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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
ПРОМОТОРОВ ГЕНОВ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ IL-10 И TGF-bb В КЛЕТОЧНЫХ  
МОДЕЛЯХ В-ЛИМФОЦИТОВ
Уварова А.Н., Устюгова А.С., Жеремян Э.А., Стасевич Е.М., 
Корнеев К.В., Купраш Д.В.
ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия

Резюме. B-лимфоциты участвуют в развитии многих заболеваний, в том числе аутоиммунных, он-
кологических и инфекционных. В отличие от регуляторных Т-лимфоцитов, роль В-лимфоцитов в 
противовоспалительной регуляции иммунного ответа стала активно изучаться относительно недавно. 
Цитокины IL-10 и TGF-b являются одними из ключевых секретируемых факторов иммуносупрессии, 
поэтому изучение особенностей их транскрипционной регуляции в В-клетках представляется акту-
альной задачей.

Данная работа посвящена функциональной характеристике промоторных областей генов IL10 
и TGFB1 в иммортализованных В-клеточных линиях, соответствующих разным стадиям развития 
В-лимфоцитов – Reh и Raji. Для этого мы идентифицировали области потенциальных промоторов 
генов IL10 и TGFB1, ориентируясь на эпигенетические признаки функциональных регуляторных об-
ластей, определяемых биофинформатическими методами анализа данных ChIP-Seq хроматиновых 
меток в CD19+ лимфоцитах. Мы изучили активность выбранных промоторов с помощью репортер-
ного анализа в В-клетках. Дополнительно, мы функционально охарактеризовали однонуклеотидный 
полиморфизм rs1800469, который расположен в промоторе TGFB1 и ассоциирован с развитием коло-
ректального рака, хронической обструктивной болезнью легких и риском радиационного фиброза. 
Активность промоторов IL10 и TGFB1 возрастала в модели про-В-клеток Reh и модели более зрелых 
В-лимфоцитов Raji после стимуляции форболовым эфиром, причем активность обоих промоторов 
была ниже в клетках линии Raji. Присутствие минорного аллеля однонуклеотидного полиморфизма 
rs1800469(A) приводило к повышению активности промотора гена TGFB1 в стимулированной кле-
точной линии Reh. Более высокая активность промоторов IL10 и TGFB1 в клетках острого лимфо-
бластного лейкоза Reh может быть связана с характерным для этой патологии увеличением имму-
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носупрессии. Также возможно, что активация про-В-клеток Reh вызывает их дифференцировку в 
моноцитоподобные клетки, которые под аутокринным воздействием TGF-b и IL-10 могут поляри-
зоваться в М2-макрофаги, продуцирующие противовоспалительные цитокины. М2-макрофаги мо-
гут функционировать в качестве опухоль-ассоциированных макрофагов, которые являются важным 
компонентом опухолевого микроокружения и способствуют развитию колоректального рака. Кроме 
того, повышенный уровень TGF-b в тканях повышает риски возникновения фиброза и снижает уро-
вень воспаления при хронической обструктивной болезни легких.

Ключевые слова: регуляция транскрипции, иммуносупрессия, В-лимфоциты, IL-10, TGF-b, SNP

FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF THE GENE PROMOTERS 
OF ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES TGF-bb AND IL-10 IN 
B LYMPHOCYTE CELL MODELS
Uvarova A.N., Ustiugova A.S., Zheremyan E.A., Stasevich E.M., 
Korneev K.V., Kuprash D.V.
Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. B cells play a crucial role in the pathogenesis of various diseases, such as autoimmune disorders, 
cancers, and infections. Unlike regulatory T cells, the anti-inflammatory capabilities of B cells have only 
recently garnered attention. Cytokines IL-10 and TGF-b are among the key secreted immunosuppressive 
factors, therefore studying the characteristics of their transcriptional regulation in B  cells appears to be 
a relevant task. This study focuses on characterizing the promoter regions of IL10 and TGFB1 genes in 
immortalized B cell lines representing different developmental stages – Reh and Raji. To achieve this, we 
identified potential promoter regions guided by the epigenetic features of functional regulatory regions 
determined by bioinformatics methods of ChIP-Seq data analysis of chromatin marks in CD19+ lymphocytes. 
We examined the activity of selected promoters using reporter analysis in B cells. Additionally, we studied the 
impact of a single nucleotide polymorphism rs1800469 in the TGFB1 promoter, which is associated with the 
development of colorectal cancer, chronic obstructive pulmonary disease, and the risk of radiation fibrosis. Our 
results showed increased promoter activity of IL10 and TGFB1 in the Reh pro-B cells compared to the Raji 
mature B cells upon stimulation. Interestingly, the presence of the minor allele of rs1800469 led to enhanced 
TGFB1 promoter activity in the Reh cells. Higher activity of IL10 and TGFB1 promoters in acute lymphoblastic 
leukemia Reh cells may be associated with the increased immunosuppression, which is characteristic of this 
pathology. It is also possible that activation of pro-B cells Reh induces their differentiation into monocyte-like 
cells, which can be polarized into alternatively activated (M2) macrophages by autocrine TGF-b and IL- 10. M2 
macrophages can function as tumor-associated macrophages and contribute to the development of colorectal 
cancer. Moreover, increased levels of TGF-b in tissues increase the risks of fibrosis and decrease inflammation 
levels in chronic obstructive pulmonary disease.

Keywords: transcription regulation, immunosupression, B cells, IL-10, TGF-b, SNP

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда: грант № 22-14-
00398 (изучение промотора IL-10), грант № 21-
74-00106 (изучение промотора TGF-b). 

Введение
B-лимфоциты играют важную роль в регу-

ляции иммунного ответа как в норме, так и при 
патологических состояниях [3]. Традиционно ос-
новной функцией B-клеток считается продукция 
антител в ответ на чужеродные антигены, однако 

также известны иммуносупрессорные свойства 
B-клеток [13]. Регуляторные B-лимфоциты осу-
ществляют свою иммуносупрессивную функцию 
за счет продукции провоспалительных цитоки-
нов IL-10, TGF-b, IL-35, гранзима В, а также 
экспрессии CD39, CD73 и PD-L1, которые инги-
бируют пролиферацию и продукцию цитокинов 
эффекторными T-клетками [14, 15]. В представ-
ленной работе мы сфокусировались на функци-
ональной характеристике промоторных областей 
генов TGFB1 и IL10 в В-клеточных линиях Reh и 



703

Функциональная характеристика промоторов TGF-b и IL-10 в В-лимфоцитах
Functional characteristics of TGF-b and IL-10 promoters in B cells2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

Raji, в которых была показана экспрессия иссле-
дуемых генов, согласно базам данных FANTOM5 
human promoterome (https://fantom.gsc.riken.jp/
zenbu/) и Cancer Cell Line Encyclopedia (https://
sites.broadinstitute.org/ccle/). По своим характе-
ристикам происходящая из острого лимфобласт-
ного лейкоза линия Reh соответствует стадии 
про-В-клеток, а изолированные из пациента с 
лимфомой Беркитта клетки Raji представляют 
собой модель наивных В-лимфоцитов [7].

