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Опухолевая гетерогенность и постоянная селекция в опухоли устойчивых к терапии раковых клеток
требуют комбинаторных подходов к лечению рака, воздействующих на разные жизненно важные
процессы в опухоли. Иммунотерапия совершила революционный переворот в подходах к лечению
рака. Сегодня многие комбинаторные методы сгруппированы вокруг этого вида лечения. Большин-
ство противоопухолевых иммунотерапевтических агентов вводятся внутривенно, что вызывает се-
рьезные, зачастую опасные для жизни, побочные эффекты из-за накопления этих агентов в тканях,
не являющихся мишенями. Побочные эффекты могут быть снижены при использовании локаль-
ной терапии, ограниченной опухолью, но при этом вызывающей системный противоопухолевый
иммунный ответ. Локальность воздействия может быть достигнута посредством внутриопухолевого
введения терапевтических генов. Эти гены могут кодировать множество терапевтических продук-
тов, начиная с ингибиторов контрольных точек и иммуномодуляторов и заканчивая ферментами,
которые обеспечивают внутриопухолевое превращение пролекарств в химиотерапевтические аген-
ты (ген-направленная энзиматическая пролекарственная терапия, ГНЭПТ). В данном обзоре мы
рассмотрим подходы, использующие внутриопухолевое введение терапевтических генов, кодирую-
щих молекулы иммунных контрольных точек, цитокинов, сигналов опасности, ферментов ГНЭПТ,
а также их сочетания для ген-иммунной терапии рака.

Ключевые слова: иммунотерапия, генная терапия, рак, иммунные контрольные точки, цитокины,
сигналы опасности, ГНЭПТ.
DOI: 10.31857/S0016675822040026

УСПЕХИ И НЕУДАЧИ ИММУНОТЕРАПИИ 
ОПУХОЛЕЙ, ГЕН-ИММУННАЯ ТЕРАПИЯ 

КАК СПОСОБ ПРЕОДОЛЕНИЯ 
ОГРАНИЧЕНИЙ

Опухоли привлекают к своей эволюции широ-
кий репертуар нормальных клеток, формирую-
щих микроокружение опухоли (МО), что играет
важнейшую роль как в эволюции самой первичной
опухоли, так и в ее метастазировании. МО солид-
ных опухолей состоит из двух основных компонен-
тов, клеточного и неклеточного, пропорция и со-
став которых варьируют в зависимости от места воз-
никновения опухоли и стадии ее развития [1]. МО
во многом ответственно за создание барьера, кото-
рый защищает опухоль от внешнего воздействия, в
том числе и от клеток иммунной системы. Способ-
ность опухолей к созданию иммуносупрессивно-
го микроокружения зависит от ряда механизмов,
приводящих, в конечном счете, к ингибированию

иммунных эффекторных клеток, в частности ци-
тотоксических Т-лимфоцитов и натуральных
киллеров. Исследование роли взаимодействий
раковых клеток с МО в подавлении противоопу-
холевого иммунного ответа привело к современ-
ной революционной иммунотерапии с использо-
ванием иммунных контрольных точек (ИКТ) [2].
Наивные Т-клетки активируются после распозна-
вания рецептором Т-клеток антигена, представлен-
ного антиген-презентирующими клетками (АПК),
с участием костимулирующих молекул. Активи-
рующие сигналы модулируются сложной сетью
“тормозных” рецепторов – так называемых им-
мунных контрольных точек (ИКТ) (рис. 1) [3].
ИКТ необходимы для поддержания аутотоле-
рантности и контроля продолжительности и ам-
плитуды физиологических иммунных реакций в
периферических тканях [4]. Активация ИКТ проис-
ходит когда рецепторы на поверхности Т-клеток
распознают и связываются с лигандами на поверх-
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ности антиген-представляющих или опухолевых
клеток [5]. При таком лиганд-рецепторном взаи-
модействии Т-клетки получают сигнал остановки
иммунной реакции.

Раковые клетки используют этот механизм для
того, чтобы избежать иммунного надзора. Эти
взаимодействия можно блокировать антителами
к лиганду или рецептору. Классическим примером
являются взаимодействия между лигандами семей-
ства B7 и рецепторами семейства CD28, которые
играют важную роль в регуляции ответа Т-клеток,
формируя как костимулирующие, так и коинги-
бирующие сигналы. В настоящее время известно
десять членов семейства B7, наиболее используемы-
ми из которых являются B7-1 (CD80), B7-2 (CD86),
лиганд запрограммированной смерти 1 (PD-L1),
лиганд запрограммированной смерти 2 (PD-L2) и
пять представителей рецепторов семейства CD28:
CD28, CTLA-4, ICOS, PD-1 и аттенюатор B- и
T-лимфоцитов (BTLA) [6]. CD28 – единственный
рецептор, который конститутивно экспрессиру-
ется на наивных Т-клетках и обеспечивает костиму-
ляторные сигналы, необходимые для активации и
выживания Т-клеток. Взаимодействие CD28 и его
лигандов CD80 и CD86 участвует в активации
Т-клеток, стимуляции пролиферации клеток и
продукции цитокинов, а также в стимулировании
выживания Т-клеток. Рецептор CTLA-4 имеет
сродство к лигандам CD80/CD86 в 20–100 раз бо-
лее высокое, чем CD28. CTLA-4 немедленно ак-

тивируется после связывания Т-клеточного ре-
цептора (TCR) с антигеном и конкурирует с CD28
за лиганды раковых клеток CD80/86, тем самым
блокируя костимуляторный сигнал CD28 и по-
давляя пролиферацию и активацию Т-клеток.
Блокада CTLA-4 освобождает Т-лимфоциты и
позволяет иммунной системе уничтожать раковые
клетки. Ипилимумаб, моноклональное антитело к
цитотоксическому Т-лимфоцит-связанному анти-
гену 4 (CTLA-4), стал первым терапевтическим ин-
гибитором ИКТ, одобренным Управлением по са-
нитарному надзору за качеством пищевых продук-
тов и медикаментов США (FDA).

Помимо CTLA-4 наиболее широко известны и
используются в качестве мишеней в терапевтиче-
ской практике такие ингибирующие ИКТ как ре-
цептор PD1 (белок запрограммированной гибели
клеток, programmed death-1) и его лиганды PD-
L1/PD-L2 [7]. Успех ингибиторов ИКТ CTLA-4 и
PD-1/PD-L1 стимулировал поиск других ИКТ [8,
9]. Поскольку CTLA-4 и PD-1 регулируют раз-
личные ингибирующие пути и имеют неперекры-
вающиеся механизмы действия, предполагают,
что одновременная блокада CTLA-4 и PD-1 мо-
жет быть более эффективной, чем блокировка
только одной ИКТ. Действительно, в ходе клини-
ческих испытаний комбинаций анти-CTLA-4 и
анти-PD-1 было показано, что комбинированная
терапия ассоциирована с более высокой частотой
позитивного ответа, но при этом также и с более

Рис. 1. Ингибиторные и костимулирующие взаимодействия иммунных клеток. Красным обозначены ингибирующие
взаимодействия, зеленым – костимулирующие. АПК – антиген-презентирующая клетка.
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частыми и более выраженными нежелательными
эффектами [10, 11]. Иммунотерапия с использова-
нием ИКТ значительно увеличили продолжитель-
ность жизни многих пациентов со злокачествен-
ными новообразованиями, однако большинство
пациентов с распространенными формами рака
слабо отвечают или не отвечают вовсе на терапию.
Кроме того, вследствие ингибирования иммунных
контрольных точек развиваются многочисленные,
иногда фатальные побочные эффекты, в основном
аутоиммунные воспалительные реакции [12, 13].
Показана кардиотоксичность ингибиторов ИКТ,
включающая такие эффекты как миокардит, пе-
рикардит, атеросклероз, аритмию и васкулит [14].

Данные эффекты являются результатом избы-
точного иммунного ответа против органов и тканей
пациентов. Все противоопухолевые препараты на
основе антител к иммунным контрольным точкам
предназначены для внутривенного введения, и по-
этому существует проблема достижения терапевти-
ческих внутриопухолевых концентраций в отсут-
ствие системной токсичности. Данные проблемы
особенно актуальны для солидных опухолей [15].
Системная токсичность, возникающая при внут-
ривенном введении препаратов ИКТ, зачастую
не позволяет использовать оптимальные дозы ле-
карственных средств [16].

Уменьшить токсичность, свойственную имму-
нотерапии с использованием ИКТ, можно посред-
ством локализации ее внутри опухоли за счет кон-
тролируемой экспрессии терапевтических генов
либо с помощью внутриопухолевого введения ге-
нотерапевтических конструкций. Одним из пер-
спективных путей дальнейшего развития проти-
воопухолевой иммунотерапии является ген-им-
мунная терапия, которая предполагает доставку в
опухоль генов, кодирующих активаторы “противо-
опухолевого иммунного цикла”. Ген-иммунная те-
рапия может быть направлена на каждый этап
“противоопухолевого иммунного цикла” (см. ни-
же), что может приводить к развитию системного
противоопухолевого эффекта (абскопальный эф-
фект, abscopal effect). Далее в этом обзоре мы поста-
раемся детально рассмотреть поэтапный механизм
формирования противоопухолевого иммунного от-
вета, известные попытки стимуляции различных
его этапов методами генной терапии, а также ис-
пользование комбинаторных подходов для акти-
вации противоопухолевого иммунного ответа.

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЙ
ИММУННЫЙ ЦИКЛ

Для формирования эффективного противо-
опухолевого иммунного ответа необходимо запу-
стить серию поэтапных событий, которые Ченом
и Меллманом (Chen and Mellman) были объедине-
ны в концепцию “противоопухолевого иммунного
цикла” [17]. На первом этапе цикла в результате ги-

бели раковых клеток происходит высвобождение
опухоль-ассоциированных антигенов. На втором
этапе антиген-презентирующие клетки, например
дендритные клетки, захватывают высвободивши-
еся антигены, процессируют и экспонируют их в
комплексе с молекулами MHCII (главного ком-
плекса гистосовместимости второго типа) наивным
Т-лимфоцитам, в результате чего происходит акти-
вация и созревание антиген-специфичных Т-кле-
ток (этап 3). Затем активированные эффекторные
Т-клетки мигрируют к опухоли (этап 4) и ин-
фильтрируют ее (этап 5). Далее на шестом этапе в
опухоли происходит специфическое распознавание
и связывание Т-клеточными рецепторами опухоле-
вого антигена, связанного с MHCI на поверхности
раковых клеток. Результатом такого распознавания
является уничтожение целевой раковой клетки
(этап 7). Далее гибель раковых клеток приводит к
высвобождению новой порции опухолевых анти-
генов, цикл повторяется, расширяя свои границы.

У онкологических больных противоопухоле-
вый иммунный цикл происходит неэффективно,
раковым клеткам удается реализовать механизмы
защиты от иммунной системы. Помимо эксплуа-
тации ИКТ, упомянутых выше, раковые клетки
могут снижать уровень презентации антигенов на
своей поверхности, избегая узнавания цитотокси-
ческими клетками, и секретировать противовос-
палительные цитокины, угнетающие активацию
Т-лимфоцитов. Также продукция факторов роста
и противовоспалительных цитокинов клетками
МО приводит к рекрутированию иммуносупрес-
сорных популяций миелоидных и лимфоидных
клеток, в частности регуляторных Т-клеток (Tregs),
макрофагов II типа, миелоидных супрессорных
клеток (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs),
подавляющих иммунный ответ [18].

Цель иммунотерапии рака – инициирование
или стимулирование самоподдерживающегося
противоопухолевого иммунного цикла с минималь-
ными побочными явлениями, что можно реализо-
вать с помощью локальной ген-иммунной терапии.
Локальность воздействия может достигаться, как
уже упоминалось выше, посредством внутриопу-
холевого введения генотерапевтических препара-
тов и за счет опухолеспецифической экспрессии
терапевтических генов.

Важно отметить, что внутриопухолевая доставка
также дает преимущество немедленного доступа
агента к лимфатическим узлам, дренирующим опу-
холь, которые считаются ключевым центром для
инициации и поддержания противоопухолевого
иммунного ответа [19]. Нами будут рассмотрены
подходы, использующие внутриопухолевое вве-
дение конструкций, кодирующих молекулы ИКТ
и цитокинов, ген-направленную энзиматическую
пролекарственную терапию (ГНЭПТ) в контексте
иммунотерапии, а также возможность сочетания
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этих методов для достижения лучшего терапевти-
ческого эффекта.

ГЕНЕТИЧЕСКИ КОДИРУЕМЫЕ 
ИНГИБИТОРЫ ИКТ И КОСТИМУЛЯТОРЫ 

Т-КЛЕТОК
Снять некоторые ограничения взаимодействия

раковых клеток с эффекторными клетками иммун-
ной системы (шестой этап иммунного цикла) поз-
воляет использование препаратов, нацеленных на
ингибирующие и стимулирующие взаимодействия
иммунных и опухолевых клеток. Использование
ингибиторов ИКТ и костимуляторных молекул в
настоящее время активно развивается (разнообра-
зие перспективных молекул описано, например, в
обзоре [6]). Однако такой подход сопряжен с высо-
кой токсичностью иммунотерапевтических препа-
ратов, вводимых системно, что обсуждалось выше.
Использование генетически кодируемых молекул
ИКТ, синтезируемых локально, способно нивели-
ровать их токсическое действие. Недавно такой
подход был применен для локального подавления
PD-L1 с помощью белка, названного “PD-L1 trap
(ловушка для PD-L1)” [20]. Авторы создали плаз-
миду, кодирующую внеклеточный домен белка PD-
1, слитый c тримеризующим доменом. Системное
введение наночастиц с такой плазмидой мышам с
привитой опухолью CT26 приводило к торможе-
нию роста опухоли. Был выявлен синергизм дей-
ствия при комбинировании PD-L1 trap с окса-
лилплатином, широко применяемым цитостати-
ческим препаратом.

Хотя блокада PD-1/L1 является эффективным
терапевтическим подходом для многих пациен-
тов с солидными и гематологическими злокаче-
ственными новообразованиями, ее недостаточно
для индукции регрессии опухоли у большинства
пациентов. Оптимальные Т-клеточные ответы
требуют костимуляции Т-клеточного рецептора,
что может быть обеспечено посредством актива-
ции членов семейства рецепторов фактора некро-
за опухоли, таких как OX40. Активация OX40 его
лигандом OX40L в присутствии распознаваемого
Т-клеточным рецептором антигена способствует
размножению CD4+ и CD8+ Т-клеток, усиливает
первичные цитотоксические реакции Т-лимфоци-
тов и Т-лимфоцитов памяти, а также подавляет ре-
гуляторную функцию Т-клеток. На мышиных мо-
делях было показано, что внутриопухолевая моно-
терапия с помощью мРНК OX40L индуцировала
иммунные ответы в опухолях, до этого только ча-
стично отвечавших на системное лечение инги-
биторами PD-1/PD-L1 [21]. На данный момент
инициированы клинические испытания (КИ) пре-
паратов, включающих мРНК OX40L (см. табл. 1).
Так, мРНК-2416 (Moderna, Inc.), которая кодиру-
ет OX40L человека, используется как терапевти-
ческий агент в составе липидных наночастиц.

Проведено первое КИ (NCT03323398, табл. 1)
мРНК-2416. В ходе КИ мРНК-2416 вводили внут-
риопухолево пациентам с рецидивирующими или
не отвечающими на лечение солидными злокаче-
ственными опухолями или лимфомами. Результаты
свидетельствуют об активации иммунного ответа
после лечения: наблюдались повышение показате-
лей цитолитической активности и стимуляция экс-
прессии воспалительных генов Т-клеток [22].

Другое клиническое исследование предпола-
гает внутриопухолевое введение мРНК – TriMix,
кодирующей костимулирующую молекулу CD70,
лиганд CD40 и конститутивно-активный Toll-по-
добный рецептор 4 (TLR 4). В настоящее время в
данное КИ идет набор пациентов с ранней стади-
ей рака молочной железы (NCT03788083, табл. 1).

Рецептор костимулирующей ИКТ 4-1BB отно-
сится к семейству рецепторов факторов некроза
опухолей, его экспрессия обнаруживается на по-
верхности активированных эффекторных и регу-
ляторных Т-лимфоцитов, а также на дендритных
клетках и естественных киллерах. Взаимодей-
ствие 4-1BB с его лигандом 4-1BBL усиливает
пролиферацию эффекторных Т-клеток, секре-
цию ими IL-2, увеличивает их выживаемость и
цитолитическую активность [23].

Онколитические вирусы, кодирующие гены
лигандов OX40L или 4-1BBL, на мышиных моделях
продемонстрировали выраженный противоопухо-
левый эффект [24–26]. Показано, что онколитиче-
ский аденовирус LOAd703 (delolimogene mupade-
norepvec), несущий гены тримеризованного CD40L
и 4-1BBL, обеспечивает избирательный лизис опу-
холевых клеток, индукцию противоопухолевых ци-
тотоксических Т-клеточных реакций, уменьшение
инфильтрации клеток-супрессоров миелоидного
происхождения (MDSC) и индукцию регрессии
опухоли в доклинических исследованиях [27]. В
исследовании [28] LOAd703 инициировал устойчи-
вый противоопухолевый иммунный ответ в отно-
шении экспериментальной модели карциномы
поджелудочной железы. В настоящее время эффек-
тивность LOAd703 оценивается в КИ на пациентах
с раком поджелудочной железы (NCT02705196).

Еще одним примером такого подхода служит
препарат RP3, который представляет собой генети-
чески модифицированный вирус простого герпеса
типа 1 (HSV-1), несущий сразу три гена, кодирую-
щих антитела против CTLA-4 и лиганды CD40 и h4-
1BBL. В настоящее время проводятся КИ препарата
RP3 (фаза I/II) на пациентах с солидными опухоля-
ми (NCT04735978, NCT04336241, NCT04050436,
NCT04349436, NCT03767348, см. табл. 1). Таким
образом, ген-иммунная терапия, использующая до-
ставку в опухоль генов-ингибиторов ИКТ и генов-
костимуляторов Т-клеток, активно развивается.
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ГЕНЕТИЧЕСКИ
КОДИРУЕМЫЕ ЦИТОКИНЫ

Другим хорошо проработанным направлением
ген-иммунной терапии является использование
генетически кодируемых цитокинов. Эти малые
сигнальные белки участвуют в нескольких этапах
противоопухолевого иммунного цикла, таких как
презентация опухолевых антигенов (этап 2), прай-
мирование и активация Т-клеток (этап 3), ин-
фильтрация эффекторных Т-клеток в опухоль
(этап 5) и гибель раковых клеток (этап 7). Цито-
кины являются активными иммуномодулятора-
ми [29]. Активируемые цитокинами сигнальные
пути координируют сигнал-зависимый иммун-
ный отклик [30] и определяют эффективность
противоопухолевого иммунитета [31]. Провоспа-
лительные цитокины, такие как IL-2, IL-12 и
фактор некроза опухоли (TNF), способны опо-
средовать приток лейкоцитов, включая B- и
T-клетки, К опухоли. Однако внутривенное вве-
дение рекомбинантных цитокинов часто связано
с дозозависимой токсичностью и даже с угрожаю-
щими жизни последствиями [32]. Возможно по
этой причине на сегодняшний день только ис-
пользование рекомбинантного IL-2 было одобре-
но для терапии опухолей. При этом внутриопухоле-
вое введение цитокинов при терапии может значи-
тельно снижать токсичность [29]. Это дает
основания полагать, что внутриопухолевая ген-им-
мунная терапия на основе генов или мРНК, коди-
рующих цитокины, может быть хорошей альтер-
нативой их системному введению.

Tavokinogene telseplasmid (tavo) – генотерапев-
тический препарат, кодирующий IL-12, был раз-
работан компанией OncoSec (США) для лечения
различных видов рака. Терапия основана на внут-
риопухолевом введении синтетической плазмид-
ной ДНК, несущей ген IL-12, эффективность до-
ставки ДНК увеличена с помощью электропора-
ции. Испытания препарата показали безопасность
и эффективность в отношении метастазирующих
опухолей [33, 34]. В настоящее время в США, Ав-
стралии и Канаде ведутся КИ препарата на пациен-
тах с раком молочной железы, Т-клеточной лимфо-
мой кожи, раком головы и шеи со злокачественной
меланомой и карциномой Меркеля (NCT02531425,
NCT01440816, NCT01502293, NCT03823131,
NCT02345330, NCT03823131 [35], табл. 1). Ведется
разработка плазмидных препаратов, кодирующих
другие цитокины. Так, внутриопухолевая достав-
ка наночастиц из хитозана, содержащих гены ци-
токинов IL-15 и IL-21 в составе плазмидного век-
тора, продемонстрировала подавление роста опу-
холи и увеличение выживаемости у модельных
организмов [36, 37].

В последние годы активно развивается разра-
ботка препаратов на основе мРНК, кодирующей
различные цитокины. В исследовании I фазы КИ

препарата MEDI1191 (компания Модерна, США)
на основе мРНК, кодирующей IL-12, с последую-
щим применением моноклональных антител к
PD-L1 (препарат дурвалумаб) показана безопас-
ность и эффективность такой терапии у пациентов
с солидными опухолями, нечувствительными к
стандартной терапии. В КИ (NCT03871348) препа-
рат SAR441000, содержащий мРНК, кодирующую
цитокины IL-12sc, IFN-α2b, GM-CSF и IL-15sushi
[38], изучался в монотерапии и в комбинации с це-
миплимабом (моноклональное антитело против
PD-1). Было показано, что SAR441000 вызывает
иммуномодулирующий эффект и в целом хорошо
переносится пациентами.

Многие исследователи считают перспектив-
ными векторами для цитокиновой генной тера-
пии онколитические вирусы, в частности адено-
вирусы, вирусы герпеса, парамиксовирусы, покс-
вирусы и рабдовирусы [39]. Обычно такие вирусы
кодируют IL-2, IL-12, IL-15, IL-6, IL-21, IL-18,
IL-24 и гранулоцитарно-макрофагальный коло-
ниестимулирующий фактор (GM-CSF), которые
действуют на различные элементы иммунной си-
стемы. Показано, что введение модельным жи-
вотным онколитических вирусов, несущих гены
цитокинов, такие как интерферон-β, GM-CSF,
IL-12, IL-24, IL-4, IL-18, подавляет опухолевый
рост, метастазирование и индуцирует противо-
опухолевый иммунитет [40].

Препарат Imlygic® (Amgen Inc., США) стал
первым генотерапевтическим противоопухоле-
вым препаратом, одобренным FDA США и EMA
(European Medicines Agency, Европейское агентство
по лекарственным средствам). Препарат Imlygic®
(T-VEC, talimogene laherparepvec) – генетически мо-
дифицированный репликационно-компетентный
вирус простого герпеса 1-го типа, экспрессирую-
щий гранулоцитарно-макрофагальный колоние-
стимулирующий фактор человека (hGM-CSF).
Экспрессия GM-CSF в условиях вирусного лизи-
са опухолевых клеток способствует вовлечению и
активации антиген-презентирующих клеток, та-
ким образом усиливая противоопухолевый им-
мунный ответ организма. Препарат рекомендо-
ван для лечения больных с нерезектабельными
из-за множественности, но доступными для внут-
риопухолевого введения очагами меланомы кожи
и пораженными метастазами лимфатическими
узлами. Talimogene laherparepvec продемонстриро-
вал значительное повышение частоты устойчивого
ответа, а также выживаемости без прогрессии опу-
холи в рандомизированном КИ III фазы пациентов
с меланомой [41]. Примеры КИ других препаратов,
кодирующих цитокины, с невирусной и вирусной
системами доставки представлены в табл. 1.

Также в настоящее время разрабатываются ге-
нотерапевтические препараты, кодирующие од-
новременно иммунные контрольные точки и ци-
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токины, например, препарат mRNA-2752 компании
Модерна, кодирующий одновременно OX40L,
IL-23 и IL-36γ. В доклинических испытаниях  [21]
показано, что внутриопухолевая инъекция
mRNA-2752 приводила к повышенному рекрутиро-
ванию иммунных клеток в опухоли, индуцировала
экспрессию различных цитокинов и хемокинов и
активацию дендритных и Т-клеток. В 2018 г. было
инициировано КИ (NCT03739931, табл. 1) с целью
оценки безопасности внутриопухолевого введения
mRNA-2752 у пациентов с рецидивирующими/ре-
фрактерными злокачественными солидными опу-
холями и лимфомами. В ходе исследования будет
оценена безопасность как монотерапии mRNA-
2752, так и комбинированной терапии mRNA-2752
с дурвалумабом.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СИГНАЛОВ 
ОПАСНОСТИ ДЛЯ ЦЕЛЕЙ ГЕННОЙ 

ТЕРАПИИ РАКА

Увеличить эффективность второго этапа им-
мунного цикла, захват и процессирование опухо-
левых антигенов АПК можно посредством ис-
пользования “сигналов опасности”. В 1994 г. Ма-
цингер предложил “теорию опасности”, согласно
которой иммунная система отслеживает поврежде-
ния и активируется в ответ на “сигналы опасности”
от поврежденных тканей, а не на чужеродные аген-
ты [42]. “Сигналы опасности” – молекулы DAMPs
(damage-associated molecular patterns, молекуляр-
ные фрагменты, ассоциированные с повреждени-
ями), которые вырабатываются поврежденными
клетками в ответ на воздействие патогенов, токси-
нов, механических повреждений и т.д. и индуциру-
ют сильный иммунный ответ за счет активации со-
зревания дендритных клеток. “Сигналами опасно-
сти” могут быть как молекулы, связанные с
экзогенными патогенами – PAMPs (pathogen-as-
sociated molecular patterns, патоген-ассоцииро-
ванные молекулярные структуры), такие как бак-
териальные липополисахариды, CpG-олигонук-
леотиды или белок жгутика флагеллин, так и
эндогенные продукты поврежденных и мертвых
клеток. Эндогенными молекулами DAMPs могут
быть белки, ДНК, РНК, продукты метаболизма,
АТФ, мочевая кислота, сульфат гепарина и дру-
гие компоненты клетки в зависимости от условий
[43]. Например, к белковым DAMPs относятся
внеклеточные белки, такие как бигликан и тенас-
цин C, и внутриклеточные белки, такие как ги-
стоны, S100 белки, белки теплового шока (HSP),
негистоновый хромосомный белок HMGB1
(high-mobility group protein B1) и белки плазмы,
такие как фибриноген, Gc-глобулин и сыворо-
точный амилоид A (SAA) [44]. Их взаимодействие
со специальными рецепторами, например TLR-
рецепторами (toll-like receptor, толл-подобные ре-
цепторы), вызывает ответную реакцию на “опас-

ность” внутри клеток и в их микроокружении
[45]. Эти рецепторы известны как “рецепторы
опознавания паттерна” или PRRs (Pattern recogni-
tion receptor) (см., например, [46, 47]). После вза-
имодействий между DAMP и PRR на клетках-ми-
шенях запускаются внутриклеточные сигнальные
каскады, активирующие экспрессию генов – ме-
диаторов воспаления, которые координируют
устранение патогенов и поврежденных или ин-
фицированных клеток.

К основным PRRs относятся: TLR-рецепторы,
семейство RIG-I-подобных рецепторов (RLR),
цитоплазматические РНК-хеликазы, стимулято-
ры генов интерферона (STING), Nod-подобные
рецепторы (NLR), лектиновые рецепторы C-типа
(CLR) и сенсорные белки цитозольной ДНК [48].
Агонисты PRRs могут способствовать врожден-
ным и специфическим иммунным реакциям, сти-
мулируя опухолевые и окружающие их иммунные
клетки к секреции цитокинов и хемокинов, регу-
лируя поляризацию иммунных клеток, а также мо-
гут перепрограммировать иммуносупрессивное
микроокружение опухоли [49, 50]. Среди множе-
ства агонистов особый интерес для генной терапии
представляют пептидные агонисты, экспрессия ко-
торых в опухоли может достигаться доставкой в
опухоль кодирующих их генов. Внутриопухолевая
генная иммунотерапия агонистами PRRs направ-
лена на индуцирование или усиление локального
воспаления, приводящего к активации АПК.
Кроме того, такой подход может приводить к фор-
мированию в опухоли иммунного ответа, характер-
ного для заражения внутриклеточными патогенами
(вирусами или бактериями), в ходе которого про-
исходит активация CD8+ Т-клеток и выработка
IFNγ CD4+ T-клетками [51].

Одним из хорошо изученных белковых “сиг-
налов опасности” является белок бактериальных
жгутиков, флагеллин – агонист TLR5-рецептора
[52]. Показано, что его синтез способствует сти-
муляции противоопухолевого иммунного ответа: он
стимулирует пролиферацию Т-клеток, усиливает
эффекторный ответ, увеличивает инфильтрацию
Т-клеток и уменьшает рекрутирование и актива-
цию Treg-клеток и миелоидных супрессорных
клеток [53]. В исследовании [54] было показано,
что аденовирус, экспрессирующий слитые белки
флагеллин и Grp170, самый большой шаперон
эндоплазматического ретикулума, индуцирует
мощный противоопухолевый ответ против мела-
номы В16, карциномы предстательной железы и
карциномы толстой кишки мышей. Также в каче-
стве белковых сигналов опасности, кодируемых
онколитическими вирусами, были использованы
гены белков теплового шока HSP-70, HSP-90 и
транскрипционный фактор HSF1. Такие вирусы
могут индуцировать специфический иммунный
ответ в меланомах, колоректальных и других ра-
ковых опухолях у иммунокомпетентных мышей
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[55]. В доклинических испытаниях HSP70-сверх-
экспрессирующего онколитического вируса было
показано, что его внутриопухолевое введение мо-
жет ингибировать первичные и метастатические
опухоли за счет усиленной онколитической ак-
тивности и HSP70-опосредованного иммунного
ответа. В ходе КИ данного вируса у некоторых па-
циентов наблюдались регрессия отдаленных ме-
тастазов и увеличение количества иммунных
CD4+ и CD8+ Т-клеток и NK-клеток [56]. При-
меры использования других молекул “сигналов
опасности” в составе противоопухолевых генных
препаратов можно найти в табл. 2.

В зависимости от инициирующего стимула ги-
бель раковых клеток может быть иммуногенной
или неиммуногенной. В результате иммуноген-
ной гибели клеток (ICD, immunogenic cell death)
высвобождаются растворимые медиаторы воспа-
ления, которые действуют на рецепторы дендрит-
ных клеток, а также доступные для захвата опухо-
левые антигены, что в конечном счете усиливает
презентацию опухолевых антигенов Т-клеткам.
ICD в отличие от неиммуногенной гибели пред-
ставляет собой важный путь активации иммун-
ной системы против рака [57, 58]. Первоначально
только некроз и аутофагия считались воспали-
тельными и иммуногенными. Однако недавние
исследования в химио- и лучевой терапии пока-
зали, что апоптотическую гибель клеток также
можно разделить на иммуногенную и неиммуно-
генную. Например, апоптотическая гибель кле-
ток, вызванная некоторыми онколитическими
вирусами, является иммуногенной [59, 60].

Использование “сигналов опасности” в соста-
ве генотерапевтических препаратов усиливает
привлечение и активацию АПК. Однако для фор-
мирования более эффективного противоопухоле-
вого ответа также необходимо высвобождение
опухолевых антигенов в процессе гибели раковых
клеток. Таким образом, можно предположить,

что для эффективной стимуляции первых стадий
иммунного цикла необходимо сочетать “сигналы
опасности” с цитотоксическими воздействиями,
стимулирующими ICD. Среди генотерапевтиче-
ских подходов такими свойствами обладает
ГНЭПТ.

ПРИНЦИПЫ ГНЭПТ
ГНЭПТ (ген-направленная энзиматическая

пролекарственная терапия), ранее названная на-
ми генной хирургией, – генная терапия с исполь-
зованием генетических конструкций, в состав ко-
торых входят так называемые “гены-убийцы”, ко-
торые кодируют ферменты, способные превращать
пролекарство в цитотоксин [61] (рис. 2). Экспрес-
сия “генов-убийц” может контролироваться опу-
холеспецифичными промоторами, в этом случае
фермент и связанная с ним ферментативная ре-
акция преимущественно происходят в опухоле-
вых клетках при минимальном воздействии на
здоровые клетки. Таким образом, терапевтиче-
ский индекс ГНЭПТ может быть намного выше,
чем при обычной химиотерапии [62].

Цитотоксин может выходить из раковых кле-
ток, в которых он был синтезирован, и проникать
в соседние опухолевые клетки, не получившие
“ген-убийцу”, приводя к их гибели тоже. Данное
явление получило название “эффект свидетеля”
(bystander effect), он может значительно увеличи-
вать эффективность ГНЭПТ [63].

ГНЭПТ направлена на уничтожение опухоле-
вых клеток за счет использования присущих им
свойств, например, повышенной скорости мито-
тических делений. В этом отношении подход подо-
бен химиотерапии. Однако, в отличие от послед-
ней, цитотоксин, убивающий раковые клетки пу-
тем ингибирования систем репликации, образуется
внутри клеток, так что свойственная химиотерапии
токсичность в данном случае резко снижается [64].

Таблица 2. Использование молекул “сигналов опасности” в составе противоопухолевых генных препаратов

Молекула Ссылки

Модифицированные аденовирусы
Аденовирус, экспрессирующий слитые белки флагеллин и Grp170  [54]
Аденовирусы, кодирующие HSP-70, HSP-90, HSF1  [55, 56, 94]
Mobilan: рекомбинантный аденовирус, несущий самоактивирующуюся кассету TLR5  [95]
Онколитический вирус, кодирующий декорин и GM-CSF  [96]
Онколитический вирус, кодирующий декорин и IL-12  [97]

Модифицированные Т-клетки
Трансдуцированные ретровирусным вектором, содержащим ген флагеллина, Т-клетки  [53]

Невирусные векторы
Плазмидная ДНК с геном ESAT6  [98]
Плазмидная ДНК с генами ESAT6 и IL-2  [99]
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Кроме того, как уже упоминалось выше, гибель
клеток от ГНЭПТ является иммуногенной [65]. Та-
ким образом, препараты на основе ГНЭПТ спо-
собны не только уничтожать раковые клетки
(этап 1 иммунного цикла), но и активировать
противоопухолевый иммунный ответ (этап 2 им-
мунного цикла).

Системы ГНЭПТ на основе тимидинкиназы
вируса простого герпеса

Наиболее изученной в настоящее время счита-
ется система ГНЭПТ “тимидинкиназа вируса
простого герпеса (HSVtk)/ганцикловир (Гц)”, до-
стигшая поздних стадий клинических испытаний.

Тимидинкиназа вируса простого герпеса
(HSVtk) – фермент, катализирующий реакцию
фосфорилирования нуклеозидов с образованием
нуклеозидмонофосфатов. Ганцикловир (Гц) – син-
тетический аналог 2'-дезоксигуанозина, проти-
вовирусный препарат, в настоящее время ис-
пользуется в терапии цитомегаловирусной (ЦМВ)
инфекции.

HSVtk обладает способностью фосфорилиро-
вать ганцикловир до ганцикловирмонофосфата,
который клеточные киназы впоследствии фосфори-
лируют до ганцикловирдифосфата и ганцикловир-
трифосфата. Цитотоксическое действие комбина-
ции HSVtk/Гц реализуется за счет: 1) конкурентного
ингибирования встраивания дезоксигуанозин-
трифосфата в ДНК опухолевой клетки под дей-
ствием ДНК-полимеразы; 2) включения ганцик-
ловиртрифосфата в ДНК опухолевой клетки,

приводящего к прекращению удлинения цепи
ДНК во время клеточного деления. Вновь образу-
емый ганцикловиртрифосфат может выходить из
опухолевых клеток, в которых он образовался, и
проникать в соседние опухолевые клетки, приво-
дя к их гибели (“эффект свидетеля”) [66, 67].
“Эффект свидетеля” проявляется за счет пассив-
ной диффузии ганцикловира-монофосфата в со-
седние клетки через межклеточные щелевые кон-
такты (gap-junctions). Недостаточная щелевая
межклеточная коммуникация между делящимися
раковыми клетками может ограничивать транс-
порт фосфорилированных производных ганцик-
ловира в соседние клетки, ослабляя “эффект сви-
детеля” [68]. Опосредованная комбинацией
HSVtk/ганцикловир гибель клеток может быть
вызвана различными механизмами: апоптозом и
некрозом, а также иммуногенной гибелью клеток
с высвобождением опухолеспецифических анти-
генов и молекулярных фрагментов, ассоцииро-
ванных с повреждениями (DAMPs), что приводит
к инфильтрации опухоли различными антиген-
презентирующими клетками, включая дендрит-
ные и Т-клетки.

К настоящему времени инициировано более
200 клинических исследований ГНЭПТ-систем,
и только некоторые из них достигли III фазы КИ.
Препарат Cerepro (sitimagene ceradenovec) компа-
нии Ark Therapeutics представляет собой аденови-
русный вектор, несущий ген HSVtk. Препарат
предназначен для внутриопухолевого введения
пациентам с глиомой высокой степени злокаче-
ственности, получил статус орфанного препарата

Рис. 2. Механизм действия ген-направленной энзиматической пролекарственной терапии (ГНЭПТ). Пунктирные стрелки
обозначают возможные пути воздействия на раковую клетку, зависящие от конкретного токсина и типа клеток.
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в 2002 г. В I и II фазах клинических исследований
применение Cerepro было ассоциировано со значи-
тельным увеличением выживаемости. Предвари-
тельные результаты клинического исследования
фазы III продемонстрировали значительный по-
ложительный эффект Cerepro в отношении вре-
мени до повторного вмешательства или смерти по
сравнению со стандартным лечением (отноше-
ние рисков: 1.43; 95% ДИ: 1.06–1.93; p < 0.05) [69].
Однако сотрудники Европейского агентства по
лекарственным средствам (EMA), изучив пред-
ставленные Ark Therapeutics документы, не на-
шли достаточных доказательств клинической
пользы препарата Cerepro и он не был зарегистри-
рован для клинического применения [70].

В настоящее время клинические исследования
системы HSVtk/Гц в основном включают исследо-
вания комбинации этого подхода с другими мето-
дами противоопухолевой терапии для достижения
лучших клинических результатов [71, 72]. Значи-
тельное внимание в области оптимизации систем
ГНЭПТ и повышения их эффективности уделя-
ется комбинации систем фермент–пролекарство
с подходами, направленными на повышение им-
муногенности опухолевых клеток. Использова-
ние вирусных векторов может приводить к до-
полнительной стимуляции иммунного ответа.

