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Аннотация. Культивируемые клетки яичника китайского хомячка (CHO) наиболее часто используются для 
синтеза рекомбинантных белков в биофармацевтическом производстве. При получении стабильных клеточ-
ных линий-продуцентов локус интеграции трансгена в геном оказывает большое влияние на уровень его экс-
прессии (явление, известное как эффект положения гена). Соответственно, поиск локусов генома, обеспечи-
вающих высокий уровень продукции белков, является актуальной практической задачей. В данной работе мы 
использовали метод TRIP для исследования влияния локального окружения хроматина на активность транс-
генов, встроенных в разные локусы генома культивируемых клеток CHO. С этой целью репортерные конструк-
ции, кодирующие белок eGFP под контролем четырех разных промоторов, были стабильно встроены в геном 
клеток CHO при помощи транспозона piggyBac. При этом каждый отдельный трансген содержал уникальную 
метку – ДНК-штрихкод. Полученная трансгенная поликлональная популяция клеток была культивирована в 
течение месяца без какой-либо селекции. Далее при помощи присутствующих в конструкциях штрихкодов и 
высокопроизводительного секвенирования были определены сайты локализации трансгенов в геноме, из-
мерена их представленность в популяции, а также транскрипционная активность. Всего удалось полностью 
охарактеризовать около 640 трансгенов, более-менее равномерно распределенных по всем хромосомам кле-
ток CHO. Более половины трансгенов оказались полностью молчащими. Наиболее активные трансгены выяв-
лены в окрестностях геномных сайтов инициации транскрипции – в промоторных и 5’-некодирующих районах 
генов. Наибольшей активностью обладали трансгены, несущие полноразмерный промотор гена EF-1α китай-
ского хомячка. Трансгены с укороченным вариантом этого же промотора, а также трансгены с промотором 
мышиного гена PGK (mPGK) были соответственно в среднем в 10 и 19 раз менее активны. В целом в результате 
данной работы выявлены сочетания локусов генома культивируемых клеток CHO и промоторных элементов, 
которые обеспечивают разные уровни транскрипционной активности модельной репортерной конструкции.
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Abstract. CHO cells are most commonly used for the synthesis of recombinant proteins in biopharmaceutical pro-
duction. When stable producer cell lines are obtained, the locus of transgene integration into the genome has a 
great influence on the level of its expression. Therefore, the identification of genomic loci ensuring a high level of 
protein production is very important. Here, we used the TRIP assay to study the influence of the local chromatin en-
vironment on the activity of transgenes in CHO cells. For this purpose, reporter constructs encoding eGFP under the 
control of four promoters were stably integrated into the genome of CHO cells using the piggyBac transposon. Each 
individual transgene contained a unique tag, a DNA barcode, and the resulting polyclonal cell population was cul-
tured for almost a month without any selection. Next, using the high-throughput sequencing, genomic localizations 
of barcodes, as well as their abundances in the population and transcriptional activities were identified. In total, 
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~640 transgenes more or less evenly distributed across all chromosomes of CHO cells were characterized. More than 
half of the transgenes were completely silent. The most active transgenes were identified to be inserted in gene 
promoters and 5’ UTRs. Transgenes carrying Chinese hamster full-length promoter of the EF-1α gene showed the 
highest activity. Transgenes with a truncated version of the same promoter and with the mouse PGK gene promoter 
were on average 10 and 19 times less active, respectively. In total, combinations of genomic loci of CHO cells and 
transgene promoters that together provide different levels of transcriptional activity of the model reporter con-
struct were described.
Key words: TRIP; barcode; chromatin position effect; transgene; chromatin; transcription.
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Введение
Метод TRIP (thousands of reporters integrated in parallel) 
позволяет выполнять масштабные исследования влияния 
локального окружения хроматина на активность транс­
генов. Метод основан на использовании ДНК- штрихко­
дов  (далее  – просто штрихкодов) и исходно был апро­
бирован на культивируемых эмбриональных стволовых 
клетках мыши с помощью транспозона piggyBac в каче­
стве средства доставки трансгенов в геном (Akhtar et al., 
2013). Штрихкод – это короткая последовательность ДНК 
(длиной 16–20 п. н.), являющаяся уникальной для каждой 
копии трансгена, используемой в исследовании. Крайне 
важно, что штрихкод располагается в пределах транскри­
бируемой части трансгенов, что обеспечивает его присут­
ствие не только в ДНК, но также в составе молекул мРНК, 
синтезированных с трансгенов. Соответственно, штрих­
код можно применять и для количественного измерения 
уровня транскрипционной активности трансгенов. 

