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МИНОРНЫЙ АЛЛЕЛЬ rs2295613(A), ПРОТЕКТИВНЫЙ 
В ОТНОШЕНИИ СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКИ, 
ВНОСИТ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНЫЙ ВКЛАД В 
АКТИВНОСТЬ ПРОМОТОРА ГЕНА SLAMF1 В Т-ХЕЛПЕРАХ 
И РЕГУЛЯТОРНЫХ Т-ЛИМФОЦИТАХ
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Резюме. SLAMF1 (CD150) – рецептор, который экспрессируется на различных гемопоэтических 
клетках и участвует в патогенезе аутоиммунных заболеваний, таких как системная красная волчанка 
(СКВ). СКВ – хроническое аутоиммунное воспалительное заболевание, характеризующееся наруше-
нием регуляции В-лимфоцитов, выработкой большого количества аутоантител, а также различны-
ми отклонениями в механизмах иммунной регуляции, таких как изменения количества и функций 
Т-хелперов и Т-регуляторных (Treg) лимфоцитов. Экспрессия SLAMF1 на Т-хелперах и В-лимфоцитах 
повышена у пациентов с СКВ в активной стадии, а нарушение взаимодействия SLAMF1 рецеп-
торов Т- и В-лимфоцитов снижает выработку IL-6 и дифференцировку плазмобластов при СКВ. 
В представленной работе мы провели функциональный анализ однонуклеотидных полиморфизмов 
rs2295614(A>T) и rs2295613(G>A) в промоторе гена SLAMF1 в моделях T-регуляторных лимфоцитов 
(клеточная линия MT-2) и T-хелперов (клеточная линия Jurkat). Ранее была показана ассоциация 
гаплотипа rs2295614(A)/rs2295613(G) с риском развития СКВ, а также показано, что рисковый га-
плотип в промоторной области гена SLAMF1 повышает активность промотора в Т-клеточной линии 
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Jurkat. С помощью репортерного анализа мы показали, что активность промотора гена SLAMF1, со-
держащего минорный вариант rs2295613(A), повышается в клетках линии MT-2 и снижается в Jurkat. 
Основываясь на анализе транскриптомов этих клеточных линий, мы предполагаем, что такой диф-
ференциальный эффект протективного минорного варианта rs2295613(A) на активность промотора 
может быть опосредован дифференциальным связыванием факторов транскрипции: активирующего 
гетеродимера MYC/MAX в клетках MT-2 и репрессорного MAX/MXD4 в клетках Jurkat. При этом и 
повышение экспрессии гена SLAMF1 в регуляторных Т-клетках, и снижение ее в Т-хелперах будут 
отражаться на патогенезе СКВ в одном направлении, уменьшая эффективность передачи активиру-
ющего сигнала от Т-хелперов В-лимфоцитам и приводя к ослаблению аутореактивности последних. 
Таким образом, мы предлагаем молекулярный механизм, опосредующий защитную роль минорного 
аллеля rs2295613(А) по отношению к развитию СКВ.

