мотива связывания
(p-value < 0.0005) и наибольшее изменение силы
связывания ТФ (fold change > 5.0).

Создание репортерных конструкций. Для созда-
ния репортерных конструкций разные варианты
промотора (1 992, 1 505, 453, 199, 97, 32 п.н.) и пред-
полагаемый энхансер (1 025 п.н.) гена HAVCR2, а
также контрольный фрагмент схожего с энхансе-
ром размера (1 080 п.н.) из первого интрона гена
STAT3 (не проявляет энхансерной активности) [20]
амплифицировали методом полимеразной цепной
реакции (ПЦР) с использованием очищенной ге-
номной ДНК человека (“Евроген”, Россия) и пар
праймеров, указанных в табл. 1. Контрольную по-
следовательность использовали, чтобы исклю-
чить влияние размера плазмиды на уровень сиг-
нала в люциферазных тестах. Последовательно-
сти промотора были клонированы в вектор pGL3-
basic (“Promega”, США) по сайтам HindIII/NcoI
перед геном люциферазы. Последовательности
энхансера и контрольного участка клонировали
после гена люциферазы по сайтам BamHI/SalI.
Растворы плазмид получали с помощью набора
Plasmid Midiprep (“Евроген”). Для получения по-
следовательностей промоторов и энхансеров, со-
держащих альтернативные аллели полиморфиз-
мов, использовали праймеры с точечной мутаци-
ей на месте SNP по методу, описанному ранее [21,
22]. Все полученные конструкции верифициро-
вали секвенированием по Сэнгеру.

Клеточные линии. Моноцитарную клеточ-
ную линию U937 [23] культивировали в среде
RPMI-1640 с аланил-глутамином (“ПанЭко”,
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Россия) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (FBS; “Biological Industries”, Изра-
иль), смеси антибиотиков (100 U/мл пенициллин и
100 мкг/мл стрептомицин), 10 мМ Na-соли HEPES
(“ПанЭко”) и 1% раствора незаменимых амино-
кислот MEM NEAA (“Gibco”, США) при 37°C и
5% CO2. Активацию моноцитарной линии U937
проводили в течение 24 ч при добавлении фор-
бол-12-миристат-13-ацетата (PMA), как описано
ранее [24].

Люциферазный тест. Трансфекцию клеток ис-
следуемыми репортерными плазмидами прово-
дили методом электропорации с использованием
Neon™ Transfection System (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США). В качестве внутреннего контроля
использовали плазмиду, содержащую ген люци-
феразы Renilla pRL-CMV (“Promega”, США). Че-
рез 24 ч после трансфекции клетки лизировали с
использованием набора Dual-Luciferase Reporter
Assay System (“Promega”) и с помощью люмино-
метра 20/20n (“Turner BioSystems”, США) изме-
ряли сигнал от люцифераз Lampyridae и Renilla,
как описано ранее [25]. Сигнал от люциферазы
Renilla использовали для нормализации на внеш-

ние вариабельные параметры: эффективность
трансфекции и лизиса клеток и т.п.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стический анализ данных проводили с помощью
программного обеспечения GraphPad Prism (вер-
сия 6.01 для Windows, GraphPad Software, США;
www.graphpad.com). Для определения степени
достоверности использовали двусторонний не-
парный t-критерий Стьюдента. Данные были
получены не менее чем в трех независимых экс-
периментах и представлены как среднее значе-
ние ± стандартная ошибка среднего (SEM). Зна-
чимое различие идентифицировали при значе-
нии P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Альтернативные варианты SNP rs10515746

и rs4704853 не влияют на активность промотора 
HAVCR2 в активированных моноцитах U937
Границы регуляторных элементов гена HAVCR2

определяли с помощью геномного браузера UCSC
Genome Browser, предоставляющего доступ к ан-
нотациям геномов большого числа видов и позво-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные при получении репортерных плазмид, содержащих исследуемые
промоторы и энхансеры

Название олигонуклеотида Последовательность (5' → 3')

