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ОПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ мРНК 
СПЛАЙСИРОВАННЫХ ВАРИАНТОВ DR3 В КРОВИ ПРИ 
ИНФЕКЦИОННОМ МОНОНУКЛЕОЗЕ
Цветкова В.Д.1, Сахарнов Н.А.1, Князев Д.И.1, Уткин О.В.1, 2, 
Неумоина Н.В.1, Бруснигина Н.Ф.1
1 ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии  
им. академика И.Н. Блохиной» Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Нижегородская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Нижний Новгород, Россия

Резюме. «Рецептор смерти» DR3 играет важную роль в инициации апоптоза, пролиферации 
или воспаления. Показано участие данного рецептора в различных заболеваниях, в том числе инфек-
ционной природы. В результате альтернативного сплайсинга образуется множество вариантов мРНК 
DR3, кодирующих мембранные и растворимые формы рецептора с различными функциями. Осо-
бенности экспрессии, а также вклад отдельных вариантов DR3 в иммунопатогенез инфекционного 
мононуклеоза (ИМ) практически не изучены. 

Целью настоящей работы явилась разработка, валидация и апробация способов оценки уровня 
экспрессии и встречаемости сплайсированных вариантов мРНК DR3 в крови с помощью ОТ-ПЦР 
в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) и ОТ-ПЦР при ИМ.

Разработанный вариант ОТ-ПЦР-РВ позволил специфично и чувствительно (лимит полуколиче-
ственной детекции = 34-35 циклов) определять относительное количество мРНК пула форм DR3, 
мембранных вариантов DR3 (LARD1a + LARD8), а также долю мРНК мембранных и раствори-
мых форм рецептора у здоровых волонтеров и пациентов с острым инфекционным мононуклеозом 
(ОИМ). Показана низкая экспрессия в крови мРНК двух альтернативных мембранных вариантов 
DR3 – LARD1b и DR3beta, что позволяет отнести данные варианты к минорным формам. Обнаруже-
но снижение относительного уровня экспрессии мРНК пула форм DR3 у пациентов с ОИМ по срав-
нению с условно здоровыми волонтерами на фоне отсутствия различий в экспрессии мРНК мембран-
ных вариантов рецептора. 

Для определения качественного вклада в экспрессию мембранных вариантов каждой из форм 
LARD1a и LARD8 был разработан двухраундовый «гнездовой» вариант ОТ-ПЦР. Показано, что 
в большинстве образцов здоровых волонтеров и пациентов с ОИМ в экспрессию мРНК мембранных 
вариантов DR3 вносят свой вклад как основная мембранная LARD1a, так и альтернативная LARD8 
формы рецептора. 



140

Cvetkova V.D. et al.
Цветкова В.Д. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Разработанные способы оценки уровня экспрессии и встречаемости мРНК DR3 позволяют ком-
плексно охарактеризовать изменения в экспрессии и функционировании данного рецептора, вы-
званные ИМ. В рамках развития данной работы требуется дальнейшая апробация методики на вы-
борках большего объема. 

Ключевые слова: DR3/LARD, альтернативный сплайсинг, сплайсированные варианты, инфекционный мононуклеоз, ПЦР 
в реальном времени

DETERMINATION OF LEVEL EXPRESSION OF mRNA SPLICING 
VARIANTS FOR DR3 IN BLOOD CELLS IN INFECTIOUS 
MONONUCLEOSIS
Cvetkova V.D.a, Sakharnov N.A.a, Knyazev D.I.a, Utkin O.V.a, b, 
Neumoina N.V.a, Brusnigina N.F.a
a I.N. Blokhina Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian Federation  
b Nizhny Novgorod State Medical Academy, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Nizhny Novgorod, 
Russian Federation

Abstract. The DR3 «death receptor» plays an important role in the initiation of apoptosis, proliferation, 
or inflammation. This receptor is shown to be involved in various diseases, including infectious conditions. 
Different variants of mRNA DR3 are formed as a result of alternative splicing. These variant transcripts encode 
membrane and soluble forms of the receptor which have different functions. Features of their expression and 
contribution of individual DR3 variants to the immune pathogenesis of infectious mononucleosis (IM) are 
poorely understood.

The purpose of this work was to develop, validate and test the techniques of DR3 gene expression assays, 
as well as to evaluate the DR3 mRNA splice variants by means of real-time RT-PCR and RT-PCR in the IM 
patients.