Транспозон piggyBac позволяет эффективно модифи­
цировать различные клеточные линии и организмы (Wil­
son et al., 2007), в том числе протяженными конструкция­
ми (Ding et al., 2005). Кроме того, транспозон piggyBac 
характеризуется относительно равномерным профилем 
встраивания в клеточный геном (Huang et al., 2010). 
В экспериментах TRIP система для трансгенеза исследуе­
мых клеток состоит из двух плазмидных конструкций: 
конструкции для экспрессии транспозазы piggyBac, ка­
тализирующей встраивание трансгена в случайное место 
генома, и собственно трансгена – целевой конструкции 
(состоящей из промотора, репортерного гена, штрихкода 
и сигнала полиаденилирования), расположенной между 
обращенными повторами транспозона piggyBac (Akhtar 
et al., 2014; Lebedev et al., 2019). Котрансфекция клеток 
такими плазмидными конструкциями позволяет полу­
чить поликлональную популяцию трансгенных клеток, 
в которой каждая индивидуальная встройка трансгена в 
геноме маркирована уникальной последовательностью 
штрихкода. После размножения трансфицированных кле­
ток из них выделяют геномную ДНК и тотальную РНК. 
С помощью образца геномной ДНК идентифицируют сай­
ты локализации трансгенов в геноме и определяют пред­
ставленность каждого штрихкода в популяции клеток. На 
основе образца тотальной РНК определяют представлен­
ность каждого штрихкода в общей массе транскриптов, 
синтезированных с трансгенов. Наконец, соотношение 
представленности каждого штрихкода в молекулах мРНК 

и его представленности в геноме трансгенных клеток по­
зволяет количественно измерить уровень транскрипцион­
ной активности каждого отдельного трансгена (Akhtar et 
al., 2014).

В данной работе с помощью метода TRIP исследова­
но влияние локального окружения хроматина на тран­
скрипционную активность трансгенов в клетках яични­
ка китайского хомячка CHO. Культивируемая клеточная 
линия CHO наиболее часто используется для наработки 
разнообразных белков (Xu et al., 2023). Несмотря на до­
ступность ряда других культивируемых клеток млекопи­
тающих, таких как клетки почки детеныша хомячка, клет­
ки мышиной миеломы NS0, эмбриональные клетки почки 
человека (HEK293) и эмбриональные клетки сетчатки 
глаза человека PerC6, более 70 % всех рекомбинантных 
терапевтических белков производится в клетках яичника 
китайского хомячка (Kim et al., 2012; Ritacco et al., 2018; 
Gupta et al., 2021). Популярность клеток СНО можно объ­
яснить следующими причинами. Во-первых, применение 
клеток CHO для производства рекомбинантных белков 
является безопасным, так как клетки СНО невосприим­
чивы к заражению вирусами человека (Lalonde, Durocher, 
2017). Во-вторых, клетки СНО обладают способностью 
к эффективной посттрансляционной модификации и 
продуцируют рекомбинантные белки с совместимыми 
для человека гликоформами (Stach et al., 2019). Наконец, 
клетки линии CHO обладают высокой скоростью роста 
и относительно легко адаптируются к росту в суспензии, 
что является предпочтительной характеристикой для круп­
номасштабного культивирования в биореакторах (Ritacco 
et al., 2018; Dahodwala, Lee, 2019). В настоящее время 
биореакторы объемом более 10 тыс. литров используют­
ся для суспензионных культур рекомбинантных клеток 
CHO, продуцирующих терапевтические антитела (Kim 
et al., 2012). 

Локализация в геноме оказывает большое влияние на 
уровень экспрессии рекомбинантного гена (явление, из­
вестное как эффект положения) (Gierman et al., 2007; Ba­
benko et al., 2010; Ruf et al., 2011; Chen M. et al., 2013; Elgin, 
Reuter, 2013). Интеграция в неактивный гетерохроматин 
приводит к незначительной экспрессии трансгена или ее 
полному отсутствию, тогда как интеграция в активный 
эухроматин часто делает возможной экспрессию транс­
гена. Однако просто интеграции в эухроматин может быть 
недостаточно для обеспечения длительной экспрессии 
рекомбинантного гена. Экспрессия трансгена в клетках 
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млекопитающих во многих случаях быстро инактивиру­
ется (замалчивается), в частности, вероятно, из-за влияния 
соседнего конденсированного хроматина.

Интеграция трансгенов в транскрипционно-активные 
области генома является одной из стратегий, позволяю­
щих избежать их инактивации. Данная работа направлена 
на анализ транскрипционной активности piggyBac- транс­
генов, интегрированных в разные локусы генома куль­
тивируемых клеток CHO при отсутствии селекционного 
давления.