Праймеры для клонирования регуляторных элементов гена HAVCR2
promHAVCR2-nested-F GAAATGAGCAGAAAACAAAGTGGT
promHAVCR2-nested-R CATATTCCTGCTCCCCGACA
promHAVCR2-BsaI(NcoI)-R TTAAGGTCTCCCATGGAGCTTGCAGAAGAAAAG
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-1992 TTTTGGTCTCAAGCTTGAACACAGGAGGCGGA
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-1505 TTTTGGTCTCAAGCTTAACAGCCTGACCAACATGGAG
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-453 TTTTGGTCTCAAGCTTTGATTTGAGTGAATGAATCCATG
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-199 TTTTGGTCTCAAGCTTAATGTGACTGTAGACCTGGCA
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-97 TTTTGGTCTCAAGCTTATTGTGGAGTAGACAGTTGGA
promHAVCR2-F-BsaI(HindIII)-32 TTTTGGTCTCAAGCTTAGGTGTCCTCTGACTTTTCTTC
enhHAVCR2-F-BamHI TTTTGGATCCCAATGGTGTGATCTCGGCTCA
enhHAVCR2-R-SalI TTTTGTCGACGAGAAGGGAGACAGGGTTGC
ContrEnh-F-BamHI AGGATCCGGATTACAGGTGTATTTCACCAT
ContrEnh-R-SalI TATGTCGACGTTGATGTAATTCCTTTAAATCTAT

Праймеры для введения минорных вариантов полиморфизмов
Overlap_ rs10515746_promHAVCR2_T_F GGGAGTTGCTATGGTCTGTAAATGTGAG
Overlap_rs10515746_promHAVCR2_A_R ACAGACCATAGCAACTCCCAGCATAAGC
Overlap_ rs4704853_promHAVCR2_T_F GCCTCTTGGGGTAGGGGAGAGG
Overlap_rs4704853_promHAVCR2_A_R CTACCCCAAGAGGCTTTGGCCATGA
Overlap_rs13360222_enhHAVCR2_A_F GCTGGGCAACATGACCCTCTTCATA
Overlap_rs13360222_enhHAVCR2_T_R AGGGTCATGTTGCCCAGCCACC
Overlap_rs73308313_enhHAVCR2_T_F CTTGGGTTAGTCATTTCACTTCCCTAAT
Overlap_rs73308313_enhHAVCR2_A_R GGAAGTGAAATGACTAACCCAAGGTC
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ляющего выявлять регуляторные последовательно-
сти на основании эпигенетических признаков. В
качестве промоторной области гена HAVCR2 был
выбран участок генома размером 1 992 п.н. (chr5:
156535992‒156537986, сборка GRCh37/hg19; рис. 1)
с соответствующими эпигенетическими метка-
ми: повышенная чувствительность к ДНКазе I,
высокая плотность сайтов связывания ТФ, а так-
же модификации гистонов H3K4me3, H3K27Ac и
H3K9Ac. В этой области были отобраны два неко-
дирующих SNP: rs10515746 и rs4704853, ‒ ассоци-
ированных с риском развития различных патоло-
гий, ‒ с целью изучить их влияние на активность
промотора гена HAVCR2. Для этого несколько вари-
антов промотора гена HAVCR2, содержащих минор-
ные либо мажорные аллели этих SNP, клонировали
в репортерный вектор pGL3-basic перед кодирую-
щей последовательностью гена люциферазы.

Способность выбранных SNP влиять на актив-
ность соответствующего промотора анализирова-
ли с использованием люциферазного теста в мо-
дели активированных моноцитов – стимулиро-
ванных PMA клеток линии U937 [26]. Оказалось,
что альтернативные варианты исследуемых поли-
морфизмов rs10515746 и rs4704853 не оказывают
влияния на активность промотора HAVCR2 в ак-
тивированных моноцитах (рис. 2а).