The original version of real-time RT-PCR allowed to determine relative amounts of DR3 mRNA, DR3 
membrane variants (LARD1a + LARD8), and ratios of mRNAs encoding membrane and soluble forms of the 
receptor. The technique proved to be specific and sensitive (a semi-quantitative detection limit = 34-35 cycles) 
when tested in healthy volunteers and patients with acute infectious mononucleosis (AIM). Lower expression 
levels were shown for two alternative membrane variants of DR3 mRNA (LARD1b and DR3beta) thus regarding 
these isoforms as minor fractions. The relative levels of total DR3 mRNA expression were decreased in patients 
with AIM, as compared to healthy volunteers, whereas mRNA expression of membrane receptor variants did 
not differ between IM and controls. 

To determine a qualitative contribution of either LARD1a and LARD8 variants into the expression of 
membrane forms of DR3, a two-step «nested» version of RT-PCR has been developed. It was shown that, 
in majority of control and IM samples, both main LARD1a, and alternative LARD8 membrane forms are 
contributing to mRNA expression of membrane DR3 variants. 

The presented methods for evaluation of expression and occurrence of DR3 mRNA variants allow to 
characterize changes in the expression and function of this receptor associated with infectious mononucleosis. 
Further investigations are required to test the technique in larger number of samples.

Keywords: DR3/LARD, alternative splicing, mRNA variants, infectious mononucleosis, real-time PCR 

Введение
Трансмембранный белок второго типа DR3 

(LARD) является одним из 8 членов семейства 
«рецепторов смерти», участвующих в инициации 
апоптоза, пролиферации или воспаления [12]. 
DR3 экспрессируется преимущественно в се-
лезенке, тимусе и лейкоцитах периферической 
крови (T- и В-лимфоцитах, NK- и NKT-клетках, 
макрофагах) [8]. Описана важная роль данного 
рецептора как в регуляции иммунных реакций, 

так и в развитии воспалительных, аутоиммунных, 
онкологических и инфекционных заболеваний 
[5, 7, 9, 10].

В результате альтернативного сплайсинга 
образуется 14 вариантов мРНК DR3. Из них 4 
мРНК кодируют мембранные формы рецептора, 
8 мРНК соответствуют растворимым аналогам 
DR3, а 2 мРНК являются некодирующими [1, 
11]. Функции мембранных и растворимых вари-
антов DR3 различны: мембранные формы ре-
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цептора передают сигналы внутрь клеток, тогда 
как их растворимые аналоги препятствуют рас-
пространению сигнала [4]. Такой функциональ-
ный антагонизм различных сплайсированных 
вариантов DR3 играет важную роль в созревании 
и дальнейшей работе иммунокомпетентных кле-
ток. Например, повышенная экспрессия некото-
рых растворимых вариантов в наивных Т-клетках 
защищает их от апоптоза, в то время как активи-
рованные Т-клетки экспрессируют полноразмер-
ную мембранную форму DR3 – LARD1a, кон-
тролирующую пролиферацию лимфоцитов после 
активации [3]. 

Основными возбудителями инфекционного 
мононуклеоза (ИМ) и мононуклеоз-подобно-
го синдрома являются вирус Эпштейна–Барр 
(ВЭБ) и цитомегаловирус (ЦМВ). Важной осо-
бенностью данных вирусов является способность 
модулировать апоптоз и пролиферацию имму-
нокомпетентных клеток [15, 16]. Рецептор DR3 
является одним из ключевых элементов сигналь-
ного каскада, с участием которого осуществляет-
ся такая модуляция. Так, в работе Twohig и соавт. 
показано, что инфицирование ЦМВ приводит 
к повышению экспрессии DR3 CD8+ цитоток-
сическими Т-лимфоцитами, что сопровождает-
ся усилением их пролиферации у мышей. При 
этом мыши, не экспрессирующие DR3, были бо-
лее восприимчивы к ЦМВ-инфекции [14]. Вме-
сте с тем особенности экспрессии и функцио-
нальной роли сплайсированных вариантов DR3 
в иммунопатогенезе при ИМ ранее не исследова-
лись. Одной из возможных причин является от-
сутствие методических подходов, позволяющих 
проводить дифференциальную детекцию отдель-
ных вариантов мРНК DR3 и оценивать уровень 
их представленности. 

