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ВВЕДЕНИЕ
Семейство генов, содержащих домены «цинковый 
палец» типа C2H2, насчитывает более 700 членов 
и является одним из самых многочисленных [1, 2]. 
Одна из основных функций структуры типа «цин-
ковый палец» – связывание с ДНК, поэтому многие 
белки этого семейства обладают свойствами фак-
торов транскрипции [1]. Помимо цинковых пальцев, 
разные члены семейства могут содержать допол-
нительные N-концевые домены, такие, как KRAB, 
SCAN, BTB/POZ, которые определяют регулятор-
ные функции белков [3]. Несмотря на эволюцион-
ную распространенность этого семейства у млекопи-
тающих [4], его значение для клеточной активности 
пока не вполне ясно. В целом, исследования сфоку-
сированы на детальном анализе структуры и функ-
ций отдельных членов семейства, таких, как CTCF 
[5, 6]. Некоторые гены упоминаются в связи с рядом 
заболеваний [7]. Учитывая многочисленность семей-

ства, продолжаются попытки определения более об-
щих и глобальных функций его членов. Например, 
рассматривается их участие в организации струк-
туры хроматина [8], в частности предполагается, 
что они могут обеспечивать сближенность удален-
ных участков генома за счет связывания цинковых 
пальцев с ДНК и белок-белковых контактов [5]. 
Одна из функций белков семейства, несущих ре-
прессорный домен KRAB, состоит в подавлении ак-
тивности ретроэлементов, большое количество кото-
рых объясняет широкое распространение семейства 
C2H2 в геноме человека [9, 10]. Дополнительную 
сложность в изучение семейства вносит тот факт, 
что возможности цинковых пальцев не ограничива-
ются связыванием с ДНК, и ряд доменов этого типа 
взаимодействует с РНК и белками [7, 11, 12]. Таким 
образом, изучение данного семейства представляет-
ся масштабной и многоступенчатой задачей, направ-
ленной на выяснение того, связаны ли разные чле-
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РЕФЕРАТ Одним из самых многочисленных в геноме является семейство генов, содержащих домены 
«цинковый палец» типа C2H2, которое насчитывает более 700 членов. Особый интерес среди них пред-
ставляют гены с предполагаемой тканеспецифичной транскрипцией, определяющие функциональные 
свойства отдельных типов клеток и обусловливающих их специфичный ответ на внешние и внутрен-
ние воздействия, в том числе при патологических процессах. Целью работы было выявление генов 
семейства C2H2 c тканеспецифичной транскрипцией и анализ изменений их активности при обра-
зовании опухолей. Для поиска таких генов мы воспользовались четырьмя базами данных, содержа-
щими информацию о транскрипции генов в тканях человеческого организма, полученную в резуль-
тате крупномасштабного секвенирования мРНК. Показано, что основная часть генов семейства C2H2 
транскрибируется практически во всех тканях, однако для небольшой группы генов была характерна 
тканеспецифичная транскрипция, при этом основная часть транскриптов приходилась на семенники. 
При сопоставлении всех четырех баз данных выявлено 9 таких генов. Специфичную для семенников 
транскрипцию двух из них – ZBTB32 и ZNF473 – мы подтвердили методом количественной ПЦР на ма-
трицах кДНК из разных органов. Показано снижение транскрипции ZBTB32 и ZNF473 в герминоген-
ных опухолях. Эти гены рассматриваются как потенциальные маркеры ракового перерождения клеток 
зародышевого типа.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА белки с доменами цинковых пальцев, семенники, герминогенные опухоли, транс-
крипция. 
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ны семейства общим функциональным единством, 
выполняют узкие специфические функции или же 
являются многофункциональными белками. 

Принимая во внимание разнообразие белков се-
мейства, логично предположить, что они могут 
участвовать в регуляции различных биологиче-
ских процессов как общих для всех типов клеток, 
так и характерных для отдельных типов клеток. 
Возникает естественный вопрос об активности чле-
нов семейства C2H2 при различных патологиях, 
включая злокачественную трансформацию кле-
ток. Учитывая, что число тканеспецифичных генов 
на порядок меньше числа генов с повсеместной экс-
прессией и при этом большая их часть приходится 
на семенники [13, 14], можно предположить, что эта 
тенденция сохраняется и у генов семейства C2H2. 

В настоящей работе мы провели анализ не-
скольких баз данных, содержащих информацию 
о транскрипции генов в разных тканях человече-
ского организма, и выявили несколько специфич-
ных для семенников генов семейства С2Н2. Мы экс-
периментально подтвердили высокоспецифичную 
транскрипцию двух из этих генов в семенниках 
по сравнению с другими тканями. Анализ опухоле-
вых и нормальных тканей семенников показал по-
давление транскрипции этих генов в опухолях гер-
миногенного происхождения. 