Материалы и методы
Приготовление конструкции pPB-mPGK-Puro-IRES-
eGFP-PI.11-TR.242. Плазмида pPB-mPGK-Puro-IRES-
eGFP-PI.11-TR.242 была приготовлена на основе ранее опи­
санной универсальной конструкции (Lebedev et al., 2019).  
Встройку амплифицировали с использованием праймеров 

mPGK-EcoRI-F и eGFP-XbaI-R (табл. 1), используя в каче­
стве матрицы плазмиду mPGK-Puro-IRES-eGFP-sNRP-pA 
(Akhtar et al., 2013). В 50 мкл реакционной смеси добав­
ляли 1 нг матрицы плазмиды, 2.5 е. а. Phusion-полимеразы 
(ThermoFisher Scientific), по 1 мкл 10 мкМ праймеров и 
дНТФ до 0.2 мМ. Условия ПЦР: 98  °С в течение 30 с, 
35 циклов: 98 °С 10 с, 62 °С 10 с, 72 °С 1 мин, инкубация 
10 мин при 72 °С. 

Получение генно-инженерных конструкций с раз-
личными промоторами генов китайского хомячка. 
Плазмиду pPB-mPGK-Puro-IRES-eGFP-PI.11-TR.242 
гидролизовали по сайтам рестрикции EcoRI, BglII, AgeI. 
Для получения встроек амплифицировали последова­
тельности промоторов гена PGK китайского хомячка и 
длинного и короткого варианта промотора гена EF-1α с 
использованием праймеров hamPgk1-EcoRI-F и hamPgk1-
BglII-R, CHEF-1-v1-EcoRI-F и CHEF-1-v1-BclI-R, CHEF-

Таблица 1. Список праймеров, использованных в работе

Название праймера Последовательность (5’→3’)

mPGK-EcoRI-F aaagaattctcgacaattctaccgggtagg

eGFP-XbaI-R aaatctagaccctccggattacttg

hamPgk1-EcoRI-F aaagaattcaggtccctggggattcca

hamPgk1-BglII-R aaaagatctcggtaggatcaagaggctcag

CHEF-1-v1-EcoRI-F aaagaattccacgttgtgcatagaaacagatgc

CHEF-1-v1-BclI-R aaatgatcatggttttcacaacaccttaaaaaaaaagttcg

CHEF-1-v2-EcoRI-F aaagaattcaagcttctgtggatagaaaatgattag

CHEF-1-v2-BclI-R aaatgatcactgcgttctgacggcaaac

Plasmid-1 ccgcttaattaatccagcttttgttc

pPB-eGFP-PI-6-R ctcgagctctcgatctctagacc

pPB-eGFP-PI-11-R ctcactagctcgatctctagacc

pPB-eGFP-PI-16-R ctcttgtactcgatctctagacc  

pPB-eGFP-PI-28-R ctcctcggctcgatctctagacc

PB-Barcode-PI-6-Gibson-F gtctagagatcgagagctcgaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Barcode-PI-11-Gibson-F gtctagagatcgagctagtgaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Barcode-PI-16-Gibson-F gtctagagatcgagtacaagaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Barcode-PI-28-Gibson-F gtctagagatcgagccgaggaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Gibson-R1 aacaaaagctggattaattaagcggccgcatacgcgtatactagattaaccc

Libr-cDNA-for gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacaggtcctgctggagttcgtgac

Libr-cDNA-A16-rev tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagcctatggtcgccagggttttcccagtcacaagg

Libr-cDNA-A23-rev tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagtaattgcgcgccagggttttcccagtcacaagg

Libr-P5-for aatgatacggcgaccaccgagatctacactcgtcggcagcgtc

Libr-P7-rev caagcagaagacggcatacgagatgtctcgtgggctcgg

PB-outer-F-2 ttttacgcatgattatctttaacgtacgtc

cDNA-ampl-R cgccagggttttcccagtcacaag

PB-cDNA-fwd-A7 tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagagcgagctgtcacaagggccggccacaa

InvPCR-F-Nextera2 gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacaggtacgtcacaatatgattatctttctag

Примечание. N18 – случайная 18-буквенная последовательность ДНК-штрихкода.
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1-v2-EcoRI-F и CHEF-1-v2-BclI-R (см. табл. 1) соответ­
ственно. В 50 мкл реакционной смеси добавляли 50 нг 
матрицы геномной ДНК, выделенной из культивируемых 
клеток CHO, 2.5 е. а. Phusion-полимеразы (ThermoFisher 
Scientific), по 1 мкл 10 мкМ праймеров и дНТФ до 0.2 мМ. 
Условия ПЦР: 98 °С 30 с, 35 циклов: 98 °С 10 с, 62 °С 10 с, 
72 °С 1 мин, инкубация 10 мин при 72 °С.