Так, испытания препарата ProstAtak (Aglatim-
agene besadenovec, CAN-2409, https://www.can-
deltx.com/platforms/), который представляет собой
аденовирус, несущий ген HSVtk, и применяется в
сочетании с перорально вводимым пролекарством
валацикловиром, показали, что комбинация ло-
кального цитолитического действия с провоспа-
лительным эффектом, обусловленным вирусным
вектором, приводит к индукции опухоль-инфиль-
трующих лимфоцитов, которые вызывают актива-
цию адаптивного иммунного ответа. В настоящее
время проводится III фаза клинических исследо-
ваний CAN-2409 на пациентах с впервые диагно-
стированным локализованным раком простаты, у
которых промежуточный или высокий риск про-
грессирования (NCT01436968, табл. 1). Ожидает-
ся, что окончательные данные по эффективности
CAN-2409 будут получены в 2024 г.

Одним из основных способов усиления проти-
воопухолевой активности системы HSVtk/Гц яв-
ляется ее комбинация с различными модулятора-
ми иммунной системы. Так, комбинация в одном
рекомбинантном аденовирусе генов, кодирую-
щих модифицированную тимидинкиназу вируса
простого герпеса, HSV-sr39tk и IL-3, позволила
повысить эффективность терапии благодаря бо-
лее эффективной индукции иммунного ответа
[73]. Также неоднократно было показано, что эф-
фективность системы HSVtk/Гц резко возрастает,
если в клетки опухоли совместно вводить гены
HSVtk и GM-CSF [74–76]. Например, в работе

[77] изучалась противоопухолевая активность
двух аденовирусных векторов, один из которых
(AV-TK) содержал ген HSVtk, а второй (AV-
GM/IL2)–гены цитокинов GM-CSF и IL-2 (ин-
терлейкин-2). На мышах с привитой высокомета-
стазирующей опухолью 4T1 было показано, что
только при одновременном введении аденови-
русных векторов AV-TK и AV-GM/IL2 в опухоли
наблюдается существенное подавление метаста-
зирования и сильный опухолеспецифический ци-
тотоксический ответ Т-лимфоцитов. В некоторых
других исследованиях также было показано воз-
никновение более сильного противоопухолевого
иммунного ответа при использовании GM-CSF в
сочетании с HSVtk/Гц [78–80].

В случае использования вирусных векторов
иммунная система естественным образом активи-
рует врожденный и адаптивный иммунные ответы
на сами вирусные частицы, что препятствует дли-
тельному лечению [81]. Системы невирусной до-
ставки обычно считаются неиммуногенными или
низкоиммуногенными (см., например, [82]). Одна-
ко они менее эффективно проникают в опухолевые
клетки и вследствие этого меньшая доля клеток раз-
рушается, вызывая иммунный ответ. Поэтому для
увеличения эффективности ГНЭПТ-систем на
основе систем невирусной доставки необходимо
дополнительно использовать гены, которые мо-
гут активировать иммунный ответ и увеличить
эффективность противоопухолевой терапии. Та-
кая стратегия может усилить системный эффект
ГНЭПТ за счет обеспечения абскопального эф-
фекта, тем самым обусловливая повышение об-
щей эффективности применяемого противоопу-
холевого воздействия. Ее преимущества были
продемонстрированы экспериментально. В на-
шей работе [64] мы использовали плазмиду, несу-
щую экспрессионную кассету с генами HSVtk и
GM-CSF под контролем CMV промотора, которая
была инкапсулирована в поликатионную оболочку
ПЭГ-ПЭИ. На опухолевых моделях было показано,
что такая комбинация усиливает ингибирование
роста опухоли, увеличивает продолжительность
жизни животных и подавляет метастазирование
по сравнению с конструкциями, несущими оди-
ночный ген HSVtk или GM-CSF.

Системы ГНЭПТ на основе цитозиндезаминазы

Другой перспективной парой фермент/проле-
карство для осуществления суицидной генной те-
рапии является бактериальная или дрожжевая
цитозиндезаминаза (CD) и пролекарство 5-фтор-
цитозин (5-ФЦ), используемое в качестве проти-
вогрибкового препарата. Цитозиндезаминаза в
норме катализирует реакцию гидролитического
дезаминирования цитозина с образованием ура-
цила, а в организмах дрожжей и бактерий прини-
мает участие в утилизации пиримидина. Благодаря
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реакции дезаминирования пролекарство 5-фтор-
цитозин (5-ФЦ) в опухолевых клетках превраща-
ется в 5-фторурацил (5-ФУ), обладающий сильным
противоопухолевым действием [83, 84]. Цитоток-
сический эффект 5-ФУ достигается следующими
путями: 1) производное 5-ФУ, монофосфат
(5-ФдУМФ), за счет необратимого ингибирова-
ния фермента тимидилатсинтазы останавливает
синтез ДНК; 2) другие производные 5-ФУ, три-
фосфаты (5-ФУТФ и 5-ФдУТФ), могут встраи-
ваться в нуклеотидную последовательность при
репликации и останавливать синтез ДНК; 3)
5-ФУТФ предотвращает процессинг РНК и инду-
цирует апоптоз [85]. Помимо прямого воздей-
ствия благодаря “эффекту свидетеля” 5-ФУ из
клеток, в которых он был синтезирован, прони-
кает в соседние клетки и поражает их [86]. В отли-
чие от системы ГНЭПТ на основе HSVtk/ганцик-
ловира, система CD/5-ФЦ действует не только на
делящиеся, но и на покоящиеся клетки. 5-ФУ
свободно диффундирует между клетками, что
обусловливает более сильный “эффект свидете-
ля”. Так, в in vivo модели показано, что даже 2%
клеток, экспрессирующих CD, может быть доста-
точно для значительной регрессии опухоли при
использовании нетоксичных доз 5-ФЦ [86].

Так же как и в системах, использующих HSVtk,
существует несколько примеров того, как эффек-
тивность данной суицидной системы возрастает
при использовании в сочетании с генами, кодирую-
щими те или иные активаторы иммунного ответа.
Так, комбинация аденовирусов, кодирующих CD и
IL-12, в присутствии 5-фторцитозина позволила
достичь существенно лучшей эффективности ле-
чения экспериментальных опухолей мыши по
сравнению с каждой из монотерапий. Комбини-
рованная терапия также увеличивала активность
НК-клеток селезенки и продукцию IFN-гамма
спленоцитами [87]. Другим примером может слу-
жить аденовирусный вектор, несущий гены цито-
зиндезаминазы (CD) и гранулоцитарно-макро-
фагального колоние-стимулирующего фактора
(GM-CSF) под контролем CMV промотора (Ad-
CD-GMCSF) [88]. У мышей, получавших лечение
Ad-CD-GMCSF в сочетании с 5-ФЦ, значитель-
но замедлялся рост опухоли и увеличивалась про-
должительность жизни по сравнению с мышами,
получившими конструкцию, содержащую только
ген CD (Ad-CD), и мышами, не получившими ле-
чения. Кроме того, отмечалось накопление опу-
холеспецифичных Т-клеток.

Приведенные примеры указывают на ведущую
роль иммунной системы для достижения систем-
ного противоопухолевого эффекта. Эти данные
показывают, что для системы ГНЭПТ необходим
подбор второго компонента, который сможет
наиболее эффективно запустить каскад противо-
опухолевого иммунного цикла.

Наиболее известным генотерапевтическим
препаратом на основе системы CD/5-ФЦ, до-
стигшим III фазы клинических исследований,
является препарат Toca 511, разработанный ком-
панией Tocagen, США и предназначенный для
внутриопухолевого введения. Toca 511 (vocimagene
amiretrorepvec) – нелитический ретровирусный
реплицирующийся вектор, несущий ген цитозин-
дезаминазы дрожжей, способный инфицировать
только делящиеся клетки. Разработчиками ис-
пользована “гуманизированная” форма гена ци-
тозиндезаминазы yCD2 (с оптимизированным
набором кодонов, характерных для гена челове-
ка), в которой дополнительно изменены три ами-
нокислотных остатка для того, чтобы добиться
стабильности работы цитозиндезаминазы при
37°С. Испытания на животных показали, что Toca
511 стабильно реплицируется в ксенотрансплан-
татах опухолей человека и после введения 5-фтор-
цитозина вызывает полную регрессию таких ксе-
нотрансплантатов [89]. В КИ (NCT01470794,
NCT01156584, NCT01985256) была доказана без-
опасность внутриопухолевого введения Toca 511
пациентам с глиомами с последующим лечением
Toca FC (5-фторцитозин с пролонгированным
периодом высвобождения) как в составе моноте-
рапии, так и в комбинации с другими видами те-
рапии. Toca 511 показал многообещающие ре-
зультаты на ранних стадиях клинических испыта-
ний. У ряда пациентов с глиомами высокой
степени злокачественности, получивших Toca 511 +
+ Toca FC, наблюдалась многолетняя стойкая ре-
миссия [90]. В 2017 г. Управление по санитарному
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов США (FDA) присвоило Toca 511 статус
“прорывной терапии” для лечения рецидивирую-
щей глиомы высокой степени злокачественности
[91].

Однако в многоцентровом исследовании III фа-
зы, в ходе которого проводилась оценка эффектив-
ности лечения с помощью Toca 511 + Toca FC по
сравнению со стандартной терапией у пациентов с
рецидивирующей глиомой высокой степени злока-
чественности, подвергшейся резекции, не было вы-
явлено статистически значимых различий между
медианами общей выживаемости в группах. Меди-
ана общей выживаемости составила 11.5 мес. при
терапии препаратом Toca 511 и 12.2 мес. при стан-
дартной терапии соответственно (отношение
рисков 1.06; p = 0.6154). Кроме того, по всем вто-
ричным конечным точкам также не было выявле-
но значимых различий между исследуемыми
группами [92]. Провал Toca 511 в КИ III фазы стал
большим разочарованием для всех разработчиков
генотерапевтических препаратов. Выдвигаются раз-
личные предположения, почему терапия Toca 511
оказалась недостаточно эффективной, в частно-
сти неуспех связывают с низкой эффективностью
начальной доставки вируса к месту опухоли, с на-
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личием физических и биологических барьеров
для репликации вируса, отсутствием в составе
препарата генов системы активации иммунного
ответа и как следствие – с отсутствием развития
адекватного противоопухолевого иммунного от-
вета.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Внутриопухолевое введение иммунотерапев-

тических средств набирает обороты благодаря
множеству преимуществ, включающих возмож-
ность достижения высоких локальных концен-
траций, значительное снижение системной ток-
сичности и развитие абскопальных эффектов.
Ген-иммунная внутриопухолевая терапия вклю-
чает в себя ряд подходов, основанных на усиле-
нии противоракового иммунного ответа, и от-
крывает принципиальную возможность сочетать
в одной терапевтической конструкции несколько
противораковых агентов и доставлять их непо-
средственно к опухоли, тем самым снижая побоч-
ные эффекты, наблюдаемые при системном вве-
дении. Локальная активация иммунных клеток в
месте локализации опухолей способствует также
развитию глобального иммунного ответа организ-
ма и позволяет воздействовать на отдаленные ме-
тастатические опухолевые очаги (абскопальный
эффект). Такая стратегия “локальная доставка для
глобального эффекта” была сформулирована и хо-
рошо обоснована в обзоре с выразительным назва-
нием “Intratumoral Delivery of Immunotherapy –
Act Locally, Think Globally” (“Внутриопухолевая
иммунотерапия – действуйте локально, мыслите
глобально”) [93]. Благодаря множеству преиму-
ществ, таких как высокая локальная концентрация,
индукция абскопального эффекта, сниженная не-
целевая токсичность, это направление активно
развивается в последнее время, что подтвержда-
ется растущим числом доклинических и клини-
ческих испытаний препаратов, относящихся к
категории “ген-иммунная терапия рака”.

В состав генно-инженерных конструкций могут
входить гены, кодирующие ферменты, превращаю-
щие пролекарства в лекарства, как это используется
в ГНЭПТ, гены, кодирующие ингибиторы иммун-
ных контрольных точек или костимуляторы Т-кле-
точной активации, или, наконец, гены, кодирую-
щие неспецифические модуляторы иммунного
ответа. Несмотря на множество свидетельств эф-
фективности генотерапевтических препаратов,
предназначенных для внутриопухолевого введения
и кодирующих отдельные гены системы активации
иммунного ответа, для широкого внедрения в кли-
ническую практику необходимо добиваться более
высокой эффективности такой терапии. На сего-
дняшний день общепринято мнение, что ключ к
улучшению лечения заключается в комбинации
подходов, которые позволяют восполнить недо-

статки каждого в отдельности. Мы полагаем, что
комбинация ген-иммунных препаратов, действу-
ющих на различные этапы противоопухолевого
иммунного цикла, может преодолеть существую-
щие ограничения и значимо повысить эффектив-
ность такой терапии. Кроме того, существенного
синергического эффекта можно ожидать от сов-
местного использования ингибиторов иммунных
контрольных точек на основе моноклональных
антител и внутриопухолевой ген-иммунной тера-
пии, способствующей формированию иммуноак-
тивированного микроокружения опухоли.

Ген-иммунная терапия может хорошо соче-
таться с традиционными методами лечения рака –
химио- и радиотерапией. Оптимальный набор
негенетических компонентов комбинированной
терапии невозможно подобрать теоретически из-
за непредсказуемости эффектов их взаимодей-
ствия. Тем не менее самые общие требования к
этим агентам можно сформулировать a priori. В
частности, побочные эффекты, возможно, могут
быть уменьшены при местном, ограниченном
пределами опухоли терапевтическом лечении,
вызывающем также иммунологические ответы в
удаленных от места введения опухолевых очагах,
включая метастазы. С этой точки зрения наибо-
лее очевидным и экспериментально и клиниче-
ски наиболее изученным кандидатом на комби-
нированную терапию с ген-иммунными препара-
тами является местная лучевая терапия, которая
вызывает иммуногенную смерть клеток и демон-
стрирует явный абскопальный эффект. Следует
при этом иметь в виду значительные индивиду-
альные вариации пациентов, которые требуют
улучшения диагностических методов, позволяю-
щего персонализировать использование как ген-
иммунной терапии, так и ее комбинаторных
партнеров.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (РФФИ) в рамках научного проек-
та № 20-115-50440.
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Gene-Immune Cancer Therapy. Perspectives and Problems
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Successful therapy of complex and heterogeneous malignant tumors requires the use of combinatorial ap-
proaches that combine the use of several methods that affect various processes vital for the development of
tumors. The emergence of novel strategy for check-point immunotherapy (ICT) offers fundamentally new
opportunities for cancer therapy, and many combinatorial methods are grouped around this type of treat-
ment: from combinations of impact on various check-points to their combinations with traditional methods
such as chemotherapy or radiation therapy. Despite important clinical benefits, checkpoint inhibition is as-
sociated with numerous side effects, probably caused by generalized immune activation. Combinations with
other agents possessing their own toxicity can only increase the overall toxicity. Side effects can be reduced
when using local therapy that is limited to the tumor, but elicits immunological responses in tumor foci dis-
tant from the site of treatment, including metastases. Tumor-confined therapeutic impact can be achieved
with gene therapy, either by intratumoral delivery of the desired genes, or by their specific expression in the
tumor. These genes can encode a variety of therapeutic products, from checkpoint inhibitors and immuno-
modulators to enzymes that mediate intratumoral conversion of prodrugs into chemotherapeutic agents (sui-
cide gene therapy, Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy, GDEPT). Intratumoral injection of these
genes can have a strong effect not only against injected tumors, but also against distant metastases, due to the
abscopal effect. We will consider approaches using intratumoral administration of constructs encoding ICT, cy-
tokines, danger signals, GDEPT enzymes, as well as and their combinations for gene-immune cancer therapy.

Keywords: immunotherapy, gene therapy, cancer, immune checkpoints, cytokines, danger signals, GDEPT.
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ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ НА ОСНОВЕ Bacillus subtilis
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Гиалуроновая кислота находит все более широкое применение в производстве фармацевтических и
косметических средств, что обусловливает возрастающую потребность в высококачественной суб-
станции. Основными промышленными способами получения гиалуроновой кислоты являются
экстракция из сырья животного происхождения и ферментация условно-патогенных штаммов
Streptococcus. Рекомбинантная продукция на основе безопасных для человека микроорганизмов
представляется рациональным и экономически обоснованным способом получения гиалуроновой
кислоты. Созданные на основе платформы Bacillus subtilis рекомбинантные штаммы-продуценты
позволяют получать выход и качество продукта, сопоставимые с таковыми у промышленно освоен-
ных штаммов стрептококков. Варьирование генетических, биохимических и биотехнологических
факторов позволяет получать продукты с различной целевой молекулярной массой. Несмотря на
достигнутые результаты, потенциал платформы B. subtilis для создания продуцентов гиалуроновой
кислоты не исчерпан.

Ключевые слова: гиалуроновая кислота, Bacillus subtilis, рекомбинантные штаммы-продуценты.
DOI: 10.31857/S0016675822050083

Гиалуроновая кислота (ГК) является высоко-
молекулярным линейным несульфатированным
гликозоаминогликаном, состоящим из повторяю-
щихся дисахаридных звеньев, соединенных β-1,4-
гликозидными связями. Дисахаридное звено со-
стоит из фрагментов D-глюкуроновой кислоты и
N-ацетил-D-глюкозоамина, соединенных β-1,3-
гликозидной связью [1, 2]. Наличие многочис-
ленных сульфатированных групп у родственных
гликозоаминогликанов является причиной суще-
ствования многочисленных изомеров, чего не на-
блюдается у гиалуроновой кислоты, которая всегда
химически идентична, вне зависимости от методов
и источников получения. В водном растворе ГК
стабилизируется во вторичную структуру в виде од-
ноцепочечной левозакрученной спирали. Дуплек-
сы из спиралей образуют третичную структуру в
виде вытянутой сетки, свойства которой зависят
от молекулярного веса (МВ) и концентрации ГК
[3]. Структурные характеристики и полиэлектро-
литная природа определяют уникальные реоло-
гические свойства растворов ГК [4, 5].

В организме человека ГК является одним из
основных компонентов внеклеточного матрикса.

Значительные количества ГК обнаружены в дер-
ме и эпидермисе кожи, синовиальной суставной
жидкости, гиалиновом хряще, стекловидном теле
глаза [6]. ГК функционирует и как структурная, и
как сигнальная молекула. Молекулярный вес яв-
ляется ключевым фактором, определяющим био-
логические функции ГК [7]. Высокомолекулярная
ГК (≥106 Да) служит смазывающим фактором сино-
виальной жидкости, поддерживает водно-электро-
литный баланс и структуру внеклеточного матрикса
[8], обладает анти-ангиогенным эффектом, участ-
вует в процессах воспаления и раневого восстанов-
ления тканей через взаимодействие с фибриноге-
ном и контроле активации клеток иммунной систе-
мы, регулировке цитокинов и миграции стволовых
клеток [9, 10]. При ряде патологических состояний,
таких как астма, фиброз легких и ревматоидный
артрит, происходит образование низкомолекуляр-
ной ГК (104–106 Да), которая демонстрирует про-
воспалительную и проангиогенную активность.
Низкомолекулярная ГК стимулирует выработку
провоспалительных цитокинов [7], а также про-
воцирует перестройку внеклеточного матрикса
[11]. Фрагменты и олигосахариды ГК (≤104 Да) в
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зависимости от типа ткани и физиологического
состояния демонстрируют как провоспалитель-
ные [12], так и антивоспалительные эффекты [13].

Гиалуроновая кислота различного МВ может
применяться в создании средств доставки тера-
певтических агентов, терапии новообразований,
заболеваний глаз, суставов, легких, верхних дыха-
тельных путей, мочевыводящей системы и в эстети-
ческой медицине [2]. В повседневную практику
прочно вошли созданные на основе ГК лекарствен-
ные средства и изделия: протезы синовиальной
жидкости, средства для лечения травм и ожогов
кожи, вискоэластики для катарактальной хирур-
гии и глазные капли, средства для лечения рини-
тов, дермальные филлеры [14]. Значительный эс-
тетический и поддерживающий эффект обеспе-
чивает широкое применение ГК в косметических
средствах и биологически активных добавках.

В обзоре проанализированы результаты, полу-
ченные при работах по созданию рекомбинантных
штаммов-продуцентов ГК на основе платформы
Bacillus subtilis.

СПОСОБЫ ПРОМЫШЛЕННОГО 
ПОЛУЧЕНИЯ ГК

В промышленных масштабах ГК получают
двумя способами – экстракцией из сырья живот-
ного происхождения и ферментацией штаммов
природных микробных продуцентов. Способ по-
лучения ГК из сырья животного происхождения
является отработанной технологией, которая поз-
воляет получать продукт с высоким МВ и приемле-
мыми затратами. Сырьем для крупномасштабного
производства являются гребни домашних кур и
стекловидное тело глаза крупного рогатого скота
[15]. Недостаток способа – низкий выход продукта
с высокой вариабельностью по МВ, что связано с
низкой концентрацией полимера в ткани, некон-
тролируемой деградацией эндогенными гиалуро-
нидазами и жесткими условиями экстракции.
Препарат, полученный данным способом, может
содержать инфекционные агенты – вирусы или
прионы, а также следовые количества белков и
нуклеиновых кислот, которые могут вызывать ал-
лергические реакции [16, 17].

Ферментация штаммов природных продуцен-
тов – основной промышленный способ получе-
ния ГК [18]. В качестве продуцентов применяются
селекционные штаммы Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus и S. equi subsp. equi, которые способ-
ны давать в оптимальных условиях выход продук-
та в 6–7 г/л с МВ 2.0–3.5 МДа [19]. Главным недо-
статком способа является применение штаммов,
созданных на основе патогенного для сельскохо-
зяйственных животных и условно-патогенного для
человека вида стрептококков. Целевому продукту
необходимо пройти многие стадии очистки для

исключения попадания эндо- и экзотоксинов,
что негативно сказывается на экономических ха-
рактеристиках.

Идентификация генов биосинтеза ГК позво-
лила проводить работы по созданию рекомби-
нантных продуцентов на различных платформах,
лишенных недостатков стрептококков, с дости-
жением таких же показателей продуктивности и
МВ. Созданы штаммы-продуценты ГК как на ос-
нове промышленных платформ – Escherichia coli,
так и на основе платформ с GRAS-статусом – Co-
rynebacterium glutamicum, Lactobacillus acidophilus,
Lactococcus lactis, B. subtilis [18, 20]. Перспектив-
ным методом является хемоэнзиматический спо-
соб биосинтеза ГК, который позволяет получать
монодисперсные фракции высокой степени чи-
стоты [21]. Однако, несмотря на достигнутые ре-
зультаты, к настоящему моменту на рынке не
представлены продукты на основе субстанции
ГК, полученной ферментацией рекомбинантных
штаммов отличных от стрептококков или хемо-
энзиматическим способом. Поэтому получение
высококачественной ГК с высоким выходом и
низкой стоимостью представляет собой актуаль-
ную проблему в области молекулярной генетики
и биотехнологии.

ПУТЬ БИОСИНТЕЗА 
ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Природными продуцентами ГК являются
штаммы грамположительных бактерий – Strepto-
coccus pyogenes, S. uberis, S. equi subsp. zooepidemicus,
S. equi subsp. equi, S. iniae, S. equisimilis, Bacillus cereus
штамм G9241 и грамотрицательных бактерий –
Pasteurella multocida [19, 22–25]. Все природные
продуценты ГК – патогенные и условно-патоген-
ные микроорганизмы, вызывающие заболевания
животных и человека. ГК составляет основу кле-
точной капсулы и выступает фактором вирулент-
ности, позволяя микроорганизму избегать узна-
вания и противодействия иммунной системы, а
также способствует колонизации слизистых по-
верхностей [26]. Несмотря на очевидные преиму-
щества для усиления вирулентности, только не-
которые виды бактерий приобрели способность
синтезировать капсулярную ГК.

Гены биосинтеза ГК входят в состав оперона, в
котором ключевым ферментом является гиалурон-
синтаза (EC 2.4.1.212) – фермент, синтезирующий
ГК из активированных форм мономеров – УДФ-
глюкуроната и УДФ-N-ацетилглюкозоамина. Су-
ществуют два класса бактериальных гиалуронсин-
таз, которые различаются структурой молекулы и
аминокислотной последовательностью [27]. Наи-
более распространенным является класс 1, кото-
рый отвечает за биосинтез ГК у стрептококков и
позвоночных и представляет собой мембранный
фермент [28]. Класс 2 представлен только гиалу-
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ронсинтазой оперона P. multocida и является ассо-
циированным с мембраной ферментом [25]. Опе-
рон биосинтеза ГК стрептококков также включает
от двух до четырех генов биосинтеза предше-
ственников активированных мономеров, а в слу-
чае P. multocida включает также гены с функцией
транслокации во внеклеточное пространство рас-
тущей цепи ГК.

Путь биосинтеза ГК детально исследован у
стрептококков [29, 30]. УДФ-глюкуронат и УДФ-
N-ацетилглюкозоамин являются производными
глюкозо-6-фосфата и фруктозо-6-фосфата соот-
ветственно. Путь биосинтеза ГК представлен на
рис. 1. Первой реакцией биосинтеза УДФ-глюкуро-
ната является обратимая конверсия глюкозо-6-
фосфата в глюкозо-1-фосфат с помощью α-фосфо-
глюкомутазы (EC 5.4.2.2). Далее глюкозо-1-фосфат
уридилтрансфераза (EC 2.7.7.9) катализирует обра-
зование УДФ-глюкозы из УТФ и глюкозо-1-фос-
фата. Затем образуется УДФ-глюкуроновая кислота
в реакции окисления первичной спиртовой группы
УДФ-глюкозы с помощью УДФ-глюкозодегидро-
геназы (EC 1.1.1.22).

Первой реакцией биосинтеза УДФ-N-ацетил-
глюкозоамина является перенос аминогруппы с
глутамина на фруктозо-6-фосфат посредством
амидотрансферазы (EC 2.6.1.16) с образованием
глюкозамин-6-фосфата. Затем происходит пере-
группировка фосфатных групп с помощью мутазы
(EC 5.4.2.10) с образованием глюкозамин-1-фосфа-
та. Далее происходит перенос ацетильной группы
ацетилтрансферазой (EC 2.3.1.157) с образовани-
ем N-ацетилглюкозамин-1-фосфата и пирофос-
форилаза (EC 2.7.7.23) в реакции с УТФ синтези-
рует УДФ-N-ацетилглюкозамин.

УДФ-N-ацетилглюкозоамин, УДФ-глюкоза и
глюкозо-1-фосфат участвуют в биосинтезе пеп-
тидогликана и других компонентов клеточной
стенки, что создает очевидную конкуренцию пути
биосинтеза ГК. Для обеспечения метаболических
потребностей клетки в нуклеотидных сахарах геном
стрептококков содержит дополнительные гены
глюкозо-1-фосфат уридилтрансферазы (hasC2),
α-фосфоглюкомутазы (pgm1, pgm2) и ацетил-
трансферазы/пирофосфорилазы (gcaD). В то же
время ген УДФ-глюкозодегидрогеназы (hasB)
представлен единственной копией в опероне био-
синтеза ГК. Таким образом, метаболизм стрепто-
кокков способен поддерживать синтез большого
количества ГК во внеклеточной капсуле.

Пути биосинтеза УДФ-N-ацетилглюкозоами-
на и УДФ-глюкозы у стрептококков и B. subtilis
биохимически идентичны. Геном B. subtilis содер-
жит гомологи всех генов биосинтеза предше-
ственников ГК. Это позволяет использовать гены
B. subtilis для создания эффективных искусствен-
ных оперонов, поскольку известно, что собствен-

ные гены лучше экспрессируются, чем гомоло-
гичные чужеродные.

РЕКОМБИНАНТНЫЕ ПРОДУЦЕНТЫ 
ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ НА ОСНОВЕ 

ШТАММОВ B. subtilis
Рекомбинантные штаммы-продуценты ГК на

основе B. subtilis, полученные к настоящему вре-
мени, представлены в табл. 1 и 2.

Первая работа по гетерологичной продукции
ГК в B. subtilis подтвердила высокий потенциал
платформы [31, 32]. Продемонстрирована спо-
собность рекомбинантных штаммов секретиро-
вать ГК во внеклеточное пространство и накап-
ливать продукт в культуральной жидкости. По ха-
рактеристикам ГК соответствовала продукту
природных микробных продуцентов на основе
штаммов Streptococcus. Гетерологичная экспрес-
сия только гиалуронсинтазы seHas, в отличие от
штаммов E. coli, не оказывала негативного влия-
ния на скорость роста B. subtilis и не приводила к
биосинтезу ГК без дополнительной экспрессии
генов биосинтеза УДФ-глюкуроната [33]. Комби-
нирование в опероне генов биосинтеза двух пред-
шественников позволило выявить лимитирую-
щую стадию биосинтеза, которой является синтез
УДФ-глюкуроната. Оперон из seHasA и собствен-
ной УДФ-глюкозодегидрогеназы tuaD достаточен
для эффективной продукции ГК. Дополнение
оперона генами биосинтеза УДФ-N-ацетилглюко-
зоамина gcaD и УДФ-глюкуроната gtaB увеличивает
выход ГК на 10–20%. Разнесение генов seHasA и
tuaD-gtaB по разным оперонам в хромосоме B. sub-
tilis не приводит к заметным изменениям в выходе
или МВ продукта по сравнению с единым оперо-
ном seHasA-tuaD-gtaB. Искусственный оперон на
основе собственных генов синтеза предшествен-
ников в B. subtilis демонстрировал большую эф-
фективность по выходу, чем созданный на основе
генов оперона биосинтеза ГК из природного про-
дуцента S. equisimilis. Неожиданным оказался эф-
фект делеции гена устойчивости к хлорамфени-
колу cat и оксидазы семейства цитохром C450, за-
действованной в синтезе красного пигмента,
cypX, который выражался в увеличении выхода
высокомолекулярной ГК.

Биосинтез ГК как штаммами стрептококков, так
и рекомбинантными продуцентами B. subtilis –
энергетически затратный процесс. Способом ин-
тенсификации энергетического метаболизма бакте-
риальной клетки является повышение доступности
кислорода с помощью бактериального гемоглобина
[34]. Гетерологичная экспрессия VHb оказала по-
ложительное влияние на культуральные свойства
штамма и выход продукта у штамма-продуцента
ГК на основе B. subtilis [35]. Штамм с vhb демон-
стрировал характерный пролонгированный лаг-
период и увеличенную скорость роста и достигал
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Рис. 1. Путь биосинтеза гиалуроновой кислоты и ассоциированные биохимические пути. ПФП – пентозофосфатный
путь, ТХК – тейхоевые кислоты, ТХУК – тейхуроновые кислоты, ГК – гликолиз, ПГ – пептидогликан. Приведены
гены-гомологи: подчеркнутые надстрочные из генома Streptococcus, подстрочные из генома B. subtilis.
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большей на 25% конечной плотности культуры
(7.5 против 6.2 ОД). Выход ГК увеличился в 2 раза –
с 0.9 до 1.8 г/л. Также был экспериментально под-
твержден эффект влияния экспрессии собственных
генов биосинтеза предшественников на выход про-

дукта. Штаммы с опероном из гиалуронсинтазы с
УДФ-глюкозодегидрогеназой разного происхожде-
ния демонстрировали различие в продуктивности.
Активность УДФ-глюкозодегидрогеназы была вы-
ше в 3 раза у штамма с собственным геном tuaD,



ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ 513
Та

бл
иц

а 
1.

 Ш
та

м
м

ы
-п

ро
ду

це
нт

ы
 г

иа
лу

ро
но

во
й 

ки
сл

от
ы

 н
а 

ос
но

ве
 B

. s
ub

til
is

 (к
ул

ьт
ив

ир
ов

ан
ие

 в
 к

ол
ба

х 
пр

и 
37

°С
)

Н
аз

ва
ни

е 
ш

та
м

м
а

Ге
но

ти
п

И
ст

оч
ни

к 
ге

на
 

ги
ал

ур
он

си
нт

аз
ы

П
ро

м
от

ор
 о

пе
ро

на
В

ы
хо

д,
 

г/
л

М
В

,
М

Д
а

О
Д

60
0

Ссылка

R
B

-A
B

1A
75

1 
am

yE
::(

P V
eg

II
-s

eH
as

A-
se

H
as

B)
S.

 eq
ui

 su
bs

p.
zo

oe
pi

de
m

ic
us

К
он

ст
ит

ут
ив

ны
й 

P V
eg

II
0.

84
н/

д
6.

5
 [3

5]

R
B

-A
D

1A
75

1 
am

yE
::(

P V
eg

II
-s

eH
as

A-
Tu

aD
)

1.1
4

н/
д

6.
0

R
B

-A
D

V
1A

75
1 

am
yE

::(
P V

eg
II

-s
eH

as
A-

Tu
aD

, P
Ve

gI
I-

vh
b)

1.
8

н/
д

7.
5

TP
G

22
3

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -P

m
H

AS
),

 
[p

H
C

M
C

05
::(

P s
pa

c-
tu

aD
-g

ta
B

)]
Pa

ste
ur

el
la

m
ul

to
ci

da
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

й 
P x

yl
, 

ин
ду

ци
бе

ль
ны

й 
P s

pa
c

6.
8

4.
55

н/
д

 [3
7]

P
G

61
81

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -P

m
H

AS
),

[p
H

C
M

C
05

::(
P s

pa
c -

gc
aD

)]
1.

68
0.

01
3

н/
д

PP
65

02
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -P

m
H

AS
),

[p
H

C
M

C
05

::(
P s

pa
c -

pg
i)]

3
4.

54
н/

д

E
16

8A
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

S.
 zo

oe
pi

de
m

ic
us

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P x
yl

1
1.

51
н/

д
 [3

8]

E
16

8A
/p

P4
3-

D
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

,
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
tu

aD
)]

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P x
yl

,
ко

нс
ти

ту
ти

вн
ы

й 
P 4

3

2
1.

76
н/

д

E
16

8A
/p

P4
3-

D
B

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -h

as
A)

,
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
tu

aD
, g

ta
B)

]
2.

5
1.

6
н/

д

E
16

8A
/p

P4
3-

D
B

A
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

,
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
tu

aD
, g

ta
B,

 p
gc

A)
]

2.
1

1.
56

н/
д

E
16

8A
/p

P4
3-

U
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

, 
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
gl

m
U

)]
2.

2
1.

68
н/

д

E
16

8A
/p

P4
3-

U
M

S
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

,
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
gl

m
U

, g
lm

M
, g

lm
S)

]
2.

6
1.

83
н/

д

E
16

8A
/p

P4
3-

U
M

SI
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

,
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
gl

m
U

, g
lm

M
, g

lm
S,

 p
gi

), 
K

an
R

]
2.

5
1.

82
н/

д

E
16

8A
/p

P4
3-

D
U

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -h

as
A)

, [
pP

43
N

M
K

::(
P 4

3-
tu

aD
, g

lm
U

)]
2.

2
1.

4
н/

д

E
16

8A
/p

P4
3-

D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -h

as
A)

,
[p

P4
3N

M
K

::(
P 4

3-
tu

aD
-g

lu
M

, P
ve

g-
gt

aB
-g

lm
M

-g
lm

S)
]

2.
7

1.
61

н/
д



514

ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

РЫКОВ и др.

E
16

8T
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

, p
fk

A(A
T

G
->

 T
T

G
)

S.
 z

oo
ep

id
em

ic
us

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P x
yl

,
ко

нс
ти

ту
ти

вн
ы

й 
P 4

3

1.
2

1.
57

н/
д

E
16

8G
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

, p
fk

A(A
T

G
->

 G
T

G
)

1.1
8

1.
59

н/
д

E
16

8T
/p

P4
3-

D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -h

as
A)

, p
fk

A(A
T

G
->

 T
T

G
) ;

[p
P4

3N
M

K
::(

P 4
3-

tu
aD

-g
lu

M
, P

ve
g-

gt
aB

-g
lm

M
-g

lm
S)

]
3.

2
1.

69
н/

д

E
16

8T
H

/p
P4

3-
D

U
-P

B
M

S
16

8 
la

cA
::(

P x
yl
 -h

as
A)

, p
fk

A(A
T

G
->

 T
T

G
) ; 

na
gA

::(
P l

ep
A-

sp
-R

0-
H

6L
H

ya
l),

[p
P4

3N
M

K
::(

P 4
3-

tu
aD

-g
lu

M
, P

ve
g-

gt
aB

-g
lm

M
-g

lm
S)

]

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P x
yl

, 
ко

нс
ти

ту
ти

вн
ы

е 
P l

ep
A

, 
P 4

3, 
P v

eg

4.
35

0.
00

22
н/

д

E
16

8T
H

R
1/

pP
43

-D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -h

as
A)

, p
fk

A(A
T

G
->

 T
T

G
) ;

na
gA

::P
le

pA
- s

p-
R

1-
H

6L
H

ya
l),

[p
P4

3N
M

K
::(

P 4
3-

tu
aD

-g
lu

M
, P

ve
g-

gt
aB

-g
lm

M
-g

lm
S)

]

2.
9

0.
00

26
н/

д

E
16

8T
H

R
2/

pP
43

-D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P x

yl
 -h

as
A)

, p
fk

A(A
T

G
->

 T
T

G
) );

na
gA

::P
le

pA
- s

p-
R

2-
H

6L
H

ya
l),

[p
P4

3N
M

K
::(

P 4
3-

tu
aD

-g
lu

M
, P

ve
g-

gt
aB

-g
lm

M
-g

lm
S)

]

3.
3

0.
00

3
н/

д

AW
00

8
1A

75
1 

am
yE

::(
P g

ra
c-

se
H

as
-t

ua
D

)
S.

 eq
ui

sim
ili

s
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

й 
P g

ra
c

0.
48

1.
7

4
 [4

5]

AW
00

9
1A

75
1 

am
yE

::(
P g

ra
c.

 U
Pm

od
-s

eH
as

-t
ua

D
)

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P g
ra

c.
U

Pm
od

0.
97

1.
5

6

AW
00

5-
3

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c.
 U

Pm
od

-s
eH

as
-t

ua
D

),
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
pf

kA
-g

R
N

A.
P4

1N
T

)
1.

6
1.