Исследования специфичных для семенников ге-
нов в перспективе поможет пониманию процессов 
опухолеобразования и возможному практическому 
их применению для прогнозирования, диагностики 
и лечения онкологических заболеваний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Источники данных
Усредненные данные по уровням транскрипции 
генов в разных тканях, представленные в TPM 
(Transcripts Per Million, см. [15]), получены из https://
proteinatlas.org (Human Protein Atlas, HPA), https://
gtexportal.org/home/ (The Genotype-Tissue Expression, 
GTEX, версия файла GTEx_Analysis_2017-06-05_v8_
RNASeQCv1.1.9_gene_median_tpm.gct.gz, без транс-
формированных лимфоцитов), https://www.ebi.ac.uk/ 
(использовали данные E-MTAB-513 (Illumina Body 
Map), E-MTAB-4344 (ENCODE project), E-MTAB-2836 
(HPA), E-MTAB-5214 (GTEx)). Полные данные 
по транскрипции генов во всех образцах разных 
тканей, представленные в TPM, получены с сай-
та GTEx (https://gtexportal.org/home/), версия фай-
ла GTEx_Analysis_2017-06-05_v8_RNASeQCv1.1.9_
gene_tpm.gct.gz.

Тканеспецифичные гены отбирали для каждой 
базы данных следующим образом. Сначала были 

отобраны все гены каждой ткани с уровнем экспрес-
сии не менее 5 TPM. Дальнейший анализ проведен 
для каждого выбранного гена. Уровень экспрессии 
гена в определенной ткани сравнивали с уровнем 
его экспрессии в каждой из оставшихся тканей. 
Для каждой ткани подсчитывали соотношение уров-
ня экспрессии гена в TPM к уровням его экспрессии 
в других тканях. Затем из набора значений, полу-
ченных для каждой ткани, выбирали минимальное, 
и если это значение было не менее 3, то считали, 
что ген специфически экспрессируется в этой ткани.

Коллекция тканей
Образцы легкого, почки, толстого и тонкого ки-
шечника, скелетной мышцы, лимфоузла, селезенки 
и передней коры головного мозга получены от здо-
ровых взрослых пациентов, погибших вследствие 
травм, несовместимых с жизнью. Образцы опухолей 
семенников (31) получены в результате орхиэкто-
мии, среди них 27 образцов герминогенного проис-
хождения и 11 образцов прилегающих нормальных 
тканей, среди них 7 герминогенного происхожде-
ния (паренхима яичка). 18 образцов были парными 
(6 пар герминогенного происхождения и три пары 
негерминогенного происхождения). Два образца нор-
мальной ткани семенников, полученные в ходе хи-
рургической кастрации пациентов с раком простаты, 
далее использовали в качестве контроля (подробно-
сти см. в дополнительной таблице Table_S1, доступ-
на по запросу). Все репрезентативные образцы были 
немедленно заморожены в жидком азоте. Забор об-
разцов производился в соответствии с федераль-
ным законом № 180 «О биомедицинских клеточных 
продуктах» (приказ Министерства здравоохранения 
Российской Федерации от 11.08.2017 № 517н, прило-
жение 2, см. http://publication.pravo.gov.ru/Document/
View/0001201709290030) и утверждался этически-
ми комитетами Института биоорганической химии 
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
Российской академии наук и Национального меди-
цинского исследовательского центра онкологии име-
ни Н.Н. Блохина Министерства здравоохранения 
Российской Федерации. 

Выделение РНК
Тотальную РНК выделяли с использованием гуа-
нидинизотиоцианата согласно [16]. Все препараты 
РНК обрабатывали ДНКазой I (Promega, США) 
в соответствии с рекомендациями фирмы-произво-
дителя. Итоговые образцы очищали с использовани-
ем RNeasy MINI RNA kit (Qiagen, США). Качество 
и чистоту образцов РНК определяли при помощи 
электрофореза в 1% агарозном геле. Количество 
РНК определяли спектрофотометрически. 
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Количественная ПЦР на матрице кДНК (ОТ-ПЦР)
Синтез первых цепей осуществляли с использо-
ванием рассеянной гексануклеотидной затравки 
(Promega) и обратной транскриптазы PowerScript 
(Clontech, США) согласно рекомендациям фирмы-
производителя. Количество кДНК-матрицы в каж-
дой реакции ПЦР было эквивалентно 10 нг тоталь-
ной РНК. Последовательности использованных 
в работе праймеров приведены в табл. 1. Подбор 
праймеров проводили с использованием программ-
ного обеспечения Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi), при этом одним 
из критериев было расположение праймеров в раз-
ных экзонах. Реакцию проводили в буферной си-
стеме qPCR-HS SYBR («Евроген», Россия) на ПЦР-
амплификаторе LightCycler 480 (Roche, США) 
с использованием следующего температурного ре-
жима: 95оС, 3 мин; затем 40 циклов: 95оС, 20 с; 65оС, 
20 с; 72оС, 40 с. Уровень транскрипции оценивали 
относительно среднего геометрического представ-
ленности транскриптов генов 18S рРНК и GAPDH. 
Все эксперименты ставили в трех технических по-
вторах.