Ключевые слова: регуляция транскрипции, SLAMF1, SNP, Т-лимфоциты, SLE

THE MINOR ALLELE rs2295613(A), PROTECTIVE 
AGAINST SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS, MAKES 
A DIFFERENTIAL CONTRIBUTION TO THE ACTIVITY 
OF THE SLAMF1 GENE PROMOTER IN T HELPERS AND 
IN REGULATORY T LYMPHOCYTES
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Abstract. SLAMF1 (CD150) is a receptor expressed on various hematopoietic cells and involved in 
the pathogenesis of autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus (SLE). This disorder is a chronic 
autoimmune inflammatory disease characterized by dysregulation of B lymphocytes, production of a large 
number of autoantibodies, and various abnormalities in immune regulation, such as changes in the number 
and functions of T helper cells and T regulatory (Treg) lymphocytes. Expression of SLAMF1 on T helper cells 
and B lymphocytes is increased in patients with active SLE. Impaired interaction of SLAMF1 receptors on T 
and B lymphocytes reduces the production of IL-6 and differentiation of plasmablasts in SLE. In the present 
work, we performed a functional analysis of single nucleotide promoter polymorphisms rs2295614(A>T) 
and rs2295613(G>A) of the SLAMF1 gene in the models of T-regulatory lymphocytes (MT-2 cell line) and 
T helpers (Jurkat cell line). Previously, an association of the rs2295614(A)/rs2295613(G) haplotype with the 
risk of developing SLE was shown, and it was also demonstrated that the risk haplotype in the promoter region 
of the SLAMF1 gene increases promoter activity in the Jurkat T cell line. Using reporter analysis, we have 
shown that the activity of the SLAMF1 promoter containing the minor variant rs2295613(A) increases in MT-2 
cells and decreases in Jurkat cells. Based on the analysis of transcriptomes of these cell lines, we suggest that 
such a differential effect of the protective minor rs2295613(A) variant on promoter activity may be mediated 
by differential binding of transcription factors: activating MYC/MAX heterodimer in MT-2 cells and repressor 
MAX/MXD4 in Jurkat cells. Furthermore, both the increased expression of SLAMF1 in regulatory T cells 
and its decreased expression in T helper cells are likely to impact SLE pathogenesis similarly. These changes 
could reduce the efficiency of activating signal transmission from T helper cells to B lymphocytes, thereby 
weakening the autoreactive response of B lymphocytes. Thus, we propose a molecular mechanism mediating 
the protective role of the minor rs2295613(A) allele in the development of SLE.

Keywords: transcription regulation, SLAMF1, SNP, T cells, SLE
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Введение
Системная красная волчанка (СКВ) – хрони-

ческое аутоиммунное воспалительное заболева-
ние, характеризующееся нарушением регуляции 
В-лимфоцитов, выработкой большого количе-
ства аутоантител, а также различными отклоне-
ниями в механизмах иммунной регуляции, таких 
как изменения количества и функций Т-хелперов 
и Т-регуляторных (Treg) лимфоцитов [1, 13]. Ре-
цептор SLAMF1 (Signaling lymphocytic activation 
molecule 1) относится к семейству SLAM и играет 
важную роль в цитотоксичности, аутоиммунных 
заболеваниях, развитии лимфоцитов, выжива-
нии клеток и клеточной адгезии. Взаимодей-
ствие данных рецепторов может усиливать как 
активирующие, так и ингибирующие сигналы 
между лимфоцитами [4]. Повышенная экспрес-
сия SLAMF1 на Т-хелперах и В-лимфоцитах 
наблюдается у пациентов с СКВ в активной 
стадии [6]. Использование антител, нарушаю-
щих взаимодействие SLAMF1-рецепторов Т- и 
В-лимфоцитов, снижает выработку IL-6 и диф-
ференцировку плазмобластов при СКВ.

Ранее были описаны два однонуклеотидных 
полиморфизма (SNP) промотора гена SLAMF1 – 
rs2295614(A>T) и rs2295613(G>A), и показана ас-
социация гаплотипа rs2295614(A)/rs2295613(G) 
с риском развития СКВ [15]. Было показано, 
что рисковый гаплотип в промоторной области 
гена SLAMF1 повышает активность промотора в 
Т-клеточной линии Jurkat. В нашем исследова-
нии мы изучили влияние аллельных вариантов 
rs2295614 и rs2295613, находящихся в неравно-
весном сцеплении, по отдельности на разных мо-
делях Т-клеток релевантных к патогенезу СКВ – 
на Treg (MT-2) и Т-хелперах (Jurkat).

Материалы и методы
Оценку активности вариантов промотора гена 

SLAMF1 проводили с использованием двойно-
го люциферазного теста. Для этого ранее опу-
бликованную область промотора гена SLAMF1 
(chr1: 160647566-160646961, hg38) [10] амплифи-
цировали при помощи ПЦР с геномной ДНК с 
использованием специфических праймеров, со-
держащих сайты рестрикции, затем клонировали 
перед репортерным геном люциферазы Firefly в 
вектор pGL3-basic (Promega, США). Введение в 
последовательность промотора минорных алле-
лей rs2295614(T) и rs2295613(A) осуществили с 
использованием ПЦР-направленного мутагене-

