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Резюме. Голый землекоп обладает множеством уникальных черт физиологии, самые известные из 
которых – высокая продолжительность жизни и устойчивость к развитию опухолей. Понимание мо-
лекулярных механизмов, предопределяющих эти особенности вида, важно для расширения теорети-
ческого знания о возникших в ходе эволюции способах контроля рака и процессов старения организ-
ма, что в дальнейшем может быть использовано в биомедицине.

На сегодняшний день не подвергается сомнению решающая роль иммунной системы в контроле 
опухолей у животных, однако иммунная система голого землекопа слабо изучена, и о противоопухо-
левом иммунном ответе этих животных ничего не известно. В иммунной системе этого удивительного 
вида наблюдается преобладание миелопоэза, в связи с чем можно предположить, что именно особен-
ности клеток врожденного иммунитета у голого землекопа влияют на успешный контроль возникно-
вения и роста опухолей.

В настоящем кратком сообщении представлен обзор продолжающихся исследований свойств ма-
крофагов голого землекопа. Ранее было показано, что перитонеальные макрофаги голого землекопа 
способны приобретать воспалительный фенотип (М1), но не отвечают на стандартный стимул, ис-
пользуемый для поляризации макрофагов в противовоспалительный фенотип (М2). Более глубокое 
исследование с применением методов секвенирования транскриптома и иммунометаболического 
профилирования в новой in vitro модели макрофагов костного мозга голого землекопа, предложенной 
нашей группой, обнаружило интересные особенности как М1, так и М2-фенотипа макрофагов голого 
землекопа, потенциально связанные с эволюционной адаптацией вида. Продолжение изучения раз-
личных условий поляризации макрофагов голого землекопа важно для определения видовых особен-
ностей противоопухолевого иммунитета.

Ключевые слова: голый землекоп, поляризация макрофагов, макрофаги костного мозга, NO-синтаза, аргиназа-1, IL-4
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Abstract. The naked mole-rat (NMR) is a unique long-lived rodent with low cancer incidence. 
Understanding the molecular mechanisms that NMR evolved to control aging and tumorigenesis is 
important for biomedicine. It is commonly accepted that the immune system has essential functions 
in the tumor growth control in animals. In-depth study of the NMR immune system has recently begun, 
thus peculiarities of antitumor response in these animals remain undiscovered. However, it was shown that 
myelopoiesis predominates in NMR, therefore it can be assumed that the innate immune cells in the naked 
mole rat contribute to the successful control of the cancer incidence and tumor growth. This brief provides 
an overview of ongoing research into the properties of naked mole rat macrophages. Recent study shown 
that naked mole rat peritoneal macrophages are capable of acquiring an inflammatory phenotype (M1) but 
polarization into an anti-inflammatory phenotype (M2) under standard stimulus is limited. A more in-depth 
study using transcriptome sequencing and immunometabolic profiling in novel in vitro model of naked mole 
rat bone marrow macrophages suggested by our group revealed non-canonical features of M1 as well as M2 
phenotypes of naked mole rat macrophages, which can be associated with the evolutionary adaptation of the 
species. Continued study of the different polarization conditions of naked mole rat macrophages is important 
to determine unique adaptations in NMR antitumor immunity.

Keywords: naked mole-rat, macrophage, polarization, NO synthase, arginase, IL-4
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Введение
Голый землекоп – новая модель в иммуноло-

гии, и на сегодняшний день комплексного пред-
ставления о механизмах иммунной защиты у этих 
животных не сформировано. Для голого земле-
копа характерны физиологические особенности, 
связанные с адаптацией к подземной среде оби-
тания, отличающие их от других грызунов, а так-
же уникальные среди млекопитающих. Поиск и 
описание молекулярных механизмов, обуславли-
вающих низкую встречаемость злокачественных 
опухолей и высокую продолжительность жизни 
голых землекопов, остаются интригующими за-
дачами современной биологии.

 Представление о том, что иммунитет при-
нимает непосредственное участие в контро-
ле развития опухолей, в том числе в контексте 
старения организма, сформировано на основа-
нии исследований животных моделей и анализа 
клинических данных. Так, миелоидные клетки в 

опухолевом микроокружении могут способство-
вать как усилению естественного противоопухо-
левого ответа, так и его торможению. Считается, 
что воспалительные макрофаги (М1) опухоле-
вого микроокружения способны подавлять рост 
опухолей и привлекать активированные клетки 
адаптивного иммунитета, в свою очередь проти-
вовоспалительные макрофаги (М2) создают толе-
рогенное окружение, помогая опухоли уходить от 
иммунного надзора [5]. Недавно было показано, 
что для голых землекопов характерно преоблада-
ние миелоидной ветви кроветворения [3], в связи 
с чем можно предположить, что именно клетки 
врожденного иммунитета играют особую роль в 
защите от неоплазий у голого землекопа.