Целью настоящей работы явилась разработка, 
валидация и апробация способов оценки уровня 
экспрессии, встречаемости сплайсированных ва-
риантов мРНК DR3 в крови с помощью ОТ-ПЦР 
в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) и ОТ-ПЦР 
при ИМ. 

Материалы и методы
Исследуемые образцы
Материалом послужила цельная перифери-

ческая кровь пациентов с диагнозом «острый 
инфекционный мононуклеоз» (ОИМ) (n = 20). 
Контрольную группу составляли условно здоро-
вые волонтеры (n = 20), у которых отсутствовали 
клинические и лабораторные признаки данного 
заболевания. 

Экстракция нуклеиновых кислот
Выделение РНК/ДНК проводили с помощью 

набора МАГНО-сорб («ЦНИИЭ», Россия) на ро-

ботизированной станции выделения нуклеино-
вых кислот Xiril («Xiril», Швейцария). Каждый 
образец подвергали экстракции в 5 повторно-
стях. Далее суммарную РНК отделяли от ДНК 
с помощью фенола (насыщенного ацетатом на-
трия, рН = 4,0) и хлороформа [6]. Полученную 
РНК концентрировали, переосаждая изопро-
панолом, ацетатом натрия (рН = 5,2) и гликоге-
ном («Amresco», США) согласно рекомендации 
производителя. Осадок растворяли в 50 мкл воды 
I типа (Milli-Q) и хранили при -80 °С до исполь-
зования. Концентрацию и чистоту выделенной 
суммарной РНК измеряли с помощью спектро-
фотометра BioPhotometer Plus («Eppendorf», Гер-
мания); чистота (А260/280) раствора РНК варьи-
ровала от 2,5 до 3.

Дизайн праймеров и зондов
Используемые праймеры и зонды были скон-

струированы с помощью бесплатного программ-
ного продукта Primer-blast (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast) (табл. 1). Расчетная 
температура плавления всех праймеров равня-
лась 60 °С, что обеспечивает возможность ампли-
фикации целевых и референсных молекул в од-
ной пробирке и при одинаковых условиях. Зонды 
подбирали таким образом, чтобы их температу-
ра плавления была выше минимум на 10 °С. Все 
праймеры и зонды синтезированы компанией 
«ДНК-синтез» (Россия). 

Реакция обратной транскрипции
Для синтеза кДНК на матрице мРНК прово-

дили реакцию обратной транскрипции с исполь-
зованием амплификатора MaxyGene Gradient 
(«Axygen», США) и набора RevertAid Reverse 
Transcriptase («Thermo Scientific», США) согласно 
рекомендации производителя. Для дальнейшей 
постановки ПЦР в реальном времени использо-
вали 9 аналогичных реакций ОТ с применением 
смеси праймеров DR3R8 и FPGSR, а для поста-
новки двухраундовой ПЦР в реакцию ОТ до-
бавляли праймер DR3TMR4 в концентрациях, 
указанных в таблице 1. В качестве матрицы ис-
пользовали тотальную очищенную РНК (см. раз-
дел «Экстракция нуклеиновых кислот») в коли-
честве 5 мкг. Постановку контрольной реакции 
no-RT (обратная транскрипция без фермента об-
ратной транскриптазы) выполняли аналогичным 
способом, но вместо обратной транскриптазы 
добавляли воду I типа (Milli-Q). Синтезирован-
ную кДНК очищали от компонентов ОТ-буфера, 
высаживая изопропанолом в присутствии глико-
гена («Amresco», США). Осадок растворяли в 45 
и 100 мкл воды I типа (для постановки реакции 
ПЦР-РВ и двухраундовой ПЦР соответственно).

