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Перицентромерная тандемно повторяющаяся некодирующая ДНК (ТП ДНК) составляет примерно
10% генома человека. Перицентромерная ТП ДНК включает в себя классические сателлиты чело-
века 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3), которые транскрибируются в соматических клетках. Ранее нами пока-
зано наличие транскриптов HS2/HS3 в позднем оогенезе человека и определена их последователь-
ность. Было высказано предположение, что найденные РНП могут быть местом пространственной
секвестрации РНК и белков в созревающих ооцитах. Цель работы – разработка метода инактивации
транскриптов HS2/HS3 с помощью антисмысловых олигонуклеотидов для оценки ее влияния на
размер и количество DDX4-содержащих РНП в созревающих ооцитах человека. Инактивация тран-
скрипции HS2/HS3 в созревающих ооцитах человека методом микроинъекции привела к достовер-
ному уменьшению суммарного сигнала РНК HS2/HS3, выявляемого методом флуоресцентной ги-
бридизации in situ (f luorescence in situ hybridization, FISH). Одновременно с этим наблюдалось уве-
личение количества включений, окрашиваемых антителами к РНК-хеликазе DDX4. Возможно, при
инактивации транскрипции HS2/HS3 происходит диссоциация DDX4-содержащих РНП частиц.
Подобные изменения РНП частиц могут играть критическую роль для развития ооцитов, быть при-
чиной остановки созревания или возникновения патологических синдромов, в том числе связан-
ных с проблемами оплодотворения.
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ВВЕДЕНИЕ

Перицентромерная тандемно повторяющаяся
некодирующая ДНК (ТП ДНК) составляет при-
мерно 10% генома человека. Перицентромерная
ТП ДНК включает в себя классические челове-
ческие сателлиты 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3) (Richard
et al., 2008), которые транскрибируются в сомати-
ческих клетках (Enukashvily, Ponomartsev, 2013).
Подобные транскрипты также обнаруживаются в

клетках эмбрионов до и после имплантации (Тро-
фимова и др., 2018; Yandim, Karakülah, 2019). Ранее
в нашей лаборатории впервые обнаружена тран-
скрипция перицентромерной ТП ДНК HS2/HS3 в
позднем оогенезе человека – при переходе ооци-
тов от стадии зародышевого пузырька (germinal
vesicle, GV) к стадии метафазы I мейоза (meta-
phase I, MI). Транскрибируемыми являлись обе
цепи HS2/HS3. РНК HS2/HS3 обнаружены в со-
ставе рибонуклеопротеиновых включений, содер-
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жащих РНК-хеликазы DDX5 и DDX4, локализо-
ванные вблизи митохондрий (Dobrynin et al., 2020).
При анализе опубликованных транскриптомов
ооцитов человека стадий GV, MI, MII нами выявле-
но и охарактеризовано четыре полиаденилирован-
ных транскрипта HS2/HS3 (Dobrynin et al., 2020).
Обнаруженные включения предположительно
являются характерными для клеток зародышевой
линии рибонуклеопротеинами (РНП), называе-
мыми зародышевые гранулы (ЗГ) (Добрынин,
Енукашвили, 2020). Данное предположение осно-
вывается на следующих фактах: а) в обнаруженных
включениях обнаружен белок DDX4, который яв-
ляется маркерным белком ЗГ млекопитающих (Re-
unov, Reunova, 2015); б) выявленные нами РНП ко-
локализованы с митохондриями, что также харак-
терно для ЗГ ооцитов млекопитающих (De Smedt
et al., 2000). ЗГ млекопитающих – это биоконден-
саты, которые образуются с помощью механизмов
фазовых переходов типа “жидкость–жидкость”.
Разделение фаз придает этим РНП свойства “кап-
ли в капле”, позволяя гранулам быстро конденси-
роваться и растворяться в зависимости от соста-
ва окружающей среды и обеспечивать их обмен
компонентами. Присутствие в таких образова-
ниях некодирующих транскриптов ТП ДНК по-
казано впервые и их роль в формировании выяв-
ленных включений неясна.

Цель работы – разработка метода инактивации
транскриптов HS2/HS3 с помощью антисмысло-
вых олигонуклеотидов для оценки влияния на
размер и количество DDX4-содержащих РНП в
созревающих ооцитах человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Этическое одобрение

Все ооциты получали от доноров согласно стан-
дартам, изложенным в приказе Министерства
здравоохранения Российской Федерации № 803н
от 31.07.2021 г., и в соответствии с Хельсинкской
декларацией Всемирной медицинской ассоциа-
ции (ВМА) (Хельсинкская декларация: этические
принципы медицинских исследований с участием
людей, включая поправки, внесенные 64-м сове-
щанием ВМА в Форталезе, Бразилия, октябрь
2013 г.). Исследование было одобрено локальным
этическим комитетом сети клиник Ava-Peter-Scan-
dinavia (№ 11/22-12-2016). Письменное информи-
рованное согласие было получено от каждого до-
нора, включенного в исследование.