Способность приобретать провоспалитель-
ный или противовоспалительный фенотип ма-
крофагами может быть изучена в модели клас-
сической и альтернативной поляризации in vitro. 
Впервые такие исследования были проведены на 
клеточной линии перитонеальных макрофагов 
голого землекопа [6], а также на первичных куль-
турах макрофагов костного мозга голого землеко-
па в работе нашей группы [2]. Было показано, что 
как перитонеальные, так и макрофаги костного 
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мозга голого землекопа поддаются поляризации 
в сторону М1 в присутствии липополисахарида и 
рекомбинантного IFNγ, приобретая характерные 
экспрессионные и цитокиновые профили, при 
этом демонстрируя видоспецифичные особен-
ности в регуляции метаболизма азота, включая 
ограниченную продукцию оксида азота. С другой 
стороны, способность макрофагов голого зем-
лекопа поляризоваться в каноничный фенотип 
М2 in vitro не была достоверно показана. В на-
стоящем сообщении мы суммировали ранее об-
наруженные особенности поляризации, а также 
проверили дополнительные варианты условий 
альтернативной (М2) поляризации макрофагов 
голого землекопа. 

Материалы и методы
Получение макрофагов костного мозга
Для получения первичной культуры макро-

фагов голого землекопа костный мозг стерильно 
вымывали из костей конечностей. Клетки кост-
ного мозга затем подсчитывали и рассаживали в 
среде DMEM (DMEM c 4,5 г/л глюкозы, 2  ммоль 
L-глутамина и 1 ммоль пирувата натрия (Capricorn 
Scientific, Германия), а также смесью антибиоти-
ков (Pen Strep, Gibco, США), 10% FBS (Capricorn 
Scientific, Германия) в присутствии 40 нг/мл ре-
комбинантного M-CSF мыши (Miltenyi Biotec, 
Германия). Клетки костного мозга голого земле-
копа выращивали в СО2-инкубаторе в течение 21 
суток при температуре 32 °С с добавлением све-

жей среды на 8-й, 14-й и 18-й дни. Для получения 
макрофагов костного мозга мыши применялся 
аналогичный протокол, однако клетки выращи-
вали в течение семи суток при температуре 37 °С.

Поляризация в противовоспалительных усло
виях

Макрофаги голого землекопа собирали на 
день 21 и рассаживали из расчета 5 × 105 кле-
ток/ мл в среде DMEM, 10% FBS, без добав-
ления фактора роста макрофагов. Макрофаги 
мыши рассаживали на день 7. Для индукции 
М2-поляризации были использованы различные 
условия: добавление 20 нг/мл рекомбинантного 
интерлейкина-4 мыши (mIL-4, Miltenyi Biotec, 
Германия), 20  нг/ мл рекомбинантного интерлей-
кина-4 человека (hIL-4, PeproTech, США), в среде 
DMEM со стандартным содержанием L-аргинина 
(0,4 ммоль), либо в среде с повышенным содержа-
нием L-арги нина (4 ммоль). В некоторых опытах 
для поляризации М2 был использован дибутирил 
цАМФ (0,5 мг/мл, N 6, 2′-о-дибутириладенозина 
3′, 5′-цикло-монофосфата натриевая соль, Sigma). 
Агенты М2-поляризации добавляли к клеткам на 
24 часа, после чего клетки гомогенизировали для 
выделения РНК.

Анализ экспрессии характеристических генов
РНК выделяли твердофазным методом при 

помощи набора EasyPure RNA Kit (Transgene, Ки-
тай), после чего синтезировали кДНК с помощью 
набора RevertAid First Strand (Thermo Scientific, 
США). Экспрессию характеристических генов, 

ТАБЛИЦА 1. ГЕНЫ ГОЛОГО ЗЕМЛЕКОПА И МЫШИ, ОТНОСИТЕЛЬНУЮ ЭКСПРЕССИЮ КОТОРЫХ ИССЛЕДОВАЛИ В 
НАСТОЯЩЕЙ РАБОТЕ, И ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ, ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ПРИ ПОСТАНОВКЕ qRT-PCR