Постановка ПЦР в реальном времени
Определение относительного уровня экс-

прессии мРНК пула мембранных и растворимых 
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вариантов DR3, мРНК мембранных вариан-
тов LARD1a + LARD8, LARD1b, DR3beta осу-
ществляли с помощью мультиплексной реакции 
ПЦР-РВ в отдельных пробирках. В качестве нор-
мализатора использовали ген FPGS, обладаю-
щий стабильной экспрессией в клетках перифе-
рической крови [13]. В состав реакционной смеси 
объемом 25 мкл входили следующие компонен-
ты: 5-кратный ПЦР-буфер blue 15 мМ Mg2+; 2,5 
е.а. Taq-F ДНК-полимераза («ЦНИИЭ», Россия); 
смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов (до конеч-
ной концентрации 0,16 мМ) («Силекс», Россия); 
праймеры и зонды в оптимизированных концен-
трациях, указанных в таблице 1; Hi-Di форма-
мид (2% по объему) («Applied Biosystems», США) 
и 2 мкл целевой кДНК (около 2 мкг). Используе-
мая оптимальная концентрация Hi-Di формами-
да позволяла повысить специфичность и выход 
ПЦР-продукта с богатым GC-составом без эф-
фекта ингибирования реакции. Амплификацию 
специфичных фрагментов и детекцию результа-
тов проводили на амплификаторе Rotor-Gene Q 
5plex HRM («Qiagen», Германия). Температурный 
профиль ПЦР-реакции содержал стадию ини-
циации денатурации и активации полимеразы 
на 94 °С в течение 15 мин, с последующим про-
ведением 50 циклов (денатурация при 94 °С –  
25 с; отжиг праймеров при 58 °С – 30 с; элонгация 
при 72 °С – 30 с). Детекцию уровней флуоресцен-
ции проводили в конце стадии отжига праймеров 
(58 °С-сегмент) по каналам FAM и ROX. Продук-
ты ПЦР-РВ также были проанализированы с по-
мощью электрофореза в 2% агарозном геле, со-
держащем бромид этидия (0,02% по объему).

Валидация ПЦР в реальном времени
Первоначально нами была проведена ПЦР-

реакция целевых и референсного генов в отдель-
ных пробирках. Для определения порогового 
цикла (Ct) каждой ПЦР-реакции устанавливали 
значение пороговой линии (на уровне начала 
линейного участка экспоненциальной фазы ам-
плификации). Подбирали минимальную кон-
центрацию праймеров, при которой наблюдалось 
низкое значение Сt, высокий уровень флуорес-
ценции и наименьшее количество неспецифи-
ческих продуктов по результатам электрофореза 
для каждой молекулы-мишени. Затем мы осу-
ществляли одновременную амплификацию целе-
вого и референсного генов в дуплексной реакции 
ПЦР и анализировали изменение Ct. По ре-
зультатам были скорректированы концентра-
ции праймеров таким образом, что значения Ct 
в мультиплексной реакции не отличались от ана-
логичных значений одиночных ПЦР-реакций. 

Чтобы определить лимит полуколичественной 
детекции (ЛПКД) (граничное значение Ct, при 

котором можно провести полуколичественную 
оценку экспрессии гена), мы построили 
стандартную кривую для каждой целевой 
молекулы, включающую в себя не менее 
7-9 выборочных двукратных разведений 
концентрированной матрицы. Разведения были 
подобраны таким образом, чтобы значения их 
Ct выходили за рамки самого низкого уровня 
ожидаемой концентрации мишени в тестируемых 
образцах. Для каждой целевой молекулы было 
отобрано максимальное значение Ct, для кото-
рого не происходило значительного разброса 
значений в триплете (не более 0,5 цикла), и при-
нимали его за ЛПКД.

Каждая ПЦР-постановка включала в себя 
триплеты тестируемых образцов и их раз-
ведений (4-кратных для пула форм DR3 (1); 
2-кратных для мРНК мембранных вариантов 
LARD1a + LARD8 (2)), а также отрицательный 
контроль. Результаты ПЦР-реакции считали до-
стоверными, если разброс значений Ct в три-
плете составлял не более 0,5 цикла. Полученные 
средние значения Ct использовали для построе-
ния стандартной кривой. Эффективность ПЦР-
реакции определяли по формуле: Е = 10-1/slope, где 
slope – тангенс угла наклона стандартной кривой.