Статистическая обработка экспериментальных 
результатов
Сравнение двух групп данных проводили с исполь-
зованием критерия Манна–Уитни для независимых 
выборок и с применением критерия Вилкоксона 
для связных выборок. Для анализа согласованности 
транскрипции рассчитывали значение коэффициен-
та корреляции Спирмена. Уровень значимости при-
нимали равным 0.05. Все вычисления на основе баз 
данных производили с использованием Excel2010, 
программной среды R [17] и дополнительных паке-
тов stats, openxlsx (https://github.com/ycphs/openxlsx). 
При расчете тканеспецифичности транскрипции ге-
нов рассчитывали отношение уровня транскрипции 
каждого гена в TPM во всех тканях, кроме иссле-
дуемой, к его транскрипции в исследуемой ткани, 
что позволяло избежать случаев деления на ноль 
при отсутствии транскрипции в других органах. 
Для каждого гена определяли максимальное из по-

лученных отношений и, если оно не превышало 0.3, 
то этот ген отбирали для последующего анализа. 

Для построения корреляционных матриц исполь-
зовали пакеты stats, cluster (https://CRAN.R-project.
org/package=cluster), corrplot (https://github.com/
taiyun/corrplot). При проведении кластерного анали-
за, построении дендрограмм и расчете оптимально-
го количества кластеров использовали пакеты stats, 
cluster, dendextend [18], NbClust [19], clValid [20]. 
В качестве меры расстояния между генами исполь-
зовали величину, равную (1 – модуль коэффициента 
корреляции Спирмена). Кластеры выделяли согласно 
алгоритму иерархической классификации по методу 
полной связи. Скрипты доступны по запросу. 

Дополнительные онлайн-ресурсы
Построение диаграмм Венна – http://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/Venn/, 

GePIA (Gene Expression Profiling Interactive 
Analysis – http://gepia.cancer-pku.cn/) [21] – сопо-
ставление уровней транскрипции генов в нормаль-
ных и опухолевых образцах, основанное на данных 
GTEx (https://gtexportal.org/home/) и TCGA (The 
Cancer Genome Atlas Program – https://portal.gdc.
cancer.gov/), 

HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) – 
https://www.genenames.org/,

Ensembl – https://www.ensembl.org/index.html, 
Онлайн-конвертер идентификационных номеров 

генов – https://www.biotools.fr/,
Human genome browser [22] – https://genome.ucsc.

edu/

РЕЗУЛЬТАТЫ

Девять генов семейства C2H2 тканеспецифично 
транскрибируются в семенниках
В анализе использовали данные крупномасштаб-
ного секвенирования РНК, предоставленные про-
ектами Illumina Body Map, Encyclopedia of DNA 
Elements (ENCODE) [23], The Genotype-Tissue 
Expression (GTEx) [24] и Human Protein Atlas (HPA) 
[25]. Приведенные источники данных различаются 

Таблица 1. Последовательности праймеров для количественной ПЦР

Ген Прямой Обратный Длина продукта, п.н.

18S TGAGAAACGGCTACCACATC GCTATTGGAGCTGGAATTACC 203

GAPDH ACTCCTCCACCTTTGACGCT TCTTCCTCTTGTGCTCTTGCT 179

ZBTB32 GCCCTATGCGTGCTCTGTCT GGTCATGGCCGAGAAGTCC 139

ZNF473 GGAAGCCCAGAAGCAACAAG TTCTGGATCGCCTAGCAAACT 189

ZNF446 AATAGAGGGGTCTGTCCAGC CCGTACTTCTCCAGCATCGC 231
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по количеству тканей, количеству образцов, прихо-
дящихся на каждую ткань (от одного до несколь-
ких сотен) и по способу получения биоматериала 
(в результате хирургической операции или при по-
смертном вскрытии). Более подробное описание баз 
данных приведено в работе [13]. 

Мы анализировали усредненные по нескольким 
образцам уровни транскрипции, представленные 
в TPM (Transcripts Per Million). Из каждого набора 
данных отбирали гены семейства C2H2; отбор про-
водили на основании принадлежности к группе 28 
в базе генов человека HGNC [26], используя иден-
тификационные номера Ensembl. Количество тканей 
и генов семейства C2H2, представленных в разных 
базах, приведено в табл. 2. 

Далее мы оценили общее количество генов дан-
ного семейства, транскрибирующихся в разных тка-
нях на уровне не менее 3 TPM. За исключением 
нескольких тканей, где количество генов, транскри-
бируемых на таком уровне, находится в диапазоне 
200–300 (например, печень и скелетная мышца), 
в других тканях количество таких генов превы-
шает 450, при этом наибольшее число генов транс-
крибируется на таком уровне в семенниках (более 
600). Таким образом, можно заключить, что большая 
часть генов семейства активна практически во всех 
представленных тканях (см. дополнительную табли-
цу Table_S2, доступна по запросу).