Олигонуклеотиды

На основе консенсусных последовательностей
HS2/HS3 были подобраны прямой и обратный оли-
гонуклеотиды, инактивирующие РНК HS2/HS3 и

содержащие 2'-О-метил-РНК модификацию по
всей длине олигонуклеотидов: 5'-AAUGGAAUC-
GAAUGGAAUC-3' и 5'-GAUUCCAUUCGAUUC-
CAUU-3'. Модификация 2'-O-метил обеспечивает
устойчивость РНК к воздействию нуклеаз и значи-
тельно повышает ее сродство к РНК-мишени (тем-
пература плавления, по сравнению с ДНК-РНК
дуплексом, выше) (Lennox, Behlke, 2011).

Для FISH использовался олигонуклеотидный
зонд DYZ1: 5'-TCCATTCCATTCCATTCCATTC-
CATTCCATTCCATTCCATTCCATTCC-3', мече-
ный флуорохромом FITC по 5'-концу (Евроген,
Россия) (Dobrynin et al., 2020).

Преовуляторные ооциты человека

Ооциты, находящиеся на одной из двух ста-
дий: GV или MI (n = 11) были получены от здоро-
вых доноров, включенных в программу донорства
ооцитов, по стандартным протоколам стимули-
рования овуляции. Ооциты собирали иглой во
время трансвагинальной пункции преовулятор-
ных фолликулов под контролем сонографии. В
ходе процедуры такие фолликулы отбирали по
двум признакам: размеру (свыше 17–18 мм) и на-
личию хорошо выраженной антральной полости.
Помимо ооцитов, вступивших в метафазу II
мейоза (MII), аспираты содержали ооциты на
стадиях GV, MI. Качество обработанных гиалуро-
нидазой ооцитов без кумулюса оценивали с по-
мощью стереомикроскопии. Ооциты были отсор-
тированы на подходящие и неподходящие для
программы донорства. Ооциты считались зрелы-
ми и подходящими для донорства, если они до-
стигли стадии MII в соответствии с протоколом
Стандартной Операционной Процедуры (СОП)
клиник Ava-Peter-Scandinavia. Ооциты GV и MI
без морфологических аномалий исключили из
программы донорства яйцеклеток ввиду эконо-
мической нецелесообразности их банкирова-
ния, но не из-за аномалий развития. Их исполь-
зовали в исследовании, если информированное
согласие было подписано донором. Степень зре-
лости мейотических клеток оценивали, как опи-
сано в (Dobrynin et al., 2020).

После удаления дебриса и микроскопического
исследования ооциты GV и MI помещали в 1 мкл
среды для манипуляции SynVitro Flush (Cooper-
Surgical, США) на предметное стекло и фиксиро-
вали в 40 мкл фиксатора (96° этанол/ледяная ук-
сусная кислота в соотношении 3 : 1), охлажденно-
го до –20°С. Препараты сушили на воздухе и
хранили при комнатной температуре. Для каж-
дого эксперимента использовали не менее трех
ооцитов.
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Флуоресцентная гибридизация in situ

Распределение транскриптов HS2/HS3 и белка
DDX4 в преовуляторных ооцитах человека на ста-
диях GV и MI исследовали с помощью метода
FISH совместно с прямым иммуноцитохимиче-
ским окрашиванием (иммуно-ДНК-РНК-FISH)
как описано в (Dobrynin et al., 2020).

В качестве негативного контроля для части
ооцитов проводили предобработку РНКазой А.
Для этого фиксированные препараты отмывали
от фиксатора и инкубировали в растворе РНКазы
А (200 мкг/мл) (Биолот, Россия) на 2× растворе
цитрата натрия (SSC) (рН 7.0) в течение 1 ч при
температуре 37°С. Затем препараты отмывали в
2× SSC 10 мин при комнатной температуре и
использовали для иммуно-ДНК-РНК-FISH с
HS2/HS3 гибридизационным зондом. Отсут-
ствие флуоресцентных сигналов в обработанных
РНКазой А ооцитах рассматривали как подтвер-
ждение того, что наблюдаемые в необработанных
ооцитах сигналы обусловлены взаимодействием
зонда с РНК, а не с ДНК.