Двухраундовая «гнездовая» ПЦР
Для раздельной качественной детекции мРНК 

LARD1a и LARD8 использовали двухраундовый 
«гнездовой» вариант ПЦР. Реакционная смесь 
(25 мкл) первого раунда ПЦР содержала 5-крат-
ный ПЦР-буфер blue 15 мМ Mg2+; 2,5 е.а. Taq-F 
ДНК-полимераза («ЦНИИЭ», Россия); смесь 
дезоксинуклеозидтрифосфатов (до конечной 
концентрации 0,16 мМ) («Силекс», Россия); пря-
мой DR3F0 и обратный DR3TMR4 праймеры 
в концентрациях, указанных в таблице 1. В ка-
честве матрицы использовалась очищенная це-
левая кДНК, в объеме 2 мкл на реакцию (около 
0,1 мкг). Готовую реакционную смесь инкуби-
ровали 15 мин при 94 °С, проводили 30 циклов 
(94 °С – 30 с; 55 °С – 30 с; 72 °С – 40 с) ампли-
фикации и цикл достройки цепей 72 °С – 5 мин. 
Второй раунд ПЦР проводили в разных пробир-
ках с использованием специфических пар прай-
меров для LARD1a или LARD8 (табл. 1). Помимо 
праймеров, в состав реакционной смеси также 
входили 5-кратный ПЦР-буфер, Taq-F ДНК-
полимераза, смесь дезоксинуклеозидтрифос-
фатов, Hi-Di формамид (3% по объему) и 2 мкл 
продукта первого раунда ПЦР. Температурный 
профиль реакции включал в себя денатурацию 
при 94 °С – 15 мин, 25 циклов амплификации 
(94 °С – 25 с; 63,5 °С – 30 с; 72 °С – 30 с) с после-
дующей инкубацией при 72 °С – 5 мин. Визуали-
зацию результатов двух раундов ПЦР проводили 
с помощью электрофореза в 2% агарозном геле, 
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содержащем бромид этидия (0,02% по объему). 
Результаты детектировали на трансиллюминато-
ре InGenius 3 с использованием программного 
продукта GeneSys («Syngene», Великобритания).

Секвенирование продуктов ПЦР-реакции
Определение нуклеотидной последователь-

ности продуктов ПЦР-РВ и двухраундовой 
«гнездовой» ПЦР проводили на генетическом 
анализаторе Applied Biosystems 3500 («Applied 
Biosystems», США). Для этого вырезанные из 3% 
агарозного геля фрагменты кДНК очищали с по-
мощью набора PureLink Quick Gel Extraction Kit 
(«Invitrogen», США) и проводили реакцию тер-
минирования с использованием набора BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit («Applied 
Biosystems», США) согласно рекомендации про-
изводителя. Полученные нуклеотидные последо-
вательности сравнивали с последовательностями 
мРНК мембранных форм DR3 (NM_003790.2; 
NM_148967.1; U94502.1; NM_148965.1) и мРНК 
основной полноразмерной формы референсного 
гена FPGS (NM_004957.5), зарегистрированны-
ми в базе данных NCBI GenBank. 

Обработка результатов
Относительное количество молекул-мишеней 

в каждой пробе рассчитывали по формуле: relative 
amount = Еref

Ct/Etarg
Ct, где ref – ген-референт 

FPGS, targ – исследуемый ген DR3. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с исполь-
зованием статистических пакетов Microsoft Excel 
2007 и Statistica 8.0. При сравнении двух групп 
в зависимости от типа данных применяли кри-
терий Манна–Уитни или двусторонний тест точ-
ного критерия Фишера. Результаты по относи-
тельным уровням экспрессии мРНК пула форм 
и мембранных вариантов LARD1a + LARD8 
указаны в виде медианы (Ме) с интерквартиль-
ным размахом 25-75-й процентили (Q25-Q75); 
данные по встречаемости мРНК отдельных ва-
риантов LARD1b, DR3beta, LARD1a, LARD8 
представлены в виде относительных частот. Ста-
тистически значимыми считали различия между 
группами при p < 0,05. Долю мРНК мембран-
ных вариантов DR3 рассчитывали по формуле: 
Ме (LARD1a + LARD8) / Ме (пул форм DR3); 
для определения доли мРНК растворимых ва-
риантов рецептора из единицы вычитали долю 
мРНК мембранных вариантов LARD1a + LARD8, 
где Ме – медиана.

Результаты
Стратегия подбора праймеров
Рецептор DR3 характеризуется высокой гете-

рогенностью нуклеотидных последовательностей 
мРНК сплайсированных вариантов, что опреде-
ляет трудности в подборе общих участков для по-

садки праймеров. Например, последовательность 
7 экзона, кодирующая трансмембранный домен 
DR3, не является специфичной для мРНК мем-
бранных форм. В связи с этим нами предложена 
следующая схема расположения пар праймеров 
в реакциях ОТ-ПЦР-РВ (рис. 1): 

(1) Прямой DR3F9ex и обратный DR3R9 
праймеры. Позволяют амплифицировать участок 
9 экзона, общего для всех кодирующих форм 
мРНК DR3, и, таким образом, выявлять пул 
форм мРНК данного рецептора.