Далее проводили поиск генов семейства C2H2, 
специфичных для каждой ткани. Сначала отбирали 
гены с уровнем транскрипции в данной ткани не ме-
нее 5 TPM. Ген считали активным преимуществен-
но в данной ткани, если уровень его транскрипции 
в ней превышал минимум в 3 раза его транскрип-
цию в любой из других тканей или органов. 

Результаты по тканеспецифичной транскрипции 
генов, представленные в каждой из баз данных, 
приведены в дополнительной таблице Table_S3 (до-
ступна по запросу). Отметим, что во всех четырех 
базах приведены данные только для тканей надпо-
чечников, семенников, яичников, печени и легкого. 
Во всех случаях наибольшее число генов с ткане-
специфичной транскрипцией (16 и более) обнаруже-

но в семенниках. Также тканеспецифично транскри-
бирующиеся гены C2H2 (не более 10) обнаружены 
в яичниках, мозге, селезенке, коре головного моз-
га, костном мозге, предстательной железе. Однако 
в отличие от семенников сопоставление результа-
тов, представленных в разных базах данных, прак-
тически не выявило общих генов. Это наблюдение 
согласуется с результатами работы [14], в которой 
найдено 35 генов, специфично транскрибирующих-
ся в семенниках, тогда как в других органах и тка-
нях число специфичных для них генов семейства 
C2H2 не превышало шести. Таким образом, в то вре-
мя как в большинстве тканей основная часть генов 
семейства C2H2 транскрибируется неспецифично, 
в семенниках транскрибируется численно наиболь-
шая тканеспецифичная фракция генов. 

В дальнейшем мы сосредоточились на  этой 
фракции генов. Суммарно во всех базах данных 
обнаружено 52 гена этого типа. Стоит отметить, 
что при использовании разных версий сборок баз 
данных количество и набор генов незначительно ме-
няются. Это связано с тем, что при пополнении баз 
новыми данными усредненные значения уровней 
транскрипции генов изменяются, и гены, находящи-
еся на границе заданных нами условий, могут ока-
заться на любой из сторон. Стоит также отметить, 
что в таких базах данных, как Illumina и ENCODE, 
представлено незначительное количество тканей 
(и наименьшее количество образцов, приходяще-
еся на ткань – от одного до трех) по сравнению 
с HPA и GTEx, что повышает вероятность ложно-
го выбора гена как семенник-специфичного в свя-
зи с отсутствием информации о его транскрипции 
в тканях, которые не представлены в базе. Поэтому 
далее мы анализировали 25 генов, уровень транс-
крипции которых в семенниках превышал макси-
мальный уровень в других органах более чем в 1.5 
раза во всех рассмотренных базах данных. Из них 
13 генов совпали с данными [14] по 35 семенник-
специфичным генам. Расхождения могут объяснять-
ся использованием разных баз данных (GTEx, HPA 
в этой работе и TiGER в [14]) и различных алго-
ритмов поиска тканеспецифичных генов. Таким об-
разом, видно, что отбор генов зависит от алгоритма 
поиска и состояния базы данных. Все это указывает 
на огромную значимость непосредственного экспери-
ментального подтверждения анализируемых данных. 

Из наборов генов, выделенных из каждой базы 
данных, мы отобрали общие для всех баз (рис. 1). 
Всего таким образом отобрано 9 генов: ZBTB32, 
CTCFL, ZNF560, ZNF541, ZNF473, ZNF165, PRDM9, 
ZSCAN5A, ZNF487. Все остальные гены, за исклю-
чением PRDM9, ZSCAN5A и ZNF487, выявляются 
как семенник-специфичные при использовании раз-

Таблица 2. Представленность тканей и генов в базах 
данных

 База данных Ткани,  
число 

Гены семейства 
C2H2, число

Illumina Body Map 16 717

ENCODE 13 718

GTEx 53 718

HPA 43 709
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личных сборок баз данных, а также представлены 
в группе генов, специфичных для семенников [14]. 
Данные по транскрипции 9 генов в семенниках со-
гласно четырем рассмотренным базам данных, ме-
дианные и максимальные значения транскрипции 
генов в тканях, отличных от семенников, пред-
ставлены в табл. 3, а структурные характеристи-
ки генов – в табл. 4 (аналогичные данные по всем 
52 генам представлены в дополнительной таблице 
Table_S4, доступна по запросу).

В то же время существуют различия в профи-
лях транскрипции отобранных генов. Гены CTCFL, 

PRDM9, ZNF560 – это сугубо специфичные гены 
семенников, уровень их транскрипции в других 
тканях не превышает 0.6 TPM. Кроме того, уро-
вень транскрипции этих генов в семенниках при-
близительно в 2–3 раза ниже, чем у генов ZBTB32, 
ZNF165, ZNF473 и ZNF541. Гены ZBTB32 и ZNF541 
имеют практически недетектируемый уровень 
транскрипции в большинстве тканей (медиана ва-
рьирует в пределах 0–0.6 TPM), однако в ряде орга-
нов и клеток, таких, как В-клетки, лимфоузел, ап-
пендикс, селезенка, миндалины, Пейеровы бляшки, 
транскрипция ZBTB32 может достигать 7.5 TPM, 
а уровень транскрипции ZNF541 в надпочечни-
ках составляет 2–3 TPM. Гены ZNF165, ZSCAN5A, 
ZNF487 и ZNF473 на низком уровне транскриби-
руются практически во всех тканях, но уровень 
их транскрипции в семенниках минимум в 3 раза 
выше, чем в любой из остальных тканей. 