2
5

AW
00

6-
3

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c.
U

Pm
od

-s
eH

as
-t

ua
D

),
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
pf

kA
-g

R
N

A.
P4

1N
T

(1
0C

-A
))

1.
7

1.
3

5.
5

AW
01

4-
3

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c.
U

Pm
od

-s
eH

as
-t

ua
D

),
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
zw

f-
gR

N
A.

P9
2N

T
(1

5C
-A

))
1.

3
1.

6
9

AW
01

6-
3

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c.
U

Pm
od

-s
eH

as
-t

ua
D

),
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
zw

f-
gR

N
A.

P6
03

N
T

(1
0U

-C
))

1.
4

1.
4

4

Н
аз

ва
ни

е 
ш

та
м

м
а

Ге
но

ти
п

И
ст

оч
ни

к 
ге

на
 

ги
ал

ур
он

си
нт

аз
ы

П
ро

м
от

ор
 о

пе
ро

на
В

ы
хо

д,
 

г/
л

М
В

,
М

Д
а

О
Д

60
0

Ссылка

Та
бл

иц
а 

1.
 П

ро
до

лж
ен

ие



ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ 515

* 
–

 S
. u

br
is

 н
е 

оп
ис

ан
 в

 л
ит

ер
ат

ур
е,

 в
оз

м
ож

но
 а

вт
ор

ы
 и

ли
 р

ед
ак

то
ры

 о
ш

иб
ли

сь
 с

 н
ап

ис
ан

ие
м

.
**

 –
 д

ан
ны

е 
по

лу
че

ны
 к

ул
ьт

ив
ир

ов
ан

ие
м

 п
ри

 3
2°

С
.

AW
01

8-
3

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c.
U

Pm
od

-s
eH

as
-t

ua
D

),
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
zw

f-
gR

N
A.

P6
03

N
T

(1
0U

-C
),

 
P x

yl
A.

Sp
hI

+
1-

pf
kA

-g
R

N
A.

P4
1N

T
)

S.
 e

qu
is

im
ili

s
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

й 
P g

ra
c.

U
Pm

od

2.
2

1.
5

7.
5

AW
01

9-
3

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c.
U

Pm
od

-s
eH

as
-t

ua
D

), 
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
zw

f-
gR

N
A.

P6
03

N
T

(1
0U

-C
),

 
P x

yl
A.

Sp
hI

+
1-

pf
kA

-g
R

N
A.

P4
1N

T
(1

0C
-A

))

2.
3

1.
7

6.
5

AW
00

8
1A

75
1 

am
yE

::(
P g

ra
c-

se
H

as
-t

ua
D

)
S.

 eq
ui

sim
ili

s
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

й 
P g

ra
c

1.
48

1.
7

4.
2

 [4
8]

AW
00

1-
4

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c-
se

H
as

-t
ua

D
),

th
rC

::(
P g

ra
c-

pg
sA

-c
lsA

)
0.

63
2.

0
7.

7

AW
00

4-
4

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c-
se

H
as

-t
ua

D
), 

wp
rA

::(
P x

yl
A.

Sp
hI

+
1-

fts
Z-

gR
N

A.
P7

9N
T

(1
5C

-U
))

0.
79

1.
5

7.
8

AW
00

5-
4

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c-
se

H
as

-t
ua

D
),

wp
rA

::(
P x

yl
A.

Sp
hI

+
1-

fts
Z-

gR
N

A.
P7

9N
T

(1
5C

-U
))

1.
46

1.
6

7

AW
00

7-
4

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c-
se

H
as

-t
ua

D
),

th
rC

::(
P g

ra
c.

U
Pm

od
-p

gs
A-

cl
sA

)
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

е 
P g

ra
c, 

P g
ra

c.
U

Pm
od

0.
8

1.
4

7.
5

AW
00

9-
4

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c-
se

H
as

-t
ua

D
),

th
rC

::(
P g

ra
c.

U
Pm

od
-p

gs
A-

cl
sA

), 
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
fts

Z-
gR

N
A.

P2
44

N
T

)

0.
95

2.
0

8

AW
01

1-
4

1A
75

1 
am

yE
::(

P g
ra

c-
se

H
as

-t
ua

D
),

th
rC

::(
P g

ra
c.

U
Pm

od
-p

gs
A-

cl
sA

), 
wp

rA
::(

P x
yl

A.
Sp

hI
+

1-
fts

Z-
gR

N
A.

P5
33

N
T

)

1.
05

2.
1

7.
5

W
A

W
B

60
0 

Δu
pp

, [
pH

Y3
00

pl
k:

:h
as

A]
S.

 u
br

is*
н/

д
0.

9
н/

д
4.

3
 [4

1]

W
m

A
W

B
60

0 
Δu

pp
, Δ

sig
F,

 [p
H

Y3
00

pl
k:

:h
as

A]
1.

2
н/

д
4.

8

W
m

B
W

B
60

0 
Δu

pp
, Δ

sig
F,

 [p
H

Y3
00

pl
k:

:h
as

A,
tu

aD
,g

ta
B]

3.
2*

*
н/

д
н/

д

1B
16

8 
[p

H
Y3

00
pl

k:
:h

as
A,

tu
aD

,g
ta

B
]

1.
7*

*
н/

д
н/

д

Н
аз

ва
ни

е 
ш

та
м

м
а

Ге
но

ти
п

И
ст

оч
ни

к 
ге

на
 

ги
ал

ур
он

си
нт

аз
ы

П
ро

м
от

ор
 о

пе
ро

на
В

ы
хо

д,
 

г/
л

М
В

,
М

Д
а

О
Д

60
0

Ссылка

Та
бл

иц
а 

1.
 О

ко
нч

ан
ие



516

ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

РЫКОВ и др.
Та

бл
иц

а 
2.

 Ш
та

м
м

ы
-п

ро
ду

це
нт

ы
 г

иа
лу

ро
но

во
й 

ки
сл

от
ы

 н
а 

ос
но

ве
 B

. s
ub

til
is

 (к
ул

ьт
ив

ир
ов

ан
ие

 в
 ф

ер
м

ен
те

ра
х 

пр
и 

37
°С

)

Ш
та

м
м

Ге
но

ти
п

И
ст

оч
ни

к 
ге

на
 

ги
ал

ур
он

си
нт

аз
ы

П
ро

м
от

ор
 

оп
ер

он
а

В
ы

хо
д,

 
г/

л
М

В
,

М
Д

а
О

Д
60

0

Ссылка

R
B

16
3

A
16

4∆
5 

am
yE

::(
P

sc
B

AN
-s

eH
as

A-
Tu

aD
-g

ca
D

)
S.

 e
qu

is
im

ili
s

К
он

ст
ит

ут
ив

ны
й 

P a
m

yQ
 (P

sc
B

A
N

)
н/

д
1.

5
н/

д
 [3

1]
 [3

2]
R

B
16

1
A

16
4∆

5 
am

yE
::(

P
sc

B
AN

-s
eH

as
A-

Tu
aD

-g
ta

B
)

н/
д

1.
6

н/
д

T
H

-1
A

16
4∆

5 
am

yE
::(

P
sc

B
AN

-s
eH

as
A-

se
H

as
B

-s
eH

as
C

-s
eH

as
D

)
н/

д
1.

5
н/

д

R
B

18
7

A
16

4∆
5 

am
yE

::(
P

sc
B

AN
-s

eH
as

A-
Tu

aD
-g

ta
B

),
 ∆

ca
t

н/
д

3.
5

н/
д

R
B

19
4

A
16

4∆
5 

am
yE

::(
P

sc
B

AN
-s

eH
as

A-
Tu

aD
-g

ta
B

),
 ∆

ca
t, 
∆c

yp
X

н/
д

3.
4

н/
д

R
B

20
0

A
16

4∆
5 

am
yE

::(
P

sc
B

AN
-s

eH
as

A-
Tu

aD
),

∆c
at

, ∆
cy

pX
н/

д
4.

5
н/

д

10
12

/p
B

S5
10

12
 [p

H
T

01
::(

P
gr

ac
-h

as
A-

tu
aD

)]
S.

 z
oo

ep
id

em
ic

us
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

й 
P g

ra
c

7.
5

0.
2–

0.
4

н/
д

 [3
6]

10
12

/p
B

S5
10

12
 [p

H
T

01
::(

P
gr

ac
-h

as
A-

tu
aD

)]
3.

3*
1.

5–
2*

н/
д

W
B

80
0N

/p
B

S5
W

B
80

0N
 [p

H
T

01
::(

P
gr

ac
-h

as
A-

tu
aD

)]
4.

0
0.

5–
0.

8
н/

д

E
16

8T
/p

P4
3-

D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P

xy
l -

ha
sA

),
 p

fk
A(A

T
G

->
 T

T
G

) ;
[p

P
43

N
M

K
::(

P
43

-t
ua

D
-g

lu
M

, 
P

ve
g-

gt
aB

-g
lm

M
-g

lm
S)

]

S.
 z

oo
ep

id
em

ic
us

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P x
yl

, 
ко

нс
ти

ту
ти

вн
ы

е 
P l

ep
A

, P
43

, P
ve

g

6
1.

42
21

 [3
8]

E
16

8T
H

/p
P4

3-
D

U
-P

B
M

S
16

8 
la

cA
::(

P
xy

l -
ha

sA
),

 p
fk

A(A
T

G
->

 T
T

G
) ;

na
gA

::(
P

le
pA

- s
p-

R
0-

H
6L

H
ya

l)
,

[p
P

43
N

M
K

::(
P

43
-t

ua
D

-g
lu

M
,

P
ve

g-
gt

aB
-g

lm
M

-g
lm

S)
]

19
.3

8
0.

00
66

28

E
16

8T
H

R
1/

pP
43

-D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P

xy
l -

ha
sA

),
 p

fk
A(A

T
G

->
 T

T
G

) ; 
na

gA
::P

le
pA

- s
p-

R
1-

H
6L

H
ya

l)
,

[p
P

43
N

M
K

::(
P

43
-t

ua
D

-g
lu

M
,

P
ve

g-
gt

aB
-g

lm
M

-g
lm

S)
]

9.
18

0.
01

8
23



ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ 517

П
ри

м
еч

ан
ие

. Д
ан

ны
е 

по
лу

че
ны

 к
ул

ьт
ив

ир
ов

ан
ие

м
 п

ри
: *

 –
 3

0°
С

, *
* 

–
 3

2°
С

, *
**

 –
 4

7°
С

.
**

**
 –

 S
. u

br
is

 н
е 

оп
ис

ан
 в

 л
ит

ер
ат

ур
е,

 в
оз

м
ож

но
 а

вт
ор

ы
 и

ли
 р

ед
ак

то
ры

 о
ш

иб
ли

сь
 с

 н
ап

ис
ан

ие
м

.

E
16

8T
H

R
2/

pP
43

-D
U

-P
B

M
S

16
8 

la
cA

::(
P

xy
l -

ha
sA

),
 p

fk
A(A

T
G

->
 T

T
G

) );
na

gA
::P

le
pA

- s
p-

R
2-

H
6L

H
ya

l)
,

[p
P

43
N

M
K

::(
P

43
-t

ua
D

-g
lu

M
,

P
ve

g-
gt

aB
-g

lm
M

-g
lm

S)
]

S.
 z

oo
ep

id
em

ic
us

И
нд

уц
иб

ел
ьн

ы
й 

P x
yl

, 
ко

нс
ти

ту
ти

вн
ы

е 
P l

ep
A

, P
43

, P
ve

g

7.
13

0.
04

96
24

 [3
8]

A
M

26
40

16
8 

am
yE

::(
P

rp
sf

-g
si

b-
se

H
as

A-
tu

aD
)

S.
 e

qu
is

im
ili

s
К

он
ст

ит
ут

ив
ны

й 
та

нд
ем

ны
й

P r
ps

f-
gs

ib

1.
8

н/
д

н/
д

 [4
3]

A
M

26
81

16
8 

am
yE

::(
P

rp
sf

-g
si

b-
se

H
as

A-
tu

aD
),

P
rp

sf
-g

si
b-

gt
aB

2.
21

н/
д

н/
д

A
M

26
86

16
8 

am
yE

::(
P

rp
sf

-g
si

b-
se

H
as

A-
tu

aD
),

 
P

rp
sf

-g
si

b-
gc

aD
-p

rs
2.

83
н/

д
н/

д

A
M

26
94

16
8 

am
yE

::(
P

rp
sf

-g
si

b-
 se

H
as

A-
tu

aD
),

 
P

rp
sf

-g
si

b-
gt

aB
, P

rp
sf

-g
si

b -
gc

aD
-p

rs
3.

21
н/

д
н/

д

W
m

B
W

B
60

0 
Δu

pp
, Δ

si
gF

, 
[p

H
Y3

00
pl

k:
:h

as
A-

tu
aD

-g
ta

B
]

S.
 u

br
is

**
**

н/
д

3.
65

**
0.

39
2*

*
20

 [4
1]

3.
4

0.
45

17

1.
6*

**
6.

97
3*

**
7.

5

K
C

N
H

A
10

3N
A

 a
m

yE
::(

P
hy

pe
r-

sp
an

k-
sz

H
as

A-
tu

aD
-g

ta
B

-g
ca

D
)

S.
 z

oo
ep

id
er

m
ic

us
И

нд
уц

иб
ел

ьн
ы

й 
P h

yp
er

-s
pa

nk

7
0.

95
3

н/
д

 [5
3]

Ш
та

м
м

Ге
но

ти
п

И
ст

оч
ни

к 
ге

на
 

ги
ал

ур
он

си
нт

аз
ы

П
ро

м
от

ор
 

оп
ер

он
а

В
ы

хо
д,

 
г/

л
М

В
,

М
Д

а
О

Д
60

0

Ссылка

Та
бл

иц
а 

2.
 О

ко
нч

ан
ие



518

ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

РЫКОВ и др.

чем с гетерологичным hasB. Отличие в активно-
сти приводило к увеличению выхода ГК на 36%.

Применение индуцируемого промотора для
экспрессии оперона биосинтеза ГК позволило
получать ГК с различным МВ [36]. Условия фер-
ментации и время культивирования оказывали
определяющее влияние на МВ и выход ГК. Так,
проведение ферментации в течение 80–160 ч при-
водило к получению продукта с МВ 0.1–0.5 МДа,
40–80 ч – 0.5–1 МДа, а 12–40 ч – 1.0–2.0 МДа.
Однако для эффективной и безопасной для кле-
ток экспрессии оперона понадобилось проводить
селекцию трансформантов на градиенте ИПТГ и
экспериментально определять рабочую концен-
трацию индуктора.

Двухэтапная контролируемая экспрессия с
различными индукторами также позволяла ва-
рьировать МВ ГК [37]. Экспрессия интегриро-
ванной гиалуронсинтазы PmHAS контролируется
индуцибельным промотором Pxyl, в то время как
оперон на плазмиде контролируется индуцибель-
ным промотором Pspac. В случае одновременной
индукции кассеты и оперона на 2-м часе с начала
культивирования штамма TPG223 продукция ГК
достигает 6.8 г/л при МВ 3.38–4.55 МДа. Индукция
кассеты PmHAS на 8-м часу, а оперона tuaD-gtaB
на 2-м часу демонстрирует снижение продукции
ГК до 3.1 г/л при значительном снижении МВ –
до 0.006–0.008 МДа.

Было проведено систематическое исследова-
ние влияния гиперэкспрессии генов биосинтеза
предшественников УДФ-глюкуроновой кисло-
ты и УДФ-N-ацетилглюкозоамина на выход и
МВ ГК [38]. Наилучшие показатели с выходом
2.7 г/л и МВ в 1.61 МДа демонстрирует штамм
E168A/pP43-DU-PBMS, содержащий в составе
оперонов гены полного пути биосинтеза УДФ-
глюкуроновой кислоты tuaD-gluM и УДФ-N-аце-
тилглюкозоамина gtaB-glmM-glmS. Выявлена по-
ложительная корреляция между экспрессией ге-
нов биосинтеза УДФ-N-ацетилглюкозоамина и
повышением МВ продукта, что не выявляется для
генов биосинтеза УДФ-глюкуроновой кислоты.

Впервые продемонстрирована возможность
повышения продуктивности штаммов-продуцен-
тов путем снижения расхода предшественника
УДФ-N-ацетилглюкозоамина фрутозо-6-фосфа-
та в пути гликолиза. Снижение экспрессии гена
6-фосфофруктокиназы pfkA, которая является
первым звеном для конверсии фруктозо-6-фос-
фата в пути гликолиза, осуществлено через замену
инициирующего кодона ATG на варианты TTG и
GTG. Штамм E168T/pP43-DU-PBMS, который
отличается от E168A/pP43-DU-PBMS только за-
меной кодона ATG на TTG гена pfkA, демонстри-
ровал по сравнению с последним увеличенный с
2.7 до 3.2 г/л выход ГК при схожей скорости роста
и МВ продукта.

Также продемонстрирована возможность по-
лучения низкомолекулярной ГК с помощью ге-
терологичной экспрессии гиалуронидазы в
штамме-продуценте ГК. Низкомолекулярные
фракции и олигосахариды ГК с заданной массой
ранее получали с помощью ферментативного
гидролиза in vitro рекомбинантной гиалуронида-
зой пиявок LHyal [39]. Степень деполимериза-
ции ГК зависит от концентрации гиалуронида-
зы, поэтому для получения фракций с заданной
массой уровень гиалуронидазы LHyal, экспрес-
сируемой с конститутивного промотора Plepa,
варьировали с помощью библиотеки сайтов связы-
вания с рибосомой [40]. Кассеты с LHyal интегри-
ровали в геном штамма E168T/pP43-DU-PBMS,
который содержал модификацию стартового кодо-
на гена pfkA и полные пути биосинтеза предше-
ственников. В результате наблюдали увеличение
выхода ГК с соответствующим снижением МВ –
4.35, 2.9 и 3.3 г/л при 0.0022, 0.0026 и 0.003 МДа
для различных вариантов соответственно. Мас-
штабирование ферментации подтвердило сту-
пенчатый характер изменения масс получаемых
фракций и увеличение выхода ГК. Наблюдалась
большая плотность культур штаммов с гиалуро-
нидазой, что связано с лучшими условиями по
доступности кислорода.

Экспрессия гиалуронидазы пиявки с чувстви-
тельной к температуре плазмиды pKSV7 в штам-
ме-продуценте WmB приводила к получению ГК
различной массы при различной температуре [41,
42]. Культивирование при пермиссивной темпе-
ратуре в 32°С приводило к снижению МВ ГК с
0.392 до 0.00861 МДа.

Увеличение выхода ГК также наблюдается при
замене промоторов у геномных копий генов био-
синтеза предшественников, что приводит к уве-
личению их экспрессии и позволило обойтись без
необходимости расширения рекомбинантного
оперона [43, 44]. Замена на сильный тандемный
промотор Prpsf-gsib промоторов генов gtaB и gcaD
позволила без расширения минимального оперо-
на seHasA-tuaD достичь продуктивности в 2.35 и
3.21 г/л при культивировании в течение 24 и 48 ч
соответственно. Применение тандемного промо-
тора Prpsf-gsib позволяет обеспечить более эф-
фективный профиль экспрессии целевых генов и
соответственно более эффективную продукцию
целевого продукта. Промотор PrpsF относится к
наиболее сильным промоторам в геноме B. subtilis
и обеспечивает максимально высокий уровень
транскрипции на логарифмической стадии роста.
Инициация транскрипции гена gsiB инициирует-
ся с участием альтернативной сигма-субъедини-
цы σB и достигает максимума на стационарной
фазе роста. Увеличение экспрессии генов биосин-
теза предшественников положительно сказывается
на выходе продукта, что подтверждает и дополняет
выводы предшествующих исследований.
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Дальнейшее развитие подхода с частичным пе-
ренаправлением метаболических потоков с пен-
тозофосфатного пути и гликолиза на биосинтез
ГК продемонстрировало существенный потенци-
ал данного направления для увеличения выхода
ГК [45]. Глюкозо-6-фосфат расходуется в пенто-
зо-фосфатном пути через конверсию глюкозо-6-
фосфат-1-дегидрогеназой, кодируемой геном zwf,
в 6-фосфоглюконолактон. Фруктозо-6-фосфат
расходуется в пути гликолиза через конверсию
6-фосфофруктокиназой, кодируемой геном pfkA,
в фруктозо-1,6-бифосфат. Инактивация гена zwf
приводит к значительному перенаправлению ме-
таболического потока в путь гликолиза, а инакти-
вация гена pfkA летальна для B. subtilis [46]. Для
контролируемого подавления экспрессии генов
zwf и pfkA применен метод CRISPR интерферен-
ции, который позволяет варьировать эффектив-
ность транскрипции в широких пределах [47].
Подавление транскрипции гена pfkA привело, по
сравнению с исходным штаммом, к увеличению
выхода ГК до 50% с небольшим уменьшением МВ
ГК и плотности культуры. Подавление тран-
скрипции гена zwf привело к повышению выхода
ГК на 44 и 74% только в случае двух вариантов ги-
довой РНК AW014-3 и AW016-3 соответственно, в
то время как остальные снижали выход и МВ про-
дукта.

Одновременное подавление транскрипции ге-
нов pfkA и zwf оказывало значительный эффект на
продуктивность штаммов B. subtilis. Штаммы с
одновременным подавлением транскрипции ге-
нов pfkA и zwf AW018-3 и AW019-3 демонстрирова-
ли, по сравнению с базовым штаммом AW009, по-
вышение выхода ГК на 98 и 108% соответственно,
при незначительном повышении МВ. Скорость
роста штаммов AW018-3 и AW019-3 не отличалась
от AW009, однако оказалась выше, чем у штаммов
с подавлением либо pfkA, либо zwf. Также подав-
ление pfkA и zwf в штаммах AW018-3 и AW019-3
приводило к уменьшению накопления ацетоина в
культуральной среде по сравнению с AW009 на
167 и 118% соответственно, что отражало сниже-
ние метаболического потока через путь гликоли-
за. Подавление экспрессии pfkA и zwf на штамме
AW009 дает значительно больший эффект, чем ге-
терологичная экспрессия генов биосинтеза пред-
шественников pgcA и glmS.

Предшественники ГК расходуются также в
процессах синтеза компонентов клеточной стенки.
УДФ-N-ацетилглюкозоамин участвует в синтезе
тейхоевых кислот и компонентов пептидогликана с
помощью ферментов, которые кодируются генами
tagO и murAA. Подавление экспрессии генов tagO
и murAA с помощью интерференции приводило к
значительному снижению скорости роста штам-
мов, генетической нестабильности и потере ха-
рактерного мукоидного фенотипа.

Создание условий для эффективного функци-
онирования мембранных гиалуронсинтаз с помо-
щью мембранной инженерии позволяет увели-
чить продуктивность штаммов-продуцентов ГК
[48]. Гиалуронсинтазам 1-го типа требуется нали-
чие в составе мембраны фосфолипида кардиоли-
пина, с которым фермент образует функциональ-
ный комплекс in vivo и in vitro [49]. Кардиолипин
составляет незначительную часть липидов кле-
точной мембраны B. subtilis. Биосинтез кардиоли-
пина осуществляется с помощью кардиолипин-
синтазы ClsA из фосфатидилглицерола, который
в свою очередь синтезируется с помощью фосфа-
тидилглицеролсинтазы PgsA [50]. Штамм B. subtilis
AW001-4 с конститутивной экспрессией генов pgsA
и clsA продемонстрировал по сравнению с кон-
трольным штаммом AW008 увеличение выхода
ГК на 32%, МВ до 2.06 МДа и конечной плотно-
сти культуры на 83%. Флуоресцентная микроско-
пия зафиксировала увеличение содержания кар-
диолипина в районах полюсов и септы клеток.
Инактивация генов биосинтеза других липидов
клеточной мембраны фосфатидилэтаноламина
pssA и нейтральных гликолипидов ugtP не оказала
эффекта на продуктивность и скорость роста
контрольного штамма AW008.

Локализация кардиолипинсинтазы ClsA про-
исходит в районе септы и зависит от гомолога ту-
булина FtsZ [51]. Подавление экспрессии FtsZ
потенциально может привести к распределению
ClsA и повысить концентрацию кардиолипина по
всей мембране [52]. Подавление транскрипции
ftsZ у штамма AW001-4 с сильной конститутивной
экспрессией pgsA и clsA приводило к генетической
нестабильности. Только штамм AW004-4 сохра-
нял мукоидный фенотип после восстановления
из глицеринового стока и синтезировал на 25%
больше ГК, чем AW001-4 при незначительном
снижении МВ. Подавление транскрипции ftsZ у
контрольного штамма AW008 тем же вариантом
гидовой РНК, что и у AW004-4, приводило к уве-
личению выхода ГК на 204%, увеличению конеч-
ной плотности культуры и снижению МВ до
1.67 МДа. На основе штамма AW007-4 с ослаб-
ленной конститутивной экспрессией pgsA и clsA
удалось получить генетически стабильные штам-
мы с четырьмя вариантами гидовой РНК. Штам-
мы AW009-4 и AW011-4 продемонстрировали увели-
чение выхода, МВ и конечной плотности культуры
на 10–15% по сравнению со штаммом AW007-4.

Инактивация генов факторов споруляции ока-
зывает влияние на выход и МВ ГК. Штамм WmA
с делецией гена сигма-фактора sigF, который
участвует в активации генной сети ранней спору-
ляции, демонстрирует больший на 30% выход ГК
по сравнению со штаммом WA без делеции [41].
Продуценты на основе штамма WB600 демон-
стрировали больший выход ГК по сравнению с
продуцентами на основе штамма B. subtilis 168.
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Так, в оптимальных условиях созданный на осно-
ве WB600 штамм WmB с делецией sigF накапливал
в культуральной среде 3.21 г/л продукта, в то время
как штамм 1B на основе 168 только 1.7 г/л. Обнару-
жен интересный эффект влияния температуры
культивирования на МВ ГК. Культивирование
при повышенной температуре 47°С приводило к
резкому увеличению МВ ГК до 6.973 МДа. Куль-
тивирование при 32°С, при котором наблюдалось
наибольшее количество продукта, приводило к
синтезу ГК с МВ до 0.392 МДа.

Инактивация способности к споруляции в
штаммах, полученных путем ненаправленного
мутагенеза, положительно влияет на продукцию
ГК. Так, штамм 3NA, содержащий мутацию гена
инициации споруляции spo0A, способен дости-
гать плотности культуры в 75 г/л в условиях фер-
ментации с подпиткой, что делает его отличным
кандидатом для использования в промышленно-
сти [53]. Оптимизация процесса культивирова-
ния и питательной среды позволила штамму
KCNHA10, содержащему рекомбинантный опе-
рон с генами szHasA, tuaD, gtaB и gcaD, достичь за
12 ч плотности культуры в 29.4 г/л и синтезиро-
вать 7 г ГК с МВ 1 МДа на литр культуры. Технико-
экономический анализ данного производственного
процесса продемонстрировал большую экономиче-
скую эффективность, чем у процесса на основе
штаммов стрептококков.

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ
НА ХАРАКТЕРИСТИКИ ШТАММА-

ПРОДУЦЕНТА И ПРОДУКТА, И ПУТИ 
ДАЛЬНЕЙШЕГО РАЗВИТИЯ ШТАММОВ-

ПРОДУЦЕНТОВ
Данные, полученные в результате создания

бактериальных штаммов-продуцентов ГК, позво-
ляют сделать выводы о влиянии различных гене-
тических факторов на выход и технические харак-
теристики продукта.

Базовый штамм и его модификации
При создании рекомбинантных продуцентов

были использованы различные штаммы B. subtilis,
самым распространенным из которых является
штамм 168 и его производные (табл. 3). Важными
преимуществами штамма 168 являются способ-
ность расти на простых средах, изученная биохи-
мия и генетика, простота генетических манипу-
ляций и высокая эффективность трансформации.
Штаммы WB600 и WB800N создавались на базе
штамма 168 как платформы для эффективной ге-
терологичной экспрессии белков [54]. Для увели-
чения стабильности секретируемых белков в
штамме WB800N сделаны делеции генов восьми
внеклеточных протеаз – nprE, aprE, epr, bpr, mpr,
nprB, vpr и wprA, а в штамме WB600 делетированы

гены шести протеаз – nprE, aprE, epr, bpr, mpr,
nprB. Такие модификации позволяют добиться
повышения секреции и стабильности рекомби-
нантных белков, что актуально и для мембранных
белков вроде HasA. Единственное описанное в
литературе прямое сравнение эффективности
штаммов показало преимущество дефицитного
по внеклеточной протеазной активности штамма
WB600 с делецией гена sigF над штаммом 168 при
продукции ГК [41]. Штамм 3NA является мутант-
ной версией штамма 168 со сдвигом рамки считы-
вания гена spo0A и характеризуется отсутствием
споруляции, низкой экспрессией протеаз и спо-
собностью достигать высокой клеточной плотно-
сти в условиях ферментации с подпиткой [53].
Штамм 168 и штаммы с мутациями сигма-факто-
ров споруляции в условиях синтетической среды
достигают плотности культуры 5–15 г/л, что су-
щественно ниже такового у 3NA [55]. В сравне-
нии со штаммом 168 геном штамма 3NA содержит
425 генетических вариаций, поэтому однозначно
сделать вывод о мутации spo0A как причине при-
обретения улучшенных технологических свойств
нельзя.

В то же время B. subtilis 168 является модель-
ным лабораторным штаммом и в процессе созда-
ния прошел многочисленные стадии ненаправ-
ленного мутагенеза, что привело к накоплению в
его геноме многочисленных мутаций [56]. Сооб-
щается о генетической нестабильности штамма
168 с интегрированным в геном опероном Pgrac-
seHas-tuaD [48]. По неизвестной причине при вос-
становлении из криохранения этот штамм форми-
ровал сегрегированные популяции с большинством
клеток дикого немукоидного фенотипа. Такую же
генетическую нестабильность демонстрировал
штамм-продуцент на основе BGSC 1A786
(amyE::cat, lacA::spec, leuC8, metA4, hsd(RI)R+M–).
Только продуценты на основе BGSC 1A751 де-
монстрировали генетическую стабильность харак-
терного мукоидного фенотипа. Штамм 1A751, явля-
ющийся потомком штамма DB104, содержит мута-
ции в генах протеаз nprE и aprE, а также делеции
генов эндо-β-1,3-1,4-глюканазы bglS и эндо-β-1,4-
глюканазы bglC [57].

Штаммы, отличные от B. subtilis 168, могут об-
ладать свойствами, которые позволяют ожидать
возможный положительный эффект на продук-
цию ГК. Так, промышленный штамм A164∆5,
применяемый для рекомбинантной продукции
белков, отличается улучшенными ростовыми ха-
рактеристиками и высоким выходом секретируе-
мых белков [32]. Штамм A164∆5 является улучшен-
ной модификацией штамма ATCC 6051a, который
также превосходит B. subtilis 168 по продукции ре-
комбинантных белков [58]. Модификации, кото-
рые позволили улучшить технологические свойства
штамма ATCC 6051a, включают делецию генов:
биосинтеза сурфактина srfC (снижение пенообра-
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зования), сигма-фактора F SpoIIAC (блокировка
спорообразования), протеаз nprE и aprE, альфа-
амилазы amyE. Недостатком штамма A164∆5 яв-
ляется низкая эффективность трансформации,
что привело к необходимости использования для
генно-инженерных манипуляций промежуточ-
ного штамма B. subtilis 16844 [32].

Гиалуронсинтаза

Выбор гена гиалуронсинтазы оказывает влия-
ние на продукцию и МВ ГК. При создании штам-
мов-продуцентов ген гиалуронсинтазы выбирали
основываясь либо на данных немногочисленных
исследований каталитических свойств фермен-
тов [31, 45, 48], либо по характеристикам продук-
тивности природных продуцентов [38, 53]. Так,
рекомбинантная синтаза seHAS из S. equisimilis
демонстрирует двукратно большую скорость
элонгации, чем рекомбинантная синтаза spHAS
из S. pyogenes [23, 59].

Прямое сравнение эффективности гиалурон-
синтаз из Streptococcus было проведено in vitro и
in vivo на платформе L. lactis [22]. В одинаковых
условиях гиалуронсинтазы различаются по МВ
синтезируемой ГК. Максимальный МВ ГК, син-
тезируемой рекомбинантными штаммами L. lactis
in vivo, коррелирует с результатами, полученными
in vitro, и составляет для suHAS из S. uberis и
spaHAS из S. parauberis ~2.2 МДа, для szHAS из
S. zooepidemicus ~1.4 МДа, для spHAS ~0.4 МДа.
Величина МВ ГК хорошо согласуется с филоге-
нетической группировкой по аминокислотным
последовательностям гиалуронсинтаз. Так, suHAS
и spaHAS образуют одну филогенетическую груп-
пу, отличную от szHAS и spHAS. Однако авторам
не удалось получить результатов с генами гиалу-
ронсинтаз из S. equi subsp. equi и S. iniae на плат-
форме Lactococcus in vivo, хотя штаммы S. equi subsp.
equi известны как эффективные продуценты ГК.

Получены интересные результаты с гиалурон-
синтазой 2-го типа из P. multocida [37]. В отличие

от синтаз из стрептококков гиалуронсинтаза
PmHAS не является мембранным белком и со-
держит на C-конце якорный домен, который
удерживает фермент с внутренней стороны плаз-
матической мембраны. В оперон биосинтеза ГК
P. multocida входят дополнительные гены, гомоло-
гичные белкам мембранных транспортеров –
hexA, hexB, hexC, hexD [60]. Функции синтеза ГК и
трансмембранного переноса ГК у P. multocida раз-
делены между синтазой PmHAS и белками hexA,
hexB, hexC и hexD [61, 62]. Гиалуронсинтазы 1-го
типа, к которым относятся синтазы стрептокок-
ков, совмещают функции синтеза и транслока-
ции цепи ГК во внеклеточное пространство [63].
Было сделано предположение, что в транслока-
ции ГК во внеклеточное пространство S. pyogenes
задействован ABC-транспортерный комплекс
[64]. Однако данная гипотеза опровергается как
данными in vitro исследований [65, 66], так и опы-
том успешной гетерологичной продукции ГК на
различных микробных платформах с помощью
гиалуронсинтаз 1-го типа [18]. Гиалуронсинтаза
PmHAS была использована при создании проду-
центов ГК на платформах E. coli [67], Agrobacteri-
um sp. [68] и Synechococcus sp. [69]. Экспрессия
PmHAS в штаммах E. coli и Agrobacterium sp. при-
водила к повышению вязкости культуральной
жидкости, что свидетельствовало о внеклеточном
накоплении ГК. Распределение синтезированной
ГК между внеклеточной, сорбированной на по-
верхности и внутриклеточной фракциями было
выяснено при изучении штаммов-продуцентов,
созданных на основе цианобактерии Synechococ-
cus. Обнаружено, что от 42 до 88% тотальной ГК
накапливалось во внутриклеточном пространстве
данных штаммов. Внутриклеточное накопление
ГК являлось одной из причин снижения скорости
роста продуцентов. Вопрос о механизме экспорта
ГК во внеклеточное пространство у рекомби-
нантных штаммов, экспрессирующих PmHAS,
остается открытым. Гиалуронсинтаза PmHAS об-
ладает значительным биотехнологическим по-

Таблица 3. Штаммы B. subtilis, использованные при создании штаммов-продуцентов гиалуроновой кислоты

Примечание. ATCC – American Type Culture Collection, BGSC – Bacillus Genetic Stock Center, BCRC – Bioresource Collection
and Research Center, DSM – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.

Штамм Генотип Номер штамма 
в коллекциях Ссылки

168 trpC2 BGSC 1A1  [37, 38]
1012 trpC2, leuA8, metB5, hsdRM1 DSM 8773  [36]
WB600 trpC2, ΔnprE, ΔaprE, ΔnprB::EmR, Δbpr, Δmpr, Δepr –  [41]
WB800N trpC2, ΔnprE, ΔaprE, nprB::bsr, Δbpr, mpr::ble, Δepr, Δvpr, wprA::hyg, cm::NeoR –  [36]
3NA trpC2, spo0A BGSC 1S1  [53]
A164∆5 ATCC 6051a ∆amyE, ∆spoIIAC, ∆aprE, ∆nprE , ∆srfC –  [31, 32]
BGSC 1A751 His, ΔnprE, ΔaprE, ΔbglS, ΔbglC BCRC 51921  [35, 45, 48]
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тенциалом и способна синтезировать высокомо-
лекулярную ГК. Делеция якорного домена позво-
ляет получить PmHAS в растворимом виде, что
делает ее очевидным кандидатом для бесклеточ-
ного способа синтеза ГК, который позволяет по-
лучать монодисперсный высокомолекулярный
продукт [21]. Также фермент PmHAS превосхо-
дит стрептококковые гиалуронсинтазы по кине-
тическим характеристикам: величины Kм ниже
стрептококковых в 2 раза и составляют 75 и 20 мкM
для УДФ-N-ацетилглюкозоамина и УДФ-глюку-
роновой кислоты соответственно [70]. Необходи-
ма дальнейшая работа для прояснения роли
транспортных систем в транслокации ГК во вне-
клеточное пространство как у штаммов P. multoci-
da, так и у рекомбинантных штаммов на основе
PmHAS на различных платформах.

Возможность получения PmHAS в раствори-
мой форме облегчает задачу улучшения характе-
ристик фермента эволюционными методами и
методами рационального конструирования. Так,
комбинирование найденных с помощью эволю-
ционного метода KnowVolution четырех амино-
кислотных замен позволило получить вариант
PmHAS, способный синтезировать ГК с массой
до 4.7 МДа [71]. Рациональное конструирование
улучшенных вариантов гиалуронсинтаз 1-го типа
осложняется отсутствием модели трехмерной струк-
туры белка, хотя методами численного моделирова-
ния частично восполняется данный пробел [72]. К
настоящему моменту известна только одна работа
по улучшению характеристик гиалуронсинтазы
szHAS с помощью эволюционного метода [73]. С
помощью отбора in vivo на штаммах B. subtilis уда-
лось выявить вариант szHAS, который демон-
стрировал увеличение выхода ГК с 1.22 до 2.24 г/л
при увеличении МВ с 1.20 до 1.36 МДа.