(2) Прямой DR3F6/7ex и обратный DR3RM1 
праймеры. Позволяют детектировать мРНК 
двух мембранных вариантов: полноразмерного 
LARD1a и альтернативного LARD8.

(3) Прямой DR3F6/7ex и обратный DR3RM2 
праймеры. С их помощью происходит наработка 
фрагмента, соответствующего альтернативному 
мембранному варианту LARD1b.

(4) Прямой DR3Fbeta и обратный DR3RM1 
праймеры. Фланкируют фрагмент, специфичный 
для мРНК альтернативного мембранного вари-
анта DR3beta.

Валидация ПЦР в реальном времени
Валидацию и оптимизацию реакций ОТ-

ПЦР-РВ проводили в несколько этапов. Чтобы 
избежать амплификации фрагментов ДНК, прай-
меры располагали преимущественно на стыках 
«экзон-экзон». Отсутствие наработки геномной 
ДНК подтвердили, проводя контрольные реак-
ции no-RT. С помощью свенирования нами была 
доказана специфичность амплифицируемых 
в реакциях ОТ-ПЦР-РВ и ОТ-ПЦР фрагментов. 

Оптимальные значения пороговой линии 
были установлены на уровне 0,02 для ПЦР-
реакций целевого гена DR3/LARD и 0,015 – 
для гена-нормализатора FPGS. По результатам 
экспериментальных триплетных постановок ре-
акций ОТ-ПЦР-РВ (результаты не представле-
ны) концентрации праймеров были скорректи-
рованы до следующих значений (табл. 1): 400 нМ 
DR3F9ex и 160 нМ DR3R9; 400 нМ DR3F6/7ex 
и 200 нМ DR3RM1; 400 нМ DR3F6/7ex и 400 нМ 
DR3RM2; 400 нМ DR3Fbeta и 400 нМ DR3RM1. 
Для амплификации гена FPGS в каждой дуплекс-
ной ПЦР-реакции использовали прямой FPGSF 
и обратный FPGSR2 праймеры в концентрациях 
по 200 нМ. В состав реакционной смеси также 
включали Hi-Di формамид в оптимальной кон-
центрации (2% от объема ПЦР-смеси), повыша-
ющей специфичность и выход ПЦР-продукта без 
эффекта ингибирования реакции.

Для каждой целевой молекулы определяли 
лимит полуколичественной детекции (ЛПКД), 
отражающий предельную чувствительность 
полу количественного определения экспрес-
сии мРНК DR3 (рис. 2). В результате для мРНК 
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пула изоформ DR3 (при эффективности реакции 
1,99) ЛПКД был равен 34,77 циклам (рис. 2А); 
аналогичное значение для мРНК мембранных 
вариантов LARD1a + LARD8(2) (при эффектив-
ности реакции 1,87) было равным 34,81 циклам 
(рис. 2Б). Таким образом, при Ct исследуемых 
мишеней меньше данных значений ЛПКД про-
водилась полуколичественная оценка экспрес-
сии, тогда как при большем значении Ct делались 
выводы только о качественной детекции целевой 
молекулы. Показатели Ct мембранных вариантов 
LARD1b (3) и DR3beta (4), полученные на не-
разведенной концентрированной матрице, были 
ниже 35 циклов, поэтому для данных вариантов 
возможна только качественная оценка экспрес-
сии мРНК. 

Построение стандартной кривой и определение 
эффективности реакции

Для определения относительного уровня экс-
прессии мРНК пула форм DR3 (1) и мембран-
ных форм LARD1a + LARD8 (2) осуществляли 
построение стандартной кривой с дальнейшим 
определением эффективности реакции (рис. 3). 
Использование различных (4- и 2-кратных) раз-
ведений для мишеней с высокой и низкой кон-
центрацией позволяло сделать выводы о линей-
ности диапазона амплификации в максимально 
широких рамках, но при этом не выходящих 
за ЛКД. Стандартные кривые исследуемых об-
разцов показали значения коэффициента кор-

реляции R2 не менее 0,985. Эффективность 
реакции как для мРНК пула форм DR3 (1), 
так и для мРНК некоторых мембранных вари-
антов (2) варьировала в пределах 1,75-2,05 от об-
разца к образцу; в связи с этим мы осуществляли 
построение стандартной кривой и определение 
эффективности реакции для каждой тестируемой 
матрицы. 

