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Введение. Длинные некодирующие РНК (lncRNA) - обширный класс регуляторных

РНК. Для большинства lncRNA функции не известны, но среди описанных случаев, глав-
ная - регуляция генов-мишеней на всех уровнях - от транскрипционного до трансляционно-
го. Один из способов регуляции - антисмысловой, когда lncRNA регулирует уровень белок-
кодирующего гена, либо увеличивая его уровень в случае положительной регуляции, либо
уменьшая в случае негативной регуляции. В нашей работе мы исследовали антисмысло-
вую регуляцию для гена AFAP1-AS1 человека, который имеет перекрывание с 3 экзонами
гена AFAP1, а также перекрывания с генами PPIA, PPID, PAICS, SERBP1, за счет Alu-
повтора.

Материалы и методы. Работа была проведена на клеточных линиях HEK293N и
К562, культивированных в среде DMEM с 10% содержанием сыворотки. Трансфекцию
проводили с помощью Metafectene. В качестве контроля трансфекции использовалась
плазмида, содержащая зеленый флуоресцентный белок, или siRNA с конъюгированным
красителем, в качестве негативного - клетки, трансфецированные только Metafectene. Эф-
фективность трансфекции оценивали на проточном цитофлуориметре. Клетки лизирова-
ли в GTB-буфере, из этих лизатов выделяли РНК фенол-хлороформным методом. кДНК
была получена обратной транскрипцией с рандомными гексануклеотидами. Оценка изме-
нений уровней экспрессии производилась реакцией ПЦР в реальном времени.

Результаты. Нами была получена плазмидная конструкция с участком второго экзона
гена AFAP1-AS1 для проверки возможной цис-антисмысловой регуляции гена AFAP1. На
клеточной линии HEK293N была проведена транзиентная оверэкспрессия участка AFAP1-
AS1, заклонированного в плазмиду pEYFP. Эффективность трансфекции составила 48%.
Анализ данных ПЦР в реальном времени показал, что при оверэкспрессии AFAP1-AS1
уровень мРНК AFAP1 статистически значимо не изменился. Нокдаун AFAP1-AS1 в кле-
точной линии К562 до 20% от исходного уровня показал снижение экспрессии AFAP1 и
увеличение экспрессии генов PPIA, PAICS.

Выводы.

Полученные результаты позволяют говорить о наличии положительной регуляции меж-
ду перекрывающимися парами генов, однако, мы предполагаем, что для полноценной регу-
ляции необходима оверэкспрессия полного гена. Также наши данные позволяют говорить
о наличии отрицательной транс-антисмысловой регуляции между генами AFAP1-AS1 и
генами PPIA и PAICS. Мы предполагаем, что механизмом транс-регуляции является вза-
имодействие по механизму SMD (Staufen-mediated decay).
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