На следующем этапе был проведен делецион-
ный анализ промотора, содержащего более рас-
пространенные аллели исследуемых SNP. Для
этого в плазмиду pGL3-basic перед геном люци-
феразы клонировали пять вариантов промотор-
ных последовательностей длиной 1 505, 453, 199,
97 и 32 п.н. до старта трансляции гена HAVCR2
(рис. 2б). Промоторная активность достоверно не
различалась для делеционных вариантов промо-
тора длиной ≥ 199 п.н., что свидетельствует о том,
что в активированных моноцитах наиболее ак-
тивная область промотора располагается в преде-
лах 200 п.н. до старт-кодона гена HAVCR2. Резуль-
таты делеционного анализа объясняют, почему
расположенные вне функционально активной
области промотора гена HAVCR2 полиморфизмы
rs10515746 и rs4704853 не влияли на его актив-
ность в активированных моноцитах.

Минорный аллель полиморфизма rs13360222(T) 
снижает активность энхансерной области, 

расположенной в интроне 3 гена HAVCR2

В качестве потенциального энхансера была
выбрана область в интроне 3 гена HAVCR2 разме-
ром 1 025 п.н. (chr5: 156527046‒156528070, сборка
GRCh37/hg19; рис. 1), содержащая эпигенетиче-

Рис. 1. Схема расположения изучаемых SNP и предполагаемых регуляторных элементов локуса гена HAVCR2. Промо-
торная область HAVCR2 обозначена красным, предполагаемый энхансер – синим. Вертикальными линиями указано
расположение изучаемых SNP. Гистограммы отражают уровни модификаций гистонов, ассоциированных с активны-
ми регуляторными участками (монометилирование H3K4, ацетилирование H3K27, H3K9) и активными промоторами
(триметилирование H3K4) в CD14+ моноцитах. Прямоугольниками отмечены кластеры гиперчувствительности к
ДНКазе I и сайты связывания факторов транскрипции (ТФ) по данным ENCODE ChIP-Seq. Схема построена на ос-
нове визуализации в UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19).
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Рис. 2. Альтернативные варианты SNP rs10515746 и rs4704853 не влияют на активность промотора HAVCR2 в активи-
рованных моноцитах U937 (а) потенциально из-за их дистального расположения от функционально активной части
промотора (б). Уровень активности репортерной люциферазы в клетках, трансфицированных плазмидами на основе
репортерного вектора pGL3-basic, содержащих промотор гена HAVCR2 с мажорными вариантами исследуемых поли-
морфизмов (WT) и их минорными аллелями (а), либо содержащих различающиеся по длине варианты промотора
HAVCR2 (б). Гистограммы отражают уровень активности репортерной люциферазы, нормализованный на активность
люциферазы внутреннего контроля в активированных моноцитах U937. На виде (а) представлены результаты 5 экспе-
риментов в виде средних значений ± SEM; на виде (б) ‒ не менее 3 экспериментов в виде средних значений ± SEM.
*P < 0.05 ‒ достоверное различие от промотора размером 1 992 п.н. (непарный t-критерий Стьюдента); n.s. ‒ статисти-
чески недостоверное различие.
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ские метки H3K4me1, H3K9Ac и H3K27Ac, а так-
же кластеры повышенной чувствительности хро-
матина к ДНКазе I и потенциальные участки свя-
зывания ТФ, определенные методом ChIP-Seq.
Последовательность предполагаемого энхансера
клонировали в плазмиду pGL3-basic, в которую
предварительно был внесен промотор гена HAVCR2
(1 992 п.н.). В качестве контроля была создана ана-
логичная конструкция, где вместо потенциального
энхансера использована последовательность иден-
тичного размера из интрона 1 гена STAT3 (chr17:
40508494‒40509573, сборка GRCh37/hg19), не про-
являющая энхансерную активность (иррелевант-
ный контроль). В используемой репортерной си-
стеме энхансерная область в пять раз повышала
активность промотора гена HAVCR2 в активиро-
ванных PMA моноцитах U937 (рис. 3).