Для дальнейшего анализа мы отобрали два гена – 
ZNF473 и ZBTB32, важные для определения ткане-
вой идентичности семенников [27]. 

Транскрипция генов ZBTB32 и ZNF473 понижена 
в герминогенных опухолях семенников
Мы экспериментально определили содержание 
транскриптов ZBTB32 и ZNF473 в образцах семен-
ников, легкого, почки, толстого и тонкого кишечника, 
скелетной мышцы, лимфоузла, селезенки и передней 
коры головного мозга человека. Уровень транскрип-
ции оценивали с помощью ПЦР в реальном времени 

Таблица 3. Транскрипция отобранных генов в семенни-
ках согласно четырем базам данных (в TPM)*

Ген HPA ENCODE GTEx Illumina

ZNF473 76.4 
(11.1/4.25)

79  
(8/2.5)

49.1 
(8.3/3.25)

46  
(8/4)

ZBTB32 43.3 
(7.5/0.15)

84  
(4/0)

109.3 
(6.5/0.3)

32  
(5/0.4)

ZNF541 19.2 
(1.7/0.1)

40  
(1/0.3)

45.7 
(2.7/0.3)

18  
(2/0.3)

ZSCAN5A 34.6 
(11.3/3.4)

12  
(2/0.95)

14.4 
(2.3/1.2)

12  
(3/1)

ZNF487 51.4 
(9.9/2.95)

28  
(7/2)

23.2 
(4.4/2.1)

21  
(5/2)

PRDM9 7  
(1.7/0)

9  
(0/0)

6.9  
(0/0)

6  
(0/0)

ZNF560 11.9 (1.2/0) 15  
(0.2/0) 15.5 (0.6/0) 12  

(0.3/0)

CTCFL 20.4 
(0.8/0.3)

14  
(0.2/0)

7.5  
(0.1/0)

17  
(0.5/0.2)

ZNF165 35.8 
(7.4/1.55)

46  
(15/2)

45.6 
(7.6/1.35)

49  
(9/2)

 

*В скобках через косую черту также указаны макси-
мальное и медианное значение транскрипции ото-
бранных генов в других тканях (в TPM) согласно той же 
базе данных.

Таблица 4. Данные по белковым доменам и положе-
нию генов

Ген Число 
C2H2 Другие домены Расположение

CTCFL 11 Нет 20q13.31

PRDM9 14 SET, KRAB 5p14.2

ZBTB32 3 BTB/POZ 19q13.12

ZNF165 6 SCAN 6p22.1

ZNF473 20 KRAB 19q13.33

ZNF541 5 ELM2, SANT 19q13.33

ZNF560 15 KRAB+KRAB 19p13.2

ZSCAN5A 5 SCAN 19q13.43

ZNF487 3 KRAB 10q11.21

Рис. 1. Диаграмма Венна, показывающая отобранные 
по заданным критериям гены, общие для четырех 
баз данных – Human Protein Atlas, ENCODE, Illumina 
Body Map и GTEx. Диаграмма построена с помощью 
онлайн-программы (http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/Venn/) 

ENCODE Illumina

G
TExHPA



90 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 3 (54) 2022

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

с использованием матрицы кДНК и среднего геоме-
трического содержания транскриптов GAPDH и 18S 
рРНК для нормализации. Результаты представлены 
на рис. 2А,Б. Как видно, транскрипция ZNF473 в се-
менниках превышает уровень транскрипции в дру-
гих органах минимум в 5 раз, а ZBTB32 – в 4 раза. 
Не высокий, но заметный уровень транскрипции 
этих генов наблюдался в лимфоидных тканях (селе-
зенка и лимфоузлы), в остальных проверенных тка-
нях уровень транскрипции этих генов незначителен, 
что согласуется с рассмотренными выше результата-
ми анализа баз данных.

Для сравнения профилей транскрипции двух 
исследуемых генов и подтверждения их незави-
симости от особенностей подготовки образцов, по-
становки реакций и т.п. мы параллельно провели 
анализ транскрипции случайно выбранного гена 
ZNF446, также принадлежащего семейству C2H2. 
Этот ген не был отобран из баз данных согласно 
указанным выше критериям и транскрибировался 
в семенниках и других тканях на низком уровне 
(1–10 TPM) без выраженной тканевой специфич-
ности. Полученные нами результаты подтверждают 
отсутствие тканевой специфичной транскрипции 
гена ZNF446 (рис. 2В).