Чтобы оценить локализацию транскриптов
HS2/HS3 относительно маркера зародышевых гра-
нул ооцитов – хеликазы DDX4 (методика описана
выше), препараты ооцитов после ДНК-РНК-FISH
выдерживали в 5% бычьем сывороточном альбуми-
не в 1× фосфатно-солевом буфере (PBS) в тече-
ние 1 ч. Далее применяли мышиные моноклональ-
ные антитела (АТ) против DDX4 (1 : 200, Abcam,
#ab196708), коньюгированные с Alexa 647. Затем
препараты промывали в PBS, содержащем 0.02%
Tween-20 (PBST), трижды, по 10 мин каждый. По-
сле этого препараты ополаскивали дистилирован-
ной водой и помещали в среду, содержащую агент,
предохраняющий от выгорания флуорохрома, и
DAPI (Thermofisher, США).

Микроинъекции

Для инактивации транскрипции HS2/HS3 в
GV/MI ооцитах человека были выполнены цито-
плазматические микроинъекции с помощью мик-
романипулятора Interegra RI. Перед эксперимен-
том ооциты были разделены на 3 группы (n = 11). В
группе 1 (контроль, n = 4) в ооциты вводили фи-
зиологический раствор (127.5 фл). В группе 2 (n = 3)
в каждый ооцит инъецировали 85 фл (8.5 фмоль)
антисмысловых олигонуклеотидов. В группе 3
(n = 4) вводимый объем составлял 127.5 фл
(12.75 фмоль) антисмысловых олигонуклеоти-
дов. После инъекции ооциты помещали в пита-
тельную среду для инкубирования One step Media
(Irvine Scientific) в СО2-инкубатор, а через 48 ч
фиксировали и исследовали по протоколам, опи-
санным выше.

Микроскопирование

Для получения оптических срезов и трехмер-
ного анализа препаратов использовали конфо-
кальный микроскоп Olympus FV3000 (Olympus,
Япония). Для детекции DAPI, FITC и Alexa 647, в
качестве источника возбуждающих волн использо-
вали светодиодные лазеры с длинами волн 405, 488,
640 нм соответственно. Сканирование вдоль
Z-оси выполняли с шагом 0.8 мкм. Обработку
изображений производили с помощью про-
граммного обеспечения конфокального микро-
скопа Olympus FV3000. Трехмерную реконструк-
цию на основе полученных оптических срезов
производили с помощью встроенных функций
программного обеспечения микроскопа Olympus
FV3000. В каждом эксперименте анализировали
изображения не менее 3 ооцитов.

Обработка данных конфокальной микроскопии

Анализ флуоресцентных сигналов проводился
с помощью программы ImageJ (NIH, США). Пе-
ред обработкой изображения проводилась его ка-
либровка – рассчитывалось соотношение между
физическим размером изображения в сантимет-
рах и числом пикселей в изображении. Перед из-
мерениями все изображения, содержащие флуо-
ресценцию только одного канала (FITC для
HS2/HS3, Alexa 647 для DDX4) обрабатывались с
помощью инструмента Substract и инструмента
Unsharp mask. После этого изображения перево-
дились в цветовой режим оттенки серого (256 от-
тенков, формат 8-бит). Перед преобразованием в
бинарное черно-белое изображение устанавли-
вался порог интенсивности серого цвета с помо-
щью инструмента Threshold, ниже которого се-
рый сигнал считался равным белому, а выше –
черному цвету. Далее изображение переводилось
в бинарное, которое обрабатывалось с помощью
бинарного инструмента Watershed, разделяющего
соприкасающиеся объекты. В разделе Set Mea-
surements проводилась настройка условий и набо-
ра данных для будущего обсчета. Зона обсчета
ограничивалась с помощью инструмента Free-
hand Selections. Далее с помощью инструмента
Analyze Particles проводился обсчет флуоресцент-
ных сигналов. Минимальный размер сигналов,
отбираемых для обсчета был установлен на уров-
не 7 пикселей. В качестве величины, используемой
для квантификации флуоресцентного сигнала, был
выбран показатель “среднее значение серого”
(СЗС, mean) – сумма значений всех пикселей серо-
го цвета в выделенной области, деленная на коли-
чество пикселей. Данная величина находится в
прямой пропорциональной зависимости от коли-
чества флуоресцентно-меченных макромолекул
и дает представление об интенсивности флуорес-
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ценции. При исследовании флуоресценции АТ
против DDX4 также использовались данные о ко-
личестве отдельных сигналов (count). Результаты
обсчета выводились в виде таблицы результатов.