Анализ уровней экспрессии мРНК DR3 в образ-
цах пациентов с ОИМ

Результаты исследования экспрессии мРНК 
DR3 и встречаемости отдельных форм мРНК 
рецептора с помощью разработанных вариан-
тов методов ОТ-ПЦР-РВ и ОТ-ПЦР приведены 
в таблице 2. Так как низкая экспрессия мРНК 
мембранных вариантов LARD1b и DR3beta по-
зволила провести только качественную оценку 
данных параметров, за относительную экспрес-
сию мРНК суммарного пула мембранных вари-
антов приняли уровень представленности мем-
бранных вариантов мРНК LARD1a + LARD8. 
Нами было обнаружено снижение относительно-
го уровня экспрессии мРНК пула форм DR3 у па-
циентов с ОИМ в 2,4 раза по сравнению с услов-
но здоровыми волонтерами (p = 0,004) на фоне 
неизменной экспрессии мембранных вариантов 
рецептора. При этом изменяется соотношение 
экспрессии мембранных/растворимых вариан-
тов DR3: доля мРНК мембранных вариантов ре-
цептора у пациентов с ОИМ значительно повы-

Рисунок 1. Схема расположения пар праймеров в реакциях ОТ-ПЦР-РВ 
Примечание. SP – участок мРНК, кодирующий сигнальный пептид; CRD1-CRD4 – участок мРНК, кодирующий цистеин-обогащенные 
домены; TM – участок мРНК, кодирующий трансмембранный домен; DD – участок мРНК, кодирующий домен смерти.  
Прямоугольниками с цифрами схематично изображены экзоны; заштрихованными прямоугольниками показаны нуклеотидные вставки 
в альтернативных сплайсированных вариантах мРНК; стрелками обозначены места посадки праймеров. 
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Рисунок 2. Стандартные кривые для определения лимита полуколичественной детекции (ЛПКД) мРНК пула 
изоформ DR3 (А) и мембранных вариантов LARD1a + LARD8 (Б)
Примечание. Значения лимита полуколичественной детекции (ЛПКД), эффективности (Е) и коэффициента детерминации (R2) указаны 
на графике. Данные представлены в виде триплетных значений Ct для каждого разведения кДНК.

Рисунок 3. Построение стандартных кривых на основе 4-кратных разведений кДНК для пула изоформ DR3 (А) 
и 2-кратных разведений кДНК для мембранных вариантов LARD1a + LARD8 (Б) на примере одного из исследуемых 
образцов
Примечание. Исследуемые мишени представлены в виде: треугольник – пул DR3; ромб – LARD1a + LARD8; квадрат – FPGS. Значения 
эффективности (Е) и коэффициента детерминации (R2) указаны на графике. Все точки представляют собой среднее значение Ct 
триплетной/дуплетной ПЦР-постановки каждого разведения.

шена (0,13 против 0,04; в 3,3 раза), тогда как доля 
мРНК растворимых вариантов несколько снижа-
лась (0,87 против 0,96; в 1,1 раза). 

При исследовании встречаемости мРНК 
отдельных мембранных вариантов в крови 
здоровых волонтеров и пациентов с ОИМ в рам-
ках данных выборок нами не было обнаружено 
статистически значимых изменений (табл. 2). 

Обсуждение
По сравнению с рецепторами смерти FAS/

CD95 и TNFR1 свойства и функции DR3/LARD 
изучены мало. Ограниченная преимуществен-