Мы  определили содержание транскриптов 
тех же генов на панели кДНК, полученной из об-
разцов опухолей и нормальных тканей семенников. 
Уровни транскрипции оценивали как описано выше. 
Результаты показаны на рис. 3. Панель представ-
лена образцами паренхимы здоровых семенников 
(контроль – образцы 17N, 19N), образцами опухолей 
и прилегающих к ним нормальных тканей. Ряд об-
разцов представлен парами опухоль/прилегающая 
условно нормальная ткань (норма), полученными 
от одного пациента. Опухоли (и прилегающие к ним 
нормы) представлены как образцами, имеющими 
герминогенное происхождение (семинома, терато-
ма, опухоль желточного мешка, эмбриональный рак 
и смешанные типы), так и негерминогенными образ-
цами, представленными стромальными и паратести-
кулярными опухолями (лейдигомы, рабдомиосарко-
мы, лейомиосаркомы).

В герминогенных опухолях транскрипция гена 
ZBTB32 (рис. 3А) подавляется до практически 
недетектируемого уровня, а транскрипция гена 
ZNF473 – до значений, характерных для транс-
крипции в других тканях (рис. 3Б). Четких зако-
номерностей изменения транскрипции гена ZNF446 
при опухолеобразовании не выявлено (рис. 3В).

Образцы нормальных тканей, прилегающих 
к опухолям герминогенного происхождения, харак-
теризуются большим разбросом уровней транскрип-
ции генов ZBTB32 и ZNF473 от значений, сравни-

мых с контрольными образцами (образцы 5N, 8N 
и 14N), до значений, характерных для опухолей 
(образцы 7N, 21N). У парных образцов с высоким 
уровнем транскрипции в норме (пары № 8, 14 и 32) 
происходит снижение уровня транскрипции гена 
ZBTB32 в опухоли минимум в 8 раз, а ZNF473 – 
в 3 раза. Стоит отметить, что в этих же образцах 
транскрипция ZNF446 может как повышаться, 
так и понижаться. Одной из причин разброса уров-

Рис. 2. Относительное содержание транскриптов ге-
нов ZBTB32 (А), ZNF473 (Б) и ZNF446 (В) в различных 
тканях. Содержание РНК нормализовали относительно 
среднего геометрического содержания транскриптов 
генов домашнего хозяйства 18S рРНК и GAPDH 
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Рис. 3. Относительное содержание транскриптов генов ZBTB32 (А), ZNF473 (Б) и ZNF446 (В) в образцах опухолей 
семенников герминогенного и негерминогенного происхождения. Контрольные образцы (здоровая паренхима 
яичка) отмечены штриховкой, образцы из здоровой ткани, прилегающей к опухоли, отмечены серым цветом, 
а образцы опухолевой ткани отмечены черным. Образцы здоровой и опухолевой ткани с одинаковым номером 
принадлежат одному и тому же пациенту. Буквы внизу обозначают: К для контрольных образцов, G для образцов 
опухолей зародышевых клеток и NG для образцов опухолей, не содержащих зародышевых клеток. Содержание 
РНК нормировали относительно среднего геометрического уровней экспрессии18S рРНК и GAPDH 

ней транскрипции ZBTB32 и ZNF473 в образцах, 
прилегающих к герминогенной опухоли, может быть 
начало злокачественного перерождения клеток 
в тканях, морфологически определяемых как норма. 
Нельзя также исключить возможность влияния не-
которых типов опухолевых клеток на соседние тка-

ни. Например, показана зависимость транскрипции 
специфичных для семенников генов семейства PIWI 
в прилегающей к опухоли ткани от типа опухоли 
[28]. Однако в исследуемых нами образцах законо-
мерностей между типом опухоли и транскрипцией 
генов в прилегающей нормальной ткани не выяв-
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лено. Изучение влияния опухолей различного типа 
на свойства прилегающих тканей может быть пер-
спективной задачей будущих исследований.

Наблюдается разброс в уровнях экспрессии ге-
нов ZNF473, ZBTB32 и ZNF446 в негерминогенных 
тканях. Сопоставление содержания транскриптов 
этих генов в негерминогенных опухолях (образцы 
10T, 12T, 20T, 33T) и прилегающих нормальных тка-
нях (образцы 10N, 12N, 13N, 33N) выявляет разно-
направленность изменений экспрессии всех трех 
генов при образовании негерминогенных опухолей 
и не обнаруживает четких закономерностей измене-
ния уровней транскрипции всех трех генов.

В целом, наблюдается достоверное снижение 
уровня транскрипции генов ZNF473 и ZBTB32 
в опухоли по сравнению с нормой (p-значение 
по Манну–Уитни менее 0.02 в обоих случаях и более 
0.4 у ZNF446). Эти гены могут выступать в качестве 
маркеров опухолей, происходящих из клеток заро-
дышевого пути. 