На следующем этапе сконструированы репор-
терные плазмиды, содержащие минорные вари-
анты полиморфизмов rs73308313 и rs13360222 в
энхансере гена HAVCR2. Для этих SNP нет ин-
формации об ассоциациях с заболеваниями, од-
нако, по данным ChIP-Seq биоинформатическо-
го ресурса GTRD, rs73308313 располагается в об-
ласти потенциального участка связывания ТФ
SPI1, а rs13360222 – ESR2. Кроме того, по данным

ресурса PERFECTOS-APE, минорные варианты
rs73308313(А) и rs13360222(Т) понижают расчет-
ную аффинность сайтов этих ТФ, что может ука-
зывать на их потенциальную роль в изменении
регуляторных свойств энхансера в зависимости
от представленного аллеля. Нами показано, что
альтернативные аллели SNP rs73308313 не оказы-
вали достоверного влияния на способность эн-
хансера активировать промотор гена HAVCR2, то-
гда как введение в последовательность энхансера
минорного варианта rs13360222(Т) приводило к
значимому снижению активности промотора
HAVCR2 (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Накопление больших объемов данных, полу-
ченных на образцах от пациентов, в сочетании с
полногеномным поиском ассоциаций (genome-
wide association studies, GWAS) позволяет связать
геномные характеристики с предрасположенно-
стью к прогрессии определенных заболеваний.
Однако информация об ассоциациях не объясня-
ет механизмов влияния генетической составляю-
щей и носит только диагностический характер
[27]. В частности, SNP, выявляемые в ходе GWAS,
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требуют дальнейшей функциональной аннота-
ции. С целью изучить особенности регуляции ге-
на HAVCR2 в активированных моноцитах мы про-
анализировали влияние SNP rs10515746 и rs4704853,
ассоциированных с онкологическими и/или ауто-
иммунными заболеваниями, на активность промо-
тора этого гена. Согласно полученным результатам,
альтернативные варианты исследуемых полимор-
физмов не оказывают влияния на активность
промотора гена HAVCR2 в клеточной модели ак-
тивированных моноцитов U937. Мы также прове-
ли делеционный анализ промотора и выяснили,
что для относительно высокой активности про-
мотора в использованной экспериментальной си-
стеме достаточно области размером около 200 п.н.
до старт-кодона TIM-3. Следовательно, отсут-
ствие влияния разных аллелей исследуемых по-
лиморфизмов промотора rs10515746 и rs4704853
на его активность может быть связано с их распо-
ложением в дистальной области, не оказываю-
щей принципиального влияния на активность
промотора.

Кроме того, мы функционально охарактеризо-
вали энхансер, располагающийся в интроне 3 ге-
на HAVCR2. Присутствие в составе репортерных
конструкций энхансерного элемента приводило
к пятикратному повышению активности промо-
тора HAVCR2 в клеточной модели активированных

человеческих моноцитов. Эти результаты служат
дополнительным подтверждением универсально-
сти вышеописанных эпигенетических подходов
для выбора потенциальных регуляторных элемен-
тов в геноме [28]. Мы проанализировали полимор-
физм rs13360222, расположенный в анализируе-
мом энхансере, и, по нашим данным, его минор-
ный вариант Т значимо снижает активность
промотора гена HAVCR2 в активированных моно-
цитах. По данным ChIP-Seq этот SNP располага-
ется в области связывания ТФ ESR2, кроме того,
согласно данным ресурса PERFECTOS-APE, при
наличии минорного варианта rs13360222(Т) в эн-
хансерной последовательности снижается рас-
четная аффинность существующего сайта связы-
вания ESR2. Согласно данным ресурса The Tissue
Atlas, ESR2 экспрессируется в клеточной линии
U937 [29], кроме того, была показана экспрессия
ESR2 в активированных моноцитах [30], что под-
тверждает возможное участие этого ТФ в регули-
ровании экспрессии HAVCR2 в использованной
нами клеточной модели. Ранее показано, что ак-
тивация эстрогенового рецептора ESR2 может
приводить к многократной стимуляции экспрес-
сии гена HAVCR2 в клетках остеосаркомы [31].
Также известно, что эстроген стимулирует экс-
прессию TIM-3 на иммунных клетках, участвую-
щих в воспалительных процессах тканей сердца,