Штрихкодированные плазмидные библиотеки были 
приготовлены в соответствии с ранее описанным протоко­
лом (Lebedev et al., 2019) с помощью метода бесшовного 
клонирования по Гибсону. Для этого с помощью ПЦР 
были получены векторы и встройки, содержащие 18-бук­
венный ДНК-штрихкод и промоторный индекс. Для амп­
лификации векторов использовали праймеры Plasmid-1 и 
pPB-eGFP-PI-6-R / pPB-eGFP-PI-11-R / pPB-eGFP-PI-16-R / 
pPB-eGFP-PI-28-R (см. табл. 1) соответственно для кон­
струкций с промотором гена PGK китайского хомячка / 
промотором гена mPGK / коротким вариантом промотора 
гена EF-1α / длинным вариантом промотора гена EF-1α. 
Для амплификации штрихкодированных встроек для 
получения конструкций с промотором гена PGK китайско­
го хомячка / промотором гена mPGK / коротким вариан­
том промотора гена EF-1α / длинным вариантом промо­
тора гена EF-1α использовали праймеры PB-Gibson-R1 и 
PB-Barcode-PI-6-Gibson-F / PB-Barcode-PI-11-Gibson-F / 
PB-Barcode-PI-16-Gibson-F / PB-Barcode-PI-28-Gibson-F 
(см. табл. 1) соответственно. В 50 мкл реакционной сме­
си добавляли 1 нг матрицы, 2.5 е. а. Phusion-полимеразы 
(ThermoFisher Scientific), по 1 мкл 10 мкМ праймеров и 
дНТФ до 0.2 мМ. Условия ПЦР: 98 °С 30 с, 35 циклов: 
98 °С 10 с, 62 °С 10 с, 72 °С 1 мин, инкубация 10 мин при 
72 °С. После очистки 200 нг «вектора» и 135 нг «встроек» 
смешивали с 10 мкл 2× NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Master в суммарном объеме 20 мкл. Лигирование ДНК 
и трансформацию бактерий выполняли в соответствии 
с ранее описанным протоколом (Lebedev et al., 2019). 
Штрихкодированные плазмидные библиотеки выделяли 
с помощью набора Mega Plasmid Kit (Qiagen).

Получение поликлональной трансгенной популя-
ции клеток СНО. За 24 ч до трансфекции культиви­
руемые клетки СHO-S (далее – клетки CHO; любезно 
предоставлены лабораторией иммуногенетики ИМКБ 
СО РАН) рассаживали в 12-луночный культуральный 
планшет в концентрации 1.5 · 105 клеток на лунку в 1 мл 
среды IMDM с добавлением 10 % сыворотки крупного 
рогатого скота. Проводили котрансфекцию клеток сме­
сью плазмидных штрихкодированных библиотек (3 мкг) 
и плазмидой pRP[Exp]-mCherry-CAG>hyPBase (Vec­
torBuilder #VB160216-10057; любезно предоставлена 
проф.  В.В.  Верхушей, Медицинский колледж им.  Аль­
берта Эйнштейна, Бронкс, Нью-Йорк, США) (0.3 мкг) с 
использованием реагента X-tremeGENE HP DNA trans­
fection reagent (Roche). Трансгенную популяцию клеток 
культивировали в течение месяца при отсутствии селек­
ционного давления.

Выделение геномной ДНК. Геномную ДНК выделяли 
из 5·107 клеток полученной поликлональной трансген­
ной популяции с помощью набора PureLink® Genomic 
DNA Kit (Invitrogen) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Выделение тотальной РНК, обратная транскрипция. 
Тотальную РНК выделяли из 5·107  клеток полученной 
поликлональной трансгенной популяции с помощью реа­
гента RNAzol RT (Molecular Research Center) в соответст­
вии с рекомендациями производителя. Выделенную РНК 
инкубировали с 20  е. а. эндонуклеазы DpnI (New Eng­
land Biolabs) и 3 е. а. ДНКазы I (ThermoFisher Scientific) 
30 мин при 37 °С. Для очистки РНК использовали набор 
CleanRNA Standard («Евроген»). 2 мкг тотальной РНК сме­
шивали с 1 мкл 50 мМ олиго(dT) праймера в суммарном 
объеме 13.5 мкл, смесь инкубировали в течение 5 мин при 
65 °С. Последующую реакцию обратной транскрипции 
проводили в объеме 20 мкл со следующими компонен­
тами: 13.5 мкл матрицы РНК с отожженными праймера­
ми, 4 мкл 5× буфера RT (ThermoFisher Scientific), 1 мкл 
10 мМ дНТФ, 1 мкл RNaseOUT (ThermoFisher Scientific), 
100 е. а. обратной транскриптазы RevertAid (ThermoFisher 
Scientific). Смесь инкубировали 60 мин при 42 °С, инак­
тивировали фермент в течение 10 мин при 70 °С.