Путь биосинтеза предшественников

Геном B. subtilis содержит все гены биосинтеза
УДФ-глюкуроната и УДФ-N-ацетилглюкозоами-
на, однако гетерологичная экспрессия только ги-
алуронсинтазы не приводит к синтезу ГК. Эффек-
тивный биосинтез ГК рекомбинантными продуцен-
тами может осуществляться только с минимального
оперона, в который входит, помимо гиалуронсинта-
зы, ген УДФ-глюкозодегидрогеназы, катализирую-
щий последний этап биосинтеза УДФ-глюкуроната.
Дополнение минимального оперона генами био-
синтеза УДФ-N-ацетилглюкозоамина приводит
к значительно меньшему эффекту повышения
выхода ГК по сравнению с добавлением гена УДФ-
глюкозодегидрогеназы [31]. Необходимость гетеро-
логичной экспрессии УДФ-глюкозодегидрогеназы
связана с отсутcтвием экспрессии гена tuaD (гомо-
лога гена ugd из E. coli и hasB из Streptococcus), кото-
рый входит в состав оперона биосинтеза тейхуро-
новой кислоты tuaABCEDFGH. Тейхуроновая

кислота является анионным полимером, синтез
которого активируется в условиях фосфатного
голодания для замены в составе клеточной стенки
богатой фосфором тейхоевой кислоты [74]. Также
о принципиальной важности УДФ-глюкозоде-
гидрогеназы свидетельствует факт обязательного
наличия гена hasB в оперонах биосинтеза ГК у
представителей рода Streptococcus, где минималь-
ный оперон состоит из генов hasA и hasB (как у
S. uberis). Выдвинута гипотеза о возникновении у
предкового штамма оперона биосинтеза ГК как
пары hasA/hasB, в который остальные гены био-
синтеза предшественников (hasC, hasD, hasE) до-
бавлялись в процессе эволюции [75]. Делеция гена
hasB у S. zooepidemicus приводит к полной инакти-
вации биосинтеза ГК и оказывает незначитель-
ный эффект на ростовые свойства штамма [30]. В
ряде работ продемонстрировано накопление ГК
штаммами-продуцентами B. subtilis с рекомби-
нантными оперонами, которые не содержат гена
tuaD или его гомолога [37, 38]. С учетом роли
УДФ-глюкозодегидрогеназы и принимая во вни-
мание характер ее экспрессии, представляется
необходимым провести дальнейшие исследова-
ния по данному вопросу.

Расширение рекомбинантного оперона гена-
ми биосинтеза предшественников приводит к
увеличению выхода ГК у рекомбинантных штам-
мов на основе платформ B. subtilis, C. glutamicum и
L. lactis [18]. Комбинация различных генов при-
водит к увеличению выхода ГК с разной эффек-
тивностью. Включение в состав искусственного
оперона, содержащего szHas и tuaD, генов gtaB,
glmM и gcaD приводит к увеличению выхода ГК на
30% [38].

Расширенный оперон биосинтеза ГК оказыва-
ет значительное влияние на продукцию ГК у при-
родных продуцентов. Так, штаммы S. equi и
S. zooepidemicus, содержащие в геноме оперон
hasABCDE, продуцируют существенно больше
ГК, чем S. uberis и S. pyogenes, содержащие hasAВС
и hasAВ соответственно [75]. Вероятно, включе-
ние дополнительных генов в оперон подвидов
S. equi происходило под давлением селективного
отбора на продукцию ГК, что привело к способ-
ности направлять до 10% поступающих сахаров в
биосинтез ГК [76].

Важным аспектом, влияющим на производи-
тельность штамма и МВ продукта, является уро-
вень экспрессии гиалуронсинтазы и генов био-
синтеза предшественников. Высокий уровень
экспрессии tuaD, который является токсичным
для E. coli и осложняет создание генно-инженер-
ных конструкций [38], может оказать негативное
влияние и на физиологию B. subtilis [36]. Так, сни-
жение эффективности промотора Pgrac оперона
seHas-tuaD привело к увеличению выхода ГК на
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100%, снижению МВ на 17% и увеличению конеч-
ной плотности культуры на 47% [45].

Уровень экспрессии гиалуронсинтазы и генов
биосинтеза предшественников, который зависит
от состава рекомбинантного оперона и силы про-
моторов, определяет баланс УДФ-глюкуроната и
УДФ-N-ацетилглюкозоамина в клетке и в конеч-
ном итоге МВ продукта. Повышенная по отноше-
нию к hasB экспрессия hasA приводит к сниже-
нию МВ ГК, синтезируемой рекомбинантным
штаммом L. lactis [77]. Гиперэкспрессия генов пути
биосинтеза УДФ-глюкуроната у штамма S. equi
снижает МВ ГК, в то время как гиперэкспрессия ге-
нов пути биосинтеза УДФ-N-ацетилглюкозоамина
приводит к повышению МВ с 1.8 до 3.4 МДа. Выяв-
лена корреляция между МВ ГК и концентрацией
УДФ-N-ацетилглюкозоамина. Биосинтез высоко-
молекулярной ГК является результатом баланса
концентраций предшественников, который может
быть доведен до оптимального значения генети-
ческими методами [78]. Для рекомбинантных
продуцентов на платформе L. lactis оптимальны-
ми условиями для синтеза высокомолекулярной
ГК являлись: эквимолярная внутриклеточная кон-
центрация УДФ-N-ацетилглюкозоамина и УДФ-
глюкуроната и повышенная по отношению к hasA
экспрессия hasB [79]. Схожим эффектом повы-
шения МВ ГК обладает добавление в культураль-
ную среду N-ацетилглюкозоамина, причем как в
случае природных продуцентов, так и в случае ре-
комбинантных продуцентов на основе B. subtilis
[45].

Энергетический и основной метаболизм

Биосинтез ГК является энергетически затрат-
ным процессом. Для получения 1 моля УДФ-N-
ацетилглюкозамина и 1 моля УДФ-глюкуроната
клетка затрачивает 2 моля глюкозы, 3 моля АТФ,
2 моля УТФ и 1 моль ацетил-КоА. Перспектив-
ными подходами к увеличению выхода ГК явля-
ются инактивация путей конкурентной утилиза-
ции предшественников и повышение уровня
синтеза АТФ.

Гомоферментативное брожение, в основе ко-
торого лежит гликолиз, – основной способ полу-
чения энергии для молочнокислых бактерий, та-
ких как S. zooepidermicus и L. lactis. Результатом
этого процесса является образование двух моле-
кул пирувата, двух молекул НАД · Н2 и двух моле-
кул АТФ на одну молекулу глюкозы. Регенерация
НАД+ осуществляется путем переноса двух элек-
тронов с НАД · Н2 на молекулу пирувата, что при-
водит к образованию лактата. Однако в аэробных
условиях молочнокислые бактерии, в клетках кото-
рых отсутствует электронно-транспортная цепь,
регенерируют НАД+ с помощью фермента НАД · Н2
оксидазы (NOX), что приводит к перенаправле-

нию метаболического потока в сторону образова-
ния ацетата и образованию дополнительной мо-
лекулы АТФ на молекулу глюкозы в реакции, ка-
тализируемой ацетаткиназой (АК) [80]. Синтез
дополнительного АТФ в ацетаткиназной реакции
и повышение скорости регенерации НАД+ благо-
даря NOX коррелируют с повышением уровня
синтеза ГК продуцентами на основе молочнокис-
лых бактерий. В аэробных условиях S. zoopidemic-
us не только быстрее росли и накапливали био-
массу, но и демонстрировали более высокие МВ и
уровень биосинтеза ГК по сравнению с анаэроб-
ными условиями [81, 82]. Однако прямая гипер-
экспрессия NOX в штамме S. zooepidemicus, не-
смотря на увеличение уровня синтеза АТФ на
33% и продукции биомассы на 15%, не приводила
к увеличению выхода ГК или изменению МВ. Ве-
роятно, в этом случае основным лимитирующим
фактором являлась активность пируватдегидроге-
назного комплекса, осуществляющего конверсию
пирувата в ацетил-КоА [83]. В то же время рекомби-
нантные продуценты ГК на основе штамма L. lactis
с делецией гена ldh демонстрировали трехкратное
увеличение продукции ГК и МВ ГК [84].

В отличие от стрептококков, которые в при-
сутствии кислорода регенерируют НАД+ с помо-
щью NOX и синтезируют дополнительный АТФ с
помощью фермента АК, B. subtilis используют для
этого электронно-транспортную цепь и цикл
трикарбоновых кислот [85]. При аэробном куль-
тивировании рекомбинантных продуцентов ГК
на основе B. subtilis побочными продуктами фер-
ментации были ацетат и ацетоин [45]. Однако
снижение уровня синтеза ацетата путем инактива-
ции пируват-дегидрогеназного комплекса создает
дефицит ацетил-КоА для цикла трикарбоновых
кислот, что приводит к снижению выработки
АТФ [86]. Инактивация гена alsD 2-ацетолактат-де-
карбоксилазы, участвующей в синтезе ацетоина,
негативно отражается на росте штаммов B. subti-
lis, хотя выяснение механизма данного явления
требует дальнейших исследований [86].

Увеличение доступности кислорода для кле-
ток является эффективной стратегией активиза-
ции биосинтеза ГК, несмотря на то что механизм
эффекта различается для молочнокислых бакте-
рий и бацилл. Концентрация кислорода в культу-
ральной среде – лимитирующий фактор при био-
синтезе ГК штаммами S. zooepidemicus и B. subtilis
в силу низкой растворимости газообразного кис-
лорода и высокой вязкости растворов ГК [87, 88].
Технологическим решением этой проблемы яв-
ляется повышение кислородной емкости среды
путем оптимизации скорости перемешивания и
применения кислородных векторов – гидрофоб-
ных жидкостей, в которых кислород имеет более
высокую растворимость, чем в воде. Такой под-
ход увеличивает выход ГК штаммами S. zooepi-
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demicus [89]. Существенное увеличение выхода
ГК и повышение плотности культуры рекомбинант-
ного штамма B. subtilis наблюдалось при примене-
нии н-гептана, н-гексадиена, перфлуорометилдека-
лина и перфлуоро-1,3-диметилциклогексана. Опти-
мизация условий ферментации – концентрации
кислородного вектора, времени его добавления и
скорости перемешивания позволяло достичь
концентрации ГК в 4.5 г/л всего за 10 ч культиви-
рования [88].

При конструировании штаммов-продуцентов
активно используется бактериальный гемоглобин
VHb из грамотрицательной бактерии Vitreoscilla
[34]. Гемоглобин VHb усиливает поток кислорода
к терминальным оксидазам в условиях гипоксии,
поэтому гиперэкспрессия VHb приводит к увели-
чению плотности культур, усилению окислитель-
ного метаболизма и выхода целевого продукта,
особенно в условиях ограниченной доступности
кислорода. Экспрессия VHb в B. subtilis приводи-
ла к увеличению секреции белков и повышению
выхода альфа-амилазы и нейтральной протеазы
[90]. Гетерологичная экспрессия VHb штаммом
S. zooepidemicus ATCC 39920, продуцирующим
ГК, приводила к повышению выхода ГК с 1.61 до
2.16 г/л при снижении МВ с 1.8 до 1.6 МДа [91].
При этом наблюдалось снижение продукции мо-
лочной кислоты на 35% на фоне снижения актив-
ности лактатдегидрогеназы ldh на 41% и повыше-
ние активности ацетаткиназы и NOX на 9 и 106%
соответственно. Более впечатляющие результаты
были получены на продуценте на основе B. subti-
lis, однако влияние коэкспрессии VHb на МВ ГК
в данной работе исследовано не было [35].

УДФ-глюкуронат и УДФ-N-ацетилглюкозо-
амин используются клеткой в биосинтезе компо-
нентов клеточной стенки, а их предшественники
глюкозо-6-фосфат и фруктозо-6-фосфат расхо-
дуются в пентозофосфатном пути и гликолизе.
Инактивация путей конкурентной утилизации
УДФ-глюкуроната и УДФ-N-ацетилглюкозоами-
на оказывала большее влияние на ростовые ха-
рактеристики штаммов B. subtilis и выход ГК, чем
гиперэкспрессия генов пути биосинтеза прекур-
соров [38, 45]. Кроме того, штаммы со сниженной
активностью pfkA и zwf демонстрировали пони-
женный уровень продукции ацетата и ацетоина,
что свидетельствует об эффективном перераспре-
делении метаболического потока с побочных
продуктов биосинтеза на ГК [45].

Утилизация сахаров
Способом улучшения штаммов-продуцентов

является увеличение транспорта и метаболизма ис-
точников энергии. Исследована функция генов ме-
таболизма сахарозы и проведена идентификация
лимитирующих выход ГК стадий у штамма S. zooep-
idemicus [92]. Первыми стадиями утилизации саха-

розы являются мембранный транспорт c фосфори-
лированием посредством фосфоенолпируват-зави-
симой фосфотрансферазной системы (кодируется
геном scrA) с последующим гидролизом сахарозо-6-
фосфата сахарозо-6-фосфатгидролазой (кодиру-
ется геном scrB) до фруктозы и глюкозо-6-фосфа-
та. Гиперэкспрессия scrB, в отличие от обратного
эффекта гиперэкспрессии scrA, увеличивает био-
массу на 26% и выход ГК на 30%. Смещение мета-
болического потока к фруктозо-6-фосфату через
делецию гена транспорта фруктозы fruA или фос-
фофруктокиназы fruK приводит к повышению
выхода ГК на 22 и 27% соответственно без эффек-
та на клеточный рост. Гиперэкспрессия scrB в
штаммах с делецинй либо fruA, либо fruK приво-
дит к увеличению выхода ГК на 44 и 55% соответ-
ственно.

Основная система транспорта и утилизации
сахарозы у B. subtilis идентична таковой у S. zooep-
idemicus и состоит из оперона, кодирующего фос-
фотрансферазу SacP и сахарозо-6-фосфатгидро-
лазу SacA [93]. Замена собственной системы
транспорта и метаболизма сахарозы у B. subtilis на
энергетически более выгодную гетерологичную
систему продемонстрирована на продуцентах по-
лиглутаминовой кислоты и 2,3-бутандиола. Ком-
бинация сахарозопермеазы cscB из E. coli и сахаро-
зофосфорилазы sucP из Bifidobacterium adolescentis
продемонстрировала увеличение потребления са-
харозы на 49.4% и продукции полиглутаминовой
кислоты на 38.5% по сравнению с неизмененным
штаммом [94]. Комбинация сахарозопермеазы
cscB из E. coli и сахарозофосфорилазы gtfA из
Streptococcus mutans продемонстрировала увеличе-
ние выхода продукта на 36% по сравнению с не-
измененными штаммами [95].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время создана целая линейка

штаммов-продуцентов ГК на основе платформы
B. subtilis. Важными преимуществами данных
штаммов являются статус GRAS (Generally Rec-
ognized as Safe), низкая стоимость промышлен-
ной ферментации, легкость генетических мани-
пуляций и отсутствие эндо- и экзотоксинов. Со-
зданные на основе B. subtilis рекомбинантные
штаммы-продуценты ГК позволяют получать вы-
ход и МВ продукта, сопоставимого с таковым у
промышленно освоенных штаммов стрептокок-
ков. В то же время проведенные работы выявили
ограничения платформы, которые могут быть
преодолены с привлечением опыта создания про-
дуцентов ГК на основе других микробных плат-
форм. Анализ опубликованных в литературе дан-
ных позволяет утверждать, что сформированы
условия для создания промышленной технологии
получения ГК на основе штаммов-продуцентов
B. subtilis.
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Design of Recombinant Bacillus subtilis Strains That Producing Hyaluronic Acid
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A broad application of hyaluronic acid (HA) in the production of cosmetics and pharmaceuticals increases
the demand for high quality substance. In industry, HA is extracted from raw materials of animal origin or
produced by fermentation of opportunistic pathogen Streptococcus. Biotechnological processes based on mi-
croorganisms that are safe for humans are rational and economically viable alternative for HA production.
Recombinant B. subtilis strains may produce HA with yield and quality comparable to those in industrial
streptococci. Variation in genetic, biochemical, and biotechnological factors allows to obtain HA with differ-
ent molecular weights. Despite the impressive achievements, the potential of the B. subtilis platform for de-
sign of HA producers was not exhausted.

Keywords: hyaluronic acid, Bacillus subtilis, recombinant producer strains.
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Медперсонал химиотерапевтических отделений регулярно контактирует с противоопухолевыми
препаратами, обладающими генотоксическими свойствами. Впервые проведен анализ цитогенети-
ческого статуса медперсонала (54 человека) с использованием нового перспективного неинвазив-
ного метода – буккального микроядерного цитомного теста с расчетом интегральных показателей.
Эффект оценивали при разной продолжительности воздействия химиопрепаратов – после выхода
сотрудника из отпуска, через месяц после отпуска и перед отпуском. Выявлены статистически зна-
чимые повышения практически всех исследованных показателей цитогенетических нарушений,
пролиферации и апоптоза по сравнению с контрольной группой офисных работников (47 человек).
Среди медперсонала установлено увеличение доли людей с повышенным уровнем цитогенетиче-
ских нарушений при максимальной продолжительности экспозиции с 24 до 38% (в контроле 11%).
Среди онкобольных (9 человек) доля лиц с высоким уровнем цитогенетических нарушений соста-
вила 56% до проведения очередного курса химиотерапии и 87% после его проведения.

Ключевые слова: буккальный микроядерный цитомный тест, противоопухолевые препараты, цито-
генетические нарушения, медперсонал химиотерапевтических отделений, больные злокачествен-
ными новообразованиями.
DOI: 10.31857/S0016675822050058

Проблема риска развития онкологических за-
болеваний у медицинских работников онкологи-
ческого профиля была поднята в 1970-х гг. после
проведения первых эпидемиологических иссле-
дований. Поскольку развитие онкогенных про-
цессов при действии различных факторов связа-
но в основном с повреждением ДНК, были нача-
ты экспериментальные исследования и выявлены
генотоксические свойства ряда препаратов, при-
меняющихся при химиотерапии онкобольных. В
настоящее время по классификации Междуна-
родного агентства по изучению рака (МАИР) 14
противоопухолевых химиопрепаратов, проявля-
ющих в том числе генотоксическое действие, от-
несены к канцерогенам для человека [1]. Цикло-

фосфамид, азатиоприн, бусульфан, хлорамбуцил,
этопозид, мелфалан являются доказанными кан-
церогенами (группа 1), азацитидин, адриамицин,
цисплатин, тиотепа, треосульфан и семустин –
вероятными канцерогенами (группа 2А), хлоро-
зотоцин, блеомицин, дакрбазин, дауномицин и
митоксантрол – возможными (группа 2В). Эти
препараты применяют не только при лечении он-
кологических заболеваний, но и в ревматологии,
трансплантологии, гинекологии, урологии, хи-
рургии, офтальмологии. Непосредственный кон-
такт с противоопухолевыми препаратами имеют
фармацевты, а также сотрудники, занятые в обла-
сти изучения канцерогенеза и экспериментальной
химиотерапии. Несмотря на соблюдение рекомен-
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дуемых мер безопасности, избежать загрязнения
производственной среды этими препаратами в
помещениях медицинских учреждений не удается.
Увеличение масштабов использования и расши-
рение спектра противоопухолевых препаратов и
их комбинаций приводят к повышению онколо-
гического риска у медперсонала, что показано в
ряде зарубежных исследований [2–4] и в единич-
ных исследованиях в России [5, 6]. Следует учесть
и другой негативный эффект противоопухолевых
препаратов – их влияние на репродуктивную
функцию. Показано повышение риска врожден-
ных пороков развития у ребенка в 3.3 раза при
профессиональной экспозиции матери к цито-
статикам до зачатия [7]. В исследовании [8] про-
демонстрировано статистически значимое повы-
шение риска спонтанных абортов.

Поиск методов ранней диагностики цитогенети-
ческих нарушений, которые считаются предикто-
рами канцерогенеза, является актуальной задачей
генотоксикологии. И такая диагностика имеет пер-
востепенное значение при обследовании человека.
Для оценки канцерогенной опасности при воз-
действии генотоксических агентов на человека
используются методы, основанные на выявлении
хромосомных аберраций, микроядер и поврежде-
ний ДНК в лимфоцитах периферической крови.
Однако эти методы требуют забора крови из вены
(т.е. являются инвазивными), а также культиви-
рования лимфоцитов с использованием дорого-
стоящих реактивов. Кроме того, многие химиче-
ские соединения, воздействующие на человека,
обладают цитостатическим или цитотоксическим
действием, что затрудняет процесс культивирова-
ния. В качестве альтернативы для оценки хромо-
сомных повреждений все чаще применяют неинва-
зивный (без взятия крови), не требующий культи-
вирования микроядерный метод на эпителиальных
клетках слизистой оболочки щеки. Эпителий пред-
ставляет особый интерес, поскольку является
первым барьером на пути воздействия факторов,
поступающих с водой, пищей и воздухом, а его
активная пролиферация обеспечивается интенсив-
ным кровоснабжением. При этом переносимые
кровью генотоксические соединения или их мета-
болиты также воздействуют на эпителиоциты.

К настоящему времени микроядерный тест на
буккальном эпителии усовершенствован нами и
дополнен анализом широкого спектра состояния
ядра эксфолиативных клеток по цитогенетиче-
ским показателям, показателям пролиферации и
апоптоза [9, 10]. Параллельно этот расширенный
вариант метода был принят международным со-
обществом. Для гармонизации исследований с
использованием микроядерного теста в 2007 г. за-
пущен проект HUMNxL. В настоящее время этот
подход является общепринятым и получил назва-
ние “буккальный микроядерный цитомный тест”
(БМЦТ) [11]. Мы впервые включили в оценку

БМЦТ интегральные показатели цитогенетических
нарушений, пролиферации и апоптоза, определе-
ние уровня цитогенетического стресса в зависи-
мости от превышения ориентировочных норма-
тивных величин и комплексного индекса накоп-
ления цитогенетических нарушений, который
объединяет весь спектр показателей структуры
ядра клеток [12–14].

В связи с этим целью настоящего исследования
была оценка цитогенетического статуса медицин-
ского персонала в условиях профессиональной экс-
позиции разной длительности к противоопухоле-
вым препаратам с использованием нового перспек-
тивного метода – буккального микроядерного
цитомного теста (БМЦТ) в расширенном варианте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено в соответствии с Ру-

ководством ВОЗ [15] согласно опубликованным
нами методическим рекомендациям [13].

Исследовали мазки буккального эпителия со-
трудников ФГБУ “НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина” Минздрава России, имеющих регулярный
контакт с противоопухолевыми препаратами. В ис-
следовании участвовали врачи и медицинские
сестры, всего 54 сотрудника (49 женщин и
5 мужчин) в возрасте от 19 до 63 лет. Применяли
сравнение группы воздействия с отрицательным
и положительным контролем, а также подход со-
пряженных выборок, который подразумевает
анализ изменений показателя у одной и той же
группы лиц до и после воздействия какого-либо
фактора (табл. 1). У каждого обследуемого из груп-
пы медперсонала биологический материал брали в
трех временных точках: при минимальной экспо-
зиции – в первый рабочий день после отпуска
(группа 2), через месяц активной работы после
отпуска (группа 3) и точке максимальной экспо-
зиции противоопухолевыми препаратами – за
день до отпуска (группа 4). Отпуск работников,
участвующих в исследовании, составлял 14–28
календарных дней. В группу сравнения (группа 1,
далее – отрицательный контроль) вошли сотруд-
ники московского офиса, 47 женщин в возрасте
до 25–40 лет, не имеющие контакта с генотокси-
ческими соединениями, условно здоровые на мо-
мент обследования. Также проведена оценка ци-
тогенетического статуса девяти онкологических
больных (женщин в возрасте от 40 до 64 лет, стра-
дающих раком молочной железы, раком яични-
ков или раком тела матки) до и через неделю по-
сле лечения цитостатиками (циклофосфамидом и
цисплатином), соответственно 5 и 6 группа. Эти
группы служили положительным контролем. От
каждого обследуемого получено информирован-
ное согласие на проведение данного неинвазив-
ного обследования и заполнена соответствующая
анкета.
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Микроскопические препараты клеток слизи-
стой оболочки щеки готовили в соответствии с
[13]: стерильным деревянным шпателем делали
соскоб с двух сторон с внутренней стороны щеки,
наносили на предметные стекла, высушивали.
Препараты фиксировали этанолом–уксусной
кислотой (3 : 1), ДНК окрашивали ацетоорсеи-
ном, цитоплазму – светлым зеленым. Микроско-
пический анализ проводили на зашифрованных
препаратах, считали по 1000 клеток от каждого
индивида при увеличении ×1000, оценивали по-
казатели цитогенетического и цитотоксического
действия. Биологическое значение, классифика-
ция и критерии определения этих показателей
описаны ранее [9]. Каждую из анализируемых
клеток относили к следующим категориям: клетки
в норме; клетки с цитогенетическими нарушения-
ми (микроядрами, протрузиями, ядрами атипичной
формы); клетки с двумя ядрами (изолированными,
сдвоенными), которые являются показателями на-
рушения пролиферации; клетки на ранней стадии
деструкции ядра (с перинуклеарной вакуолью, с по-
вреждением ядерной мембраны, конденсацией
хроматина, ранним кариолизисом) и на поздней
стадии деструкции ядра (с кариорексисом, пикно-
зом, полным кариолизисом), которые являются по-
казателями физиологической гибели клеток. Также
определяли интегральный показатель цитогенети-
ческих нарушений (Icyt) – сумму клеток с микро-
ядрами и протрузиями, интегральный показатель
пролиферации – сумму клеток с двумя ядрами и
сдвоенными ядрами (Ipr) и апоптотический ин-
декс, включающий клетки на ранней и поздней
стадии деструкции ядра (Iapop), за исключением
клеток с перинуклеарной вакуолью и поврежде-
нием ядерной мембраны. Комплексную оценку
цитогенетического статуса проводили по двум по-
казателям: уровню цитогенетического стресса и ин-
дексу накопления цитогенетических повреждений.
Уровень цитогенетического стресса определяли для
каждого индивида в баллах в зависимости от пре-
вышения ориентировочных нормативных вели-
чин (ОНВ) [13]. При отсутствии превышения
ОНВ показатель равен 1 (низкий уровень), при
превышении какого-либо или нескольких показа-
телей пролиферации или деструкции ядра клеток
этот показатель равен 2 (допустимый уровень), если
же выявлено превышение по цитогенетическим по-
казателям (наиболее опасное) – показатель равен 3
(высокий уровень). В соответствии со среднегруп-
повыми значениями можно выделить следующие
уровни цитогенетического стресса: 1 – низкий уро-
вень (у всех в группе нет превышения ОНВ); ≤2 –
допустимый уровень (у части обследуемых в груп-
пе есть превышение ОНВ); >2 – высокий (у боль-
шинства обследуемых в группе есть превышение
ОНВ, преимущественно по цитогенетическим
показателям). Индекс накопления цитогенетиче-
ских повреждений, предложенный ранее [12] (In-

dex of accumulation of cytogenetic damages, Iac),
рассчитывали по формуле Iac = (Icyt × Ipr/Iapop) ×
× 100, где в числителе – интегральный показатель
цитогенетических нарушений (Icyt) и интеграль-
ный показатель пролиферации (Ipr), а в знамена-
теле – апоптотический индекс (Iapop). Этот по-
казатель позволяет охарактеризовать цитогенети-
ческий статус человека и в отличие от показателя
“частота клеток с микроядрами” учитывает соотно-
шение между частотой цитогенетических наруше-
ний и “интенсивностью” клеточной кинетики.
Определение индекса накопления цитогенетиче-
ских повреждений позволяет выделить три группы
риска – низкий (Iac ≤ 2), умеренный (2 < Iac < 4) и
высокий (Iac ≥ 4).

Статистический анализ данных проводили с
помощью компьютерных программ Excel и Statis-
tica 10.0 for Windows. Сравнение данных по груп-
пам проводили с помощью критерия Манна–Уит-
ни. Различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сравнение цитогенетического статуса 

медперсонала в группах с разной экспозицией 
противоопухолевых препаратов

Средние значения частоты клеток с микроядра-
ми составили 0.64, 0.71 и 0.9‰ в группах 2–4. В со-
ответствии с международным проектом HUMNxL
фоновая частота буккальных клеток с микроядра-
ми равна 1.1‰ [11], т.е. частота этого показателя у
медперсонала не превышает фоновый уровень.
Клетки с ядерными протрузиями составили 0.76,
0.73 и 1.12‰; Icyt – 1.41, 1.45 и 2.02‰ (табл. 1).
Очевидно, что средние значения увеличиваются с
возрастанием нагрузки, однако различия между
группами статистически незначимы.

Средние значения Ipr составили 7.0, 7.31 и 7.78‰
соответственно в группе после отпуска, через ме-
сяц после отпуска и перед отпуском. Они не раз-
личались статистически значимо и не превышали
ОНВ.

Определены близкие значения показателей
ранних и поздних стадий деструкции ядра клеток
на трех сроках воздействия, которые в небольшой
степени увеличивались к последнему сроку, од-
нако отличия не были статистически значимы. В
среднем эти значения не превышали ОНВ, кроме
апоптоза (в очень малой степени). Апоптотиче-
ский индекс оказался повышен на 7% (статисти-
чески незначимо) при наибольшей длительности
экспозиции.

Уровень цитогенетического стресса был не-
много повышен при максимальной длительности
экспозиции и соответствовал во 2–4 группах 1.70,
1.55 и 1.86 (р < 0.05). Он определен как допусти-
мый (не низкий). Наиболее выраженные измене-
ния отмечены по индексу накопления цитогене-
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тических нарушений, который составил 3.48, 3.90
и 5.10. Превышение эффекта на последнем сроке
воздействия составило 46%. Причем учитывая
этот показатель медперсонал, обследованный
сразу и через месяц после отпуска, можно охарак-
теризовать как группу умеренного риска воздей-
ствия на цитогенетический статус, тогда как эта
же группа, обследованная до отпуска, является
группой высокого уровня риска [13].

Сравнение цитогенетического статуса 
медперсонала и группы отрицательного контроля

Средние значения всего спектра показателей
цитогенетического статуса группы 1 (отрицатель-
ный контроль) статистически значимо отличаются
от соответствующих показателей во всех других
группах по U-критерию Манна–Уитни при р < 0.05.
Средние значения частоты клеток с микроядрами
в этой группе составили 0.3‰, с ядерными про-
трузиями – 0.23‰, Icyt – 0.53‰. Средние значе-
ния этих показателей в группах 2–4 медперсонала
существенно выше (р < 0.05).

Ipr соответствовал 1.95‰ в контроле и 7.0, 7.31
и 7.78‰ в группах 2–4 (р < 0.05), при этом превы-
шения ОНВ не отмечено. Уровень показателей
деструкции ядра клеток в группе 1 был в 2–3 раза
ниже, чем в группе 2 медперсонала в сравнении с
группой отрицательного контроля (минималь-
ный уровень экспозиции). Это относится и к апо-
птотическому индексу в целом, что характеризует
более быструю элиминацию клеток c цитогенети-
ческими нарушениями в группе медперсонала
(р < 0.001).

И в контроле, и в группе 2 отмечен низкий
уровень цитогенетического стресса (1.13 и 1.70),
но доля людей, у которых отмечено повышение
частоты показателей цитотоксического действия,
среди медперсонала все-таки больше, чем в кон-
троле (рис. 1).

Iac составил 1.9 в группе 1, а у медперсонала с
увеличением экспозиции повышался с 3.48 до
3.90 (допустимый уровень риска) и 5.1 (высокий
уровень риска) (р < 0.01).

Сравнение цитогенетического 
статуса онкобольных до и после приема 

противоопухолевых препаратов

В качестве положительного контроля опреде-
лили цитогенетический статус девяти онкоболь-
ных до и через неделю после проведения курса ле-
чения цитостатиками. Средние значения частоты
клеток с микроядрами у онкобольных до и после
лечения составили 5.22 и 9.37‰ (р > 0.05), с про-
трузиями – 0.56 и 7.0‰ (р < 0.05), Icyt – 5.78 и
16.4‰ (р < 0.05) соответственно. Очевидно, что
средние значения значительно увеличиваются по-
сле лечения пациентов цитостатиками, и это за-
кономерно, так как оба препарата, которые они
получали (циклофосфамид и цисплатин), харак-
теризуются сильным мутагенным действием.

Частота клеток с двумя ядрами составила 8.0 и
16.6‰ (выше ОНВ), отмечены клетки с тремя,
четырьмя, пятью ядрами или даже группы из 7–8
мелких приблизительно одинаковых по размеру
ядер. Частота клеток со сдвоенными ядрами была
еще более высокой – 3.9 и 51‰. В некоторых

Рис. 1. Средние значения интегральных показателей цитогенетического статуса. Звездочка – p < 0.05.
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клетках отмечено по нескольку ядерных анома-
лий – отдельно и сдвоенно лежащие ядра, про-
трузии и микроядра. Такие картины характерны
для процессов значительных нарушений деления
ядра, повреждения веретена деления и ДНК. Ipr у
больных до лечения был 11.9, после лечения –
67.6, что значительно превышает ОНВ. Этот фе-
номен характерен для препаратов, характеризую-
щихся цитостатическим действием.

Отмечено снижение почти всех показателей
апоптоза у больных после лечения: частоты клеток с
конденсацией хроматина (с 207.3 до 184.2‰), нача-
лом кариолизиса (с 53.3 до 15.0‰), с апоптотиче-
скими телами (с 16.3 до 5.5‰), пикнозом (с 94.7
до 74.0‰), Iapop в целом (с 369.9 до 293.6‰).
Уровень цитогенетического стресса – высокий и
составляет 2.33 и 2.75 у больных до и после лече-
ния (р > 0.05). Iac у онкобольных после лечения
составил 1101, что в 40 раз превышает значение Iaс у
этих же пациентов до терапии (28.6, р = 0.075). В це-
лом отмечено значительное ухудшение цитогене-
тического статуса онкобольных через неделю по-
сле лечения.

Сравнение цитогенетического статуса 
медперсонала и групп положительного контроля

Сравнивали группу 4 (медперсонал с наиболее
длительной экспозицией) с группами 5 и 6 (онко-
больные до и после лечения). Средние значения
частоты клеток с микроядрами в группе медпер-
сонала и онкобольных составили 0.90, 5.22,
9.37‰ (р < 0.05), частоты клеток с ядерными про-
трузиями – 1.12, 0.56 и 7.0‰; Icyt – 2.02, 5.78 и

16.4‰ соответственно (табл. 1). Очевидно, что
показатели в группах онкобольных существенно
выше, особенно в группе больных после лечения
(р < 0.001). Ipr составил 7.8, 11.89 и 67.6‰ соответ-
ственно. В группах онкобольных он существенно
превышал ОНВ. Уровень показателей деструк-
ции ядра клеток, в том числе апоптотический ин-
декс, в группе медперсонала был выше.

Уровень цитогенетического стресса составил
1.86, 2.33 и 2.75, т.е. доля людей, у которых отме-
чено превышение частоты показателей цитоток-
сического действия, в группе онкобольных боль-
ше. Iac в группе онкобольных в 5.6 и 220 раз вы-
ше, чем у медперсонала.

Результаты сравнения групп по доле лиц с пре-
вышением ОНВ по цитогенетическим и цитоток-
сическим показателям приведены на рис. 2. От-
мечено увеличение доли лиц с превышением
ОНВ по цитогенетическим и цитотоксическим
показателям в ряду групп 1–6.

ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с целью данного исследования
необходимо было наиболее полно охарактеризовать
цитогенетический статус медперсонала, имеющего
контакт с противоопухолевыми препаратами. Для
этого мы применили три подхода: сравнили груп-
пы, имеющие и не имеющие контакт с этими пре-
паратами; определили цитогенетический статус
медперсонала одной и той же группы при разной
длительности экспозиции; определили цитогене-
тический статус пациентов этого же отделения до

Рис. 2. Доля людей с превышением ОНВ по цитогенетическим и цитотоксическим показателям.
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и через неделю после приема противоопухолевых
препаратов и провели сравнение с показателями
медперсонала.

Средние значения показателей цитогенетиче-
ского стресса, нарушения пролиферации и апо-
птоза в 1–4 группах в целом входят в диапазон,
определенный для ряда обследованных нами и дру-
гими исследовательскими группами популяций
[14–16]. Однако в группе медперсонала даже при
минимальной длительности экспозиции определе-
ны более высокие уровни показателей (p < 0.05) по
сравнению с таковыми у офисных работников.

При анализе длительности экспозиции уровень
цитогенетического стресса был статистически зна-
чимо повышен в группе с максимальной длитель-
ностью воздействия. Доля людей с высоким риском
цитогенетических нарушений при обследовании до
отпуска (максимальная длительность экспозиции)
составила 38%, что оказалась в 1.6 раза выше по
сравнению с группами после отпуска (рис. 3). Сле-
дует учесть, что буккальный эпителий обновляется
за 7–10 дней, т.е. после отпуска у медперсонала
были собраны клетки, преимущественно не под-
вергавшиеся воздействию негативных производ-
ственных факторов. В условиях работы с проти-
воопухолевыми препаратами такое воздействие
возможно, несмотря на соблюдение рекомендуе-
мых мер безопасности. По данным литературы в
медицинских учреждениях противоопухолевые
препараты определяются в воздухе и на поверх-
ностях помещений [17, 18]. Метаанализ показал
наличие во внутрибольничных помещениях оста-
точных количеств хотя бы одного лекарственного
средства [19]. Следовые количества препаратов
выявлены в местах приготовления растворов, на
посуде и упаковках [20]. Причем и вторичная упа-
ковка флаконов не предотвращает контаминацию
[21]. Изучение стабильности некоторых препаратов
(метотрексат, циклофосфамид, 5-фторурацил, па-
клитаксел) показало, что даже через 6 сут после по-
ступления во внешнюю среду они сохраняют ак-
тивность [22]. Следовые количества противоопу-
холевых препаратов обнаружены в анализах мочи
медперсонала [20]. Но поскольку действующие
концентрации препаратов чрезвычайно малы,
выявить генотоксический эффект у медперсона-
ла довольно сложно, что и показало наше иссле-
дование.