Материалы и методы 
Области промотора IL10 и TGFB1 определяли 

с использованием данных ENCODE, Roadmap 
визуализированным в геномном браузере UCSC 
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), на 
основании эпигенетических признаков регу-
ляторных областей: пиков ацетилирования ли-
зина 27 гистона H3 (H3K27Ac), моно- и триме-
тилирования лизина 4 гистона H3 (H3K4me1, 
H3K4me3), а также данных о чувствительности 
к ДНКазе I и наличию сайтов посадки транс-
крипционных факторов (ТФ). Оценка актив-
ности выбранных промоторов генов IL10 и 
TGFB1, содержащего альтернативные варианты 
rs1800469, проводилась с использованием двой-
ного люциферазного теста. Для этого потенци-
альные промоторные последовательности гена 
IL10 (chr1:206772847-206773555; GRCh37/hg19) и 
TGFB1 (chr19:41858947-41861101; GRCh37/hg19) 
были амплифицированы при помощи ПЦР с ге-
номной ДНК с использованием специфических 
праймеров, содержащих сайты рестрикции. За-
тем промоторные области были клонированы 
перед репортерным геном люциферазы Firefly 
в вектор pGL3-basic (Promega, США). Введе-
ние в последовательность промотора минорного 
А-аллеля rs1800469 осуществилось с использова-
нием ПЦР-направленного мутагенеза с перекры-
вающимися праймерами. Плазмиды выделяли с 
помощью набора Plasmid Midiprep (ЗАО «Евро-
ген», Россия) и верифицировали секвенировани-
ем по Сэнгеру (ЦКП «Геном», Россия) [12]. 

Клетки линий Raji и Reh культивировали в 
среде RPMI 1640 (НПП «ПанЭко», Россия) с 
добавле нием 10% FBS (Corning, США), 2 мМ 
L-глутамина, 1 мМ пирувата натрия, 100 ЕД/мл 
пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (все 
НПП «ПанЭко», Россия), заменимых аминокис-
лот и 10 мМ HEPES (все Gibco, США). Стиму-
ляцию клеток осуществляли путем добавления 
в культуральную среду форбол-12-миристат-13-
ацетата (1 мкг/мл, PMA; Sigma-Aldrich, США) 
за 24 ч до трансфекции плазмидами, в качестве 
контроля активации добавляли фосфатно-соле-
вой буфер (PBS). Трансфекцию клеток проводи-
ли с использованием системы для электропора-

ции Neon Transfection System (Thermo Scientific, 
США). На одну точку брали 2,5 млн клеток, до-
бавляли к ним 5 мкг тестируемых плазмид в соче-
тании с 0,5 мкг контрольного вектора pRL-CMV 
(Promega, США), экспрессирующим люциферазу 
Renilla под сильным CMV-промотором. Клетки 
подвергали электропорации с параметрами: один 
импульс напряжением 1300 В и длительностью 30 
мс. Через 24 ч после трансфекции клетки лизи-
ровали с использованием набора Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (Promega, США) и на лю-
минометре 20/20n (Turner BioSystems, США) из-
меряли сигнал от люцифераз Firefly и Renilla, со-
гласно протоколу производителя. 

Статистический анализ данных проводили с 
помощью программного обеспечения GraphPad 
Prism (версия 9.0.0. для Windows, GraphPad 
Software, США; www.graphpad.com). Для опре-
деления степени достоверности использовали 
непарный t-критерий Стьюдента. Данные были 
получены не менее чем в трех независимых экс-
периментах и представлены как среднее значение 
± стандартное отклонение (SD). Статистически 
значимое различие идентифицировали при зна-
чении p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Мы изучили активность промоторов проти-