Приготовление образцов нормирования и экспрес-
сии. Проводили два раунда ПЦР. Для первого раунда 
амплификации использовали: 600 нг матрицы геномной 
ДНК (для образцов нормирования) или 3 мкл кДНК (для 
образцов экспрессии), 0.5 мкл 10 мкМ праймеров Libr-
cDNA-for и Libr-cDNA-A16-rev / Libr-cDNA-A23-rev (см. 
табл. 1) соответственно для образцов нормирования/ экс­
прессии), 2 мкл 2.5 мМ дНТФ, 1.25 е. а. Phusion HS II ДНК-
полимеразы (ThermoFisher Scientific), 5  мкл 5× буфера 
Phusion HF (ThermoFisher Scientific) и бидистиллирован­
ную воду до конечного объема 25 мкл. Условия первого 
раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 15 циклов: 98 °С 30 с, 70 °С 30 с, 
72 °С 30 с, инкубация 5 мин при 72 °С. Второй раунд ам­
плификации проводили в объеме 25 мкл со следующими 
компонентами: 0.5 мкл ПЦР-продукта первого раунда, по 
0.25 мкл 10 мкМ праймеров Libr-P5-for и Libr-P7-rev (см. 
табл. 1), 2 мкл 2.5 мМ дНТФ, 1.25 е. а. Phusion HotStart II 
ДНК-полимеразы (ThermoFisher Scientific), 5 мкл 5× буфе­
ра Phusion HighFidelity (ThermoFisher Scientific). Условия 
второго раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 23 цикла: 98 °С 30 с, 
61 °С 30 с, 72 °С 30 с, инкубация 5 мин при 72 °С.

Приготовление образцов картирования. 2 мкг геном­
ной ДНК инкубировали с 10 е. а. эндонуклеазы рестрик­
ции DpnII (New England Biolabs) при 37 °С в течение 16 ч, 
затем очищали с помощью набора реагентов GeneJET PCR 
Purification Kit (ThermoFisher Scientific). 600 нг фрагмен­
тированной геномной ДНК смешивали с 4 мкл 100 мМ 
АТФ, 2.5 е. а. Т4 ДНК-лигазы («Евроген») в суммарном 
объеме 400 мкл. Лигазную смесь инкубировали 2 ч при 
комнатной температуре и 16 ч при 4 °С, лигазу инактиви­
ровали при 65 °С в течение 10 мин. К реакции лигирования 
добавляли 100 мкл бидистиллированной воды и 500 мкл 
раствора фенол : хлороформ (в соотношении 1:1), пере­
мешивали, центрифугировали при комнатной температуре 
5 мин 10 000 g, переносили верхнюю фазу в новую про­
бирку. К полученному раствору добавляли 1/10 объема 
3M NaОAc (pH 5.5), 2.5 объема 96 % этилового спирта, 
инкубировали 2 ч при –70 °С, центрифугировали 30 мин 
при 4  °С, 14 000  об/мин. Удаляли супернатант, осадок 
промывали 750 мкл охлажденного 70 % этилового спир­
та, центрифугировали 10 мин при 4  °С, 14 000 об/мин.  
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Удаляли супернатант, осадок высушивали 15  мин при 
37  °С, ДНК растворяли в 30  мкл бидистиллированной 
воды.

Для приготовления образцов картирования проводили 
три раунда ПЦР. Для первого раунда амплификации ис­
пользовали: 5 мкл очищенной лигазной смеси, по 0.5 мкл 
10  мкМ праймеров PB-outer-F-2 и cDNA-ampl-R (см. 
табл.  1), 2  мкл 2.5  мМ дНТФ, 1.25  е. а. Phusion HS  II 
ДНК-полимеразы (ThermoFisher Scientific), 5 мкл 5× бу­
фера Phusion HighFidelity (ThermoFisher Scientific) и би­
дистиллированную воду до конечного объема 25  мкл. 
Второй и третий раунды амплификации проводили в том 
же составе с использованием 10  мкМ праймеров PB- 
cDNA-fwd-A7 и InvPCR-F-Nextera2 (см. табл.  1) для 
второго раунда, Libr-P5-for и Libr-P7-rev (см. табл. 1) для 
третьего раунда, в качестве матрицы использовали 1 мкл 
смеси ПЦР первого и второго раундов соответственно. 
Условия первого раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 12 циклов: 
98 °С 30 с, 65 °С 30 с, 72 °С 2 мин, инкубация 5 мин при 
72 °С. Условия второго раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 12 цик­
лов: 98 °С 30 с, 62 °С 30 с, 72 °С 2 мин, инкубация 5 мин 
при 72 °С. Условия третьего раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 
16 циклов: 98 °С 30 с, 61 °С 30 с, 72 °С 2 мин, инкубация 
5 мин при 72 °С. Образец картирования (5 мкг) обрабаты­
вали 10 е. а. эндонуклеазы рестрикции NotI для удаления 
побочных продуктов в суммарном объеме 100 мкл при 
37 °С в течение 2 ч.