Метаанализ исследований по изучению цито-
генетического статуса медперсонала, имеющего
контакт с противоопухолевыми препаратами, пред-
ставленный в публикации [23], показал значимое
повышение уровня хромосомных аберраций в лим-
фоцитах периферической крови по сравнению с
контролем. Такое же заключение следует из публи-
кации [24], в которой представлен метаанализ по
оценке цитогенетического статуса медперсонала с
использованием микроядерного теста на лимфоци-

тах периферической крови. Повышенная частота
лимфоцитов с микроядрами выявлена в 15 исследо-
ваниях из 24 (1988–2015 гг.). В 16 исследованиях бы-
ли дополнительно определены другие показатели
цитогенетического действия препаратов – хромо-
сомные аберрации, сестринские хроматидные об-
мены, ДНК-кометы, микроядра в буккальных эпи-
телиоцитах. Отмечено хорошее соответствие ре-
зультатов генотоксических тестов. Наши данные
совпадают с исследованиями, проведенными в
Италии [25–27]. Частота буккальных эпителио-
цитов с микроядрами у обследованных медсестер
в онкологической клинике составила 0.89 и
0.94‰ (дневные медсестры и сестры отделения),
что значимо отличалось от контроля (0.46‰).
Также повышение частоты буккальных эпите-
лиоцитов с микроядрами выявлено в работах [28–
31], однако этот показатель был высоким даже в
контроле (1.6, 2.7, 3.4‰). Это может быть связано
с окраской препаратов по методу Гимза, при ко-
торой трудно различить микроядра и бактериаль-
ные клетки, практически всегда присутствующие
в ротовой полости. В исследовании [32] эффект
противоопухолевых препаратов не был выявлен:
в группе экспонированных медсестер частота
клеток с микроядрами составила 0.89‰ (в нашем
исследовании 0.9‰), в контроле – 0.84‰. При
этом группа контроля была представлена сотруд-
никами больниц, которые могли контактировать
с другими генотоксическими соединениями.
Учитывая указанные особенности проведения
исследований, можно отметить, что наши данные
хорошо согласуются с результатами других иссле-
довательских групп. В то же время примененный
нами подход имеет определенные преимущества.
Анализ микроядер по сравнению с хромосомными
аберрациями позволяет выявлять цитогенетиче-
ское действие не только кластогенов, но и анеуге-
нов. Анализ буккального эпителия имеет широкие
перспективы в связи с неинвазивным взятием мате-
риала, отсутствием необходимости культивировать
клетки, возможностью анализировать широкий
спектр состояний ядра клеток, в том числе наруше-
ние пролиферации и апоптоз. Такой углубленный
цитогенетический анализ мы применили впервые,
подтвердив и расширив представления о влиянии
условий работы с противоопухолевыми препара-
тами на цитогенетический статус медперсонала.

Чрезвычайно высокий Iac отмечен в группе по-
ложительного контроля. При этом доля больных с
высоким риском накопления цитогенетических на-
рушений составила 56 и 87% соответственно. По-
вышенный уровень цитогенетических нарушений
в буккальном эпителии онкобольных отмечен в
ряде публикаций [33], но в настоящем исследова-
нии мы представили картину более полно с опре-
делением в соответствии с нашим подходом инте-
гральных показателей. Анализ этой группы до и
после лечения показывает, что цитогенетический
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статус онкобольных значительно нарушен, эти
нарушения определяются не только в опухолях,
но и других тканях организма. По-видимому, у
таких больных в организме присутствуют как эк-
зогенные генотоксиканты (различные лекар-
ственные препараты), так и эндогенные геноток-
сические метаболиты.

В процессе эволюции в клетках эукариот
сформирована иерархия защитных систем, вклю-
чающая преграды на пути поступления токсикан-
тов, их детоксикации, репарации повреждений
ДНК и других высокомолекулярных соединений.
Причем каждый организм имеет свои особенности,
связанные с полиморфизмом генов. Тем не менее
отмечаемое в мире повышение частоты онкопато-
логии, по-видимому, зависит от срыва адаптацион-
ных механизмов и нарушения стабильности кле-
точного генома. БМЦТ, позволяющий проводить
такой мониторинг неинвазивно, имеет хорошие
перспективы для определения групп риска по
уровню цитогенетических нарушений и прогноза

канцерогенного действия, а главное для выявле-
ния людей с высоким индексом накопления ци-
тогенетических нарушений.

Исследование состояния здоровья медперсо-
нала, контактирующего с противоопухолевыми
препаратами, проведено путем определения ран-
них предикторов неблагоприятных изменений, а
именно – показателей цитогенетического статуса
с использованием БМЦТ. Это особенно актуально,
поскольку основными препаратами, с которыми
работают сотрудники химиотерапевтических от-
делений, являются препараты, обладающие гено-
токсичностью, цитостатическим и канцерогенным
действием. Группу медперсонала можно охарак-
теризовать как группу с допустимым уровнем ци-
тогенетического стресса и с высоким уровнем
риска по индексу накопления цитогенетических
нарушений, что значимо отличает ее от группы
отрицательного контроля. Это же подтверждает
определение доли лиц с превышением ОНВ (77%
по сравнению с 13% в контрольной группе), а также

Рис. 3. Доля людей с низким, умеренным (самый светлый цвет) и высоким (самый темный цвет) риском цитогенети-
ческих нарушений в обследованных группах в соотвествии с индексом накопления цитогенетических нарушений.
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определение доли лиц с высоким индексом накоп-
ления цитогенетических нарушений (38% против
11%). Результаты показывают, что медицинский
персонал подвергается воздействию канцероген-
ных факторов в производственной среде и нужда-
ется в дополнительных мерах безопасности, сни-
жающих риск неблагоприятного воздействия
противоопухолевых препаратов. При этом БМЦТ
может рутинно использоваться для цитогенетиче-
ского мониторинга медперсонала для выявления
индивидов с повышенным уровнем накопления
цитогенетических повреждений.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Application of Buccal Micronucleus Cytome Assay for the Evaluation
of Cytogenetic Status of Healthcare Professionals Contacting with Anti-Cancer Drugs
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Healthcare professionals of chemotherapy departments contact with anti-cancer drugs with genotoxic prop-
erties. In presented paper for the first time we analyzed the cytogenetic status of healthcare workers (54 per-
sons) using the novel prospective non-invasive approach, (buccal micronucleus cytome assay) with the eval-
uation of integral indexes. The effect was evaluated after different exposure time: (1) after vacation; (2) one
month after vacation; (3) before vacation. We revealed the statistically significant increases in analyzed bio-
markers of cytogenetic damages, impaired proliferation and apoptosis in comparison with the control group
of office staff (47 persons). We demonstrated the increase of the level of cytogenetic damages from 24 to 38%
among the healthcare personnel with the maximal exposure time (compared to 11% in control group). In
cancer patient (9 persons) the percentage of people with high level of cytogenetic damages was 56% before
chemotherapy and 87% after the treatment.

Keywords: buccal micronucleus cytome assay, anti-cancer drugs, cytogenetic damages, healthcare profes-
sionals of chemotherapy departments, cancer patients.
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Изучение разнообразия метаболических путей является важным аспектом для понимания эволю-
ционных связей между метаболическими путями и их биохимическими предшественниками. Не-
давно был описан сульфолактатдегидрогеназа-подобный белок, кодируемый у эукариот геном AqE,
который у костистых рыб сохраняет высокую консервативность. Однако до сих пор остается неиз-
вестной роль этого фермента в метаболизме. В настоящей работе изучалась транскрипционная ак-
тивность гена AqE, а также других генов, связанных с энергообменом у большого желтого горбыля
Larimichthys crocea. Количественный анализ экспрессии показал тканеспецифичность активности
гена AqE у желтого горбыля. Ген активен в печени, коже и жабрах. Исходя из анализа экспрессии
гена в различных органах в нормальных условиях и под воздействием стрессирующих факторов,
предполагается, что фермент, кодируемый геном AqE, участвует в малат-аспартатном челноке или
в выведении конечных метаболитов (сульфолактат) из организма.

Ключевые слова: сульфолактатдегидрогеназа, AqE, Larimichthys crocea, гипоксия, транскрипционная
активность.
DOI: 10.31857/S0016675822050071

Низкая растворимость кислорода в воде –
один из основных факторов, обусловливающих
особенности метаболизма организмов, обитаю-
щих постоянно или на какой-либо стадии онтоге-
неза в водной (жидкой) среде. Поскольку первые
формы жизни появились и впоследствии эволю-
ционировали в жидкой среде, “гипоксические”
типы энергообмена появились раньше и, вероят-
но, более разнообразны. Известно, что актив-
ность NADH-зависимых оксидоредуктаз, таких
как малатдегидрогеназа (МДГ) и лактатдегидро-
геназа (ЛДГ), меняется в зависимости от концен-
трации кислорода в воде [1]. Эти белки катализи-
руют восстановление 2-кетокарбоновых кислот
через кофактор NADH и объединены в семейство
ЛДГ/МДГ-оксидоредуктаз [2]. ЛДГ обеспечивает
обратимое превращение лактата в пируват. МДГ
катализирует взаимопревращения между мала-
том и оксалоацетатом. ЛДГ/МДГ-оксидоредук-
тазы были описаны и секвенированы у бактерий,
архей и эукариот [2]. Позднее были выявлены
другие NADH-зависимые оксидоредуктазы, не-
которые представители которых также использу-
ют в качестве субстратов лактат или малат [3, 4].
Эти ферменты были объединены в семейство

ЛДГ2/МДГ2-оксидоредуктазы (ЛДГ/МДГ-окси-
доредуктазы типа 2) [5].

Преобладающая доля ЛДГ2/МДГ2-оксидоре-
дуктаз была обнаружена только у архей и бакте-
рий [5]. Однако гомологи гена comC, который у
архей и бактерий кодирует сульфолактатдегидро-
геназу (СЛДГ) [6–8], были обнаружены и у эукари-
от [9]. При этом было установлено, что гомологи ге-
на comC присутствуют и в геномах грибов, растений,
животных. Однако в царстве растений этот гомоло-
гичный ген обнаружен только у водорослей, тогда
как у мхов и семенных растений отсутствует. У жи-
вотных гомологи гена найдены у представителей
большинства эволюционных групп, но утеряны у
четвероногих (земноводных, рептилий, птиц и мле-
копитающих) [9]. Поскольку ген, кодирующий не-
известный фермент, встречается только в тех так-
сонах, образ жизни или стадии онтогенеза пред-
ставителей которых связаны с водной (жидкой)
средой, он был условно назван AqE (aquatic en-
zyme, водный фермент). В результате детального
исследования гена AqE у костистых рыб было уста-
новлено, что у карпообразных (Cypriniformes) он
был утерян полностью, а у представителей лососе-
образных (Salmoniformes) претерпел значительные
делеции. Тем не менее у преобладающего числа ис-
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следованных рыб (50 отрядов) ген AqE сохраняет
высокую консервативность и следовательно ко-
дируемый им фермент задействован в пока еще не-
известных метаболических путях [10]. Кроме того,
было предположено, что продукт гена AqE участвует
в анаэробном энергообмене и потеря гена у отдель-
ных животных и растений связана с выходом на су-
шу и соответствующей перестройкой метаболизма,
обусловленной насыщенностью среды кислоро-
дом и отсутствием естественной гипоксии, харак-
терной для гидробионтов [9].

Экспериментально показано, что субстратами
для СЛДГ бактерий и архей, кодируемой геном
comC, могут быть сульфолактат, малат и α-кето-
глутарат [5]. Некоторые исследователи [6] пред-
полагают, что преобразование сульфолактата в
сульфопируват у эукариот не имеет смысла, по-
скольку отсутствуют соответствующие метаболиче-
ские процессы. Однако в более ранней работе опи-
сано опосредованное МДГ-обратимое превраще-
ние сульфопирувата в сульфолактат у мышей при
метаболизме цистеата [11]. При этом сульфолактат
является конечным метаболитом, преобладающая
доля которого выводится из организма с мочой.
Только 12% сульфолактата вновь преобразуется в
сульфопируват, который затем метаболизируется
в таурин и углекислый газ. Другие два субстрата
малат и α-кетоглутарат являются ключевыми со-
единениями в малат-аспартатном челноке [12].
Этот биохимический механизм считается наибо-
лее эффективным процессом, который позволяет
водным организмам выживать в условиях гипо-
ксии (аноксии) [1]. В связи с этим были предпо-
ложения, что продукт гена AqE (СЛДГ-подобный
белок) может быть вовлечен в малат-аспартатный
челнок или сопряженные процессы [10].

Для того чтобы приблизиться к пониманию роли
гена AqE в метаболизме эукариот мы изучили его
транскрипционную активность, а также активность
генов, кодирующих ферменты, участвующие в ма-
лат-аспартатном челноке и сопряженных процес-
сах. В качестве объекта исследования был выбран
большой желтый горбыль (Larimichthys crocea) –
вид морских рыб из семейства горбылевых (Sci-
aenidae). Поскольку L. crocea является достаточно
важным промысловым видом (и поэтому модель-
ным объектом), его геном был секвенирован и
аннотирован [13]. Ген AqE у L. crocea локализован
на 21-й хромосоме и включает, как и у большин-
ства костистых рыб, 11 экзонов [10]. В результате
более десяти исследований на желтом горбыле
для более 200 образцов были получены тран-
скриптомы, которые и были использованы в на-
стоящей работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования дифференциальной экспрес-

сии генов из базы NCBI были выбраны первичные

данные (архивы коротких фрагментов транскрип-
томов, SRA, sequence read archive), полученные в де-
сяти исследованиях, направленных на изучение
влияния гипоксии, голода, температуры и других
воздействий на активность генов (табл. 1).

Экспрессию генов количественно оценивали с
помощью совместного использования программ
Kallisto и Sleuth. Количественная оценка была
выполнена с помощью Kallisto (v0.46.1) [14], где
на основе метода псевдо-выравнивания коротких
фрагментов и транскриптов подсчитывается ко-
личество содержания РНК в образце и выражает-
ся в величине TPM (транскриптов на миллион пн).
Для увеличения достоверности при подсчете бы-
ло осуществлено 100 повторов (bootstrap 100). Для
выравнивания использовалась сборка кДНК
транскриптов (TSA) большого желтого горбыля
L. crocea GBIF00000000. Последующая оценка
дифференциальной экспрессии генов была выпол-
нена с использованием пакета Sleuth R (v0.30.0) [15],
в котором на основе предварительных количе-
ственных оценок, полученных с помощью Kallisto,
создается нормализованная на уровне генов матри-
ца TPM. Нормализованные значения были также
скорректированы с учетом возможных погреш-
ностей в данных РНК-секвенирования, получен-
ных в результате применения различных методов
определения последовательности нуклеотидов.

Для визуализации кластерного анализа ис-
пользовалась функция Plot_transcript_heatmap в
программе Sleuth. При построении тепловых карт
учитывались данные оценки количественной экс-
прессии гена AqE, маркерных генов (actb, hprt1 и
18S-rRNA), генов ферментов метаболических пу-
тей, в которых предположительно задействован AqE
(mdh1, mdh2, aat1 и aat2), и генов ферментов воз-
можных сопряженных процессов (ldha, ldhb, ldhc и
l2hgdh). Транскрибируемые мРНК перечисленных
генов были выявлены в TSA желтого горбыля
(GBIF00000000) с помощью tBLASTn (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Некоторые гены
были представлены в TSA двумя последователь-
ностями (табл. 2).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Транскрипционная активность гена AqE

В данном исследовании был впервые проведен
количественный анализ экспрессии гена AqE в
различных органах желтого горбыля. Кроме того,
была изучена динамика изменения уровня тран-
скрипционной активности AqE в отдельных орга-
нах после воздействия на желтого горбыля различ-
ными стрессирующими факторами (гипоксия,
тепловой/холодовой стресс, голодание), а также в
ходе раннего развития и в процессе регенерации
тканей. Также в анализ были включены маркер-
ные гены (actb, hprt1, 18S-rRNA), гены некоторых
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ферментов малат-аспартатного челнока (mdh1,
mdh2, aat1, aat2) и гены ферментов возможных со-
пряженных процессов (ldha, ldhb, ldhc и l2hgdh).

В экспрессии гена AqE в различных органах вы-
явлена ярко выраженная неоднородность (рис. 1,а).
Низкий уровень транскрипционной активности
отмечен в мышце, надпочечнике, селезенке, мозге
и сердце. Кожа и жабры демонстрируют средний
уровень активности гена. В печени (в большинстве

контрольных образцов) выявлен высокий уровень
экспрессии (рис. 1,а). Активность в печени после
теплового и холодового стресса осталась неизмен-
ной, тогда как зафиксировано некоторое снижение
экспрессии в результате голодания (рис. 2,г). Также
присутствует некоторое снижение уровня экс-
прессии AqE в мышцах после голодания (рис. 2,д).
В процессе регенерации кожи явных изменений в
активности не было выявлено (рис. 1,в). Замече-
но усиление транскрипционной активности на

Таблица 1. Транскриптомные данные, использованные в работе

Идентификатор 
исследования в 

NCBI
Органы Контрольные точки Детали эксперимента (на основе данных, 

представленных в NCBI)

PRJNA246784 Мозг Контроль, 1 ч, 3 ч, 6 ч,
12 ч, 24 ч, 48 ч

Изучалось влияние гипоксии.
Эксперименты проводились при 25°C. 
Содержание кислорода в резервуаре 
было снижено со 100% (7.8 мг/л) до 20% 
(1.6 ± 0.2 мг/л) в течение 30 мин. 
В соответствующие временные точки 
отбирали пробы и секвенировали мРНК. 
Пол не указан

PRJNA574876 Селезенка, надпочечник Контроль, 6 ч, 24 ч, 48 ч

PRJNA576086 Жабры, сердце Контроль, 6 ч, 24 ч, 48 ч

PRJNA296537 Мышца Контроль, 21 день

Изучалось влияние голодания.
Секвенировали мРНК из двух образцов 
мышц, взятых у нормально кормящихся 
рыб и у рыб, подвергшихся 21-дневному 
голоданию. Пол не указан

PRJNA563184 Печень (1) Контроль, 6 ч, 24 ч, 48 ч, 
96 ч, 120 ч

Изучалось влияние гипоксии. 
Использовали особей обоего пола

PRJNA280841 Печень (2)
Контроль, 12 ч (тепло),
12 ч (холод), 21 день 
(голод)

Секвенировали мРНК из четырех 
образцов (по два повтора), взятых
у контрольной группы рыб, у рыб,
подвергшихся термическому стрессу 
(12 ч), у рыб, подвергшихся воздействию 
холодового стресса (12 ч), и у рыб, 
подвергшихся 21-дневному голоданию. 
Пол не указан

PRJNA326556 Печень (3) Контроль Секвенировали мРНК печени
в нормальных условиях. Пол не указан

PRJNA279244 Печень (4) Контроль
Секвенировали мРНК печени
в нормальных условиях. Объединенные 
образцы особей обоего пола

PRJNA357970 Эмбрион

1 клетка, 2 клетки, 
8 клеток, 16 клеток,
256 клеток, бластула, 
гаструла

Секвенировали мРНК из образцов,
взятых на различных стадиях раннего 
развития. Пол не указан

PRJNA303096 Кожа Контроль, 0.5 ч, 2 ч

Изучение процессов регенерации. 
Были произведены повреждения кожи 
брюшной области. В соответствующие 
временные точки отбирали пробы и 
секвенировали мРНК. Пол не указан
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стадии бластулы и гаструлы во время раннего эм-
бриогенеза (рис. 1,б). Однако из-за отсутствия
транскриптомных данных пока невозможно оце-
нить на каком уровне поддерживается экспрес-
сия в ходе последующего развития. При исследо-
вании влияния гипоксии на транскрипционную
активность гена AqE видимая неоднородность
выявлена в сердце, надпочечнике, мозге и печени
(рис. 2,а). При этом в сердце и надпочечниках по-
казано пиковое повышение экспрессии через 48 и
6 ч после гипоксии соответственно (рис. 2,а). В
мозге изменение уровня экспрессии носит вол-
нообразный характер (рис. 2,б) от небольшого
повышения (1 ч), последующего снижения (3 ч),
очередного повышения (6 и 12 ч) и снижения (24
и 48 ч). В печени выявлено повышение уровня
экспрессии после гипоксии относительно контро-
ля, однако в одной точке (24 ч) уровень был снижен
практически до нулевого значения (рис. 2,в). В се-
лезенке и жабрах видимых изменений активности
гена в результате гипоксии установлено не было
(рис. 2,а).

Транскрипционная активность генов
actb, hprt1 и 18S-rRNA

Для оценки качества транскриптомов были
выбраны гены actb, hprt1 и 18S-rRNA. Ген actb коди-
рует бета-актин (компонент цитоскелета). Актины
участвуют в подвижности, структуре и целостности
клеток. Ген hprt1 кодирует фермент гипоксантин-
гуанинфосфорибозилтрансферазу (фермент пури-
нового обмена эукариот). Ген 18S-rRNA кодирует
18S рибосомную РНК, которая является частью
эукариотической малой субъединицы рибосомы
(40S) и, таким образом, одним из основных ком-
понентов всех эукариотических клеток. Данные
гены облигатно экспрессируются практически во
всех тканях и поэтому используются в качестве
маркеров экспрессии [16, 17].

Количественный анализ транскрипционной
активности показал, что уровень экспрессии мар-

керных генов 18S-rRNA и actb во всех органах вы-
сокий, вне зависимости от условий и процессов,
тогда как ген hprt1 в большинстве органов и в те-
чение раннего эмбриогенеза экспрессируется на
среднем уровне или несколько ниже среднего
(рис. 1, 2). В печени уровень экспрессии заметно вы-
ше, чем в других исследованных органах (рис. 1,а).
Наблюдается неоднородность активности в пече-
ни после гипоксии (повышение уровня экспрес-
сии через 6 и 48 ч) (рис. 2,в). Есть заметное повы-
шение активности в мышцах после голодания
(рис. 2,д). В общем можно заключить, что все
транскриптомы пригодны для анализа диффе-
ренциальной экспрессии, а некоторые флуктуа-
ции в активности hprt1 возможно связаны с тка-
неспецифичностью.

Транскрипционная активность генов 
ферментов малат-аспартатного челнока

mdh1, mdh2, aat1 и aat2
Гены mdh1 и mdh2 кодируют фермент МДГ,

который катализирует НАД/НАДН-зависимое
обратимое окисление малата до оксалоацетата во
многих метаболических путях, включая цикл ли-
монной кислоты. В эукариотических клетках су-
ществуют два основных изофермента: один нахо-
дится в митохондриальном матриксе (ген mdh2), а
другой – в цитоплазме (ген mdh1). Ген mdh1 коди-
рует цитозольный изофермент, который играет
ключевую роль в малат-аспартатном челноке и
позволяет малату проходить через митохондри-
альную мембрану и превращаться в оксалоацетат
для дальнейших клеточных процессов. Белок, ко-
дируемый геном mdh2, локализован в митохон-
дриях, участвует в цикле лимонной кислоты и
также может играть ключевую роль в малат-ас-
партатном челноке [12, 18].

Другие два ключевых гена малат-аспартатного
челнока aat1 и aat2 кодируют аспартатамино-
трансферазу (ААТ), которая катализирует взаим-
ное превращение аспартата и α-кетоглутарата в

Таблица 2. Соответствие транскриптов и генов, взятых в анализ

Ген Транскрипты Ген Транскрипты

AqE GBIF01041602
ldha

GBIF01031803
GBIF01031802actb GBIF01031352

hprt1
GBIF01037543
GBIF01032011 ldhb

GBIF01048565
GBIF01029835

aat1 GBIF01018893
ldhc

GBIF01007540
GBIF01049052aat2 GBIF01033704

mdh1 GBIF01032153
l2hgdh

GBIF01044688
GBIF01044690mdh2 GBIF01033562

18S-rRNA GBIF01045948
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оксалоацетат и глутамат. Этот фермент имеет ре-
шающее значение как для деградации аминокис-
лот, так и для биосинтеза. Известны два изофер-

мента: цитозольный (ген aat1) и митохондриаль-
ный (ген aat2) [19]. Кроме того, известно, что ААТ
вместо аспартата в качестве альтернативного суб-

Рис. 1. Дифференциальная экспрессия генов большого желтого горбыля. а – активность генов в различных органах
горбыля при нормальных условиях (PRJNA574876 (селезенка и надпочечник), PRJNA576086 (жабры и сердце),
PRJNA246784 (мозг), PRJNA563184 (печень 1), PRJNA280841 (печень 2), PRJNA326556 (печень 3), PRJNA279244 (пе-
чень 4), PRJNA296537 (мышца), PRJNA303096 (кожа)); б – активность генов в ходе раннего развития горбыля
(PRJNA357970); в – активность генов в процессе регенерации кожи горбыля (PRJNA303096).
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Рис. 2. Дифференциальная экспрессия генов после стрессовой индукции. а – активность генов в селезенке, надпочеч-
нике, сердце и жабрах горбыля после 30-минутной гипоксии при комнатной температуре (PRJNA574876, PRJNA576086);
б – активность генов в мозге горбыля после 30-минутной гипоксии при комнатной температуре (PRJNA246784); в –
активность генов в печени горбыля (печень 1) после гипоксии (время воздействия не указано) (PRJNA563184); г – ак-
тивность генов в печени горбыля (печень 2) после теплового и холодового стресса, а также 21-дневного голодания
(PRJNA280841); д – активность генов в мышцах горбыля после 21-дневного голодания (PRJNA296537).
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страта может эффективно использовать цистеин,
обратимо превращая его в сульфопируват [11].

Активность генов mdh1 и mdh2 во всех образ-
цах находится на среднем уровне или выше сред-
него (рис. 1, 2). В сердце зафиксирован наивыс-
ший уровень активности обоих генов (рис. 1,а). В
жабрах, коже, мозге, сердце, селезенке и надпочеч-
никах гены экспрессируются синхронно (рис. 1,а).
Однако в печени и мышцах наблюдается асим-
метричная активность: в печени выше уровень
экспрессии mdh1 (цитозольный изофермент), а в
мышцах – mdh2 (митохондриальный изофермент)
(рис. 1,а). В раннем развитии выявлено значитель-
ное повышение уровня экспрессии mdh2 на стадии
гаструлы, тогда как повышение активности mdh1

на этой стадии менее интенсивное (рис. 1,б). Сла-
бое повышение уровня активности обоих генов
зафиксировано в печени после теплового стресса
и голодания (рис. 2,г). Заметное повышение уровня
экспрессии гена цитозольной малатдегидрогеназы
отмечено в печени через 6 и 48 ч после гипоксии
(рис. 2,в). В результате голодания снизился уровень
активности mdh1 в мышцах (рис. 2,д).

В экспрессии генов aat1 и aat2 наблюдаются
значительные отличия. Ген aat1 в большинстве
органов и в течение раннего эмбриогенеза экс-
прессируется на низком или очень низком уровне
(рис. 1, 2). В одном из образцов печени (4) уро-
вень экспрессии находится на среднем уровне
(рис. 1,а). Некоторая неоднородность (с тенден-
цией к повышению уровня экспрессии) наблюда-
ется в печени спустя 6 и 24 ч после гипоксии с по-
следующим возвращением к исходному уровню
(рис. 2,в). Кроме того, в мозге выявлено снижение
активности через 3 ч после гипоксии и последую-
щее возвращение к исходному уровню (рис. 2,б).
Ген aat2 демонстрирует высокий уровень тран-
скрипционной активности в печени, сердце и
мышцах, тогда как в остальных органах экспрес-
сия на среднем уровне (рис. 1,а). В одном из об-
разцов печени (4) активность aat2 не выявлена
(рис. 1,а). Не было отмечено какой-либо динами-
ки в экспрессии гена в ходе раннего развития и в
процессе регенерации (рис. 1,б, в). После воздей-
ствия гипоксии отмечено снижение уровня экс-
прессии aat2 в надпочечниках, селезенке и жабрах
по прошествии 48 ч. В сердце изменений отмечено
не было. В мозге транскрипционная активность
снизилась через 3 ч после гипоксии и затем вновь
восстановилась (рис. 2,б). В печени выявлены пи-
ковые повышения уровня экспрессии после ги-
поксии относительно контроля, в точках 6 и 48 ч
(рис. 2,в). Отмечено некоторое снижение уровня ак-
тивности aat2 в мышцах после голодания (рис. 2,д).
Однако зафиксировано повышение уровня ак-
тивности после голодания в печени (рис. 2,г).

Транскрипционная активность
генов лактатдегидрогеназы

и гидроксиглутаратдегидрогеназы

Гены ldha, ldhb и ldhc кодируют различные
субъединицы ЛДГ. Этот фермент катализирует
превращение лактата в пируват на последней ста-
дии анаэробного гликолиза [20].

Ген l2hgdh кодирует L-2-гидроксиглутаратде-
гидрогеназу (ГГДГ), FAD-зависимый фермент,
который окисляет L-2-гидроксиглутарат до α-кето-
глутарата в различных тканях. L-2-гидроксиглута-
рат образуется из α-кетоглутарата в результате не-
специфического действия МДГ и соответственно
ГГДГ превращает бесполезный продукт обратно в
ключевой метаболит цикла Кребса [21].

Активность генов, кодирующих субъединицы
A, B и C фермента ЛДГ (ldha, ldhb и ldhc соответ-
ственно), имела различия как в зависимости от
органов, так и от условий. Высокий уровень экс-
прессии ldha отмечен в мышцах. В надпочечниках,
мозге, коже, жабрах выявлена средняя активность
гена ldha, тогда как в селезенке и сердце ниже сред-
него (рис. 1,а). ldhb экспрессируется на высоком
уровне в сердце, тогда как в надпочечниках, мозге,
коже, жабрах, селезенке, печени и мышцах выяв-
лена средняя активность гена. Активность гена
субъединицы C заметно отличается. Средний
уровень экспрессии ldhc зафиксирован в мозге,
тогда как в мышцах и сердце ген экспрессируется
на уровне ниже среднего, а в остальных органах
активность очень низкая или отсутствует (рис. 1,а).
Среди разных образцов печени наблюдается не-
однородность уровня экспрессии как ldha, так и
ldhb. В ходе раннего развития активность генов
ЛДГ также имеет различия (рис. 1,б). Есть неодно-
родность в активности ldha в ходе раннего развития,
однако явной закономерности не установлено. При
этом экспрессия была на среднем уровне. Актив-
ность ldhb на стадии одной клетки заметно выше,
чем на всех последующих исследованных стадиях. У
гена ldhc отмечено повышение уровня экспрессии
на стадии гаструлы. Изучение активности ldha, ldhb
и ldhc после индукции регенеративных процессов в
коже не выявило какой-либо существенной ди-
намики (рис. 1,в).

При исследовании гипоксии выявлено повы-
шение уровня транскрипционной активности ldha
в сердце, надпочечниках, селезенке и жабрах
(рис. 2,а). При этом в селезенке происходит воз-
врат к исходному уровню уже к 24 ч, тогда как в
сердце, надпочечниках и жабрах снижение более
плавное. В мозге наблюдается точечное повыше-
ние экспрессии ldha через 1 ч после воздействия
(рис. 2,б). Явного изменения уровня транскрипци-
онной активности гена субъединицы B после гипо-
ксии отмечено не было во всех органах (рис. 2,а, б).
Ответ активности ldhc на гипоксию зафиксиро-
ван только в надпочечниках (увеличение уровня
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активности через 48 ч) и в жабрах (снижение че-
рез 48 ч). Активность генов ldha, ldhb и ldhc в пе-
чени после гипоксии имела неоднозначный вол-
нообразный характер (рис. 2,в). Кроме того, в пе-
чени установлено повышение уровня экспрессии
ldha в результате холодового и теплового стресса
(рис. 2,г). Воздействие голода вызвало некоторое
повышение активности ldhb. Влияние голода, а
также теплового и холодового стресса на актив-
ность в печени гена ldhc не выявлено. Однако го-
лодание вызвало снижение уровня экспрессии
всех трех генов ЛДГ в мышце (рис. 3,д).

В надпочечниках, мозге, коже, жабрах, селезен-
ке, сердце и мышцах выявлена средняя активность
гена l2hgdh, тогда как в печени уровень экспрессии
выше среднего (рис. 1,а). В ходе эмбриогенеза заме-
чено некоторое возрастание транскрипционной
активности (рис. 1,б), также выявлены повыше-
ние уровня экспрессии через 30 мин после индук-
ции регенеративных процессов в коже и последу-
ющий возврат к контрольным значениям через 2 ч
(рис. 1,в). Изучение влияния гипоксии не выявило
очевидных изменений уровня активности l2hgdh
ни в одном из исследуемых органов, за исключе-
нием печени (рис. 2,а, в). В печени наблюдается
точечное повышение активности через 6 и 48 ч
после воздействия. Кроме того, в печени выявле-
но снижение уровня экспрессии l2hgdh при теп-
ловом стрессе (рис. 2,г).

ОБСУЖДЕНИЕ

При сопоставлении результатов количествен-
ной оценки транскрипционной активности мы
выявили коэкспрессию гена AqE с mdh2 (повыше-
ние уровня в ходе раннего развития), с генами
aat1 и aat2 (снижение активности в мозге через 3 ч
после гипоксии и снижение активности в мышце
в результате голодания). Дифференциальная экс-
прессия отмечена в печени, где в результате голо-
дания уровень активности AqE снизился, тогда
как уровень aat2 и mdh2 вырос.

Вызывают недоверие результаты анализа экс-
прессии в печени после воздействия гипоксии.
Создается впечатление, что образцы были пере-
путаны, вследствие чего возник представленный
на рис. 2,в мозаичный профиль экспрессии прак-
тически всех генов. Если бы такое явление было
выявлено у одного гена, то его можно было бы от-
нести к особенностям транскрипционной актив-
ности, но в данном случае возникает подозрение
на некорректность представленных образцов.

Поскольку белок СЛДГ, кодируемый геном
сomC архей, помимо сульфолактата может исполь-
зовать в качестве субстрата малат и α-кетоглутарат,
есть гипотеза, что продукт гена AqE может быть
включен в малат-аспартатный челнок [10]. Малат-
аспартатный челнок, в котором ключевыми соеди-

нениями являются малат и α-кетоглутарат, принято
считать наиболее эффективным процессом, позво-
ляющим водным организмам выживать в условиях
гипоксии (аноксии) [1].

МДГ катализирует обратимое окисление малата
до оксалацетата, последней стадии цикла трикарбо-
новых кислот [22], а также участвует в глюконеоге-
незе и липогенезе и участвует в аэробном гликолизе
в малат-аспартатном челноке [23]. Ключевым ком-
понентом цикла трикарбоновых кислот является
митохондриальная МДГ [24]. Другой компонент
малат-аспартатного челнока это ААТ – фермент,
переносящий аминогруппы, который использу-
ется для оценки стрессовой реакции, вызванной
изменением температуры, низким содержанием
кислорода, pH, аммиаком или тяжелыми метал-
лами [25]. Более того, ААТ связывает метаболизм
углеводов с метаболизмом аминокислот. У рыб
аминокислоты представляют собой один из ос-
новных субстратов для производства энергии, ко-
торый они получают либо с пищей, либо в резуль-
тате распада тканевых белков [26]. Белки также
могут стать источником энергии в стрессовых
условиях, предоставляя аминокислоты, которые
могут служить глюконеогенетическими или кето-
генными предшественниками. Трансаминирова-
ние или дезаминирование аминокислот облегчает
глюконеогенный путь. Производство энергии из
промежуточных продуктов трансаминирования и
дезаминирования происходит либо через цикл
Кребса, либо через окисление [27].

Таким образом, если продукт гена AqE участ-
вует в малат-аспартатном челноке, как альтерна-
тива МДГ, то его экспрессия должна быть согла-
сована с экспрессией генов других компонентов
системы. В настоящем исследовании мы наблю-
даем сопряженное изменение активности генов
лишь в нескольких случаях. Так, например, выяв-
лено синхронное повышение уровня активности
генов AqE и mdh2 в ходе раннего развития, отмечено
снижение активности AqE, aat1 и aat2 в мозге через
3 ч после гипоксии и в мышце в результате голода-
ния. Однако отмечено разнонаправленное измене-
ние экспрессии в печени, где в результате голода-
ния уровень активности AqE снизился, тогда как
уровень aat2 и mdh2 вырос. Следовательно, уча-
стие в малат-аспартатном челноке вызывает со-
мнения.

Малат-аспартатный челнок считается основ-
ным путем окисления NADH в тканях млекопи-
тающих, таких как печень и сердце [12]. Высокая
транскрипционная активность aat2 в печени и
сердце согласуется с этим фактом. Однако уста-
новленная нами тканеспецифичность экспрес-
сии гена AqE также ставит под сомнение участие
этого фермента в малат-аспартатном челноке.
Уровень активности AqE высок в печени, жабрах
и коже, тогда как в других тканях он низкий. Жаб-
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ры и кожа рыб участвуют в дыхании. Однако по-
мимо этого кожа и жабры обладают выделитель-
ной функцией, кроме того, постоянно соприкаса-
ются с внешней средой и имеют системы защиты
от внешних химических воздействий. Также и у
печени одной из важных функций является де-
токсикация организма [28, 29]. Поэтому вполне
вероятно, что функция белка, кодируемого AqE,
связана с выведением продуктов метаболизма. И
если фермент рыб, подобно СЛДГ архей, преоб-
разует сульфопируват в сульфолактат, а у эукари-
отических организмов нет известных метаболи-
ческих процессов использования сульфолактата
[6], то, возможно, он выводится из организма как
конечный продукт.

Работа проведена в рамках Государственного
задания ФИЦ ИнБЮМ “Функциональные, мета-
болические и токсикологические аспекты суще-
ствования гидробионтов и их популяций в биото-
пах с различным физико-химическим режимом”,
номер гос. регистрации 121041400077-1 и при фи-
нансовой поддержке РФФИ и города Севастопо-
ля в рамках научного проекта № 20-44-920006.
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Tissue Specificity of the AqE Gene Activity in the Yellow Croaker Larimichthys crocea
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The study of the diversity of metabolic pathways is an important aspect for understanding the evolutionary
relationships between metabolic pathways and their biochemical precursors. Recently, a sulfolactate dehy-
drogenase-like protein encoded in eukaryotes by the AqE gene, which remains highly conserved in teleosts,
has been described. However, the role of this enzyme in metabolism is still unknown. In this work, we studied
the transcriptional activity of the AqE gene, as well as other genes associated with energy exchange in the great
yellow croaker Larimichthys crocea. The quantitative analysis of expression showed the tissue-specificity of
the AqE gene activity in the yellow croak. The gene is active in the liver, skin, and gills. Based on the analysis
of gene expression in various organs and under the influence of stressful conditions, it is assumed that the en-
zyme encoded by the AqE gene is involved in the malate-aspartate shuttle or in the elimination of the final
metabolites (sulfolactate) from the organism.