но лимфоидной тканью экспрессия данного 
рецептора предполагает возможную роль DR3 
в регуляции иммунного ответа при различных 
заболеваниях, в том числе инфекционной при-
роды. Так, была показана протективная роль 
DR3 при инфицировании мышей Salmonella 
enterica Typhimurium; активация рецептора спо-
собствовала усиленной продукции интерферонов 
Т-лимфоцитами и приводила к эффективному 
освобождению организма от бактерии [5]. У мы-
шей с ЦМВ-инфекцией была обнаружена повы-
шенная экспрессия DR3 CD8+Т-лимфоцитами, 
что также способствовало элиминации вируса 
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из организма [14]. В свою очередь, нами было 
проведено предварительное исследование, на-
правленное на изучение встречаемости мРНК 
некоторых альтернативных вариантов рецептора 
DR3 при герпесвирусной инфекции различной 
этиологии. При инфицировании вирусом ветря-
ной оспы было обнаружено снижение встречае-
мости мРНК растворимого варианта DR3 soluble 
beta, ингибирующего передачу активационных 
сигналов, что может рассматриваться как один 
из путей ухода вируса от иммунологического 
контроля [2]. Таким образом, имеющиеся данные 
об участии рецептора DR3 в регуляции иммунно-
го ответа при инфекционных заболеваниях чаще 
всего не учитывают функциональную гетероген-
ность различных (мембранных и растворимых) 
изоформ DR3. 

Задача, решаемая в настоящей работе, за-
ключалась в разработке и апробации способа 
определения уровня экспрессии и встречаемости 
сплайсированных вариантов мРНК DR3 в крови 
с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени (ОТ-
ПЦР-РВ) и ОТ-ПЦР при ИМ. Разработанный 
вариант ОТ-ПЦР-РВ позволил специфично 
и чувствительно (ЛПКД = 34-35 циклов) опреде-
лять относительное количество мРНК пула ко-
дирующих форм DR3 и мембранных вариантов 
LARD1a + LARD8. Впервые показана экспрессия 
в крови мРНК двух альтернативных мембранных 
вариантов DR3 – LARD1b и DR3beta. Тем не ме-
нее, в силу низкой экспрессии данные альтерна-
тивные варианты, по всей видимости, относятся 
к минорным формам и их вклад в экспрессию 
пула мРНК мембранных вариантов DR3 являет-
ся незначительным. Таким образом, с помощью 
ОТ-ПЦР-РВ мы определяли относительное ко-
личество мРНК пула форм DR3, мембранных ва-
риантов DR3 (LARD1a + LARD8), а также долю 
мРНК мембранных и растворимых форм рецеп-
тора у здоровых волонтеров и пациентов с ОИМ. 
Обнаруженное снижение экспрессии мРНК пула 
кодирующих форм DR3 у пациентов с ОИМ 
предположительно происходило за счет падения 
экспрессии растворимых вариантов мРНК, что 
подтверждалось снижением доли мРНК раство-
римых форм рецептора. При этом закономерно 
возрастала доля мРНК мембранных вариантов 
DR3, указывающая на возможный рост функ-
циональной роли этих вариантов рецептора при 
ОИМ. 

Для определения качественного вкла-
да в экспрессию мембранных вариантов 
LARD1a + LARD8 каждой из форм мы разрабо-
тали двухраундовый гнездовой вариант ОТ-ПЦР. 
В результате обнаружено, что в большинстве об-ТА
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разцов здоровых волонтеров и пациентов с ОИМ 
в экспрессию мРНК мембранных вариантов DR3 
вносят свой вклад как основная мембранная 
LARD1a, так и альтернативная LARD8 формы 
рецептора. Отсутствие различий во встречаемо-
сти отдельных мембранных вариантов LARD1b, 
DR3beta, LARD1a и LARD8 между здоровыми 
волонтерами и пациентами с ОИМ может объяс-
няться как малым объемом выборок, так и отсут-
ствием изменений профиля продуктов альтерна-
тивного сплайсинга. 

Таким образом, разработанные способы ка-
чественной и полуколичественной оценки экс-
прессии сплайсированных вариантов мРНК DR3 
могут быть применены: 

а) для оценки вклада отдельных изоформ DR3 
и их групп в реализацию функций данного ре-
цептора; 

б) при изучении функциональных взаимосвя-
зей DR3 c другими поверхностными рецептора-
ми и элементами внутриклеточных сигнальных 
путей в различных типах клеток при широком 
спектре заболеваний. 

В рамках развития данной пилотной работы 
нами планируется увеличить объем исследуе-
мых выборок здоровых волонтеров и пациентов 
с ОИМ, а также оценить экспрессию мРНК DR3 
в зависимости от этиологии, тяжести течения за-
болевания и других клинических и лабораторных 
показателей. 
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