Секвенирование и анализ данных. Секвенирование 
образцов проводили на платформе Genolab 2 × 75  п. о. 
(https://genomed.ru/). Fastq-файлы были демультиплекси­
рованы с помощью инструмента sabre (https://github.com/
najoshi/sabre). В результате получено 4.5 млн, 1.6 млн и 
около 1 млн прочтений для образцов картирования, нор­
мирования и экспрессии соответственно. Анализ качества 
прочтений fastq файлов для каждого образца выполняли 
с помощью специального инструмента FastQC (https://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Далее 
с помощью инструмента TASK (The TRIP Analysis Soft­
ware Kit, https://trip.nki.nl/) были установлены последова­
тельности достоверно выявляемых штрихкодов, а также 
их нормированные уровни экспрессии и локализация в 
версиях генома китайского хомячка CriGri-PICRH-1.0 
(GCA_003668045.2) и Cgr1.0 (GCA_000448345.1). Вер- 
сия генома CriGri-PICRH-1.0 характеризуется наличием 
очень протяженных последовательностей, соответствую­
щих всем ожидаемым хромосомам клеток CHO, и поэто­
му именно эта версия генома была использована в работе 
как основная, тогда как версия генома Cgr1.0 была ранее 
использована для картирования типов хроматина в клетках 
CHO-K1 (Feichtinger et al., 2016). Для определения наи­
более «надежных» (далее – отфильтрованных) трансгенов 
дополнительно использовали следующие параметры ин­
струмента TASK: norm > = 5, reads_r > = 10, freq1_r > 0.60. 
Данные по типам хроматина были взяты для временной 
точки Tp0, соответствующей 4 ч культивирования клеток 
(https://cho-epigenome.boku.ac.at/JB/). Позиционная весо­
вая матрица для геномных последовательностей, пере­
крывающих сайты инсерции трансгенов, была построена 
с помощью специального приложения pLogo (https://plogo.
uconn.edu/) (O’Shea et al., 2013).

Результаты и обсуждение
Чтобы изучить активность нескольких промоторных эле­
ментов в разных локальных окружениях хроматина в 
культивируемых клетках CHO, на основе транспозона 
piggyBac были сконструированы штрихкодированные 
модельные трансгены, несущие ген устойчивости к пуро­
мицину (далее – PuroR ) и ген улучшенного зеленого флуо­
ресцентного белка eGFP под контролем четырех следую­
щих промоторов: 1) промотора гена PGK мыши (mPGK), 
использованного ранее для аналогичного исследования 
на культивируемых мышиных эмбриональных стволо­
вых клетках (Akhtar et al., 2013); 2) промотора гена PGK 
китайского хомячка, гомологичного промотору mPGK; 
3) полноразмерного (long) и 4) усеченного (short) вариан­
тов промотора гена EF-1α китайского хомячка (Running 
Deer, Allison, 2004; Orlova et al., 2014; Wang et al., 2017) 
(рис. 1, А). При этом в конструкциях с каждым отдельным 
промотором непосредственно перед 18-буквенным штрих­
кодом присутствовал также специфический 5-буквенный 
мотив (промоторный индекс), позволяющий одновременно 
использовать все четыре штрихкодированных модельных 
трансгена в одном эксперименте (Gisler et al., 2019) (см. 
рис. 1, А). Полученные штрихкодированные плазмидные 
библиотеки с промоторами long EF-1α, short EF-1α, mPGK 
и PGK были смешаны в молярных пропорциях 7:7:7:1. 
Меньшая доля конструкции с промотором PGK объясня­
ется ее использованием в данном эксперименте в качестве 
контроля. Мы также использовали эту конструкцию для 
получения стабильных трансгенных популяций клеток 
CHO при селекции пуромицином (результаты исследо­
вания будут сообщены отдельно), и нам представлялось 
полезным иметь в будущем техническую возможность 
для корректного сравнения данных для таких разных 
трансгенных популяций.

Культивируемые клетки CHO (сублинии СНО-S) были 
котрансфицированы вышеописанной смесью модельных 
трансгенов, а также плазмидой, кодирующей транспоза­
зу piggyBac. Спустя 72 ч после трансфекции экспрессия 
белка eGFP наблюдалась примерно в 40  % клеток (см. 
рис. 1, Б). После этого трансфицированные клетки куль­
тивировали в отсутствие какой-либо селекции еще 25 дней 
с целью размножить трансгенные клетки и параллельно 
избавиться от молекул плазмидной ДНК, которые могут 
загрязнить интересующие нас данные. Действительно, 
в результате в популяции наблюдались множественные 
клоны трансгенных клеток (см. рис. 1, Б).

Из полученной поликлональной популяции клеток 
были выделены геномная ДНК и тотальная РНК, на основе 
которых определены геномные локализации и нормиро­
ванные уровни экспрессии штрихкодированных транс­
генов. Всего в трансгенной популяции выявлен 641 уни­
кально штрихкодированный и картированный в геноме 
трансген. Эти трансгены присутствовали в более-менее 
ожидаемых количествах на всех хромосомах клеток CHO 
(см. рис. 1, В). Анализ геномных последовательностей, 
перекрывающих сайты инсерции трансгенов, выявил их 
AT-обогащенность, а также присутствие центрального 
мотива ttaa (см. рис. 1, Г) – черты, характерные для транс­
позона piggyBac (Fraser et al., 1996; Li et al., 2013; Chen Q. 
et al., 2020).
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Среди выявленных трансгенов 38.8 % оказались с про­
моторным индексом tacaa (соответствующим промотору 
short EF-1α), 24.3 %  – с промоторным индексом ccgag 
(соответствующим промотору long EF-1α), 32.2  %  – 
с промоторным индексом ctagt (соответствующим про­
мотору mPGK), 4.7 % – с промоторным индексом agctc 
(соответствующим промотору PGK китайского хомячка) 
(рис. 2, А). 