Keywords: sulfolactate dehydrogenase, AqE, Larimichthys crocea, hypoxia, transcriptional activity.
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ЗНАЧИМОСТЬ МОДУЛЯ ТОКСИН–АНТИТОКСИН 
Mycolicibacterium smegmatis В УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБИОТИКАМ
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Системы токсин–антитоксин широко распространены у бактерий, включая такие патогены как
Mycobacterium tuberculosis. Возможные функции систем токсин–антитоксин у разных групп бакте-
рий могут быть различными и активно обсуждаются и уточняются в последние годы. Предметом на-
стоящего исследования является изучение функции генов модуля токсин–антитоксин vapBC2
M. smegmatis. Были получены и исследованы мутанты M. smegmatis с делецией модуля vapBC2 и
штамм с дополнительной копией гена токсина. Было показано, что экспрессия дополнительной ко-
пии гена токсина приводила к замедлению скорости роста, но не ингибировала его полностью. Эти
данные могут указывать на слабую РНКазную активность токсина. Обнаружено, что введение дополни-
тельной копии гена токсина приводит к повышению чувствительности M. smegmatis к воздействию
окислительного стресса. Инактивация модуля vapBC2 приводила к увеличению чувствительности к ка-
намицину. Введение дополнительной копии гена токсина с использованием интегративного вектора
pKW08-MCS-Int приводило к повышению чувствительности к канамицину, тетрациклину и эритро-
мицину. Определение точного механизма участия модуля vapBC2 в природной лекарственной
устойчивости/чувствительности является предметом наших дальнейших исследований.

Ключевые слова: Mycolicibacterium smegmatis, Mycobacterium tuberculosis, системы токсин–антитоксин,
устойчивость к антибиотикам, оксидативный стресс.
DOI: 10.31857/S0016675822050022

Системы токсин–антитоксин (ТА) представ-
ляют собой оперон, состоящий, как правило, из
двух генов, один из которых кодирует токсин, а
другой – его антагонист, антитоксин [1, 2]. Токсин
характеризуется высокой стабильностью, в отличие
от антитоксина, который лабилен и быстро разру-
шается при стрессовых воздействиях [3].

Системы токсин–антитоксин обнаружены в
геномах большинства видов бактерий и архей [4,
5]. В зависимости от механизма взаимодействия
токсина и антитоксина системы токсин–анти-
токсин делятся на восемь типов [6, 7]. Наиболее
распространенными и хорошо изученными явля-
ются системы токсин–антитоксин II типа, у ко-
торых взаимодействующие токсин и антитоксин
– белки [5]. Системы токсин–антитоксин играют
важную роль в регуляции роста и деления бакте-
риальных клеток [4, 8]. В нормальных условиях
роста антитоксин подавляет активность токсина
путем формирования с ним комплекса [9]. При
стрессовых воздействиях активируются клеточ-

ные протеазы, которые расщепляют белок анти-
токсина, что приводит к высвобождению и после-
дующей активации токсина [10]. Активный токсин
способен воздействовать на различные клеточные
процессы, среди которых – репликация, тран-
скрипция, трансляция, синтез клеточной стенки
[3] и деление клетки [2].

Активация систем ТА при воздействии стрес-
совых факторов среды может привести к переходу
бактерий из активной фазы роста в дормантное
(покоящееся) состояние, для которого характерно
выраженное замедление метаболических процес-
сов, а также практически полное прекращение кле-
точных делений [11–13]. В таком состоянии бакте-
риальные клетки становятся невосприимчивыми
(толерантными) к действию большинства извест-
ных антимикробных агентов [14]. Это является при-
чиной возникновения персистирующих форм па-
тогенных бактерий, которые при прекращении
стрессовых воздействий способны вернуться в
метаболически активное состояние, что приведет

УДК 579.258

ГЕНЕТИКА
МИКРООРГАНИЗМОВ

EDN: NFCNIZ



ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ЗНАЧИМОСТЬ МОДУЛЯ ТОКСИН–АНТИТОКСИН... 551

к реактивации заболевания [15]. Однако чрезмер-
ная активация систем токсин–антитоксин может
привести к накоплению высоких концентраций
токсина и, как следствие, к гибели бактериальной
клетки [7]. В связи с этим системы токсин–анти-
токсин рассматриваются в качестве одной из наи-
более перспективных биомишеней [16]. Системы
токсин–антитоксин участвуют в формировании
природной лекарственной устойчивости [10]. Кро-
ме того, системы ТА участвуют в формировании
приобретенной лекарственной устойчивости у па-
тогенных бактерий [2]. Также системы токсин–ан-
титоксин могут быть ассоциированы с шаперона-
ми. Существуют трехкомпонентные системы ток-
син–антитоксин, содержащие шаперон, который
связывается с антитоксином и защищает его от де-
градации в условиях стресса [17]. В некоторых си-
стемах токсин–антитоксин с шапероном взаимо-
действует токсин [18].

В геномах различных видов бактерий и архей
содержится разное число генов, кодирующих си-
стемы токсин–антитоксин [2]. Наибольшее чис-
ло модулей зафиксировано в геноме M. tuberculo-
sis – 88 [19]. У M. smegmatis – модельного объекта
для изучения молекулярной генетики возбудите-
ля туберкулеза M. tuberculosis – обнаружено пять
пар систем токсин–антитоксин II типа. Одна из
них – Msmeg_6760-6762 (VapBC2) была впервые
описана в 2016 г. Bajaj et al. [20]. Исследователями
были проведены биоинформатический и рентге-
ноструктурный анализы белка токсина
(Msmeg_6760, или VapC2) [20]. Система токсин–
антитоксин VapBC2 является вторым представи-
телем семейства VapBC у M. smegmatis с биоин-
форматически предсказанной функцией и со-
ставленной методом рентгеноструктурного ана-
лиза 3D-модели белка токсина. Интересен тот
факт, что помимо свойственного системам VapBC
PIN-домена и РНКазной активности VapC2, пред-
положительно, может регулировать активность ша-
перонного белка DnaK [16]. DnaK – один из глав-
ных шаперонных белков микобактерий [21]. Кро-
ме того, было обнаружено, что белки VapC2 и
VapB2 M. smegmatis являются структурными гомо-
логами белков M. tuberculosis – Rv2035 и Rv2034
соответственно. Показано, что гомолог антиток-
сина – Rv2034 активирует экспрессию оперона
dosR, который индуцирует переход бактерии в со-
стояние покоя (ключевой регулятор адаптации
M. tuberculosis к гипоксии при нахождении бакте-
рий внутри макрофагов). Поэтому наиболее высо-
кие уровни экспрессии оперона Rv2034–Rv2035 от-
мечаются у антибиотико-резистентных персисти-
рующих бактерий M. tuberculosis [22]. В связи с
вышеперечисленными особенностями данная
система токсин–антитоксин M. smegmatis пред-
ставляет особый интерес для изучения и понимания
возможных механизмов, лежащих в основе форми-
рования лекарственной устойчивости и толерант-

ности. В настоящей статье обсуждается предполага-
емая роль системы токсин–антитоксин VapBC2
M. smegmatis как компонента системы природной
лекарственной устойчивости, а также роль модуля
vapBC2 в ответе на окислительный стресс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы бактерий и условия инкубации

Клетки E. coli DH5α [23] выращивали в жид-
кой среде Лурия Бертани (LB) при 37°С с переме-
шиванием (200 rpm) и на агаризованной среде LB
(Amresco). Твердая среда содержала 2% агара.
Клетки M. smegmatis штамм mc2155 [24] выращи-
вали в жидкой среде Middlebrook 7H9 (Himedia) с
добавлением OADC (олеиновая кислота, альбу-
мин, декстроза, каталаза), 0.05% Tween 80, 0.4%
глицерина в жидкой среде Lemco-Tween. Состав
среды Lemco-Tween (на 1 л): 5 г пептона (Oxoid),
5 г LabLemco (Oxoid), 5 г NaCl, 0.05% Tween 80.
Для проведения окислительного стресса в среду
добавляли перекись водорода (H2O2) до достижения
конечной концентрации 0.5 мM. Трансформантов
M. smegmatis выращивали при T 37°С. Селективные
среды содержали канамицин (50 мкг/мл для E. coli,
20 мкг/мл для M. smegmatis), гигромицин (200
мкг/мл для E. coli, 50 мкг/мл для M. smegmatis), X-
gal (50 мкг/мл для E. coli и M. smegmatis), 10%-ный
раствор сахарозы.

Получение мутанта M. smegmatis,
несущего делецию модуля vapBC2

Для получения конструкции с модулем vapBC2
и фланкирующим его участком длиной около
1000 пн, геномная ДНК M. smegmatis mc2155 была
амплифицирована по праймерам MSMEG_6760-62
nF и MSMEG_6760-62 del R (левое плечо) и по
праймерам MSMEG_6760-62 del F и MSMEG_6760-
62 nR (правое плечо). Праймеры MSMEG_6760-62
del F и MSMEG_6760-62 del R содержат участки,
перекрывающиеся друг с другом, длиной 18 пн
(см. табл. 1).

Полученные фрагменты (левое и правое плечи)
использовали во втором этапе амплификации с
праймерами MSMEG_6760-62 nF и MSMEG_6760-
62 nR для получения ПЦР-продукта, содержащего
фланкирующие участки и модуль vapBC2, в кото-
ром 60% генов делетированы. Столь протяженная
делеция приводит к тому, что неизменным оста-
ется лишь небольшой участок с N-конца анти-
токсина (24 аминокислоты), в состав которого не
входят функционально значимые домены. Кроме
того, делеция приводит к сдвигу рамки считывания,
в результате которого образуется стоп-кодон, что
приводит к преждевременной терминации синтеза
белка, синтезируемого по остатку нуклеотидной
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последовательности гена токсина и к полной за-
мене аминокислот (рис. 1).

Значительную часть составляют несинонимич-
ные замены. Все вышеизложенное приводит к то-
му, что происходит потеря функциональной актив-
ности модуля даже без его полной делеции. Далее
была проведена очистка полученного ПЦР-про-
дукта методом вырезания из геля с использовани-
ем набора для выделения ДНК из агарозного геля
(Евроген). Далее было осуществлено клонирова-
ние полученной конструкции в плазмиду p2NIL
по сайтам рестрикции KpnI и HindIII (Fast digest,
Thermo Scientific, США). Для наработки получен-
ной конструкции осуществляли трансформацию
компетентных клеток E. coli (как уже было описа-
но ранее) с последующим выделением конструк-
ции. Оценка наличия целевой вставки нужной
длины проводилась методом ПЦР-скрининга ко-
лоний. Далее осуществлялось выделение целевой
конструкции с помощью набора для выделения
плазмидной ДНК (Евроген). После этого обраба-
тывали рестриктазой PacI (Thermo Scientific) полу-
ченную конструкцию и плазмиду pGOAL19. Дан-
ный этап необходим для вырезания из pGOAL19
дополнительного селективного маркера: кассеты
устойчивости к гигромицину длиной 2500 пн. Да-
лее с помощью Т4-ДНК-лигазы (Thermo Scientif-
ic) осуществлялось лигирование маркерной кас-
сеты, состоящей из гена устойчивости к гигроми-
цину (hygR), гена чувствительности к сахарозе
(sacB), гена (lacZ) для сине-белой селекции на
среде с X-gal, с плазмидой p2NIL, содержащей
модуль ТА, несущий делецию. Для наработки по-
лученной конструкции трансформировали ком-
петентные клетки E. coli с последующим выделе-
нием плазмидной ДНК. Для получения делеци-
онных мутантов осуществляли трансформацию

компетентных клеток M. smegmatis mc2155 кон-
струкцией с модулем vapBC2, несущим делецию.
Перед трансформацией конструкцию подвергали
УФ-облучению с длиной волны 250 нм в течение
45 с. Данный этап был необходим для получения
одноцепочечных разрывов в молекуле ДНК и ак-
тивации первого акта рекомбинации. Дальней-
ший отбор трансформантов M. smegmatis, несу-
щих делецию, осуществлялся по методике [25].

Клонирование гена токсина vapC2

Ген токсина M. smegmatis vapC2 был амплифи-
цирован с геномной ДНК M. smegmatis mc2155 по
праймерам, подобранным с помощью primer
BLAST (см. табл. 1). Оптимальная температура
отжига праймеров была подобрана с помощью
градиентной ПЦР на приборе Bio-Rad T100 (США).
Для амплификации использовали набор Tersus
Plus PCR kit (Евроген). Амплифицированный
фрагмент был клонирован в челночный интегра-
тивный вектор pKW08-MCS-Int [26, 27] по сайтам
рестрикции EcoRV и HindIII (Fast digest, Thermo
Scientific). Векторная плазмида pKW08-MCS-Int
является модификацией pKW08-Lx, в которую
добавлен полилинкер (множественный сайт кло-
нирования). Для лигирования использовали Т4-
ДНК-лигазу (Thermo Scientific). Полученными
конструкциями трансформировали компетент-
ные клетки E. coli по стандартной методике [28].
Данный этап необходим для наработки необходи-
мой конструкции, так как плазмида pKW08-MCS-
Int малокопийна. Из клеток E. coli конструкции со
вставкой гена vapC2 выделяли с помощью набора
для выделения плазмидной ДНК (Евроген). Полу-
ченные конструкции были трансформированы в

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Праймеры Название 5'–3'-последовательность

Использованные 
для клонирования

MSMEG_6760 F TTT TGA TAT CAT GCC CGT GAC CGA TGT GA
MSMEG_6760 R TTT TAA GCT TTC GAT GAT TAC ACC GCG GAC

Использованные
для мутагенеза

MSMEG_6760-62 nF TTT TAA GCT TTG CCC CCG GGA AAA TGG TGG
MSMEG_6760-62 nR TTT TGG TAC CCT GGG CCG TGC AAG GAC ACT
MSMEG_6760-62 del F CGA CAT CAT GAG AAG TAC GCC GGC TAC
MSMEG_6760-62 del R GTA CTT CTC ATG ATG TCG CGC CTC GTG

Использованные для ПЦР
в режиме реального времени

polA-F GGT CTG GTT GAA CGT CGT GTG GAT G
polA-R GCT GGA GAT GCC GAA GAC CAA GAA G
MSMEG_6760-6762 F GTG ACC GTG ATC GAC GAG GA
MSMEG_6760-6762 R CAG CTC GAT GAT TAC ACC GC
MSMEG_6762 F TTT TGA TAT CGT ACG TTG TGT GGG TGA CCG
MSMEG_6762 R TTT TAA GCT TTT CAC ATC GGT CAC GGG CAT
MSMEG_6760 F TTT TGA TAT CAT GCC CGT GAC CGA TGT GA
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компетентные клетки M. smegmatis mc2155 мето-
дом электропорации по методике [25].

Проведение транскрипционного анализа 
модуля vapBC2 M. smegmatis

После инкубации клетки M. smegmatis осажда-
ли центрифугированием (10 мин, 4000*g, 4°C),
добавляли Trizol (Invitrogen) и выделяли РНК по
методике [25]. Для удаления контаминирующей
геномной ДНК использовали ДНКазу I (TURBO
DNA-free™ Kit, Ambion) согласно рекомендациям
производителя. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили на приборе Thermal Cycler T 100
(Bio-Rad) с использованием набора iScript Select
cDNA Synthesis kit, следуя рекомендациям фир-
мы-производителя. Реакцию амплификации в
режиме реального времени осуществляли на при-
боре Bio-Rad CFX96, применяя набор iTaq Uni-
versal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) согласно
рекомендациям производителя. Была использо-

вана следующая программа амплификации: 95°C –
30 с, далее 40 циклов 95°C – 10 с, 65.2°C – 30 с,
затем – градиент температур плавления 65–95°C –
5 с. Праймеры для амплификации в режиме ре-
ального времени представлены в табл. 1. В каче-
стве референсного гена для нормализации уровня
экспрессии использовали ген polA (кодирует
ДНК-полимеразу I типа). Все эксперименты про-
водили в трех независимых повторах. Вычисле-
ние относительного нормализованного уровня
экспрессии модуля vapBC2 осуществляли по ме-
тоду ∆∆Cq [29].

Анализ скорости роста
M. smegmatis в жидкой среде

Для оценки скорости роста все штаммы
M. smegmatis инкубировали в среде Lemco-Tween
до OD600 = 1.5–1.8, после чего культуры разбавля-
ли свежей средой Lemco-Tween до OD600 ~ 0.05 и
инкубировали при 37°С и 250 rpm. В среду добавля-

Рис. 1. Нуклеотидная и аминокислотная последовательности модуля vapBC2 M. smegmatis до (а) и после (б) внесения
делеции. На рис. а цветом выделен делетированный участок, на рис. б цветом выделены аминокислоты, которые со-
хранились после делеции; аминокислоты, не выделенные цветом, изменились из-за сдвига рамки считывания в ре-
зультате делеции.
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ли гигромицин (селективный маркер, 50 мкг/мл) и
тетрациклин (индуктор транскрипции, 20 нг/мл).
Каждые 3 ч осуществляли измерение оптической
плотности. Общее время инкубации составляло 60 ч.

Определение минимальной ингибирующей 
концентрации антибиотиков (МИК)

Оценку величины МИК осуществляли в жидкой
среде с использованием 96-луночных планшетов с
низкоадгезивным покрытием. Были использованы
антибиотики класса аминогликозидов (канами-
цин), макролидов (эритромицин) и тетрациклинов
(тетрациклин). Инкубацию осуществляли до про-
явления видимого роста культуры. Анализ роста
штаммов осуществляли после 24, 48 и 72 ч инкуба-
ции. В качестве МИК рассматривалась наимень-
шая концентрация антибиотика, при которой от-
сутствовал видимый рост культуры.

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку данных проводили
с использованием метода ANOVA (дисперсион-
ный анализ). Показаны статистически значимые
отличия штаммов с делецией модуля vapBC2 и с
дополнительной копией гена vapC2 от штамма
дикого типа.

Постановка окислительного стресса

Клетки M. smegmatis выращивали в жидкой
среде Lemco-Tween-80 до OD600 ~ 1.0, после чего
культуру разбавляли в 100 раз свежей средой
Lemco-Tween-80 и инкубировали до OD600 ~ 0.3.
К штаммам M. smegmatis добавляли гигромицин
(50 мкг/мл) и тетрациклин (20 нг/мл). Затем к
культуре клеток M. smegmatis добавляли перекись
водорода до достижения конечной концентрации
0.5 мM. В качестве контроля использовали куль-
туру, в которую не добавляли перекись водорода.
В работе не были использованы более высокие
концентрации перекиси водорода в связи с выра-
женным бактерицидным эффектом, который на-
блюдался даже при кратковременной инкубации
при добавлении высоких концентраций перекиси
водорода. Далее осуществляли инкубацию 37°С и
250 rpm в течение двух часов. Более длительная
инкубация не является целесообразной, так как
происходит разрушение перекиси водорода. По-
сле 15 мин, 1 и 2 ч инкубации осуществляли изме-
рение оптической плотности и отбор проб для
приготовления разведений и последующего засе-
ва на агаризованную среду M290 для подсчета
числа колониеобразующих единиц (КОЕ).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение мутантных штаммов M. smegmatis
С помощью двустадийного ПЦР-мутагенеза

была получена делеция модуля vapBC2. Далее бы-
ло проведено получение делеционных мутантов
M. smegmatis по методике Parish, Brown (2009) [25].

Для получения штамма с дополнительной ко-
пией гена токсина ген vapC2 был клонирован в
челночный интегративный вектор pKW08-MCS-
Int. Таким образом, в исследовании использова-
ли штамм с дополнительной копией гена токсина
(2*vapC2), штамм дикого типа с пустой векторной
плазмидой (mc2155) и штамм с делецией модуля
vapBC2, несущий пустую плазмиду pKW08-MCS-
Int (∆vapBC2). Штаммы с пустыми плазмидами ис-
пользовали для более точного сопоставления ре-
зультатов.

Анализ транскрипционной активности
генов модуля vapBC2 в полученных штаммах

M. smegmatis методом ПЦР в реальном времени
Для того чтобы проверить наличие делеции

модуля vapBC2 в штамме ∆vapBC2 M. smegmatis и
экспрессии дополнительной копии гена токсина
в штамме 2*vapC2 M. smegmatis, методом ПЦР в
реальном времени была проанализирована тран-
скрипционная активность генов антитоксина
(vapB2), токсина (vapC2) и целого модуля vapBC2.
РНК была выделена из штамма дикого типа и
штаммов ∆vapBC2 и 2*vapC2 на поздней логариф-
мической стадии роста. Праймеры, использован-
ные для транскрипционного анализа, представле-
ны в табл. 1. Анализ транскрипционной активности
генов модуля показал двукратное повышение уров-
ня транскрипции гена vapC2 в штамме 2*vapC2
(рис. 2).

Кроме того, было показано отсутствие экспрес-
сии гена токсина в делеционном штамме M. smeg-
matis. Уровни экспрессии гена антитоксина при-
мерно одинаковы в штамме дикого типа и в штамме
с дополнительной копией гена токсина. При этом
ген антитоксина, так же, как и ген токсина, не экс-
прессируется в делеционном штамме M. smegmatis.

Таким образом, было показано, что дополни-
тельная копия гена токсина экспрессируется в
штамме 2*vapC2, однако его экспрессия не влия-
ет на транскрипционную активность гена анти-
токсина.

Анализ скорости роста штаммов M. smegmatis
Штаммы M. smegmatis с делецией модуля vapBC2,

с дополнительной копией гена токсина vapC2 и
штамм M. smegmatis дикого типа инкубировали в те-
чение 2.5 сут до достижения поздней стационарной
стадии роста. Каждые 3 ч осуществляли измере-
ние оптической плотности (OD600). По результа-
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там измерений была построена кривая роста. В
качестве контроля использовали штамм дикого
типа. Анализ кривых роста показал, что делеция
модуля vapBC2 приводила к замедлению роста
клеток M. smegmatis на поздней логарифмической
стадии роста (рис. 3). Статистическая значимость

полученных различий была проверена с помо-
щью критерия ANOVA.

Замедление скорости роста делеционного му-
танта в отсутствие стрессовых воздействий в со-
вокупности с наличием экспрессии модуля vapBC2
на поздней логарифмической стадии роста может

Рис. 2. Экспрессия генов модуля vapBC2 в штаммах M. smegmatis. Экспрессия нормализована относительно гена polA.
На диаграммах представлен относительный уровень экспрессии: а – по праймерам к модулю vapBC2, б – по прайме-
рам к гену антитоксина vapB2, в – по праймерам к гену токсина vapC2. Предел погрешности – стандартное отклоне-
ние. * – результаты, статистически достоверно отличающиеся от показателей штамма дикого типа, согласно статисти-
ческому критерию ANOVA. Под диаграммами представлены схемы, иллюстрирующие сайты посадки праймеров.
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указывать на возможное участие данной системы
ТА в переходе клеток M. smegmatis в стационар-
ную фазу роста. Вставка дополнительной копии
гена приводила к замедлению роста, начиная с
ранней логарифмической стадии роста до ранней
стационарной фазы роста (рис. 3).

Оценка минимальных ингибирующих
концентраций антибиотиков (МИК)

Для определения МИК были использованы
следующие антибиотики: эритромицин (макро-
лиды), канамицин (аминогликозиды) и тетра-
циклин (тетрациклины). Как было указано выше,
оценка МИК осуществлялась для трех штаммов
M. smegmatis: mc2155, 2*vapC2 и ∆vapBC2. Штамм
дикого типа (mc2155) использовали в качестве
контроля для остальных штаммов. Для определе-
ния динамики изменения МИК в процессе инку-
бации измерение МИК осуществлялось несколь-
ко раз: после 24, 48 и 72 ч инкубации (табл. 2).

Анализ полученных данных показал, что деле-
ция модуля vapBC2 приводила к снижению МИК
канамицина в 1.5 раза, но не влияла на МИК тет-
рациклина и эритромицина. Экспрессия допол-
нительной копии гена vapC2 приводила к 2–
4 кратному снижению МИК эритромицина, ка-
намицина и тетрациклина на протяжении 72 ч
инкубации с антибиотиками (табл. 2).

Анализ влияния модуля vapBC2 
на устойчивость к окислительному стрессу

Измерение оптической плотности культуры
M. smegmatis после 15 мин, 1 и 2 ч инкубации в
присутствии 0.5 мM перекиси водорода показало
отсутствие различий между штаммами с делецией
и вставкой дополнительной копии гена токсина
относительно контроля на протяжении всего пе-
риода инкубации (рис. 4).

Кроме того, отсутствует выраженное сниже-
ние оптической плотности культуры на протяже-
нии всего периода инкубации. Таким образом, ни

Рис. 3. Кривая роста культуры M. smegmatis штамма дикого типа mc2155, делеционного мутанта ∆vapBC2 и штамма с
дополнительной копией гена vapC2 M. smegmatis. Предел погрешности – стандартное отклонение. * – статистически
достоверные отличия от показателей штамма дикого типа, согласно критерию ANOVA.
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Таблица 2. Минимальные ингибирующие концентрации антибиотиков (мкг/мл) для штаммов M. smegmatis после
24, 48 и 72 ч инкубации

Примечание. Ery – эритромицин, Km – канамицин, Tet – тетрациклин. * – статистически достоверные отличия от показа-
телей штамма дикого типа, согласно критерию ANOVA.

Штамм
После 24 ч После 48 ч После 72 ч

Ery Km Tet Ery Km Tet Ery Km Tet

∆vapBC2 17.3 ± 4.6 0.07 ± 0.03 0.12 ± 0.03 34.7 ± 4.6 0.12 ± 0.03* 0.13 ± 0.03 34.7 ± 4.6 0.13 ± 0.06 0.13 ± 0.03

mc2155 16 ± 4 0.12 ± 0.02 0.13 ± 0.06 28 ± 6.9 0.18 ± 0.2 0.13 ± 0.03 32 ± 0.001 0.2 ± 0.001 0.15 ± 0.05

2*vapC2 7.33 ± 1.15* 0.03 ± 0.01* 0.04 ± 0.01 10 ± 2* 0.05 ± 0.006* 0.05 ± 0.001* 12.7 ± 3.05* 0.05 ± 0.006* 0.08 ± 0.03
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Рис. 4. Динамика изменения оптической плотности штаммов M. smegmatis в среде без перекиси водорода (а), в присут-
ствии 0.5 мM перекиси водорода (б). Предел погрешности – стандартное отклонение.
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делеция vapBC2, ни экспрессия дополнительной
копии гена vapC2 не влияют на скорость роста
культуры M. smegmatis в присутствии 0.5 мM H2O2.

Анализ выживаемости штаммов M. smegmatis в
условиях воздействия различных концентраций
перекиси водорода показал снижение выживае-
мости у всех исследуемых штаммов при воздей-
ствии окислительного стресса (рис. 5).

Показано, что вставка дополнительной копии
гена токсина приводит к повышению чувстви-
тельности клеток M. smegmatis к воздействию
окислительного стресса.

ОБСУЖДЕНИЕ

Одной из хорошо известных функций систем
токсин–антитоксин II типа является участие в
формировании лекарственной устойчивости. Для
исследований в настоящей работе использовали
M. smegmatis – достаточно популярную суррогат-
ную модель [30] для изучения отдельных проблем
молекулярной генетики возбудителя туберкулеза
M. tuberculosis. M. smegmatis содержит только пять
модулей токсин–антитоксин, один из которых
(vapBC2) является объектом настоящих исследо-
ваний. Его гомолог Rv2034-2035 в геноме M. tu-

berculosis играет важную роль в персистенции и
устойчивости к антибиотикам.

В данной работе введение дополнительной ко-
пии гена токсина приводило лишь к замедлению
роста при благоприятных условиях, но не к его
полному ингибированию. Это может указывать
на слабую РНКазную активность токсина, кото-
рая была предсказана in silico в более ранних рабо-
тах [20].

Результаты, полученные на штаммах M. smeg-
matis с делецией vapBC2 и с экспрессией дополни-
тельной копии гена vapC2, позволяют предполо-
жить об участии модуля vapBC2 в формировании
природной лекарственной устойчивости (чув-
ствительности) M. smegmatis. Введение дополни-
тельной копии гена токсина приводило к измене-
нию устойчивости к эритромицину, канамицину
и тетрациклину. Схема, описывающая предпола-
гаемые механизмы участия модуля vapBC2 в фор-
мировании природной лекарственной устойчи-
вости, представлена на рис. 6.

Природная лекарственная устойчивость обес-
печивается за счет сложной сети взаимодействий
между белками. Эта сеть включает в себя эффек-
торные белки, регуляторные белки и индукторы
[31]. Одним из важнейших транскрипционных
регуляторов является WhiB7. Он активируется в
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ответ на стрессовые воздействия различной при-
роды и участвует в регуляции экспрессии различ-
ных генов, в числе которых erm, eis, tap и оперон
dosR [32]. Оперон dosR играет важную роль в регу-
ляции перехода клеток в дормантное состояние.
В геноме M. smegmatis обнаружено 25 гомологов

оперона dosR [33]. Существуют различные пути
активации этого оперона. В частности, предпола-
гается, что одним из таких активаторов может
служить антитоксин VapB2 (у M. smegmatis) или
его гомолог Rv2035 у M. tuberculosis. Учитывая это,
на наш взгляд, наиболее вероятным механизмом

Рис. 5. Число колониеобразующих единиц M. smegmatis при инкубации в среде без перекиси водорода и в присутствии
0.5 мM перекиси водорода в различные периоды инкубации: в начальный момент времени (а), после 15-минутной ин-
кубации (б), после 1 ч инкубации (в), после 2 ч инкубации (г). Предел погрешности – стандартное отклонение. * – ста-
тистически достоверные отличия от показателей штамма дикого типа, согласно критерию ANOVA.
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Рис. 6. Предполагаемая роль модуля vapBC2 M. smegmatis в природной лекарственной устойчивости.
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влияния vapBC2 является его взаимодействие с
системой dosR.

На основании анализа доменной структуры
белка VapC2 можно предположить наличие взаи-
модействий между белками VapC2 и DnaK. DnaK
является главным шаперонным белком микобак-
терий, обеспечивающим фолдинг белков в услови-
ях стресса, включая воздействие антибиотиков.

Штамм M. smegmatis с дополнительной копией
гена токсина становится более чувствительным к
трем классам антибиотиков: аминогликозиды (ка-
намицин), тетрациклины (тетрациклин) и макро-
лиды (эритромицин). Такой широкий спектр из-
менения чувствительности указывает на то, что
VapC2, вероятно, взаимодействует с системами
транспорта антибиотиков. Наиболее распростра-
ненным способом защиты у патогенных микро-
организмов от проникающих внутрь клетки анти-
биотиков является их обратный транспорт, осу-
ществляемый клеточными транспортерами [31].
В физиологическом отношении функцией этих
белков является транспорт нутриентов, метаболи-
тов, токсинов или сигнальных молекул [34]. У ми-
кобактерий описано по меньшей мере 18 транспор-
теров. Все они обеспечивают фоновый уровень
устойчивости к антибиотикам [35]. Устойчивость
к тетрациклину у M. smegmatis обеспечивается за
счет белка TetV (рис. 6), который осуществляет
транспорт тетрациклина из бактериальной клет-
ки. Еще одним транспортером, обеспечивающим
устойчивость к тетрациклину и аминогликози-
дам, является белок Tap [35].

Другая немаловажная функция систем ток-
син–антитоксин II типа – участие в формировании
устойчивости бактериальной клетки на стрессовые
воздействия, в частности на оксидативный стресс,
вызываемый перекисью водорода [36]. Перекись
водорода H2O2 является одним из важных агентов
процессов в бактериальной клетке, приводящих к
повреждению липидных, белковых, мембранных
компонентов и ее ДНК и РНК и в конечном счете
к ее гибели [36]. В клетке существует целый набор
генов и их продуктов, обеспечивающих ее анти-
оксидантный потенциал [37, 38].

Показано, что введение дополнительной ко-
пии гена токсина приводит к повышению чув-
ствительности к воздействию 0.5 мM перекиси
водорода после 1 ч инкубации.

Сопоставление кривых, описывающих дина-
мику изменения оптической плотности и выжи-
ваемости штаммов M. smegmatis в условиях воз-
действия окислительного стресса, позволяет сде-
лать вывод о том, что при воздействии перекиси
водорода происходит не лизис клеток, а актива-
ция системы токсин–антитоксин и накопление
токсина, что приводит к переходу клеток в дор-
мантное состояние. Выход из дормантного состо-
яния осуществляется лишь в небольшом количе-

стве покоящихся клеток. Поэтому клетки после
воздействия перекиси водорода образуют мало
колоний на твердой среде.

Для более точного определения механизмов
участия модуля в формировании природной ле-
карственной устойчивости в дальнейших иссле-
дованиях будет проведен анализ транскриптома
M. smegmatis. Также в дальнейшей работе предпо-
лагается изучение механизмов активации шапе-
ронного белка DnaK.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 20-34-90124 от 20.08.2020.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Functional Significance of the TA Module vapBC2 of Mycolicibacterium smegmatis
for Antibiotic Resistance and Exposure to Oxidative Stress

N. I. Akimovaa, *, O. B. Bekkera, **, and V. N. Danilenkoa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: akimovanata@mail.ru
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Toxin–antitoxin systems are widespread among bacteria, including pathogens such as Mycobacterium tuber-
culosis. Since the functions of toxin–antitoxin systems vary among different groups of bacteria, they have
been actively discussed and amended in recent years. The aim of this study was to investigate the function of
the genes making up the toxin–antitoxin module vapBC2 M. smegmatis. We obtained M. smegmatis mutants
containing a deletion in the module vapBC2 and a strain containing an additional copy of the vapC2 toxin
gene. It was shown that the expression of an additional copy of the toxin gene slowed the growth rate, but did
not completely inhibit growth. These data may indicate a weak RNase activity of the toxin. The introduction
of an additional copy of the toxin gene has been shown to increase the sensitivity of M. smegmatis to oxidative
stress. Inactivation of the vapBC2 module resulted in an increase in susceptibility to kanamycin. Introduction
of an additional copy of the vapC2 toxin gene using an integrative vector pKW08-MCS-Int led to an increase
in sensitivity to kanamycin, tetracycline, and erythromycin. The role of VapBC2 in the system of intrinsic
drug resistance/sensitivity will be addressed in our future projects.

Keywords: Mycolicibacterium smegmatis, Mycobacterium tuberculosis, toxin–antitoxin systems, antibiotic re-
sistance, oxidative stress.
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В течение 35 лет, с 1984 по 2019 гг., в Южном Прибайкалье в пяти районах проведены наблюдения
за изменениями системы добавочных хромосом восточноазиатских (корейских) мышей (Apodemus
peninsulae). Количество и структура морфотипов дополнительных хромосом статистически остава-
лись постоянными. Анализ систем В-хромосом демонстрирует стабильность и низкую вариабель-
ность статистических показателей за 35-летний отрезок времени, а также отсутствие статистиче-
ских различий между выборками разных лет.

Ключевые слова: восточноазиатская (корейская) мышь, Apodemus peninsulae, добавочные или В-хро-
мосомы, вариабельность кариотипа.
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Многие исследования в области генетики вы-
явили и продолжают выявлять стабильность ви-
довых кариотипов большинства видов животных
и растений. Параллельно этим наблюдениям было
обнаружено, что микроэволюционные процессы в
популяциях некоторых видов формируют опреде-
ленные и не всегда стабильные полиморфные видо-
вые кариотипы [1]. Наиболее загадочным явлением
считается полиморфизм по так называемым допол-
нительным хромосомам, или В-хромосомам (Bs),
присутствующим, помимо основного набора хро-
мосом, в кариотипе многих видов. Например, по-
добный полиморфизм выявлен у 85 из 4380 ка-
риологически изученных видов млекопитающих
(1.9%), среди них чаще В-хромосомы встречают-
ся у видов отряда грызуны (Rodentia) [2]. Еще в
1974 г. B.Н. Орловым [1] была опубликована
сводка по полиморфизму В-хромосом для восьми
видов млекопитающих. Позже М. Вуйошевич с
соавт. [2] обобщили данные о В-хромосомах уже
для 85 видов млекопитающих. Дополнительные
сведения о млекопитающих с В-хромосомами
приведены в работах [3, 4 и др.]. Современные ис-
следования указывают на то, что добавочные хро-
мосомы функционально активны, по крайней
мере многие из них содержат гены, кодирующие
белки [2, 5–9]. Следовательно представления о

том, что В-хромосомы инертны можно считать
устаревшими. Однако понимание роли добавоч-
ных хромосом в жизнедеятельности клеток и тем
более в формировании адаптивных, в том числе
микроэволюционных, процессов еще далеко от
определенности. Добавочные хромосомы могут
быть не у всех особей тех видов, которых относят
к видам с В-хромосомами. На этом фоне извест-
ны виды, у которых практически все особи имеют
В-хромосомы, в частности это восточноазиат-
ские (корейские) мыши (Ароdemus peninsulae,
Thomas, 1906) [3, 4, 10–13].

У восточноазиатских мышей выявлен значи-
тельный полиморфизм по числу и морфотипам
В-хромосом в пределах всего обширного видово-
го ареала [4, 10, 11, 13, 14]. В кариотипе клеток
этих грызунов всегда присутствует основной А-на-
бор хромосом, состоящий из 48 акроцентриче-
ских хромосом. Дополнительные В-хромосомы
обнаружены в клетках практически всех мышей,
исследованных континентальных и островных
популяций (на данный момент известны лишь
популяции о. Сахалин и о. Стенина, представите-
ли которой не имеют Bs) [13]. Их количество мо-
жет быть разным и доходить до 30, таким образом
у этого вида встречаются особи, имеющие в клет-
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ках от 48 до 78 хромосом, при этом морфотипы
В-хромосом также могут существенно отличаться
[4, 13–15]. По размеру и морфологии В-хромосомы
группируются в пять классов: крупные метацентри-
ческие, средние метацентрические, мелкие мета-
центрические, мелкие акроцентрические и точеч-
ные, или микро-В-хромосомы. Почти у каждой
особи из сибирских популяций восточноазиат-
ских мышей эти классы В-хромосом образуют
индивидуальные комбинации, различающиеся
по их числу и соотношению морфотипов. На се-
годняшний день не ясны механизмы наследова-
ния добавочных хромосом. Учитывая тот факт,
что большинство комбинаций морфотипов пред-
ставлены уникальными наборами (64.7 ± 1.3%),
по крайней мере в выборке исследованных живот-
ных (598 особей), можно предположить случайный
характер наследования В-хромосом. Однако нужно
отметить и другое: в пределах всего ареала восточ-
ноазиатской мыши более 35% вариантов – это по-
вторяющиеся комбинации, и они чаще всего при-
ходятся на комбинации относительно некрупных
хромосом. Кроме этого установлено, что в популя-
циях доля животных с большим количеством
B-хромосом постепенно уменьшается, пропор-
ционально этому количеству. Одна из гипотез
объясняющая этот феномен связана с усложне-
нием процесса наследования большого количе-
ства крупных добавочных хромосом в клетках [4].