Рис. 3. Минорный аллель SNP rs13360222(T) снижает активность энхансера гена HAVCR2 в активированных моноци-
тах U937. В левой части рисунка изображена схема плазмид на основе вектора pGL3-basic, содержащих репортерный
ген люциферазы под промотором гена HAVCR2, а также энхансеры с альтернативными аллелями: rs13360222 и
rs73308313. Вертикальными красными линиями обозначено расположение соответствующих SNP в энхансерной об-
ласти. Справа представлен уровень активности репортерной люциферазы в клетках, трансфицированных плазмида-
ми: с промотором HAVCR2; с промотором HAVCR2 и иррелевантной последовательностью, не обладающей энхансер-
ными свойствами (контроль); с промотором и разными вариантами предполагаемого энхансера HAVCR2. На графике пред-
ставлены результаты шести экспериментов в виде средних значений ± SEM. *P < 0.05 ‒ достоверное различие между
активностью энхансеров с мажорными вариантами SNP (WT) и минорным вариантом rs13360222(T); ***P < 0.001 ‒ досто-
верное различие от контрольной конструкции (непарный t-критерий Стьюдента); n.s. ‒ статистически недостоверное
различие.
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что может быть связано с различным уровнем
смертности от сердечных заболеваний у мужчин и
женщин [32]. Кроме того, влияние эстрогена на
экспрессию TIM-3 может быть связано с важной
ролью данного рецептора в формировании имму-
нологической толерантности при беременности,
а именно в предотвращении активации макрофагов
в ответ на антигены плода [33]. Таким образом, по-
лиморфизм rs13360222 может быть ассоциирован с
некоторыми патологиями, ассоциированными с
хроническим воспалением, а также с нарушением
течения беременности, посредством регуляции
транскрипции гена HAVCR2. Дальнейшее изучение
молекулярных механизмов влияния rs13360222(Т)
на регуляцию экспрессии TIM-3, в том числе и в
других популяциях иммунных клеток, представ-
ляется интересной задачей.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (проект
№ 19-14-00341).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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MINOR T ALLELE OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM rs13360222 
DECREASES THE ACTIVITY OF HAVCR2 GENE ENHANCER 

IN THE CELL MODEL OF HUMAN MACROPHAGES

А. N. Uvarova1, 2, A. S. Ustiugova1, N. A. Mitkin1, A. M. Schwartz1,
K. V. Korneev1, and D. V. Kuprash1, 2, *

1 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Engelhardt Institute of Molecular Biology, 
Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: kuprash@gmail.com

TIM-3 receptor, encoded by Hepatitis A Virus Cellular Receptor 2 (HAVCR2) gene, belongs to the group of
“immunological checkpoints” and plays an important role in preventing the development of autoimmune re-
actions. This receptor is expressed on the surface of various immunocytes and its functions in myeloid cells
remain poorly understood, compared to the role of T cell specific TIM-3 that is actively studied in the context
of the search for promising therapeutic targets in cancer immunotherapy. During this study, we performed
deletion analysis of the promoter region of HAVCR2 gene, as well as functional characterization of its en-
hancer, and studied the effect of a number of single nucleotide polymorphisms (SNPs) on the activity of these
regulatory elements in the relevant model of human macrophage-like cells – activated U937 monocytes. We
have shown that SNPs rs10515746(A) and rs4704853(A) located in HAVCR2 gene promoter and associated
with the development of a number of pathologies, do not affect the activity of the promoter in activated
monocytes. However, a minor T variant of SNP rs13360222 located in the enhancer in the third intron of the
gene, significantly reduces the ability of the enhancer to activate HAVCR2 promoter, presumably due to weak-
ening of the binding of nuclear receptor ESR2 to the respective region.

Keywords: HAVCR2, TIM-3, single nucleotide polymorphisms, transcription regulation, promoter, enhancer
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