Для подтверждения этих данных мы при помо-
щи онлайн-ресурса GePIA [21] сопоставили уров-
ни транскрипции 25 выявленных нами ранее генов 
в нормальных и опухолевых образцах семенников 
(табл. 5). Уровень транскрипции большинства генов 
(за исключением ZNF728, ZNF560 и ZFP42) в опухо-
ли снижен более чем в 3 раза до значений, сопоста-
вимых с уровнями их транскрипции в других тка-
нях. Уровень транскрипции гена ZNF728 в опухоли 
снижается менее чем в 2 раза, уровень транскрип-
ции гена ZNF560 остается практически неизменным, 
а гена ZFP42, напротив, возрастает в 17 раз. 

Результаты, полученные нами для генов ZBTB32 
и ZNF473, согласуются с данными GePIA. Это по-
зволяет рассматривать другие гены со сходным, со-
гласно GePIA, поведением в качестве потенциаль-
ных маркеров опухолеобразования в семенниках. 
Можно предположить, что большая часть рассма-
триваемых генов входит в состав сетей межгенных 
взаимодействий, которые отвечают за основные 
клеточные процессы, определяющие функции се-
менников, подавление этих процессов происходит 
при опухолеобразовании. 

В связи с этим, важным является сходство про-
филей транскрипции генов ZBTB32 и ZNF473 
в герминогенных образцах в норме и в опухоли, 
что предполагает согласованность их транскрип-
ции. Согласованность транскрипции 25 отобранных 
семенник-специфичных генов мы проанализирова-
ли с использованием базы данных GTEx, содержа-
щей данные крупномасштабного секвенирования 
РНК в 361 образце семенников в норме и построили 
для них и контрольного гена ZNF446 корреляцион-
ную матрицу (рис. 4А). 

Используя коэффициенты корреляции в качестве 
меры расстояния между генами по формуле (1 – 
модуль коэффициента корреляции), мы построили 
иерархическое дерево, применив алгоритм иерархи-
ческой классификации (рис. 4Б). Следует отметить, 
что при таком подходе наиболее «близко располо-
женными» генами оказываются гены с повышенным 
значением коэффициента корреляции независимо 
от знака. Оптимальное количество кластеров раз-

Таблица 5. Уровни транскрипции генов семейства 
C2H2, специфически транскрибирующихся в семенни-
ках, в нормальных и опухолевых образцах семенников 
согласно данным GePIA* 

Ген Норма,
TPM

Опухоль,
TPM

Соотношение 
норма/ 

опухоль, раз

Приведенное 
p-значение

ZBTB32 93.0 0.93 100.0 1.78e–77

PRDM9 4.52 0.05 90.4 7.58e–78

ZNF541 27.4 0.36 76.2 1.19e–99

KLF17 15.8 0.31 51.0 5.38e–24

CTCFL 9.11 0.20 45.6 1.60e–77

ZNF479 3.34 0,13 25.7 6.61e–39

ZFHX2 17.7 1.09 16.2 4.19e–56

ZNF487 33.0 2.48 13.3 4.01e–63

ZNF433 32.9 2.61 12.6 1.77e–75

ZSCAN5B 2.25 0.18 12.5 7.78e–45

ZNF165 21.3 2.20 9.68 2.25e–44

ZNF563 15.3 1.98 7.71 2.93e–70

ZNF473 39.1 6.37 6.14 3.95e–47

ZSCAN5A 34.6 5.94 5.83 1.09e–59

ZNF628 31.7 5.45 5.82 7.35e–45

ZNF233 9.55 1.68 5.68 1.84e–32

ZNF829 12.6 3.28 3.85 5.86e–20

ZNF646 32.7 8.83 3.70 3.21e–38

ZNF689 22.4 6.40 3.50 1.54e–33

ZNF318 46.8 14.3 3.27 7.26e–34

BNC1 19.6 6.45 3.04 3.99e–9

ZNF574 37.0 15.7 2.36 2.47e–22

ZNF728 5.86 3.44 1.70 1.94e–7

ZNF560 8.89 7.53 1.18 4.09e–2

ZFP42 2.54 43.0 0.06 2.86e–34

*Приведены медианы транскрипции в TPM. Гены 
расположены в порядке уменьшения соотношения 
уровней их транскрипции в норме и в опухоли. Девять 
генов, отобранных одновременно из четырех баз дан-
ных, выделены жирным. 
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Рис. 4. Корреляционная матрица уровней транскрипции 25 генов, отобранных на основании их специфичной 
экспрессии в семенниках, и контрольного гена ZNF446 в 361 образце семенников, содержащихся в коллекции 
GTEx (А). Гены расположены согласно иерархической кластеризации методом полной связи. Границы кластеров 
обведены черным. Рассчитаны коэффициенты корреляции Спирмена, значение которых обозначено цветом. 
Дендрограмма, отображающая согласованность экспрессии генов (Б). В качестве меры различия использована 
величина, равная (1 – модуль коэффициента корреляции Спирмена). Выделены три кластера, которые обозна-
чены разными цветами, пунктирная линия серого цвета показывает границы кластеров