вовоспалительных цитокинов IL-10 и TGF-b 
(рис. 1А, Б) в иммортализованных В-клеточных 
линиях Reh и Raji без и при стандартной ак-
тивации лимфоцитов с использованием РМА. 
Для этого, репортерные конструкции с клони-
рованными промоторами IL10 или TGFB1 мы 
трансфицировали клетки Reh и Raji и измеряли 
активность репортерной люциферазы с помо-
щью двойного репортерного теста. В отсутствие 
активации выбранные нами промоторные по-
следовательности обладали достаточно низкой 
эффективностью во всех представленных клеточ-
ных линиях (рис. 1В,  Г). Активность промоторов 
IL10 и TGFB1 значительно возрастала в обеих 
PMA-стимулированных В-лимфоцитарных кле-
точных линиях, при этом активность промото-
ра была ниже в клетках линии Raji (рис.  1В,  Г). 
Дополнительно, мы провели функциональ-
ный анализ однонуклеотидного полиморфиз-
ма rs1800469(G/А), расположенного в промо-
торе гена TGFB1 (рис.  1Б). Минорный аллель 
rs1800469(A) встречается в Европейской популя-
ции с частотой 0,32, ассоциирован с повышен-
ным риском развития колоректального рака [11] 
и лучевого фиброза [6], но является протектив-
ным в случае хронической обструктивной болез-
ни легких [2]. Для функциональной аннотации 
полиморфизма rs1800469 мы протестировали ак-
тивность промотора гена TGFB1 в зависимости 
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Рисунок 1. Расположение промоторов генов IL10 (А) и TGFB1 (Б) относительно эпигенетических меток активного 
хроматина в первичных В-лимфоцитах согласно данным ENCODE и Roadmap (GRCh37/hg19)
Примечание. Серым обозначены границы промоторов, вертикальной линией – расположение полиморфизма rs1800469. 
H3K4me1 – пики монометилирования 4 лизина 3 гистона, H3K4me3 – пики триметилирования 4 лизина 3 гистона, H3K27Ac – 
пики ацетилирования 27 лизина 3 гистона. Прямоугольниками отмечены кластеры гиперчувствительности к ДНКазе I в и 
сайты связывания транскрипционных факторов. В – относительная активность промотора гена IL10 в составе люциферазных 
репортерных конструкций, трансфицированных в PMA-стимулированные B-клеточные линии Reh и Raji. Относительный 
сигнал светлячковой люциферазы нормирован на сигнал люциферазы Renilla, а также на сигнал из клеток Reh без активации. 
Данные представлены в виде средних значений ± SD, n ≥ 3, ** p < 0,005 – достоверная разница между активностью промотора 
в стимулированных и неактивированных клетках Raji, * p < 0,05 – достоверная разница между активностью промотора в 
стимулированных и неактивированных клетках Reh, # p < 0,05 – достоверная разница активности промотора между клеточными 
линиями (непарный критерий t-Стьюдента). Г – относительная активность промоторов TGFB1, содержащих альтернативные 
варианты rs1800469 в составе люциферазных репортерных конструкций, трансфицированных в Reh и Raji. Относительный 
сигнал светлячковой люциферазы нормирован на сигнал люциферазы Renilla. Данные представлены в виде средних значений 
± SD, n ≥ 3. # p < 0,05 – достоверная разница между вариантами промотора, содержащего альтернативные аллели rs1800469;  
* p < 0,05 – достоверная разница между активностью промотора в активированных клетках Reh и в остальных точках (непарный 
критерий t-Стьюдента).
Figure 1. Schematic representation of the IL10 (A) and TGFB1 (B) promoters relative to epigenetic marks of active chromatin 
in primary B-cells based on the ENCODE and Roadmap data (GRCh37/hg19)
Note. Gray marks the putative promoters, the vertical line shows the location of the rs1800469. Histograms indicate the location of histone 
modifications (H3K4 mono/tri-methylation, H3K27 acetylation). Rectangles mark regulatory elements positions according to ENCODE, DNase I 
hypersensitivity clusters (DNase I) and transcription factor ChIP-seq (TF clusters). C, relative luciferase activity in Reh and Raji cells transfected 
with constructs containing IL10 promoter. All data were normalized to Renilla luciferase internal reference and further normalized to the luciferase 
activity of Reh cells without activation. Data are presented as mean values ± SD, n ≥ 3, ** p < 0.005 – significant difference between promoter 
activity in Raji cells with and without activation, * p < 0.05 – significant difference between promoter activity in Reh cells with and without activation, 
# p < 0,05 – significant difference between promoter activity in Reh and Raji cells as calculated by unpaired Student’s t-test. D, relative activity 
of the TGFB1 promoters with alternative rs1800469 alleles in luciferase reporter constructs transfected into the Reh and Raji cells. All data were 
normalized to Renilla luciferase internal reference. Data are presented as mean values ± SD, n ≥ 3. # p < 0.05 – significant difference between 
variants of the promoter containing alternative alleles of rs1800469; * p < 0.05 – significant difference between promoter activity in activated and 
non-activated cells, as calculated by unpaired Student’s t-test.
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от представленного аллеля SNP в люциферазном 
тесте. Люциферазный тест проводился через 24 ч 
после активации клеток с использованием РМА. 
Согласно полученным результатам, минорный 
аллель полиморфизма rs1800469(A) увеличивает 
активность промотора гена TGFB1 в клеточной 
линии Reh (рис. 1Г). Часто аллель-специфиче-
ская разница активностей регуляторных элемен-
тов генов, содержащих альтернативные вариан-
ты SNP, связана с изменением силы связывания 
функционального транскрипционного фактора. 
Биоинформатическое приложение ANANASTRA 
(https://ananastra.autosome.ru/), содержащее об-
ширные данные об аллель-специфическом свя-
зывании ТФ с полиморфизмами в разных типах 
клеток, предсказывает более сильное связыва-
ние ТФ CTCF при наличии минорного аллеля 
rs1800469(A) в клетках поджелудочной железы, 
что косвенно может указывать на участие это-
го фактора в аллель-специфической активности 
промотора TGFB1.