Cтатистический анализ

Эксперименты проводились не менее чем в 3
биологических и 5 технических повторностях. Ста-
тистическая обработка данных обсчета СЗС прово-
дилась с использованием программы GraphPad
Prism 9 (GraphPad Software, США). Был выполнен
односторонний дисперсионный анализ (ANOVA)
для попарного сравнения средних значений трех
несогласованных групп. Использование t-крите-
рия было исключено из-за малого размера выбо-
рок. Для таких выборок ANOVA является одним

из рекомендованных методов статистического
анализа, благодаря устойчивости его результатов
к изменению размеров выборок (Blanca et al.,
2017). Статистическая значимость обозначена **
при p-value <0.01 и ns при p > 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследований установили, что инъекци-
онные манипуляции с ооцитами не приводили к
достоверному увеличению числа дегенерировав-
ших ооцитов ни в одной из групп по сравнению с
внутрилабораторными контрольными значениями
гибели ооцитов при инъекционных манипуляциях.
Данные внутрилабораторные нормы были уста-
новлены клиникой, в которой проводились мик-

Рис. 1. Пространственное распределение РНК HS2/HS3 (зеленый) и РНК-хеликазы DDX4 (красный) (a–в) в GV и MI
ооцитах человека после инъекций физиологического раствора (а), 8.5 фмоль (б) и 12.75 фмоль антисмысловых нуклео-
тидов (в). Хроматин окрашен DAPI (синий). Масштабная линейка: 20 мкм. Результаты количественного обсчета изоб-
ражений представлены на графиках (г–е): СЗС для конфокальных изображений после HS2/HS3 РНК FISH (г), после
иммуноокрашивания АТ против DDX4 (д). Данные по числу флуоресцентных сигналов на клетку после окрашивания
АТ к DDX4 представлены на (е).
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роинъекции в рамках данного исследования, на
основании собственного и мирового опыта.

В ооцитах 3-й группы, получивших 12.75 фмоль
2-О'Met ДНК, наблюдалось достоверное (p =
= 0.01) снижение СЗС до 25.68 ± 1.777 по сравне-
нию с группой 1 (35.50 ± 2.938). В группе с дозой
8.5 фмоль данный показатель (34.47 ± 1.984) не
изменялся достоверно по сравнению с контроль-
ной группой (рис. 1а–1г).

Таким образом, данный метод инактивации
ТП ДНК приводит к статистически достоверной
инактивации ~30% исследуемых транскриптов са-
теллитной ДНК. Инактивация транскриптов пери-
центромерных ТП ДНК человека на данный мо-
мент является технически сложной задачей. Это
обусловлено несколькими факторами. Во-пер-
вых, на данный момент сложно подобрать инакти-
вирующие олигонуклеотиды, т.к. сборка генома в
области локализации перицентромерных ТП ДНК
отсутствует. Инактивация же транскриптов в ооци-
тах представляет дополнительные трудности – из-
за наличия сформированной zona pellucida невоз-
можно использовать для трансфецирования ли-
пофильные реагенты. Блок транскрипции на за-
вершающем этапе GV стадии развития ооцитов
также снижает эффективность инактивации. В
данном исследовании нам удалось добиться зна-
чимого снижения СЗС гибридизационных сиг-
налов в ДНК-РНК FISH и показать хорошую пе-
реносимость клетками данной процедуры. Для
повышения эффективности инактивации плани-
руется разработка протокола с использованием
одновременно нескольких антисмысловых оли-
гонуклеотидов.

Одновременно с этим, в ооцитах 3-й группы
была обнаружена тенденция (p = 0.16) увеличения
СЗС в канале, соответствующем сигналу, полу-
ченному при окрашивании АТ против DDX4 до
26.23 ± 2.223 по сравнению с группой 1 (19.57 ±
± 2.496). При этом в группе 2 данный показатель
(21.63 ± 3.095) изменялся меньше по сравнению с
контрольной группой (рис. 1а–1в, 1д).

При этом в ооцитах 3-й группы была обнару-
жена тенденция (p = 0.19) к увеличению числа от-
дельных сигналов до 76 ± 18.56 по сравнению с
группой 1 (44 ± 8.994 сигналов). Тогда как в груп-
пе 2 данный показатель (26 ± 5.508 сигналов) из-
менялся меньше по сравнению с контрольной
группой 1 (рис. 1а–1в, 1е). Малый размер выбо-
рок не позволил получить статистически досто-
верные данные. Работа по накоплению данных
будет продолжена в будущем.