за с перекрывающимися праймерами. Плазмиды 
выделяли с помощью набора Plasmid Midiprep 
(ЗАО «Евроген», Россия) и верифицировали сек-
венированием по Сэнгеру (ЦКП «Геном», Рос-
сия). Клетки линий MT-2 и Jurkat культивирова-
ли 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). Транс-
фекцию клеток проводили с использованием 
системы для электропорации Neon Transfection 
System (Thermo Scientific, США). На одну точ-
ку брали 2,5 млн клеток, добавляли к ним 5 мкг 
тестируемых плазмид в сочетании с 0,5 мкг кон-
трольного вектора pRL-CMV (Promega, США), 
экспрессирующим люциферазу Renilla под силь-
ным CMV-промотором. Клетки MT-2 подвергали 
электропорации с параметрами: один импульс 
напряжением 1200  В и длительностью 30 мс; 
Jurkat – три импульса напряжением 1350 длитель-
ностью 10 мс. Через 24 ч после трансфекции клет-
ки лизировали с использованием набора Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega, США) и 
на люминометре 20/20n (Turner BioSystems, США) 
измеряли сигнал от люцифераз Firefly и Renilla, 
согласно протоколу производителя. Статистиче-
ский анализ данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения GraphPad Prism (версия 
10.2.1, GraphPad Software, США; www.graphpad.
com). Для определения степени достоверности 
использовали двухфакторный тест ANOVA. Дан-
ные были получены не менее чем в пяти незави-
симых экспериментах и представлены как среднее 
значение ± стандартное отклонение (SD). Стати-
стически значимое различие идентифицировали 
при значении p < 0,05.

Для анализа дифференциальной экспрессии 
генов мы использовали набор транскриптом-
ных данных, полученных Sato с соавторами [9]. 
Обрезку прочтений производили с использова-
нием программы fastp 0.23.4 (https://github.com/
OpenGene/fastp), псевдовыравнивание нуклеотид-
ных последовательностей производили с помощью 
программы kallisto 0.50.1 (https://pachterlab.github.
io/kallisto/). Дифференциально экспрессируемые 
транскрипты ТФ (ETS1, ENST00000319397.7; FLI1, 
ENST00000696982.1; TAL1, ENST00000691006.1; 
MXD4, ENST00000337190.7) в клетках линий 
MT-2 и Jurkat идентифицировали методом sleuth, 
особенностью которого является подсчет экс-
прессии на уровне изоформ и использование 
оценки технической ошибки в образцах для под-
счета дифференциальной экспрессии [8].
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Результаты и обсуждение
Мы изучили активность вариантов промото-

ра гена SLAMF1 (рис. 1) в клетках линии MT-2, 
представляющих собой модель регуляторных 
T-лимфоцитов, и в клетках Jurkat – модели 
Т-хелперов. Для этого репортерными конструк-
циями с промотором гена SLAMF1 дикого типа, 
а также с измененным минорным rs2295613(А) 
или минорным rs2295614(Т) аллелями мы транс-
фицировали клетки MT-2 и Jurkat, и измеряли 
активность промотора с помощью двойного ре-
портерного теста. По нашим данным, введение 
в последовательность промотора гена SLAMF1 
минорного аллеля rs2295613(A) приводит к повы-
шению активности промотора в клетках линии 
MT-2 и снижению активности в Jurkat (рис. 1). 
Присутствие минорного варианта полиморфиз-
ма rs2295614(T) не оказывает значимого влияния 
на активность промотора гена SLAMF1 (рис. 1).