Общий более высокий уровень активности 
промоторов IL10 и TGFB1 в клетках Reh может 
объясняться их происхождением из острого лим-
фобластного лейкоза, для которого характерно 
увеличение числа регуляторных В-лимфоцитов 
в крови, способствующих иммуносупрессии за 
счет секреции противовоспалительных факто-
ров [1]. Другим объяснением наблюдаемого фе-
нотипа может служить возможная дифферен-
цировка Reh в моноцитоподобные клетки при 
активации [10]. Это согласуется с известным 
фактом дифференцировки про-В-клеток в моно-
циты, которые под аутокринным воздействием 
TGF-b и IL-10 могут поляризоваться в альтер-
нативно-активированные макрофаги (M2), про-

дуцирующих еще большее количество противо-
воспалительных цитокинов [9]. М2-макрофаги 
могут функционировать в качестве опухоль-ас-
социированных макрофагов, которые являются 
важным компонентом опухолевого микроокру-
жения и способствуют развитию колоректаль-
ного рака [8]. Кроме того, повышенный уровень 
TGF-b в тканях повышает риски возникновения 
фиброза [5] и снижает уровень воспаления при 
хронической обструктивной болезни легких [4].

Заключение 
В настоящей работе показано, что активность 

промоторов IL10 и TGFB1 была значительно 
выше в стимулированных клетках линии Reh, 
что может объясняться их происхождением из 
острого лимфобластного лейкоза, для которо-
го характерно увеличение числа регуляторных 
В-лимфоцитов в крови, способствующих имму-
носупрессии за счет секреции противовоспали-
тельных факторов. С другой стороны, такой фе-
нотип может быть вызван их дифференцировкой 
в моноцитоподобные клетки. Это согласуется 
с известным фактом дифференцировки про-В-
клеток в моноциты, которые под аутокринным 
воздействием TGF-b и IL-10 могут поляризовать-
ся в альтернативно-активированные макрофаги, 
активно продуцирующие противовоспалитель-
ные цитокины. Присутствие минорного аллеля 
однонуклеотидного полиморфизма rs1800469(A), 
который ассоциирован с повышенным риском 
развития колоректального рака и лучевого фи-
броза и снижением воспаления при хронической 
обструктивной болезни легких, увеличивает ак-
тивность промотора гена TGFB1 в клеточной ли-
нии Reh.
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