Анализ активности репортерных конструкций, находя­
щихся под контролем четырех разных промоторов, выявил 
наличие большого числа молчащих (т. е. транскрипционно 
неактивных) трансгенов с каждым промотором (табл. 2), 
что, наиболее вероятно, связано с отсутствием селекции 
антибиотиком при получении поликлональной популяции 
трансгенных клеток СНО.

Сравнение активностей промоторов среди отфильтро­
ванных экспрессирующихся трансгенов (144 шт.) пока­
зало, что основная часть высокоактивных репортерных 
конструкций находится под контролем полноразмерного 
варианта промотора гена EF-1α (см. рис. 2, Б, табл. 2). В 

частности, среди 10  % наиболее активных отфильтро­
ванных трансгенов доли промоторов распределяются 
следующим образом: long EF-1α – 70 %, mPGK – 20 %, 
short EF-1α – 10 %, PGK – 0 %. Надо отметить, что из-за 
малого количества исследованных трансгенов с промо­
тором PGK результаты по его активности носят очень 
предварительный характер.

Две трети всех трансгенов встроились в геном кле­
ток CHO внутри генов (которые были определены как 
–1000 п. н. от дистального сайта инициации транскрипции 
до сайта терминации транскрипции), причем преимуще­
ственно в интроны (42.3 %), промоторы (8.5 %) и 5′-не­
кодирующие области (9.4 %) (см. рис. 2, В). Необходимо 
отметить, что промоторы были определены как районы 
от –1000 до +100 п. н. относительно сайтов инициации 
транскрипции. Схожие паттерны интеграции трансгенов 
на основе транспозона piggyBac были описаны ранее 
для культивируемых клеток других видов (Ding et al., 
2005; Wilson et al., 2007; Galvan et al., 2009; Li et al., 
2013). Анализ 10 % наиболее активных отфильтрованных 

Рис. 1. Стабильная интеграция модельных piggyBac-трансгенов в геном культивируемых клеток СНО.
А – схема штрихкодированных репортерных конструкций, использованных в работе. 5’-TR и 3’-TR – обращенные концы транспозона piggyBac; IRES – 
участок внутренней посадки рибосомы; PI – промоторный индекс; BC – штрихкод; PAS – сигнал полиаденилирования. Б – клетки CHO спустя 3 дня и 
28 дней после трансфекции. В – распределение всех уникально картированных трансгенов по хромосомам китайского хомячка. Красными и синими 
черточками обозначены встройки трансгенов по плюс- и минус-цепи ДНК соответственно. Г – анализ мотивов генома, по которым произошла интегра-
ция всех уникально картированных трансгенов. Позиции от +1 до +4 соответствуют последовательности, которая при встройке транспозона piggyBac 
дуплицируется и фланкирует интегрированный трансген.
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Рис. 2. Характеристика исследованных трансгенов.
А – распределение всех выявленных трансгенов по исследуемым промоторам long EF-1α, short EF-1α, mPGK и PGK. Б – сравнение 
активностей промоторов на основе данных для отфильтрованных 144 экспрессирующихся трансгенов (см. Материалы и мето-
ды). Штриховыми вертикальными линиями показаны медианные значения нормированной экспрессии для каждого промотора.  
В, Г – распределение всех выявленных трансгенов (В) и 10 % наиболее активных отфильтрованных трансгенов (Г ) по элементам 
генов (промоторам, 5’- и 3’-некодирующим районам, экзонам, интронам), а также межгенным промежуткам. Д, Е – распределение 
всех трансгенов ( Д) и 10 % наиболее активных отфильтрованных трансгенов (Е ) по типам хроматина, определенным ранее для 
клеток CHO-K1 (Feichtinger et al., 2016).
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репортерных конструкций (21  шт.) выявил увеличение 
доли трансгенов как раз именно в 5′-некодирующих обла­
стях генов, промоторах и интронах (в 1.6, 1.4 и 1.1 раза 
соответственно) (см. рис. 2, Г ). Интересно, что трансгены 
чаще локализовались ближе к началу, чем к концу генов. 
Значения медианных расстояний от позиции локализации 
трансгена в геноме до ближайших сайтов инициации и 
терминации транскрипции оказались равны соответствен­

но 11.4 и 20.2 т. п. н. для полного набора исследованных 
репортерных генов (641 шт.). При этом для 10 % наиболее 
активных отфильтрованных трансгенов (21  шт.) такие 
значения были равны 6.6 и 17.8 т. п. н. соответственно.