TABLE 1. NAKED MOLE RAT AND MOUSE GENES, THE RELATIVE EXPRESSION OF WHICH WAS STUDIED IN THIS WORK, 
AND SEQUENCES OF PRIMERS USED IN qRT-PCR

Ген
Gene

Вид
Species

Последовательность (5'->3') F
F primer sequence

Последовательность (5'->3') R
R primer sequence

Actb

H.gl

GCGCTCTTTCAGCCTTCTTT TTGGCATAGAGGTCCTTGCG

Arg1 CATCGGAGCCCCTTTCTCAA ACCAGCATATCTCAACGCCG

Egr2 AATCTGCCCCCTTCTTTCGG CCACTCCGTTCATCTGGTCA

Mrc1 AGCTTTGACTGCCTCGACTG GTGGTCTTGTGTATTCACCTTTTGT

Actb

M.mu

CTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTG TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC

Arg1 TGAGGAAAGCTGGTCTGCTG GGCCAGAGATGCTTCCAACT

Egr2 ATCCTAGGCTCAGTTCAACC ATCATGCCATCTCCCGC

Mrc1 TACTTGGACGGATAGATGGAGG CATAGAAAGGAATCCACGCAG
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ассоциированных с M2-поляризацией, опреде-
ляли при помощи метода количественной ПЦР 
в реальном времени (qRT-PCR). Для этого ис-
пользовали готовую смесь для qPCR с интерка-
лирующим флуоресцентным красителем SYBR 
(qPCRmix-HS SYBR+LowROX, ЗАО «Евроген», 
Россия), 1  мкм смеси 10  мкмоль праймеров 
(табл. 1), 7 мкл воды (DEPC) и 4 мкл матрицы 
кДНК. ПЦР осуществляли на платформе Quant 
Studio 6 (Applied Biosystems, США). Расчет от-
носительной экспрессии генов проводили с ис-
пользованием метода 2-∆∆Ct. Параметр ∆∆Ct на-
ходили путем нормирования рассчитанного для 
опытных проб значения ∆Ct на среднее значение 
∆Ct контрольных образцов. Ct – цикл амплифи-
кации, на котором содержание в реакционной 
смеси продукта достигает порогового значения, 
∆Ct – разница между Ct референсного гена (Actb) 
и Ct гена интереса (табл. 1).

Результаты и обсуждение
В ходе работы с уникальной моделью долго-

живущего грызуна – голого землекопа, нами был 
предложен способ получения первичной культу-
ры макрофагов костного мозга. Отличительной 

чертой данного метода является длительное куль-
тивирование предшественников костного мозга 
в течение 21 суток при пониженной температуре 
(32 °С) – близкой к температуре тела, наблюдае-
мой у голых землекопов in vivo (рис. 1).

РНК-секвенирование макрофагов голого зем-
лекопа при поляризации в М1 под действием LPS 
и IFNγ показало повышение экспрессии сиг-
натурных генов, характерных для данного типа 
ответа у наиболее хорошо изученного в данной 
модели организма – мыши [1], таких как CD38, 
Acod1, Tnf [2]. Вместе с этим, были обнаружены 
отличные от мыши тенденции в дифференци-
альной экспрессии генов, ассоциированных с 
метаболизмом аргинина (табл.  2). Так, в транс-
криптомах М0-, М1- и М2-макрофагов голого 
землекопа не детектировались транскрипты гена 
Nos2, кодирующего индуцибельную NO-синтазу 
(iNOS), в то время как у мыши этот ген сверх-
экспрессирован в М1-макрофагах. Интересно, 
что у голых землекопов не изменялась экспрес-
сия гена Slc7a2, кодирующего переносчик арги-
нина CAT2. Аргинин является конкурентным 
субстратом для iNOS и аргиназы-1, в связи с 
чем достаточное присутствие внутриклеточного 
аргинина важно для поляризации [8]. У мышей 

Рисунок 1. Особенности дифференцировки и поляризации макрофагов голого землекопа
Figure 1. Naked mole-rat macrophage differentiation and polarization
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ТАБЛИЦА 2. ЗНАЧЕНИЯ ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ (LogFC) НЕКОТОРЫХ ГЕНОВ, ВОВЛЕЧЕННЫХ В МЕТАБОЛИЗМ 
АРГИНИНА, В ПОЛЯРИЗОВАННЫХ МАКРОФАГАХ ГОЛОГО ЗЕМЛЕКОПА И МЫШИ

TABLE 2. RELATIVE EXPRESSION (LogFC) OF SOME GENES INVOLVED IN ARGININE METABOLISM IN POLARIZED 
MACROPHAGES OF NAKED MOLE-RAT AND MOUSE

H. glaber

M1 vs M0 M2 vs M0

LogFC FDR LogFC FDR

Nos2 n. d. n. d.