Можно предположить, что существенная из-
менчивость добавочных хромосом с их нерегу-
лярным наследованием, предположительным от-
сутствием гомологичности и аккумуляцией в
мейотических клетках [16, 17], вероятно приводят
к изменчивости и стохастичности их числа и мор-
фотипов в популяции мышей в различные годы.
Для проверки этой гипотезы необходимы ряды
многолетних наблюдений. На сегодняшний день
в научной литературе не так много публикаций,
оценивающих не только анализ временных ря-
дов, но и простую регистрацию динамики систем
В-хромосом в конкретных популяциях. Суще-
ствует лишь незначительное количество подоб-
ных исследований [11, 13, 17–21]. Эти работы де-
монстрируют разноплановость тенденций: как
вариабельность, так и постоянство систем В-хро-
мосом в конкретных популяциях. Это в свою оче-
редь требует дополнительных материалов и, же-
лательно, полученных за значительные проме-
жутки времени.

Цель настоящего исследования – определить
степень изменчивости популяционной структуры
вариантов системы добавочных хромосом во-
сточноазиатских (корейских) мышей (Apodemus
peninsulae) в Южном Прибайкалье за 35-летний
период наблюдений (1984–2019 гг.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Отловы восточноазиатских мышей в Южном

Прибайкалье осуществляли в разные годы. С 1984
по 2019 гг. – в пяти районах: пункт № 1 – окрестно-
сти г. Байкальск, Иркутской обл. (N 51°30′33.7′′
E 104°09′40.4′′); пункт № 2 – окрестности
пос. Выдрино, Кабанский р-н, Республика Буря-
тия (N 51°26′6.7′′ E 104°38′13.0′′); пункт № 3 –
окрестности пос. Танхой, Кабанский р-н, Рес-
публика Бурятия (N 51°29′18.5′′ E 104°50′57.0′′);
пункт № 4 – окрестности г. Бабушкин, Кабанский р-н,
Республика Бурятия (N 51°38′35.3′′ E 105°31′20.4′′);
пункт № 5 – окрестности пос. Иволгинск, Рес-
публика Бурятия (N 51°44′45.3′′ E 107°16′31.9′′)
(рис. 1).

В пределах 35-летнего периода мы выделили
три временных отрезка: 1984–1989 гг. (материалы
пунктов № 1, 4, 5), 2002–2003 гг. (№ 2, 3) и 2019 г.
(№ 1, 2, 3, 4).

Расстояния между пунктами отловов составля-
ют 20–70 км, между крайними точками – 200 км.
Они располагаются на территории, где отсутству-
ют природные или техногенные преграды для пе-
ремещения мышей, что позволяет считать этот
район географически единым.

Исследования характеристик популяционных
систем добавочных хромосом в этой сейсмически
активной зоне Южного Прибайкалья и в зоне
аэропромвыбросов целлюлозно-бумажного ком-
бината г. Байкальска (функционировал до 2013 г.),
проведенные на начальном этапе, в 1984–2003 гг.,
отражены в наших предыдущих работах, там же
приведены кариотипы мышей [22–24].

В 2019 г. дополнительно изучены кариотипы
42 особей Apodemus peninsulae, отловленных в
окрестностях г. Байкальск, пос. Выдрино,
пос. Танхой, и пос. Бабушкин (табл. 1).

Хромосомные препараты готовили прямым
методом из клеток костного мозга с предвари-
тельным введением внутрибрюшинно 0.5 мл
0.04% раствора колхицина [1]. Для характеристи-
ки кариотипа каждого животного мы использова-
ли анализ не менее чем 20 метафазных пластинок.

В настоящей работе нами использована систе-
ма классификации В-хромосом (Bs) и формула их
цифрового кодирования по Ю.М. Борисову [22,
23]. В табл. 1 отображены формулы кодирования
добавочных хромосом мышей, отловленных в
2019 г. в районе исследования. В формуле первая
цифра обозначает количество крупных двуплечих
хромосом, равных по размерам 1–8 парам А-хро-
мосом (I класс). Вторая цифра обозначает коли-
чество хромосом II класса (двуплечих, средних
размеров, равных 17–23 парам А-хромосом); тре-
тья – количество хромосом III класса (также ме-
тацентрических, мелких, равных по размерам 17–
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Рис. 1. Пункты отлова Apodemus peninsulae в Южном Прибайкалье. 1 – окрестности г. Байкальск, Иркутской обл.; 2 –
окрестности пос. Выдрино, Кабанский р-н, Республика Бурятия; 3 – окрестности пос. Танхой, Кабанский р-н, Рес-
публика Бурятия; 4 – окрестности г. Бабушкин, Кабанский р-н, Республика Бурятия; 5 – окрестности поселка Ивол-
гинск, Республика Бурятия.
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23 парам А-хромосом); четвертая ‒ количество
хромосом IV класса (акроцентрических, мелких,
равных 17–23 парам А-хромосом); пятая цифра ‒
количество микро-В-хромосом V класса. Послед-
ние настолько мелкие, что определить положение

центромеры не представляется возможным. На
рис. 2 показаны метафазные пластинки Apodemus
peninsulae из трех пунктов отлова: Байкальск
(№ 13, табл. 1); Выдрино (№ 27, табл. 1); Бабуш-
кин (№ 34, табл. 1).

Рис. 2. Метафазные пластинки Apodemus peninsulae. а – Байкальск (№ 13, табл. 1), б – Выдрино (№ 27, табл. 1), в – Ба-
бушкин (№ 34, табл. 1).

а б в
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Таблица 1. Формулы изменчивости вариантов системы B-хромосом (Bs) восточноазиатских (корейских) мышей
Южного Прибайкалья (2019 г.)

№ 
п/п Пол

Количество хромосом
Формула вариантов Вs Пункт отлова

(2n = 48) + Bs Вs
1 ♀ 53 5 0.1.0.0.04 Окр. г. Байкальска
2 ♀ 56 8 0.1.1.0.06 То же
3 ♂ 55 7 0.1.2.0.04 »
4 ♂ 53 5 0.2.0.0.03 »
5 ♂ 55 7 0.1.1.0.05 »
6 ♀ 56 8 0.1.0.0.07 »
7 ♀ 59 11 0.1.1.0.09 »
8 ♀ 59 11 0.1.0.0.10 »
9 ♂ 60 12 0.1.0.0.11 »

10 ♀ 60 12 0.0.0.0.12 »
11 ♀ 60 12 0.2.1.0.09 »
12 ♀ 61 13 0.1.1.0.11 »
13 ♀ 55 7 0.1.1.0.05 »
14 ♂ 57 9 0.0.2.0.07 »
15 ♂ 58 10 0.1.1.0.08 »
16 ♀ 58 10 0.1.0.0.09 »
17 ♂ 58 10 0.2.0.0.08 »
18 ♀ 59 11 0.0.3.0.08 »
19 ♂ 59 11 0.0.3.0.08 »
20 ♀ 59 11 0.1.1.0.09 »
21 ♀ 54 6 0.2.3.0.01 »
22 ♀ 60 12 0.2.0.0.10 »
23 ♂ 60 12 0.2.0.0.10 »
24 ♀ 52 4 0.1.1.0.02 Окр. пос. Танхой
25 ♂ 52 4 0.3.0.0.01 То же
26 ♀ 59 11 0.2.1.0.08 Окр. пос. Выдрино
27 ♂ 56 8 0.2.0.0.06 То же
28 ♀ 54 6 0.0.1.0.05 Окр. пос. Танхой
29 ♂ 57 9 0.0.1.0.08 То же
30 ♂ 58 10 0.0.1.0.09 »
31 ♀ 56 8 1.0.0.1.06 »
32 ♀ 54 6 0.1.0.0.05 »
33 ♂ 59 11 0.1.1.0.09 »
34 ♀ 54 6 0.1.1.0.04 Окр. пос. Бабушкин
35 ♀ 55 7 0.2.0.0.05 То же
36 ♂ 55 7 0.1.1.0.05 »
37 ♀ 57 9 0.2.1.0.06 »
38 ♂ 59 11 0.1.0.0.10 »
39 ♂ 59 11 0.0.1.0.10 »
40 ♂ 59 11 0.1.0.0.10 »
41 ♀ 60 12 0.1.1.0.10 »
42 ♂ 61 13 0.1.1.0.11 »

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Дополнительные хромосомы обнаружены у

всех представителей восточноазиатских мышей,
обитающих в Южном Прибайкалье. Их число в
клетках мышей варьирует от 4 до 13, в то время
как в границах всего ареала наблюдаются пре-
дельные вариации от 0 (о. Сахалин) до 30 допол-

нительных хромосом (Средняя Сибирь) в клетках
конкретного зверька [4]. Таким образом, исследуе-
мую популяцию можно отнести к популяциям,
представители которых имеют умеренное содержа-
ние добавочных хромосом. Это же подтверждается
показателем “индекс условной массы В-хромосом”
(см. ниже). Напомним, что избыточное содержание
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В-хромосом (предположительно) усложняет их на-
следование.

До сих пор нет ясности, от каких факторов за-
висит то или иное количество дополнительных
хромосом в клетках животных, при том, что ос-
новной набор из 48 хромосом у этого вида остает-
ся неизменным. В многочисленных работах по-
казано разнообразие сочетаний В-хромосом пяти
классов [4, 12, 16, 17, 26]. Таким образом, вариа-
бельность сочетаний пяти классов добавочных
хромосом носит индивидуальный характер, одна-
ко определенные закономерности распределения
В-хромосом в пределах географических популя-
циях восточноазиатских мышей все-таки выявле-
ны [4, 13, 19, 22, 23].

За 35 лет наблюдений в Южном Прибайкалье
фиксируется удивительная стабильность основ-
ных показателей системы B-хромосом у корей-
ских мышей. Среднее число В-хромосом на всем
протяжении наблюдений оставалось статистиче-
ски постоянной величиной, находясь в пределах
от 8.11 ± 0.9 до 9.14 ± 0.4, без достоверных отли-
чий, р ≥ 0.28 (рис. 3, табл. 2). Дисперсионный ана-
лиз (ANOVA) также не подтверждает различие
дисперсий (F(2; 81) = 0.55; p = 0.57).

Структура морфотипов дополнительных хро-
мосом за 35 лет наблюдения практически не ме-
нялась. Отсутствуют достоверные отличия, как
долей типов хромосом, так и общего распределе-
ния, рассчитанного методом χ2 и через индекс
сходства распределений Животовского [25]. У
зверьков всегда преобладают точечные минихро-
мосомы (72–76% от всех Bs). Их реальное количе-
ство колебалось от 0 до 12, однако среднее значе-
ние было стабильным, 6–7 хромосом в клетке
(табл. 2). Вторые позиции занимали средние
(14‒19%) и мелкие (около 10%) метацентриче-
ские хромосомы, их среднее количество также
было стабильным и не имело статистических от-
личий в разные годы наблюдений. А вот крупные
метацентрики и акросомы встречаются в данной
популяции редко и нерегулярно (0–1 хромосома
на клетку), причем эта особенность никак не ме-
нялась с течением времени.

Г.В. Рослик и И.В. Картавцева ввели удобный
показатель, индекс условной массы В-хромосом
или индекс Bs, который в целом характеризует
весь массив дополнительных хромосом в клетке
[26]. Чем он выше, тем “массивнее” этот набор. В
Южном Прибайкалье индекс Bs у восточноазиат-

Рис. 3. Динамика статистических показателей среднего количества дополнительных хромосом (Bs) в популяциях
Apodemus peninsulae Южного Прибайкалья (1984–2019 гг.).

M ± SE

1984–1989 2002–2003 2019
5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

10.0

10.5

К
ол

ич
ес

тв
о 

B
s

M ± 0.95 × доверительный интервал



ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

СТАБИЛЬНОСТЬ ПОПУЛЯЦИОННОЙ СИСТЕМЫ В-ХРОМОСОМ 567

ских мышей в течение 35 лет наблюдений стаби-
лен и статистически не изменяется (рис. 4). Здесь
необходимо отметить, что в пределах обширного
ареала вида, в разных популяциях, этот показа-
тель достаточно изменчив и принимает значение
от 3 до 23 [4, 26]. В исследуемом регионе индекс
Bs изменялся от 6 до 17, с незначительными пока-
зателями коэффициента вариации (табл. 3) и от-
сутствием достоверных отличий выборок разных
лет (критерий Краскела–Уоллиса H(2; 84) = 0.81,
p = 0.67).

Анализ систем добавочных хромосом 84 осо-
бей A. peninsulae из Южного Прибайкалья пока-
зывает наличие умеренного (в сравнении с други-
ми популяциями) разнообразия вариантов соче-
таний В-хромосом, встречающихся у зверьков, их
оказалось 46 (в пределах всего ареала на данный
момент установлено 292 варианта комбинаций).
При этом уникальных наборов В-хромосом (ин-
декс уникальности Bs), встречающихся едино-
жды в пределах всего ареала, только 4.1 ± 0.76%
(для выборки из 598 мышей со всего ареала этот
показатель существенно выше ‒ 64.7 ± 1.3%) [4].

Если рассмотреть долю мышей, которая обла-
дает уникальными, не встречающимися в других
местах ареала, наборами В-хромосом, то она
опять же небольшая и составляет всего 14.3% от
всех особей популяции Южного Прибайкалья,
остальные зверьки имеют наборы, которые уже
отмечены нами у других мышей либо этих, либо
иных популяций. Нужно обратить внимание на
то, что для всего ареала этот показатель суще-
ственно выше ‒ почти треть из всех исследованных
зверьков (31%) восточноазиатских мышей имеет
уникальные наборы В-хромосом. Таким образом,
относительно высокая повторяемость комбина-
ций наборов В-хромосом у мышей на юге Бай-
кальского побережья, может говорить о более
слабом влиянии случайных факторов в формиро-
вании этих комбинаций.

Конкретные наборы В-хромосом, отмеченные
для мышей Южного Прибайкалья, встречаются у
особей разных популяций, однако подавляющее
большинство из них – это либо внутрипопуляци-
онные комбинации, либо встречающиеся в со-
седних популяциях Бурятии, Монголии, а также

Таблица 2. Статистические показатели изменчивости вариантов системы B-хромосом у восточноазиатских мы-
шей Южного Прибайкалья

Примечание. Строка над чертой – M ± SE, строка под чертой – min–max, n – объем выборки.

Количество хромосом
Годы

1984‒1989 2002‒2003 2019

Bs

Крупные метахромосомы 0.0

Средние метахромосомы

Мелкие метахромосомы

Акросомы 0.0

Точечные (микро) хромосомы

9.00 0.49
4 13, 33n

±
− =

8.11 0.90
4 11, 9n

±
− =

9.14 0.40
4 13, 42n

±
− =

0.11 0.11
0 1, 9n

±
− =

0.02 0.02
0 1, 42n

±
− =

1.09 0.14
0 2, 33n

±
− =

1.00 0.41
0 3, 9n

±
− =

1.07 0.12
0 3, 42n

±
− =

0.82 0.17
0 3, 33n

±
− =

0.67 0.24
0 2, 9n

±
− =

0.79 0.13
0 3, 42n

±
− =

0.11 0.11
0 1, 9n

±
− =

0.02 0.02
0 1, 42n

±
− =

7.09 0.55
0 12, 33n

±
− =

6.22 0.98
1 9, 9n

±
− =

7.24 0.44
1 12, 42n

±
− =

Таблица 3. Статистические показатели изменчивости индекса Bs восточноазиатских мышей Южного Прибайка-
лья

Годы
Показатели

объем 
выборки (n) M Min Max Std. Dev. Coef. Var., % SE

1984–1989 33 12.0 6 17 2.83 23.57 0.49
2002–2003 9 11.2 7 15 2.73 24.31 0.91
2019 42 12.2 7 17 2.65 21.78 0.41
Всего 84 12.0 6 17 2.71 22.59 0.29
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Центральной Сибири и западных популяций
(Новосибирская и Кемеровская обл.), реже Север-
ного Китая и Японии (о. Хоккайдо). Любопытно,
что ни разу не были отмечены сходные наборы
В-хромосом у зверьков популяций противополож-
ного берега Байкала (Западного и Северного При-
байкалья) и Приморья.

Таким образом, анализ систем В-хромосом в
популяции восточноазиатской мыши Южного
Прибайкалье показывает стабильность и низкую
вариабельность статистических показателей за
35-летний отрезок времени, а также отсутствие
статистических различий между выборками раз-
ных лет.

Авторы выражают благодарность М.Ю. Борисову,
М.В. Борисовой, В.А. Хотилович и И.В. Онищук
за оказанную помощь в отлове грызунов.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Stability of the Population System of B Chromosomes of the Korean Field Mouse 
Apodemus peninsulae (Mammalia, Rodentia) in the Southern Baikal Region: 

35 Years of Observations

I. A. Zhigareva, *, I. A. Kryshchukb, **, Z. Z. Borisovac, and Yu. M. Borisovc
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For 35 years 1984–2019 in the southern Baikal region were made observations of changes in the system of
additional chromosomes of Korean field mouse (Apodemus peninsulae) in five regions. The number and
structure of morphotypes of additional chromosomes remained statistically constant. Analysis of B chromo-
some systems demonstrates stability and low variability of statistical indicators over a 35-year period, as well
as the lack of statistical differences between samples of different years.

Keywords: Korean field mouse, Apodemus peninsulae, B chromosomes, Вs, karyotype variability.
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Представлены первые данные о генетической структуре даурского журавля Antigone vipio – редкого
мигрирующего вида птиц Северо-Восточной Азии. С использованием семи полиморфных микро-
сателлитных локусов и секвенирования полной последовательности контрольного региона мтДНК
(1132 пн) установлена генетическая гомогенность пространственно разобщенных западной и во-
сточной популяций, использующих разные пролетные пути. Обнаруженные высокие уровни на-
блюдаемой (HO = 0.696 ± 0.033) и ожидаемой (HE = 0.707 ± 0.037) гетерозиготности и гаплотипиче-
ского разнообразия (Hd = 0.973) даурского журавля сопоставимы с этими показателями у широко-
ареальных видов журавлей с большой численностью. Отсутствие генетической дифференциации по
микросателлитным локусам (FST = 0.013, P = 0.369) и низкий уровень генетических различий по
контрольному региону (FST = 0.041, P = 0.05), невыраженность внутривидовой пространственной
структурированности даурского журавля по гаплотипам и индивидуальным многолокусным гено-
типам могут быть обусловлены отсутствием репродуктивной изоляции между особями из разных
популяций и изменениями миграционных маршрутов неполовозрелыми птицами.

Ключевые слова: Gruidae, генетическая изменчивость, генетическая дифференциация, микросател-
литные локусы, контрольный регион, Россия.
DOI: 10.31857/S001667582205006X

Даурский журавль Antigone vipio Pallas, 1881 –
редкий в мировом масштабе вид птиц, занесенный
в категорию уязвимых Красного списка Между-
народного союза охраны природы [1]. Гнездовая
часть его ареала приурочена к водно-болотным
биотопам степной и лесостепной зон в бассейне
Амура на территории России, Монголии и Китая
[2, 3]. В видовой структуре даурского журавля вы-
деляют западную и восточную популяции, ис-
пользующие разные места гнездования и зимовки
и соответственно разные пролетные пути. Птицы
западной популяции гнездятся в России (на юго-
востоке Забайкальского края) и Монголии и ча-

стично на сопредельных территориях Китая, а зи-
муют в Китае на озере Поянг. Птицы из восточной
популяции гнездятся на Дальнем Востоке России
(на юге Амурской области, Еврейской АО, Хаба-
ровского края и в Приморье) и в Северо-Восточ-
ном Китае, а зимуют в Японии и демилитаризо-
ванной зоне Корейского полуострова [3] (рис. 1).

Глобальная численность даурского журавля
оценивается в 7000–7800 особей [3]. На долю за-
падной популяции приходится 500–1000 птиц,
она сократилась в 4 раза за последние 20 лет; тогда
как в восточной популяции насчитывают 6200–
6500 особей и ее численность продолжает увеличи-

УДК 575.174.015.3:598.241.2

ГЕНЕТИКА
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ваться [3, 4]. Такие изменения могут объясняться
как снижением уровня воспроизводства западной
популяции в связи с многолетней засухой, так и ве-
роятным оттоком даурских журавлей в восточную
часть ареала и оттуда на восточные зимовки, став-
шие более привлекательными благодаря практику-
емой там искусственной подкормке. Тренды внут-
ригнездовых ареалов популяций на территории
России в последние 20–25 лет также разнонаправле-
ны: местообитания и численность западной популя-
ции значительно сократились, а восточной – суще-

ственно увеличились. Общая современная числен-
ность даурского журавля в России составляет около
610 территориальных пар (90 – в западной попу-
ляции, 520 – в восточной), а с учетом негнездя-
щихся птиц – около 2200 особей [5].

Географическая разобщенность двух популяций
A. vipio может способствовать их генетической диф-
ференциации, так же как снижение численности
западной и рост восточной группировки могут
отражаться на их генетическом разнообразии.
Никогда ранее популяционно-генетические ра-

Рис. 1. Ареал даурского журавля [3] и места происхождения изучаемых птиц: 1 – западная популяция; 2 – восточная
популяция (север); 3 – восточная популяция (юг).
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боты по изучению видовой структуры даурского
журавля не проводились ни в одной из стран, где он
обитает. Наше исследование представляет первые
данные о генетической структуре этого вида c
территории России.

Цель работы – анализ генетической изменчи-
вости и дифференциации западной и восточной
популяций даурского журавля в России по дан-
ным ядерных микросателлитных локусов и секве-
нирования контрольного региона митохондри-
альной ДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Биологический материал

В качестве биологического материала исполь-
зовали индивидуальные образцы от 51 даурского
журавля из мест гнездования западной (20 осо-
бей) и восточной (31 особь) популяций (рис. 1). В
западной популяции образцы (растущие покров-
ные перья из оперения груди) были получены от
птенцов 1–1.5-месячного возраста во время их
мечения кольцами и передатчиками в Ононском,
Агинском и Борзинском районах Забайкальского
края (разрешения Росприроднадзора № 50 от
30.06.2015, № 44 от 27.04.2016 и № 7 от 07.02.2019),
а также от взрослых птиц, происходящих из при-
роды юго-востока Забайкалья и содержащихся в
Питомнике редких видов журавлей Окского запо-
ведника (кровь, взятая во время плановых диспан-
серизаций). Также использовали линные перья с
гнездовых участков даурского журавля в Забайка-
лье. В восточной популяции источником для выде-
ления ДНК служили линные перья и подскорлупо-
вые оболочки (аллантоисы) с гнездовых участков
A. vipio в Тамбовском районе Амурской области,
конфискат добытых браконьерами особей из
Спасского района Приморского края (мышечные
ткани) и полученная во время плановых диспан-
серизаций кровь птиц природного происхожде-
ния (Архаринский район Амурской области), со-
держащихся на Станции редких видов журавлей
Хинганского заповедника и в Питомнике редких
видов журавлей Окского заповедника.

Выделение ДНК
Экстракцию ДНК из линных перьев проводи-

ли с помощью набора для выделения ДНК
innuPREP Forensic Kit (Analytik Jena, Германия),
из растущих перьев и крови – с применением на-
бора DIAtom™ DNAPrep100 Kit (ООО “Лаборато-
рия Изоген”, Россия) по протоколам производите-
лей. Полученную геномную ДНК разводили до
концентрации 50–100 нг/мкл (Qubit 2.0, Termo
Fisher Scientific, США) и использовали для после-
дующей амплификации микросателлитных фраг-
ментов ядерной ДНК и контрольного региона
митохондриальной ДНК (мтДНК) методом ПЦР.

Микросателлитный анализ
Поскольку специфические ядерные микроса-

теллитные локусы для даурского журавля не раз-
работаны, мы провели тестирование более чем 20
пар праймеров для микросателлитов, охарактери-
зованных у других видов журавлей. В результате мы
отобрали семь локусов, подходящих для наших це-
лей и полиморфных у A. vipio: Gram22, Gram30 [6],
Gpa12, Gpa38, Gpa39 [7] и Gj4066, Gj2298 [8] (табл. 1).
ПЦР проводили с помощью набора реагентов
GenPak PCR Core (OOO “Лаборатория Изоген”)
согласно рекомендациям производителя по ре-
жимам отжига праймеров из первоисточников
[6–8] на приборе Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-
Rad, США). Для определения длин амплифици-
рованных фрагментов проводили вертикальный
электрофорез в 6%-ном полиакриламидном геле
в трис-ЭДТА-боратной буферной системе с ис-
пользованием камер модели VE-20 (ООО “Компа-
ния Хеликон”, Россия). Окрашенные бромистым
этидием ПЦР-продукты на геле визуализировали
УФ-светом в системе гель-регистрации Kodak Edas
290 (США). Размеры полученных фрагментов ДНК
(аллелей микросателлитных локусов) определяли с
помощью программы GelAnalyzer 19.1 [9].

Секвенирование контрольного региона мтДНК
Амплификацию всего контрольного региона

размером 1132 пн осуществляли с использовани-
ем прямого LC16575 (5'-ACA AAA GAA ACC CCC
AAA CTC A-3') и обратного HC01342 (5'-AAG AAT
TCT GCG GAT ACT TGC ATG T-3') [10] праймеров
по следующему протоколу: первичная денатурация
3 мин при 94°C, затем 29 циклов амплификации,
включающих денатурацию при 94°C – 45 с, отжиг
праймеров при 58°C – 1 мин и элонгацию при
72°C – 1 мин, и финальная элонгация 10 мин при
72°C. Так же, как и в случае микросателлитных
локусов, ПЦР контрольного региона проводили с
помощью реагентов GenPak PCR Core. Фрагмен-
ты амплификации проверяли на электрофорезе в
1.5%-ном агарозном геле и секвенировали в пря-
мом и обратном направлениях на генетическом
анализаторе ABI 3130 (Applied Biosystems, США) в
ЗАО Евроген (Москва, Россия). Нуклеотидные
последовательности идентифицированных гап-
лотипов были депонированы в Генбанк под но-
мерами MN929113–MN929130.

Статистический анализ
Расчеты параметров внутрипопуляционного

разнообразия, соответствия распределения гено-
типов микросателлитных локусов согласно равно-
весию Харди–Вайнберга, F-статистик межпопуля-
ционной генетической дифференциации, потока
генов (Nm) и анализ молекулярной дисперсии
(AMOVA) проводили с помощью надстройки для
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электронной таблицы MS Excel–GenAlEx 6.5 [11].
Для выявления популяционной структуры ис-
пользовали алгоритм байесовской кластеризации
в программе STRUCTURE 2.3.4 [12]. Оценку ве-
роятного числа генетических кластеров К по ме-
тоду Эванно, структуризацию и визуализацию ре-
зультатов осуществляли в CLUMPAK [13]. Для
каждого предполагаемого значения K (от 2 до 4)
проводили пять независимых повторов симуляций с
100000 итерациями и предшествующим периодом
разогрева в 10000 итераций. В расчетах использова-
ли опции популяционной привязки данных
LOCPRIOR = 1, смешанную модель (admixture
model) и независимые частоты аллелей между вы-
борками. Для кластеризации индивидуальных
многолокусных генотипов по методу главных
компонент (Principal Component Analysis, PCA)
пользовались пакетами adegenet [14] и ggplot2 [15]
в RStudio 2021.09.1.372 [16] на основе R 4.1.2 [17].
Выравнивание, редактирование и сборку сиквен-
сов после прямого и обратного прочтений прово-
дили относительно друг друга и единственного
референса из Генбанка (FJ769852) по алгоритму
MAFFT [18] в программе Geneious 9.1.8 [19]. Гап-
лотипическое и нуклеотидное разнообразие, по-
парные сравнения нуклеотидных различий, те-
сты селективной нейтральности Таджимы, Фу и
Ли, число мигрантов на поколение (Nm) и коэффи-
циент генетической дифференциации FST рассчи-
тывали в программе DnaSP 6.11.01 [20]. Сеть гапло-
типов была построена по TCS-алгоритму [21] в Po-
pART 1.7 [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Генетическая изменчивость и дифференциация
по микросателлитным локусам

В совокупной выборке (51 особь) даурских жу-
равлей по семи полиморфным локусам иденти-

фицировано от 2 (Gj2298) до 10 (Gram30) аллелей
(табл. 1). Общее число аллелей составило 43. Пять
локусов находились в равновесном состоянии ге-
нотипов согласно закону Харди–Вайнберга, а по
двум наблюдались отклонения, значимые на
уровне вероятности менее 0.05%, в сторону недо-
статка (по Gj4066) и избытка (по Gj2298) гетерози-
гот. Значения наблюдаемой (HO) и ожидаемой
(HE) гетерозиготности варьировали от наименьших
по локусу Gj2298 (HO = 0.510, HЕ = 0.398) до наи-
больших по локусу Gpa12 (HO = 0.843, HЕ = 0.841).

Среднее число аллелей на локус для обеих по-
пуляций составило 5.8, уровни гетерозиготности
в среднем оказались высокими: HO = 0.696 ± 0.033,
HЕ = 0.707 ± 0.037. Несмещенные оценки ожида-
емой гетерозиготности (uHE) в обеих популяциях
были близкими (табл. 2). Из 43 аллелей общими для
западной и восточной популяций оказались 38; уни-
кальные аллели обнаружены только в восточной по-
пуляции (Gram30190, Gram30194, Gpa12202, Gpa39100 и
Gpa39108).

Значения коэффициента инбридинга FIS ука-
зывают на небольшой избыток гетерозигот в за-
падной популяции (2.9%) и небольшой их недо-
статок в восточной (1.7%), однако в целом для вида
этот показатель был близок к нулю (FIS = –0.006).
Межпопуляционная генетическая дифференциа-
ция даурского журавля по микросателлитным ло-
кусам оказалась низкой и достоверно не отлича-
лась от нуля (FST = 0.013, P = 0.369, несмещeнная
оценка GST = 0.001, P = 0.359) (табл. 2). По данным
AMOVA 96% генетической изменчивости вида
сосредоточено внутри особей и 4% – между ними.
Поток генов (Nm) между западной и восточной
популяциями A. vipio измерялся 29.09 мигранта-
ми на поколение.

Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов у даурского журавля

Примечание. A – число аллелей; HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозиготность; ns – недостоверное
отклонение от равновесия Харди–Вайнберга; * – достоверность при P < 0.05.

Локус Мотив A Аллели HO HE
Равновесие 

Харди–Вайнберга

Gram22 (AAAC)9 6 160, 164, 168, 172, 176, 180 0.627 0.753 ns

Gram30 (AAGG)7 10 158, 162, 166, 170, 174, 178, 182, 186, 190, 194 0.745 0.796 ns

Gpa12 (GATA)11 8 202, 210, 214, 218, 222, 226, 230, 234 0.843 0.841 ns

Gpa38 (CTAT)13 5 186, 190, 194, 198, 202 0.706 0.736 ns

Gpa39 (GA)2
(GATA)13

7 100, 108, 112, 116, 120, 124,
128

0.804 0.741 ns

Gj4066 (ATAG)9 5 141, 145, 149, 153, 157 0.608 0.736 *(0.026)

Gj2298 (CTG)13 2 142, 145 0.510 0.398 *(0.046)
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Структурированность популяций
по микросателлитным локусам

Результаты кластеризации байесовскими ме-
тодами в программе STRUCTURE для наиболее
вероятных значений числа генетических кластеров K
от двух до четырех при оптимальном K = 3 не обна-
ружили различий в популяционной структуре за-
падной и восточной популяций (рис. 2). Фактиче-
ски данные байесовского анализа показали суще-
ствование единой популяции вида на территории
России. Такая же однородная генетическая
структура даурского журавля выявлена и методом
РСА. Поскольку птицы из северной и южной ча-
стей восточной популяции используют один про-
летный путь, но географически разобщены (рис. 1),
для кластеризации методом главных компонент
мы выделили их в отдельные группы. Однако это
тоже не отразилось на пространственном распре-
делении генотипов – совокупность точек, обо-
значающих многолокусные индивидуальные ге-

нотипы западной, северной и южной восточной
групп даурских журавлей, перекрывается на ко-
ординатной плоскости PC1–PC2 (рис. 3).

Генетическое разнообразие гаплотипов 
контрольного региона мтДНК

В анализ были включены нуклеотидные по-
следовательности всего контрольного региона
(1132 пн) 10 и 15 особей из западной и восточной
популяций даурского журавля соответственно.
Среди этих 25 особей идентифицировано 18 гап-
лотипов (табл. 3). Только один из них (h6) был об-
щим, а остальные встречались либо в одной, либо
в другой популяции. Всего к западной популяции
относилось восемь гаплотипов, а к восточной – 11.

Обе популяции характеризовались высоким
гаплотипическим и низким нуклеотидным раз-
нообразием. Средние значения этих показателей
составили соответственно Hd = 0.973 ± 0.018 и

Таблица 2. Генетическое разнообразие западной и восточной популяций даурского журавля по микросателлит-
ным локусам

Примечание. NA – число аллелей на локус; HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозиготность; uHE –
невзвешенная ожидаемая гетерозиготность; FIS – внутрипопуляционный коэффициент инбридинга; FST – межпопуляцион-
ный коэффициент генетической дифференциации.

Популяция NA HO HE uHE FIS FST

Западная 5.4 0.714 ± 0.030 0.710 ± 0.044 0.728 ± 0.045 –0.029
Восточная 6.1 0.677 ± 0.010 0.705 ± 0.064 0.716 ± 0.065 0.017
В среднем 5.8 0.696 ± 0.033 0.707 ± 0.037 0.722 ± 0.030 –0.006 0.013 ± 0.004

Рис. 2. Результаты кластеризации индивидуальных гаплотипов западной (1) и восточной (2) популяций даурского жу-
равля по микросателлитным локусам в программе STRUCTURE для наиболее вероятных значений генетических кла-
стеров от K = 2 до K = 4 при оптимальном K = 3.
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1 2
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Рис. 3. Распределение индивидуальных многолокусных генотипов даурского журавля по микросателлитным локусам
из западной популяции и севера и юга восточной популяции в пространстве главных компонент (PCA).
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π = 0.00662 ± 0.00064 (табл. 4), что указывает на
высокое сходство гаплотипов даурского журавля.
Среднее число нуклеотидных замен в гаплотипах
(k) равнялось 7.487. Распределение нуклеотидных
различий при попарных сравнениях гаплотипов
соответствовало модели популяционной экспан-
сии (рис. 4), однако тесты отклонения от селек-
тивной нейтральности Таджимы (D = –0.81269) и
Фу и Ли (F = –0.8890) не были достоверно значимы-
ми. Уровень генетической дифференциации во-
сточной и западной популяций по контрольному
региону превышал таковой по микросателлитным
локусам и достоверно отличался от нуля (FST = 0.041,
P = 0.05), а число мигрантов на поколение по
мтДНК, соответственно, было ниже: Nm = 5.83.
По данным AMOVA 97.4% генетической измен-
чивости даурских журавлей сконцентрировано
внутри особей и 2.6% – между ними.

Сеть гаплотипов, рассчитанная по TCS-алго-
ритму, демонстрирует кольцевую структуру из за-
падных и восточных вариантов без формирования
каких-либо географических кластеров (рис. 5). Се-
веро-восточный гаплотип h4 – единственный из
всех обнаруженных образовывал узел, связанный
как с другими восточными северными, так и с во-
сточными южными и с западными вариантами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные нами данные о генетической

структуре двух популяций даурского журавля, ис-
пользующих разные места гнездования и зимовки

и соответственно разные пролетные пути, указыва-
ют на однородность генофонда этого редкого вида
птиц. Обе популяции – как сокращающаяся запад-
ная, так и находящаяся в фазе роста восточная – ха-
рактеризуются высоким уровнем генетического
разнообразия по ядерным микросателлитным ло-
кусам и контрольному региону мтДНК, сопостави-
мым с таковым у широкоареальных видов журавлей
с большой численностью – канадского Antigone
canadensis [23], серого Grus grus [24], красавки An-
thropoides virgo [25, 26], но превышающим данный
показатель у гораздо более редких американского
Grus americana [6, 27] и японского G. japonensis [28]
журавлей.

Низкая генетическая дифференциация, отсут-
ствие четко выраженной популяционной структу-
ры и достаточно интенсивный поток генов между
западной и восточной группировками даурского
журавля указывают на отсутствие репродуктивной
изоляции между популяциями, использующими
разные пролетные пути. Применение дистанци-
онных методов слежения позволило выявить слу-
чай изменения мест зимовки самкой даурского
журавля из западной группировки: свою первую
зиму она провела в традиционном месте на озере
Поянг в Китае (2016 г.), а последующие (2017–
2020 гг.) – на местах зимовки восточной популя-
ции в Корее и Японии, однако свое место гнездо-
вания в Юго-Восточном Забайкалье из года в год
она не меняла (https://savingcranes.org/the-jour-
ney-of-white-naped-crane-borzya). Брачную пару
эта самка сформировала на местах зимовки во-
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Таблица 3. Распределение 18 гаплотипов контрольного региона в популяциях даурского журавля

Гаплотип Номер в Генбанке
Популяция

Всего особей
западная восточная

h1 MN929113 1 1
h2 MN929114 2 2
h3 MN929115 2 2
h4 MN929116 1 1
h5 MN929117 1 1
h6 MN929118 1 2 3
h7 MN929119 1 1
h8 MN929120 2 2
h9 MN929121 1 1
h10 MN929122 1 1
h11 MN929123 1 1
h12 MN929124 1 1
h13 MN929125 1 1
h14 MN929126 2 2
h15 MN929127 1 1
h16 MN929128 1 1
h17 MN929129 1 1
h18 MN929130 2 2

10 15 25

Таблица 4. Показатели изменчивости контрольного региона и тесты на селективную нейтральность в популяци-
ях даурского журавля

Примечание. Hd – разнообразие гаплотипов; π – нуклеотидное разнообразие; k – среднее число нуклеотидных различий; те-
сты на селективную нейтральность Таджимы (D) и Фу и Ли (F); ns – недостоверные значения.