Для изучения влияния локального окружения хрома­
тина на активность репортерных генов были использо­
ваны ранее опубликованные данные по распределению 
11 типов хроматина в геноме клеток CHO-K1 (Feichtinger 
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Рис. 3. Примеры геномной локализации трансгенов из числа наиболее активных (А) и со средней транскрипционной ак-
тивностью (Б).
Схемы встроек трансгенов не масштабированы относительно геномной ДНК. Активности трансгенов и ближайших к ним генов 
указаны относительно среднего уровня экспрессии всех изученных штрихкодированных трансгенов и всех эндогенных генов со-
ответственно.
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Таблица 2. Сравнительная активность исследованных промоторов

Промотор Количество  
трансгенов

Доля трансгенов, % Значение медианной активности 
промотора, отн. ед.молчащих активных

long EF-1α 156 42.31 57.69 18.93

short EF-1α 249 60.24 39.76 1.84

mPGK 206 53.88 46.12 1

PGK    30 66.67 33.33 1.42

Всего 641 54.13 45.87

et al., 2016). Изначально эти данные были определены 
для версии генома китайского хомячка, отличной от ис­
пользованной для всех описанных выше анализов (под­
робности см. в разделе Материалы и методы), поэтому 
только для 595 из 641 трансгена удалось определить типы 
хроматина, перекрывающие позиции их локализации в 
геноме. При этом лишь 39.5  % трансгенов оказались 
расположены в неактивных типах хроматина “Quiescent/ 

low”, “Repressed heterochromatin (H3K9me3)” и “Polycomb 
repressed regions (H3K27me3)”, которые суммарно по­
крывают более 88 % генома клеток китайского хомячка 
(Feichtinger et al., 2016). Остальные 60.5  % трансгенов 
были выявлены в различных активных типах хроматина 
(см. рис. 2, Д ). 

Наиболее активные трансгены чаще обнаруживались в 
районах генома, ассоциированных с активными типами 
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хроматина “Enhancer (H3K27ac high)”, “Strong trans­
cription (H3K36me3)” и “Flanking active TSS”, а также с 
неактивным типом хроматина “Repressed heterochromatin 
(H3K9me3)” (см. рис. 2, Е ). Последнее достаточно неожи­
данное наблюдение, возможно, связано с тем, что типы 
хроматина были определены для другой (отличной от ис­
пользованной в данной работе) сублинии клеток CHO.

Поскольку, как отмечено выше, две трети всех транс­
генов локализовались внутри генов (см. рис. 2, В), стоит 
отметить, что встройка трансгена даже в какой-то важный 
ген, вероятно, лишь незначительно сказывается на жиз­
неспособности клеток. Это связано как с тем, что далеко 
не каждая встройка чужеродной последовательности в 
пределах гена существенно нарушает его функцию, так 
и с наличием второй нативной копии этого гена в геноме. 
Вместе это обеспечивает выживание таких трансгенных 
клеток в поликлональной популяции. Шансы повредить 
сразу оба аллеля гена в использованном нами экспери­
ментальном подходе ничтожно малы. Для этого сразу 
два трансгена должны встроиться в геном одной и той же 
клетки, причем в разные аллели одного и того же гена. 
Таким образом, выявленные в данной работе геномные 
позиции активных трансгенов вполне могут претендовать 
на рассмотрение в качестве перспективных сайтов для 
направленной интеграции целевых биотехнологических 
трансгенов, даже если они располагаются внутри актив­
ных генов (рис. 3).

Заключение
В полученной при отсутствии селекционного давления 
поликлональной популяции культивируемых клеток 
CHO более половины модельных трансгенов, стабильно 
интегрированных в геном, оказались транскрипционно 
неактивными. По сравнению с полным набором транс­
генов, наиболее активные трансгены локализовались в 
1.6 и 1.4 раза чаще в районах промоторов и 5′-некодирую­
щих областей генов соответственно. Также наиболее ак­
тивные трансгены локализовались в 2.3 и 1.4 раза чаще 
в транскрипционно активных типах хроматина “Strong 
transcription (H3K36me3)” и “Enhancer (H3K27ac high)” 
соответственно. Трансгены, содержащие полноразмерный 
промотор гена EF-1α китайского хомячка, оказались в 
среднем наиболее активными. При этом медианная ак­
тивность короткого варианта промотора гена EF-1α была 
в 10 раз ниже медианной активности полноразмерного 
промотора этого гена (см. табл. 2). Это можно объяснить 
наличием важных сайтов связывания транскрипционных 
факторов в полноразмерной версии промотора гена EF-1α. 
Геномные сайты локализации наиболее активных встроек 
модельных трансгенов могут представлять интерес для 
дальнейших экспериментов как перспективные позиции 
для направленной интеграции целевых биотехнологиче­
ских конструкций.
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