Аллель-специфическая разница активно-
стей регуляторных элементов генов, содер-
жащих альтернативные варианты SNP, может 

быть обусловлена изменением силы связывания 
функционального транскрипционного факто-
ра (ТФ) [12]. Мы предположили, что разница 
эффектов минорного аллеля rs2295613(A) в мо-
дели регуляторных T-лимфоцитов и в модели 
Т-хелперов связана с дифференциальным уча-
стием ТФ, характерных для этих субпопуляций. 
Для первичного отбора потенциальных ТФ мы 
использовали базу данных мотивов связывания 
ТФ HOCOMOCOv11 (PERFECTOS-APE, https://
opera.autosome.org/perfectosape) и коллекцию 
данных ChIP-seq GTRD (https://gtrd.biouml.
org/#!). С использованием метода PERFECTOS-
APE мы установили ряд ТФ, для которых связы-
вание с регионом rs2295613 зависит от аллель-
ного варианта. Из этого списка мы выбрали те 
факторы, которые, согласно данным ChIP-seq 
из GTRD, взаимодействуют с указанной обла-
стью. Область полиморфизма rs2295613, содер-
жащая минорный А-аллель колокализуется с 
ДНК-последовательностью E-box (CANNTG), с 
которой связываются димеризующиеся белки с 

Рисунок 1. Минорный аллель rs2295613(А) повышает активность промотора гена SLAMF1 в модели регуляторных 
Т-лимфоцитов (MT-2) и снижает в модели Т-хелперов (Jurkat)
Примечание. Слева: варианты промотора гена SLAMF1: дикий тип (WT), содержащий мажорные аллели rs2295613(G)/
rs2295614(A); мутированные (mut) с минорным rs2295613(А) или минорным rs2295614(Т) были клонированы перед геном 
люциферазы в вектор pGL3-basic. Справа: уровень активности репортерной люциферазы в клетках линий Jurkat, MT-2 
нормализованный на активность люциферазы внутреннего контроля. На графике представлены результаты не менее 5 
экспериментов в виде средних значений ± SD. * – p < 0,05 – достоверное различие от промотора дикого типа (WT), 2-way ANOVA.
Figure 1. The minor allele rs2295613(A) increases SLAMF1 promoter activity in the Treg cell model (MT-2) and decreases it  
in the T helper cell model (Jurkat)
Note. Left: SLAMF1 promoter variants: wild type (WT), containing the major alleles rs2295613(G)/rs2295614(A); and mutated (mut) variants with 
either minor allele rs2295613(A) or rs2295614(T) were cloned upstream of a luciferase gene in the pGL3-basic vector. Right: reporter luciferase 
activity levels in Jurkat and MT-2 cell lines normalized to the internal control luciferase activity. The graph shows the results of at least five 
experiments as mean values ± SD. *, p < 0.05, statistically significant difference from the wild-type (WT) promoter, 2-way ANOVA.
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базовым структурным мотивом спираль-петля-
спираль (basic helix-loop-helix, bHLH) [7]. При 
этом, напротив, наличие варианта rs2295613(G) 
создает ДНК-последовательность GGAA/T, 
представляющую собой мотив узнавания ETS-
домена [14]. Действительно, отобранные нами в 
качестве потенциальных ТФ ETS1, FLI1, MYC, 
MAX, TAL1 относятся к двум вышеописанным 
семействам и аллель-специфично связывают-
ся с областью rs2295613 (рис. 2). Для сравнения 
экспрессии выбранных ТФ в клеточных ли-
ниях MT-2 и Jurkat мы провели дифференци-
альный анализ экспрессии соответствующих 
белок-кодирующих транскриптов с использо-
ванием ранее опубликованных данных РНК-
секвенирования [9] (подробнее в разделе Мате-
риалы и методы). По данным анализа, в клетках 
MT-2 и Jurkat нет дифференциальной экспрес-
сии ТФ MYC, MAX, при этом экспрессия высоко 
экспрессируемых транскриптов ТФ ETS1, FLI1, 
TAL1 снижена в клетках линии MT-2 по сравне-
нию с Jurkat (рис. 2).