Arg1 -3,3 3,04281E-06 0,23 n. s.

Slc7a2 0,45 n. s. -0,16 n. s.

M. musculus

M1 vs M0 M2 vs M0

LogFC FDR LogFC FDR

Nos2 8,8 5,96803E-17 0,3 0,005

Arg1 n. d. 4,84 7,85267E-19

Slc7a2 7,56 1,66944E-29 3,10 3,13952E-17

Примечание. LogFC – логарифм кратного изменения, FDR – скорректированные значения p-value с поправкой на 
множественное сравнение при анализе дифференциальной экспрессии. N. d. – не было обнаружено транскриптов,  
n. s. – изменение не достоверно статистически.

Note. LogFC is the logarithm of the fold change of gene expression versus M0, FDR is the adjusted p-value corrected for multiple 
comparisons in differential expression analysis. N.d., no transcripts were detected; n.s., not significant.

Slc7a2 сверхэкспрессирован как в М1-, так и в 
М2-макрофагах (табл. 2). 

Неожиданным результатом РНК-профили-
рования макрофагов голого землекопа, активи-
рованных рекомбинантным IL-4 мыши, оказа-
лось отсутствие изменений в характеристических 
М2-ассоциированных генах, например, Arg1 
(табл.  2). Значимому изменению подвергалось 
лишь малое количество генов, включая гены хе-
мокинов Cxcl13, Ccl22, Ccl5, среди которых толь-
ко Ccl22 связывают с М2-ответом [2].

В ходе настоящей работы мы проверили дру-
гие условия противовоспалительной поляри-
зации, которые потенциально могут вызывать 
изменение экспрессии М2-характеристических 
генов в макрофагах голого землекопа – реком-
бинантный IL-4 человека, среды с добавле-
нием L-аргинина, а также неспецифичный М2-
активатор – цАМФ. Для сравнения аналогичные 
условия М2-поляризации были проверены на 
культурах макрофагов костного мозга мыши, по-

лученных в стандартных условиях (рис. 2А). Для 
анализа было выбрано несколько генов, ярко 
коррелирующих с приобретением М2-фенотипа 
макрофагами, – Arg1, а также Mrc1 (маннозный 
рецептор CD206), Egr2 (транскрипционный фак-
тор) [1, 4].

Попарное выравнивание белковой после-
довательности IL-4 голого землекопа показало 
сходство на уровне около 60% аминокислот как 
для IL-4 мыши (61,4%), так и человека (58,7%). 
В свою очередь, уровень сходства между орто-
логами IL-4 мыши и человека составляет 56,5% 
(рис. 2Б). Оказалось, что IL-4 человека не вызы-
вает изменения экспрессии Arg1, Mrc1 и Egr2 от-
носительно М0 в макрофагах голого землекопа 
(рис. 2В). Кроме того, М2-поляризация также не 
происходит в макрофагах мыши при добавлении 
IL-4 человека (рис. 2Г). Судя по всему, уровень 
различий в аминокислотном составе между до-
ступными рекомбинантными вариантами IL-4 
достаточен для того, чтобы данный цитокин не 
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Рисунок 2. Экспрессия М2-ассоциированных генов при различных условиях противовоспалительной поляризации 
макрофагов голого землекопа
Примечание. А – схема получения культур макрофагов костного мозга голого землекопа и мыши, условия активации зрелых 
макрофагов. Б – эволюционная дистанция белковых последовательностей IL-4 у некоторых видов (Mmu – Mus musculus, Hgl – 
Heterocephalus glaber, Hsa – Homo sapiens, Gga – Galus galus) и процент сходных аминокислот в них (% similarity) при попарном 
выравнивании с помощью алгоритма EMBOSS Needle. В – относительная экспрессия генов Arg1, Mrc1, Egr2 в макрофагах 
голого землекопа через 24 часа после добавления рекомбинантного IL-4 мыши (mIL-4), IL-4 человека (hIL-4), цАМФ (cAMP) в 
стандартной среде и в среде с повышенным содержанием аргинина (mIL4/hIL-4 L-arg). Г – относительная экспрессия генов Arg1, 
Mrc1, Egr2 в макрофагах мыши через 24 часа после добавления mIL-4 в стандартной среде и среде с повышенным содержанием 
аргинина (mIL4 L-arg), hIL-4 и цАМФ. Каждая точка внутри группы представляет собой индивидуальную культуру клеток, 
полученную из одного животного. Для сравнения параметров между группами использовали однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA). * – p < 0,05; ** – p < 0,01; ns – не достоверно.
Figure 2. Expression of M2-associated genes under different polarizing conditions
Note. A, scheme for obtaining cultures of bone marrow-derived macrophages from the two species and different M2 polarization strategies.  
B, Evolutionary distance of IL-4 protein sequences in four species (Mmu, Mus musculus; Hgl, Heterocephalus glaber; Hsa, Homo sapiens; Gga, 
Galus galus used as outgroup) and the percentage of similar amino acids (% similarity) in pairwise alignment of IL-4 protein sequences using 
EMBOSS Needle. C, relative expression of Arg1, Mrc1, Egr2 genes in naked mole rat macrophages (NMR BMDM) 24 hours after the addition 
of recombinant mouse IL-4 (mIL-4), human IL-4 (hIL-4), cAMP, in standard medium and in medium with increased arginine content (mIL-4/hIL-4 
L-arg). D, relative expression of the genes Arg1, Mrc1, Egr2 in mouse macrophages 24 hours after the addition of mIL-4 in standard medium and 
medium with a high content of arginine (mIL-4 L-arg), hIL-4 and cAMP. One-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare relative 
expression between groups. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ns, not significant.
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имел кросс-видовой активности, что представ-
ляет собой явное ограничение модели, приме-
няемой в настоящем или в подобных ему иссле-
дованиях [6]. 