ными алгоритмами определяется числом от 2 до 3. 
Между разными способами иерархической класси-
фикации наблюдается хорошее соответствие (коэф-
фициенты корреляции при кофенетическом анали-
зе превышают 0.51). При кластеризации разными 
методами большая часть генов, включая ZNF473 
и ZBTB32, попадает в один кластер, и только четыре 
гена – CTCFL, ZSCAN5B, PRDM9 и контрольный ген 
ZNF446 – в другой. Таким образом, большая часть 
отобранных генов согласованно транскрибируется 
в семенниках. Уровни транскрипции генов в преде-
лах одного кластера положительно коррелируют 
между собой. Гены, входящие в разные кластеры, 
могут входить в состав разных ветвей специфичной 
для семенников генной сети и, как следствие, быть 
участниками разных биологических процессов, про-
исходящих в семенниках. Установление положения 
рассмотренных генов в иерархии межгенных вза-
имодействий и их взаимосвязи с внутриклеточны-
ми процессами в семенниках является масштабной 
и перспективной задачей будущих исследований.

ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение экспрессии генов представляет особый 
интерес в случае патологических процессов, вклю-
чая злокачественное перерождение клеток. Важным 
этапом является поиск генов, которые в дальней-
шем предполагается использовать как диагности-
ческие маркеры или как объекты направленной 

генной терапии. Особый интерес представляют 
гены с выраженной тканеспецифичной экспрессией, 
так как именно они обеспечивают специфический 
ответ клеток на внешние и внутренние воздействия. 
В данной работе в качестве объекта исследования 
мы выбрали семейство генов, содержащих домены 
цинковый палец типа C2H2, представляющее осо-
бый интерес в связи с тем, что, во-первых, большин-
ство его членов из-за наличия ДНК-связывающего 
домена относятся к факторам транскрипции, т.е. 
к регуляторным генам, во-вторых, многочисленность 
членов его семейства может позволить выявить ряд 
любопытных закономерностей их экспрессии. 

В настоящий момент в связи с развитием техно-
логии массированного секвенирования создано не-
сколько крупных баз данных по экспрессии генов 
в разных тканях и органах. Применяя заданные 
пользователем алгоритмы поиска генов с тканеспе-
цифичной экспрессией, можно производить отбор 
генов-кандидатов. Базы данных различаются по ко-
личеству и способу получения образцов, поэтому 
при поиске и дальнейшем анализе генов-кандида-
тов важно правильное сопоставление получаемых 
результатов. В данной работе мы провели одновре-
менный анализ четырех баз данных, беря за осно-
ву средний уровень экспрессии гена в ткани/органе 
в каждой базе данных. В результате было отобрано 
9 генов семейства C2H2 с потенциально тканеспе-
цифичной транскрипцией в семенниках. Для даль-
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нейшего анализа было выбрано два гена – ZBTB32 
и ZNF473, тканеспецифичность транскрипции кото-
рых в клетках паренхимы семенников мы подтвер-
дили экспериментально.

К важным параметрам экспрессии генов от-
носится ее изменение при злокачественном пере-
рождении клеток. Такого рода данным посвящен 
онлайн-ресурс GePIA (Gene Expression Profiling 
Interactive Analysis). В его основе лежит алгоритм, 
позволяющий сопоставлять данные массированного 
секвенирования, полученные из двух источников – 
коллекции нормальных тканей GTEx и коллекции 
опухолевых тканей TCGA. Согласно этому ресур-
су, транскрипция генов ZBTB32, ZNF473, PRDM9, 
CTCFL, ZNF165, ZNF541 и ряда других понижена 
в герминогенных опухолях семенников, поэтому они 
могут рассматриваться как потенциальные марке-
ры онкотрансформации клеток зародышевого типа. 
Мы экспериментально подтвердили снижение уров-
ня транскрипции двух выбранных генов (ZBTB32 
и ZNF473) в герминогенных опухолях. Четких за-
кономерностей по экспрессии этих генов в негерми-
ногенных опухолях и в прилегающих нормальных 
тканях выявить не удалось. Уровень экспрессии 
этих генов в негерминогенных нормальных тканях 

изначально низок, таким он остается в негермино-
генных опухолях. Уменьшение уровня транскрип-
ции этих генов в клетках зародышевого пути может 
служить маркером риска развития герминогенных 
опухолей. Отсутствие транскрипции ZBTB32 может 
также служить доказательством отсутствия при-
месей прилегающих нормальных тканей при полу-
чении опухолевого образца в экспериментах, где 
важна чистота опухолевого препарата. В последнем 
случае, однако, необходимы дополнительные марке-
ры, позволяющие отличить герминогенные опухоли 
от негерминогенных тканей.

Таким образом, накопленный в базах данных 
материал по экспрессии генов служит существен-
ным подспорьем при поиске генов-кандидатов, от-
вечающих за развитие патологических процессов. 
Дальнейший анализ в виде экспериментального 
подтверждения выявленных in silico закономерно-
стей, установление функций генов и их положения 
в иерархии генных сетей представляют собой инте-
ресную и масштабную задачу будущих исследова-
ний. 

Авторы благодарны М.В. Зиновьевой 
за предоставленные препараты кДНК.
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