Исходя их полученных результатов, мы пред-
полагаем конкурентную модель взаимодействия 

ТФ с областью полиморфизма. При наличии 
в промоторе гена SLAMF1 мажорного аллеля 
rs2295613(G), вероятнее всего, с этой областью 
происходит связывание ТФ ETS1 в обеих кле-
точных линиях. Минорный аллель rs2295613(А) 
создает мотив связывания ТФ MAX и TAL1, для 
которых показана дуальная роль в регуляции 
активности экспрессии генов [3]. Так, напри-
мер, известно, что гетеродимеры MAX с белками 
MXD/MNT/MGA действуют как транскрипци-
онные репрессоры, в отличие от активирующего 
гетеродимера MYC/MAX [2]. По данным диф-
ференциальной экспрессии в клетках линии 
MT-2 по сравнению с Jurkat снижена экспрессия 
основного транскрипта MXD4 (рис. 2Б), что, 
вероятно, приводит к преимущественной моду-
ляции активности промотора гена SLAMF1 гете-
родимерами MYC/MAX в MT-2 и MAX/MXD4 в 
Jurkat.

Заключение
В представленной работе показано, что одно-

нуклеотидная замена rs2295613 (G → A) приво-

Рисунок 2. Транскрипционные факторы, которые могут влиять на активность промотора гена SLAMF1 
в зависимости от аллеля rs2295613
Примечание. A – лого-диаграммы сайтов связывания ТФ, p-value для альтернативных аллелей и эффект минорного 
полиморфизма были получены с помощью биоинформатического ресурса PERFECTOS-APE, версия HOCOMOCOv11 (human), 
серым обозначена предполагаемая полиморфная область. Выбранные ТФ связываются с областью полиморфизма rs2295613 
по данным ChIP-seq, согласно базе данных GTRD. Снизу указана область промотора гена SLAMF1, окружающая полиморфизм 
rs2295613. Б – на графике показано снижение экспрессии ТФ в клеточной линии MT-2 по сравнению с клетками линии Jurkat 
по данным анализа дифференциальной экспрессии генов, p < 0,001, NS – нет дифференциальной экспрессии.
Figure 2. Transcription factors that can influence the activity of the SLAMF1 gene promoter depending on the rs2295613 allele
Note. A, TF binding site logos, p-values for alternative alleles, and the minor polymorphism effect were obtained using the bioinformatics tool 
PERFECTOS-APE, HOCOMOCOv11 (human) version. The putative polymorphic region is highlighted in gray. Selected TF bind to the rs2295613 
polymorphism region based on ChIP-seq data from the GTRD database. Below is the SLAMF1 gene promoter region surrounding the rs2295613 
polymorphism. B, the graph shows a decrease in TF expression in the MT-2 cell line compared to Jurkat cells based on differential gene 
expression analysis, with P < 0.001, NS indicates no differential expression.
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дит к повышению активности промотора гена 
SLAMF1 в модели Treg (MT-2) и к снижению ак-
тивности этого промотора в модели Т-хелперов 
(Jurkat). Полученные данные интересны в кон-
тексте патогенеза СКВ, так как известна ассо-
циация мажорного аллеля rs2295613(G) с разви-
тием этого заболевания, экспрессия рецептора 
SLAMF1 повышена у пациентов в активной ста-
дии СКВ, а также показано, что SLAMF1 уча-
ствует в взаимодействии Т- и В-лимфоцитов [5, 
6]. В свою очередь на развитие СКВ значительно 
влияет дисбаланс пролиферации субпопуляций 
T-хелперов и Treg [11]. Мы предполагаем, что ри-
сковый мажорный вариант rs2295613(G) в про-
моторе гена SLAMF1 может опосредовать более 
высокую эффективность передачи активирую-
щего сигнала от Т-хелперов к В-лимфоцитам по 

сравнению с минорным вариантом rs2295613(А), 
приводя к усилению аутореактивности послед-
них. Напротив, повышение уровня экспрессии 
SLAMF1 при rs2295613(А) в Treg может приво-
дить к подавлению иммунного ответа при СКВ. 
Полученные данные согласуются с тем фактом, 
что носители минорного аллеля rs2295613(А) 
менее восприимчивы к СКВ по сравнению с но-
сителями мажорного аллеля. Основываясь на 
данных биоинформатического анализа, мы пред-
полагаем, что тканеспецифическая разница в ак-
тивности промотора гена SLAMF1, содержащего 
rs2295613(А), может быть опосредована связыва-
нием активирующего гетеродимера MYC/MAX 
в клетках MT-2 и репрессорного MAX/MXD4 в 
клетках Jurkat.
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