Исходя из данных об отсутствии изменения 
уровня экспрессии Slc7a2, как в условиях М1-, так 
и М2-поляризации, у голого землекопа (табл.  2), 
мы предположили, что клеткам может быть не-
обходимо большее количество L-аргинина в 
культуральной среде [6]. Однако увеличение кон-
центрации аргинина в среде в 10 раз не привело к 
изменениям экспрессии М2-генов у голого зем-
лекопа (рис. 2В). У мышей статистически зна-
чимых различий по экспрессии генов интереса в 
М2-макрофагах, активированных в стандартной 
среде и среде с повышенным аргинином – также 
не наблюдалось (рис. 2Г), по всей видимости, вы-
бранная нами концентрация аргинина не влияет 
на стпень выраженности М2-фенотипа макрофа-
гов.

Наконец, как альтернативный подход к про-
блеме полноценности взаимодействия IL-4 
мыши и человека с рецепторами голого земле-
копа в качестве неспецифичного активатора М2 
фенотипа был использован дибутирил цАМФ, 
способный проникать внутрь клеток [7]. В ма-
крофагах мышей экспрессия гена Arg1 повыша-
лась, как при активации IL-4, так и цАМФ, с дру-
гой стороны, цАМФ не изменял экспрессии Mrc1 
и Egr2 (рис. 2Г). При этом в макрофагах голого 

землекопа стимуляция цАМФ не приводила к 
повышению экспрессии Arg1 (рис. 2В). 

Заключение
Поляризация макрофагов костного мозга голо-

го землекопа несет видоспецифичные особенно-
сти. Так, отличительной чертой М1-макрофагов 
голого землекопа является отсутствие продукции 
оксида азота и реорганизация транскрипционной 
программы, ассоциированной с этим процессом. 
Макрофаги голого землекопа, активированные 
рекомбинантным IL-4, не приобретали харак-
терные для противовоспалительных макрофагов 
черты. В ходе работы были проверены дополни-
тельные условия М2-поляризации макрофагов 
голого землекопа, однако никакие из них также 
не привели к изменению экспрессии ожидаемых 
М2-ассоциированных генов. Мы предполагаем, 
что доступные варианты рекомбинантного IL-4 
могут иметь недостаточную степень консерва-
тивности для того, чтобы взаимодействовать с 
рецепторами на клетках голого землекопа. Одна-
ко вместе с этим отсутствие повышения экспрес-
сии Arg1, ключевого гена М2-ответа, в ответ на 
цАМФ в макрофагах голого землекопа, в отличие 
от клеток мыши, может указывать на то, что раз-
витие противовоспалительного фенотипа имеет 
видоспецифичные особенности. Полноценное 
доказательство этой гипотезы требует постанов-
ки опытов с нативным или рекомбинантным ци-
токином IL-4 голого землекопа.
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