Таким образом, при снижении количества тран-
скриптов HS2/HS3 в ооците, количество включе-
ний, окрашиваемых антителами к DDX4, увеличи-
валось без снижения СЗС.

Возможно, при инактивации транскрипции
HS2/HS3, происходит диссоциация ранее обна-
руженных DDX4-содержащих РНП частиц, так
как выявлено увеличение количества отдельных
сигналов, соответствующих DDX4. Предполага-
ется, что обнаруженные РПН необходимы для де-
понирования материнских РНК и белков, ис-
пользуемых в процессах раннего эмбриогенеза до
запуска собственного генома эмбриона. В связи с
этим, диссоциация РНП частиц может играть
критическую роль для развития ооцитов, быть
причиной остановки созревания или возникно-
вения патологических синдромов, в том числе
связанных с проблемами оплодотворения.

Известно, что РНК могут являться активными
участниками-регуляторами, а не пассивными
элементами при образовании РНП гранул. In vitro
небольшое количество РНК сначала способству-
ет образованию капелек белка, а затем начинает
растворять капли, как только концентрация РНК
достигает порогового значения (Banerjee et al., 2017;
Maharana et al., 2018). Длинные и трансляционно-
репрессированные (экспонированные) транскрип-
ты имеют тенденцию входить в состав РНП (Ran-
gan et al., 2009; Hubstenberger et al., 2013; Nam-
koong et al., 2018). Эти РНК могут иметь больше
конформационных состояний, чем трансляцион-
но активные РНК (Ding et al., 2005), а также могут
участвовать в большем количестве взаимодей-
ствий белок-РНК, РНК-РНК или участвовать в
спаривании оснований (Jain, Vale, 2017; Rhine et al.,
2020). Таким образом, структура РНК является
одним из основных регуляторов разделения фаз
различных РНП структур, а инактивация их
транскрипции может приводить к дезорганиза-
ции РНП.

Известно, что РНК HS2/HS3, ранее выделен-
ная из клеток HeLa, подвергшихся тепловому
шоку (Valgardsdottir et al., 2005), необходима для
сборки ядерных стресс телец – безмембранных
РНП, связанных с ТП ДНК. Предполагается, что
подобные HS2/HS3 РНК обладают исключитель-
ной способностью действовать как молекулярные
губки и секвестрировать регуляторные белки хро-
матина (Enukashvily et al., 2021). Поэтому инактива-
ция транскрипции HS2/HS3 может быть факто-
ром, оказывающим негативное влияние на сбор-
ку РНП структур.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты показывают, что
2-О'Met антисмысловые олигонуклеотиды мо-
гут инактивировать транскрипцию сателлитных
HS2/HS3 ДНК в позднем оогенезе человека при
введении их в клетку путем микроинъекций.
При инактивации транскриптов наблюдается
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снижение степени агрегации белка DDX4 содер-
жащегося в составе РНП, что может свидетель-
ствовать о диссоциации РНП.
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Influence of Inactivation of Tandemly Repeated Pericentromeric DNA Transcription
on the Formation of Membraneless Structures at the End of Oocyte Maturation

M. A. Dobrynin1, *, N. M. Korchagina2, 3, N. V. Ponomartsev1,
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Pericentromeric tandemly repeating noncoding DNA (TR DNA) makes up approximately 10% of the human
genome. TR DNA includes classic human satellites 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3), which are transcribed in somatic
cells. We have previously shown the presence of HS2/HS3 transcripts in late human oogenesis and deter-
mined their sequence. It has been suggested that the RNPs may be the site of spatial sequestration of RNA
and proteins in maturing oocytes. The aim of this work was to develop a method for the inactivation of
HS2/HS3 transcripts using microinjected oligonucleotides to assess its effect on the size and amount of
DDX4-containing RNP in maturing human oocytes. Inactivation of HS2/HS3 transcription in maturing hu-
man oocytes by microinjection led to a significant decrease in the total HS2/HS3 RNA signal after FISH. At
the same time, an increase in the number of inclusions stained with antibodies to RNA helicase DDX4 was
observed. Possibly, upon inactivation of HS2/HS3 transcription, dissociation of previously detected DDX4-
containing RNP particles occured. Such changes in the RNP of particles can play a critical role in the devel-
opment of oocytes, be a reason for the arrest of maturation or the occurrence of pathological syndromes, in-
cluding those associated with fertilization problems.

Keywords: oogenesis, embryogenesis, HS2/HS3, DDX4, germ granules, membraneless biomolecular con-
densates