Популяция Hd π k D F

Западная 0.956 ± 0.059 0.00635 ± 0.00065 7.178 –0.36410 ns –0.46458 ns
Восточная 0.962 ± 0.034 0.00655 ± 0.00659 7.410 –0.30614 ns –0.00950 ns
В среднем 0.973 ± 0.018 0.00662 ± 0.00064 7.487 –0.81269 ns –0.8890 ns

сточной популяции, следовательно ее партнер,
вероятно принадлежавший к восточной популя-
ции, изменил место гнездования. Известны и
другие достоверные случаи смены даурскими жу-
равлями мест зимовки и путей миграции. Скорее
всего, изменения маршрутов больше присущи
неполовозрелым особям в ходе их первой само-
стоятельной, не связанной с родителями, мигра-
ции. Таким образом, объединение птиц на общих
зимовках с представителями другого миграцион-
ного потока может привести к кардинальной сме-
не места гнездования.

На состояние западной популяции, обитаю-
щей в аридных условиях, огромное влияние ока-
зывают климатические циклы продолжительно-
стью около 30 лет с чередованием влажных и за-
сушливых периодов, в процессе которых условия

обитания птиц могут радикально меняться от
благоприятных до крайне неблагоприятных [29–
33]. Это вызывает масштабные перемещения осо-
бей и изменение пространственной структуры
населения как внутри западной популяции да-
урского журавля, так, вероятно, и внутри вида в
целом [31]. Стремительное падение численности
западной группировки в 2000–2017 гг. произошло
в неблагоприятный засушливый период, когда
подавляющая часть ее местообитаний высохла,
что позволяет предположить перемещение части
западных даурских журавлей на места гнездова-
ния восточной популяции, где условия обитания
в то время были относительно благоприятны, а
численность довольно быстро росла [5, 31]. По-
добные перемещения особей, безусловно, спо-
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Рис. 4. График распределения нуклеотидных различий гаплотипов контрольного региона даурского журавля согласно
модели недавнего увеличения численности вида. По оси абсцисс приводится число нуклеотидных замен при попар-
ном сравнении гаплотипов, по оси ординат – частота. Пунктирная линия соответствует ожидаемому распределению,
сплошная – наблюдаемому.
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Рис. 5. Сеть гаплотипов контрольного региона мтДНК даурского журавля, построенная по TCS-алгоритму [21]. Раз-
мер кружков пропорционален числу особей, засечки на соединяющих линиях соответствуют числу мутационных со-
бытий между гаплотипами, сектора диаграмм представляют частоты гаплотипов в популяциях.
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собствуют гомогенизации генетической структу-
ры вида.

Слабые или средние генетические различия
показаны и для других мигрирующих видов жу-
равлей – как широко распространенных, так и
редких. Так, по микросателлитным локусам зна-
чение FST между популяциями западного подвида
серого журавля составляет 0.012 [34], а между вы-
борками западного и восточного подвидов 0.011
[24]. Такая же низкая (0.3–1.1%) генетическая
дифференциация между подвидами серого жу-
равля и по контрольному региону мтДНК [35]. У
красавки – вида с большим, но фрагментирован-
ным в России ареалом – различия в генетической
структуре по микросателлитным локусам (FST =
= 0.052 [25]) выше, чем у более многочисленного
и распространенного серого журавля и как пока-
зано в настоящей работе редкого даурского жу-
равля, населяющего более компактную террито-
рию. По контрольному региону уровень генети-
ческой дифференциации красавки на всем ареале
(FST = 0.075 [26]) также превышает таковой у даур-
ского журавля. Генетические различия между зи-
мующими популяциями черного журавля G. mo-
nacha [36], а также между континентальной ми-
грирующей и оседлой островной популяциями
японского журавля [10], судя по распределению
гаплотипов контрольного региона в медианных
сетях и филогенетических деревьях, практически
отсутствуют.

Полученный нами график распределения по-
парных различий нуклеотидов, свидетельствую-
щий об увеличении численности вида в недавнем
прошлом, не подкрепляется достоверными теста-
ми на селективную нейтральность. Однако эти
тесты очень чувствительны к размеру выборок,
которые у нас недостаточно велики. При этом в
TCS-сети гаплотипов контрольного региона от-
сутствуют звездообразные структуры, характерные
для популяций, прошедших через “бутылочное
горлышко”, что также свидетельствует в пользу
преждевременности выводов о популяционной
экспансии даурского журавля в прошлом.

В целом высокие показатели генетической из-
менчивости даурского журавля по изученным мо-
лекулярно-генетическим маркерам указывают на
стабильное состояние его генофонда на разных
пролетных путях, однако в связи с сокращением
численности западной популяции и в целях под-
держания восточной охранные меры для этого
редкого вида журавлей актуальны и необходимы.
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Gene Pool Heterogeneity of Western and Easten Populations
of the White-Naped Crane Antigone vipio in Different Flyways
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The article presents the first data on the genetic structure of the White-naped crane Antigone vipio, a rare mi-
gratory bird species of northeastern Asia. On the base of seven polymorphic microsatellite loci analysis and
complete control region sequencing (1132 bp), the genetic homogeneity of spatially separated western and
eastern populations using different f lyways was established. The found high levels of observed (HO = 0.696 ±
± 0.033) and expected (HE = 0.707 ± 0.037) heterozygosity and haplotype diversity (Hd = 0.973) of the
White-naped crane are comparable to these parameters in wide-range crane species with a large number. No
genetic differentiation by microsatellite loci (FST = 0.013, P = 0.369) low level of genetic differences by the
control region (FST = 0.041, P = 0.05), lack of intraspecific spatial structuring of the White-naped crane by
haplotypes and individual multi-locus genotypes may be due to the absence of reproductive isolation between
individuals from different populations and changes in the migration routes of immature birds.

Keywords: Gruidae, genetic variation, genetic differentiation, microsatellite loci, control region, Russia.
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К группе синуклеинопатий – нейродегенеративных заболеваний, связанных с накоплением в
структурах центральной нервной системы патологических белковых агрегатов белка альфа-си-
нуклеина – относятся такие заболевания как болезнь Паркинсона (БП) и мультисистемная атрофия
(МСА). Точные причины развития этих заболеваний на настоящий момент еще не определены, при
этом установлено взаимодействие генетических и средовых факторов. Полиморфные варианты ге-
на МАРТ, а также нарушение эпигенетических механизмов, в частности, метилирования тран-
скрипционно значимых областей генов, являются факторами риска развития синуклеинопатий. В
работе изучено влияние уровня метилирования гена МАРТ на развитие БП и МСА, проведено кли-
нико-эпигенетическое сопоставление данных. Определено гиперметилирование в трех CpG-сайтах
промоторной области гена МАРТ в группе МСА при сравнении с контролем. Также определена ста-
тистически значимая разница между гаплотипами МАРТ в уровне метилирования четырех CpG-
сайтов промотора в группе МСА, при этом протективный гаплотип Н2 имел более низкие уровни
метилирования. Определено влияние возраста и противопаркинсонической терапии агонистами
дофаминовых рецепторов на уровень метилирования гена МАРТ. Наши данные сравнительного
анализа метилирования при синуклеинопатиях свидетельствуют скорее о возможной протективной
роли гипометилирования МАРТ, на что указывают преимущественно гипометилированный статус
СрG-сайтов в контрольной группе, гипометилирование протективного Н2-гаплотипа МАРТ и по-
вышение уровня гиперметилирования с возрастом.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, мультисистемная атрофия, эпигенетика, метилирование
ДНК, ген MAPT.
DOI: 10.31857/S0016675822050113

Синуклеинопатии представляют собой одну из
групп церебральных протеинопатий – нейродегене-
ративных заболеваний, характеризующихся накоп-
лением в нейронах и глиальных клетках патологиче-
ских белковых агрегатов [1]. При синуклеинопатиях
таким патологическим субстратом являются агрега-
ты короткого синаптического белка альфа-синукле-
ина, принимающего аномальную конформацию, в
структурах центральной и периферической нервной
системы [2]. Различия в типах клеток и областях
нервной системы, где локализуются агрегаты, обу-
словливают клинические проявления синуклеино-
патий и манифестацию их различных нозологи-
ческих форм, среди которых наиболее распро-
страненными являются болезнь Паркинсона
(БП) и мультисистемная атрофия (МСА).

Согласно эпидемиологическим исследовани-
ям последних лет БП является глобальным бре-
менем для здравоохранения и общества в целом,
поражая 1–2% населения старше 65 лет и 4–5%

людей старше 85 лет [3, 4]. Около 10% случаев за-
болевания затрагивает более молодую возрастную
группу до 50 лет [5, 6]. Проявляется БП как мотор-
ными симптомами (гипокинезия, тремор, ригид-
ность, постуральная неустойчивость), так и широ-
ким рядом немоторных нарушений [7]. Главным
патоморфологическим признаком этого заболева-
ния являются агрегаты белка альфа-синуклеина в
цитоплазме нейронов – тельца Леви, которые опре-
деляются в комбинации с потерей дофаминергиче-
ских нейронов компактной части черной суб-
станции среднего мозга [8].

БП – комплексная патология, которая вызы-
вается сочетанием генетических и средовых фак-
торов, причем на долю спорадической формы
приходится около 90%, а на долю наследственных
форм – около 10% всех случаев заболевания. На
данный момент известны 23 гена (SNCA, PARK2,
LRRK2, PINK1, DJ-1, GBA и др.), мутации в кото-
рых вызывают развитие наследственных форм

УДК 575.113.1
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БП [9]. Также известно множество полиморфных
вариантов в различных генах (включая SNCA и
МАРТ), ассоциированных с БП и установленных
по результатам полногеномных ассоциативных
исследований – GWAS (genome wide association
study) [10–12].

МСА – прогрессирующее нейродегенеративное
заболевание, характеризующееся вегетативной не-
достаточностью в комбинации с моторными нару-
шениями, преимущественно паркинсонического
типа и/или мозжечкового типа [13]. При МСА агре-
гаты альфа-синуклеина встречаются главным обра-
зом в виде олигодендроглиальных цитоплазматиче-
ских включений и, в меньшей степени, нейрональ-
ных цитоплазматических включений, что приводит
к дегенерации клеток различных областей мозга
[14]. МСА считается спорадическим заболеванием,
при этом, по данным последних GWAS-исследова-
ний, обнаружено несколько локусов, ассоцииро-
ванных с риском развития МСА – в их числе гены
SNCA, MAPT и COQ2 [15].

Поиск факторов предрасположенности к разви-
тию синуклеинопатий ведется в различных направ-
лениях, в том числе и в области эпигенетики. Эпи-
генетические изменения относятся к устойчивым и
наследуемым изменениям в экспрессии генов, про-
исходящих без нарушения последовательности
ДНК [16, 17]. К основным эпигенетическим ме-
ханизмам относят метилирование ДНК, моди-
фикации гистонов и контроль активности генов
с помощью некодирующих РНК [18]. Эпигене-
тические изменения, влияющие на развитие БП,
активно изучаются в течение последнего десяти-
летия и сконцентрированы на метилировании
ДНК – процессе присоединения метильной груп-
пы к цитозину, состоящему в тандеме с гуанином
(CpG-динуклеотид, или CpG-сайт). Считается, что
высокий уровень метилирования CpG-сайтов в
промоторных и регуляторных областях приводит
к нарушению связывания с ДНК-полимеразами
и транскрипционными факторами и, соответ-
ственно, к снижению транскрипции генов, а низ-
кий – наоборот – к повышению транскрипции
[19].

Учитывая подтвержденную во многих иссле-
дованиях тесную взаимосвязь между уровнем
экспрессии альфа-синуклеина и риском развития
БП [20–23], метилирование альфа-синуклеина
стало наиболее изучаемым аспектом при оценке
роли эпигенетических механизмов у пациентов с
БП. Известно, что в гене альфа-синуклеина (SNCA)
существуют CpG-островки (области с высокой
концентрацией CpG-динуклеотидов), находящи-
еся в промоторной области и в интроне 1, причем
по данным ряда проведенных исследований
CpG-сайты этой области SNCA гипометилирова-
ны в группе пациентов с БП, что приводит к по-

вышению синтеза мРНК SNCA и накоплению
альфа-синуклеина в клетках [24–29].

Помимо гена SNCA многие другие гены также
показали значимую роль в формировании пред-
расположенности к развитию БП и других си-
нуклеинопатий. Ген MAPT, который кодирует
тау-белок, ассоциированный с микротрубочками
цитоскелета нейронов, согласно ряду GWAS-ис-
следований является фактором риска развития
как БП, так и МСА [30, 31]. Обнаружено, что гап-
лотип Н1 гена МАРТ повышает риск развития
БП, в то время как гаплотип Н2 является протек-
тивным фактором в отношении этого заболева-
ния [32]. Исследований, посвященных изучению
влияния метилирования гена МАРТ на развитие
БП и МСА, на настоящий момент крайне мало. В
гене МАРТ расположено несколько CpG-остров-
ков, причем самый большой из них, содержащий
302 CpG-сайта, располагается в промоторном ре-
гионе [33].

Целью нашего исследования стало изучение
влияния уровня метилирования гена МАРТ на
развитие БП и МСА, проведение клинико-эпиге-
нетических сопоставлений, а также изучение
корреляций между гаплотипами МАРТ и уровнем
метилирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пациенты

В исследование включены 61 пациент с диа-
гнозом “болезнь Паркинсона”, поставленным по
критериям Международного общества расстройств
движений (32 мужчины, 29 женщин, средний воз-
раст 60.4 лет, медиана 63 [53; 69] лет). В группу
МСА вошли 22 пациента с паркинсоническим
фенотипом данного заболевания, поставленным
по критериям S. Gilman с соавт. [34]: 7 мужчин, 15
женщин, средний возраст 61.0 лет, медиана 59.5
[54.5; 69] лет. В группу контроля включены 43
неврологически здоровых добровольца: 16 муж-
чин, 27 женщин, средний возраст – 58.0 [53; 62.5]
лет. Группы были сопоставимы по поло-возраст-
ным характеристикам.

Всем пациентам с БП проводился подробный
сбор анамнеза, общеклинический и неврологи-
ческий осмотр, уточнялись возраст дебюта и
длительность заболевания, семейный анамнез,
определялись стадия заболевания по Hoehn-
Yahr, форма заболевания (дрожательная/акине-
тико-ригидная/смешанная), а также проводилось
тестирование пациентов по Унифицированной
шкале оценки болезни Паркинсона Междуна-
родного общества расстройств движений (MDS-
UPDRS), Монреальской шкале оценки когни-
тивных функций (МОСА), Госпитальной шкале
тревоги и депрессии (HADS).
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Средний возраст дебюта заболевания в группе
БП составлял 55 лет [48; 64] лет. Длительность за-
болевания составляла в среднем 4 [3; 7] года. В
группе преобладали пациенты со смешанной
(дрожательно-ригидной) формой БП – 49 (80.3%)
больных, акинетико-ригидную форму определи-
ли у 11 (18.0%) пациентов, дрожательная форма
была у одного пациента (1.6%). В состав основной
группы БП вошли 13 пациентов (21.3%) с положи-
тельным семейным анамнезом по данному забо-
леванию.

Пациенты были подразделены на следующие
стадии по функциональной шкале Hoehn-Yahr:
1-я стадия – 12 человек (19.9%), 2-я стадия –
18 человек (29.5%), 2.5-я стадия – 1 человек
(1.6%), 3-я стадия – 28 человек (46.0%), 4-я стадия –
2 человека (3.3%). Средний суммарный балл по
шкале UPDRS в периоде выключения был равен
55 [35; 78.75] баллов.

Противопаркинсоническую терапию получал
41 пациент (67.2%). При этом препараты левод-
опы принимал 31 (50.8%) пациент, средняя суточ-
ная доза составила 600 [300; 737.25] мг. Терапию
агонистами дофаминовых рецепторов (прами-
пексол, ропинирол, пирибедил) получали 30 па-
циентов (49.2%), при этом средняя эквивалент-
ная доза составила 200 [150; 300] мг. Амантадины
получали 20 пациентов (32.79%), со средней эк-

вивалентной дозой 300 [150; 300] мг. Также рас-
считывалась суммарная эквивалентная доза в
подгруппе пациентов (n = 41), получающих тера-
пию, которая составила 600 [300; 950] мг. При
расчете в общей группе пациентов (n = 61) сум-
марная эквивалентная доза принимаемых препа-
ратов составила 300 [0; 800] мг.

В группе МСА средний возраст начала болезни
составил 55 [52.25; 64] года, длительность заболе-
вания – 3.5 [2; 5] года.

Методы исследования

В гене МАРТ уровень метилирования определял-
ся в промоторной области (CpG 11–29, нумерация
CpG-сайтов от начала исследуемого CpG-островка,
охватывающего также нетранслируемый 1-й экзон)
(рис. 1). Нумерация экзонов проведена согласно ре-
ференсному транскрипту NM_001123066.4. Распо-
ложение исследованной области относительно
референсного генома (GRCh38): chr17: 45894045
(CpG-11) – chr17: 45894235 (CpG-29). CpG-сайты
с 1-го по 10-й в экзоне 1 были полностью метили-
рованы в обеих исследованных группах, поэтому
в дальнейшем они не включались в анализ.

Подобранные праймеры для исследования
уровня метилирования экзона 1 гена МАРТ:

• прямой праймер 5'→3' TGTTAAGGAAAGGATTTATTTTGGTT,
• обратный праймер 5'→3' CTTTCTCCACCTCCTATAATTAAAATCT.

Рис. 1. Локализация исследуемой промоторной области с экзоном 1, и варианта rs1052553 в экзоне 11 гена МАРТ (си-
ние элементы – облигатно транслируемые экзоны, красный, зеленый, желтый – экзоны с альтернативным сплайсин-
гом в тканях головного мозга и других тканях, фиолетовые – экзоны, не транслируемые в головном мозге, белые – не-
транслируемые области). Зеленый овал – промоторная область гена МАРТ. Буквенная последовательность – изучае-
мые CpG-сайты гена МАРТ (обратный праймер отмечен зеленым цветом).
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Паттерн метилирования определялся с помо-
щью метода прямого секвенирования амплифи-
цированных участков ДНК после выделения ге-
номной ДНК из лейкоцитов периферической
крови и ее бисульфитной конверсии набором EZ
DNA Methylation Kit (Zymo Research, США). Ам-
плификацию фрагментов ДНК для последующе-
го сиквенса проводили в 10 мкл реакционной сре-
ды: 50 мM KCl, 50 мM Трис-HСl (pH 8.8), 2.5 мМ
MgCl2, 250 мкМ dNTP, 1 ед. Taq ДНК-полимера-
зы с ингибирующими активность фермента анти-
телами (“Синтол”, Москва), по 1 мкМ прямого и
обратного праймеров, образец ДНК ~20 нг.

Визуализация осуществлялась с помощью
программного обеспечения Sequencing Analysis
Software (v5.2 Applied Biosystems). Степень мети-
лирования рассчитывали путем анализа первич-
ных результатов секвенирования по Сэнгеру.
Процент метилирования для каждого конкретно-
го CpG-сайта для каждого ДНК-образца рассчи-
тывали по отношению высоты синего пика С

(пик электрофореграммы, местоположение кото-
рого соответствует анализируемому CpG-сайту и
указывающий на наличие метилированного ци-
тозина) относительно суммарной высоты пиков
С + Т данного положения (метилированный си-
ний и неметилированный красный цитозин).

Гаплотип гена МАРТ определялся с помощью
сцепленного полиморфного варианта rs1052553
(A>G) (где нуклеотид А соответствует гаплотипу
Н1, а нуклеотид G – гаплотипу Н2) в экзоне 11
(рис. 1). Амплификацию фрагментов двухцепочеч-
ной ДНК для последующего сиквенса проводили в
10 мкл специально подобранной реакционной сре-
ды: 50 мM KCl, 50 мM Трис-HСl (pH 8.8), 2.5 мМ
MgCl2, 250 мкМ dNTP, 1 ед. Taq ДНК-полимера-
зы с ингибирующими активность фермента анти-
телами (“Синтол”, Москва), по 1 мкМ прямого и
обратного праймера, образец ДНК ~20 нг.

Подобранные праймеры для экзона 11 гена
МАРТ:

• прямой праймер 5'→3' AAGACTGTGGAGCCGAGTTG,
• обратный праймер 5'→3' TGCCCTGACTATGAGAGCCT.

Статистический анализ проводился на про-
грамме Statistica 13 (Tibco Russia). В работе ис-
пользовались: U-критерий Манна–Уитни для
оценки различий между двумя независимыми вы-
борками, ANCOVA, метод ранговой корреляции
Спирмена и множественная линейная регрессия.
Статистический уровень значимости принимался
равным 0.05. Также проводилась поправка на
множественную проверку гипотез по методу Бон-
феррони, для 19 CpG-сайтов, р составило 0.0026.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Метилирование МАРТ у пациентов с БП и МСА

При сравнении групп БП и контроля не было
обнаружено статистически значимых различий в
уровнях метилирования изучаемых сайтов в гене
МАРТ.

При сравнении групп МСА и контроля были
обнаружены статистические значимые различия
в уровнях метилирования ряда CpG-сайтов,
представленных в табл. 1. Уровень метилирова-
ния MAPT в группе БП, МСА и в контрольной

группе отражен на рис. 2. Как видно из рисунка,
уровень метилирования при БП занимает проме-
жуточное положение между пациентами с МСА и
контрольной группой.

При сравнении уровня метилирования гена
МАРТ в группах БП и МСА статистически значи-
мой разницы в исследуемых СрG выявить не уда-
лось.

Взамимосвязь метилирования МАРТ 
и гаплотипов Н1 и Н2

Процент встречаемости аллелей и диплотипов
H1/H2 гена MAPT по группам приведен в табл. 2.

Поочередное сравнение контрольной группы
с группой БП и с группой МСА по распределению
аллелей и генотипов отличий не выявило. Учиты-
вая низкую частоту встречаемости диплотипов
Н1/Н2 и Н2/Н2, анализ подгрупп диплотипов и
их связи с метилированием не проводился.

Исследован уровень метилирования у пациен-
тов с БП, МСА и в контрольной группе в зависи-
мости от гаплотипа МАРТ (Н1 или Н2).

Таблица 1. Уровни метилирования (%) CpG-сайтов в промоторной области гена МАРТ у пациентов с МСА, от-
личающиеся от контроля

Номер CpG-гена МСА Контроль p(U)

12 29 [26; 31] 22.5 [17.25; 27.75] 0.000232
14 21 [18.25; 24.75] 17 [13.5; 20] 0.000477
20 17 [13; 20] 9 [0; 13.5] 0.001033
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При сравнении метилирования у пациентов с
БП, являющихся носителями разных гаплотипов,
был обнаружен один дифференциально метили-
рованный CpG-сайт – CpG-15: в группе пациен-
тов с аллелем Н1 – метилирование составило 40
[34; 45]%, в группе с аллелем Н2 – 34 [30; 34]%
(p(U) = 0.001819), т.е. носители Н1 имели более
высокий уровень метилирования.

В группе пациентов с МСА также выявлены
значимые различия в метилировании гена МАРТ
при носительстве гаплотипов Н1 и Н2. Результа-
ты приведены в табл. 3. Во всех четырех диффе-
ренциально метилированных сайтах носитель-
ство гаплотипа Н1 было ассоциировано с более
высоким уровнем метилирования.

В контрольной группе различий между носи-
телями гаплотипов выявлено не было.

Анализ метилирования МАРТ в зависимости
от демографических и клинических характеристик

Различий в метилировании МАРТ между муж-
чинами и женщинами выявлено не было.

Изучена взаимосвязь между уровнем метили-
рования МАРТ и возрастом пациентов на момент
исследования. В группе БП были выявлены пря-
мые корреляции указанных показателей в трех
CpG-сайтах: CpG-19 (r = 0.52 – средняя корреля-
ция, р = 0.000001); CpG-22 (r = 0.47 – слабая кор-
реляция, р = 0.00013); CpG-23 (r = 0.4 – слабая
корреляция, р = 0.00173). Таким образом, с воз-
растом наблюдалось гиперметилирование иссле-
дованных сайтов. При этом в группе пациентов с

МСА и в контрольной группе подобных корреля-
ций обнаружить не удалось.

Корреляций между возрастом начала заболе-
ваний (с поправкой на возраст на момент обсле-
дования) и уровнем метилирования в МАРТ в ра-
боте не обнаружено.

При изучении корреляций уровня метилиро-
вания МАРТ с длительностью заболевания в груп-
пе БП выявлена слабая обратная корреляция по
сайту CpG-15 (r = –0.38, р = 0.00259). В группе
МСА корреляций с длительностью заболевания
не выявлено.

При исследовании уровня метилирования па-
циентов с БП в зависимости формы заболевания
(акинетико-ригидная/дрожательная/смешанная)
и семейного анамнеза (отягощен/не отягощен)
статистически значимых различий выявлено не
было. При оценке корреляций между уровнем
метилирования и стадией заболевания по шкале
Hoehn-Yahr, суммой баллов по шкале UPDRS и ее
подразделам, а также суммой баллов по шкалам
HADS и МОСА (с поправкой на возраст) значи-
мых корреляций выявлено не было.

Согласно полученным данным, терапия лево-
допой или амантадинами не влияла на профиль
метилирования MAPT. В то же время обнаружена
разница между группами пациентов с БП, прини-
мающими и непринимающими агонисты дофа-
миновых рецепторов. При поправке на возраст
(которая была сделана с учетом того, что агони-
сты дофаминовых рецепторов обычно назнача-
ются более молодым пациентам) выявлены раз-
личия по следующим сайтам МАРТ: CpG-22 (без

Таблица 2. Распределение аллельных вариантов Н1 и Н2 по группам

Группа
Гаплотип Генотип

Н1 Н2 Н1/Н1 Н1/Н2 Н2/Н2

БП 67 (88%) 9 (12%) 32 (84%) 3 (8%) 3 (8%)
МСА 38 (82.6%) 8 (17.4%) 16 (69.5%) 6 (26%) 1 (4.5%)
Контроль 36 (90%) 4 (10%) 17 (85%) 2 (10%) 1 (5%)

Таблица 3. Метилирование сайтов (%) промоторной области гена МАРТ в зависимости от носительства аллелей
Н1 и Н2 у пациентов с МСА

Номер CpG-гена
Гаплотип

р(U)
Н1 Н2

12 30 [27.5; 33] 26 [25; 26.25] 0.001605

13 33 [29; 38] 23.5 [22.25; 29] 0.000773

14 24 [19; 26] 17 [16; 18] 0.000350

16 32.5 [28; 35] 25.5 [22; 28.75] 0.002465
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терапии – 22 [19; 26]%, с терапией – 11 [8;
20.25]%, р = 0.000178) и CpG-23 (без терапии – 21
[18; 25]%, с терапией – 10.5 [6; 21.25]%, р =
= 0.001689), то есть назначение агонистов снижа-
ет уровень метилирования.

Корреляций между уровнем метилирования и
дозой леводопы, дозой агонистов дофаминовых
рецепторов (с поправкой на сумму баллов по
шкале МОСА и возраст), эквивалентной дозой
всех препаратов не выявлено.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе нами был исследован ген

МАРТ, роль которого в риске развития нейроде-
генеративных заболеваний из группы синуклеи-
нопатий и таупатий была установлена в предыду-
щих работах. CpG-островок промоторной обла-
сти с экзоном 1 был выбран в связи с тем, что
именно этот участок гена МАРТ определяет его
экспрессию.

Нами при анализе эпигенетических модифи-
каций МАРТ определено гиперметилирование в
трех промоторных CpG-сайтах в группе МСА при
сравнении с контролем. При этом различий меж-
ду пациентами с БП и контрольной группой, а
также между группами БП и МСА выявлено не
было.

Одно из небольшого числа исследований по
метилированию промотора МАРТ при БП, прове-
денное K. Coupland с соавт. [35], показало разни-
цу между БП и контролем: у пациентов с БП ген
МАРТ был гиперметилирован в мозжечке (регионе,
обычно не вовлеченном в патологический процесс
при БП) и гипометилирован в скорлупе (регионе, в
котором наиболее выражены патологические изме-
нения при БП). Авторы предположили, что гипер-
метилирование промотора МАРТ может выполнять
протективную функцию, понижая экспрессию
МАРТ. Такое предположение частично подтвержда-
ется и данными исследования, проведенного при
болезни Альцгеймера: у пациентов определялось ги-
пометилирование CpG-островка промоторной об-
ласти гена МАРТ. При этом предполагается, что
гипометилирование МАРТ у пациентов с болез-
нью Альцгеймера ассоциировано с повышенной
экспрессией тау-протеина и его патологической
агрегацией, что наблюдается в мозге при данном
заболевании [36].

Наши данные сравнительного анализа метили-
рования при синуклеинопатиях свидетельствуют
скорее о возможной протективной роли гипомети-
лирования МАРТ. На это указывают преимуще-
ственно гипометилированный статус СрG-сайтов в
контрольной группе, гипометилирование протек-
тивного Н2-гаплотипа МАРТ и повышение уровня

гиперметилирования с возрастом (возраст – один
из основных факторов риска развития синуклеино-
патий). Возможно, что характер метилирования
МАРТ достаточно специфичен для разных видов
нейродегенеративной патологии [37].

Ассоциация между БП и вариантами в гене
MAPT активно изучается в различных популяци-
ях, и наиболее значимыми считаются полимор-
физмы, связанные с гаплотипом МАРТ (Н1 или
Н2). Известно, что гаплотип Н1 и некоторые SNP
в гене МАРТ повышают риск развития БП, а гапло-
тип H2, напротив, имеет протективные свойства.
Такая зависимость позволила предположить, что
эпигенетические модификации МАРТ могут вли-
ять на развитие БП. В настоящей работе определя-
лась зависимость уровня метилирования CpG-сай-
тов гена МАРТ от гаплотипа – Н1 или Н2. Следует
отметить, что гаплотип Н2 достаточно редко
встречается в российской популяции, поэтому
носительство генотипов Н1/Н2 и, тем более,
Н2/Н2, было слабо представлено среди нашей
выборки пациентов и лиц контрольной группы.
Тем не менее, нами была определена статистически
значимая разница между гаплотипами в уровне ме-
тилирования четырех CpG-сайтов промоторной
области гена МАРТ в группе МСА, при этом про-
тективный гаплотип Н2 имел более низкие уров-
ни метилирования.

K. Coupland с соавт. в группе пациентов с БП
показали более высокий уровень метилирования
CpG-сайтов в гене МАРТ у носителей гаплотипа
Н1 в сравнении с гаплотипом Н2 [35]. Группой
Y. Li с соавт. проведено исследование метилиро-
вания гена МАРТ при таупатиях и выявлено по-
вышение уровня метилирования в клетках крови
и в регионах головного мозга при гаплотипе Н1 в
сравнении с гаплотипом Н2 [38]. Данные работы
согласуются с нашими результатами.

В настоящей работе проводился анализ связи
метилирования с возрастом пациентов на момент
исследования, который продемонстрировал пря-
мые корреляции c метилированием 3 CpG-сайтов
промотора МАРТ в группе БП – по мере старения
уровень метилирования повышался. При этом
метилирование не было связано с возрастом на-
чала заболевания при поправке на возраст. Стати-
стически значимых различий в уровне метилирова-
ния CpG-сайтов между женщинами и мужчинами в
группах БП, МСА и контроля обнаружено не было.
Полученные результаты не согласуются с работой
[35], в который было выявлено, что у женщин
уровень метилирования был значимо выше, а
возраст начала заболевания прямо коррелировал
с метилированием MAPT.
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В представленном исследовании были изуче-
ны корреляции между уровнями метилирования
и различными клиническими проявлениями при
БП и МСА. Нам не удалось выявить корреляций
уровня метилирования ни с формой заболевания,
ни с тяжестью моторных или немоторных клини-
ческих проявлений.

Также мы не обнаружили связи между дозой
леводопы, эквивалентной дозой всех принимае-
мых противопаркинсонических препаратов, на-
личием терапии леводопой и амантадинами и
профилем метилирования гена MAPT. В то же
время нами обнаружено различие в профиле ме-
тилирования между пациентами, принимающи-
ми и не принимающими агонисты дофаминовых
рецепторов: пациенты без терапии этой группой
препаратов имели значимо более высокий уро-
вень метилирования в трех промоторных CpG-
сайтах гена МАРТ. Эти данные показывают, что
терапия агонистами дофаминовых рецепторов
может приводить к гипометилированию, что в
свою очередь говорит о возможном модифициру-
ющем воздействии дофаминовых агонистов на
течение нейродегенеративного процесса посред-
ством эпигенетических механизмов.

Выявленные изменения в паттернах метили-
рования МАРТ у пациентов с БП и МСА могут
рассматриваться в качестве звеньев молекулярно-
го патогенеза синуклеинопатий. Оценка уровня
метилирования также может стать частью ком-
плекса биомаркеров, которые исследуются в кли-
нике для уточнения диагноза и прогноза болезни;
согласно полученным нами данным, оценка ме-
тилирования MAPT может играть такую биомар-
керную роль в первую очередь для МСА. Полу-
ченные данные свидетельствуют о возможном
модифицирующем влиянии противопаркинсо-
нической терапии на профиль метилирования и,
следовательно, на течение заболевания, что тре-
бует дальнейших исследований.

Исследование проведено без спонсорской
поддержки.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Methylation of MAPT Gene in Neurodegenerative Synucleinopathies
E. V. Iakovenkoa, *, N. Yu. Abramychevaa, E. Yu. Fedotovaa, and S. N. Illarioshkina

aResearch Center of Neurology, Moscow, 125367 Russia
*e-mail: helenaabracham@gmail.com

Synucleinopathies are neurodegenerative disorders, characterized by the accumulation of pathological aggre-
gates of alpha-synuclein protein in central nervous system cells. Parkinson’s disease (PD) and multiple sys-
tem atrophy (MSA) are the most common variants of synucleinopathies. The exact causes of these disorders
are still unknown, but it is well established that both genetic and environmental factors are involved. Both
polymorphisms in MAPT gene and dysregulation of epigenetic mechanisms, particularly, methylation of tran-
scription regulation regions of genes, are risk factors of synucleinopathy development. We examined the in-
fluence of methylation level of MAPT gene on the development of PD and MSA and performed clinical and
epigenetical comparison. We identified hypermethylation of 3 CpG-sites in promotor region of MAPT gene
in group of MSA patients in comparison with controls. We also identified significant differences in methyla-
tion level of 4 CpG-sites in promotor region between MAPT haplotypes in MSA group, and protective H2-
haplotype was hypomethylated. The modifying role of age and antiparkinsonian therapy with dopamine ag-
onists on methylation level of MAPT gene was established. Our data in analysis of methylation in group of sy-
nucleinopathies show potential protective role of MAPT hypomethylation, as we found predominantly hy-
pomethylated status of CpG-sites in control group, hypomethylation of protective H2-allele of MAPT gene
and age-dependent increase of hypermethylation.

Keywords: Parkinson’s disease, multiple system atrophy, epigenetics, DNA methylation, MAPT gene.
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Патогенные варианты в гене GJB2 – наиболее частая причина несиндромальной нейросенсорной
тугоухости. В работе проведено исследование больных нейросенсорной тугоухостью из Грузии.
Определен вклад GJB2-тугоухости среди больных со снижением слуха. Спектр мутаций в гене GJB2
у грузинских больных представлен патогенными вариантами: c.35delG, c.358_360delGAG,
c.‒23+1G>A и c.551G>C. Популяционная частота носительства GJB2-тугоухости составила 2.6%. У
грузинских больных не выявлено наиболее частых для российских больных патогенных вариантов
в генах: STRC (c.2171_2174delTTTG), USH2A (c.11864G>A), SLC26A4 (c.1001G>T) и c.107A>C
(p.His36Pro), CLIC5 (c.1121G>A). Молекулярно-генетический диагноз установлен для 30.8% больных.

Ключевые слова: тугоухость, GJB2, GJB2-тугоухость, Грузия.
DOI: 10.31857/S0016675822050101

Нейросенсорная тугоухость – чрезвычайно
распространенное заболевание и встречается у 1
из 500–1000 новорожденных [1]. Ранняя диагно-
стика и своевременное лечение важны для приоб-
ретения слуха, речи и языковых навыков, тем са-
мым способствуя полноценному когнитивному
развитию ребенка [2].

Более половины врожденной тугоухости яв-
ляется наследственной, из них около 70% – не-
синдромальная, 80% которой составляют ауто-
сомно-рецессивные формы (DFNB) [3]. Также
для несиндромальной тугоухости характерны и
другие типы наследования: аутосомно-доми-
нантный тип (DFNA) – 15–20%, X-сцепленный
(DFN) – 1–2%, вызванный мутациями в мито-
хондриальной ДНК – менее 1% [3, 4]. Остальные
30% генетически обусловленной тугоухости явля-
ются синдромальными, существует около 400 син-
дромов, сопровождающихся потерей слуха или
недостаточностью слуховых функций [5].

Мутации в гене коннексина 26 (GJB2 (gap junc-
tion b2), NM_004004.6) составляют около полови-
ны случаев наследственной несиндромальной
глухоты в западных странах. Белок коннексин 26

представляет собой субъединицу щелевых соеди-
нений, которые образуют сеть межклеточных вза-
имодействий между клетками во внутреннем ухе
млекопитающих. Щелевые соединения, образу-
ющие каналы между соседними клетками, обес-
печивают прямой межклеточный обмен различ-
ными соединениям с молекулярной массой до
1000 Да, т.е. метаболитами, ионами, вторичными
мессенджерами, водой, а также электрическими
импульсами [6].

Шесть субъединиц коннексина образовывают
полуканал (коннексон) в плазматической мем-
бране, который состыковывается с другим полу-
каналом в плазматической мембране соседней
клетки, чтобы собрать полный канал щелевого
соединения (рис. 1). Субъединица коннексина
состоит из четырех трансмембранных доменов,
двух внеклеточных петель, одной цитоплазмати-
ческой петли и цитоплазматических N-, C-кон-
цевых областей. Во внеклеточных петлях высоко-
консервативен порядок трех остатков цистеина,
за счет чего противоположные цистеины в обеих
петлях образуют дисульфидные мостики, стаби-

УДК [616.28-008.14:616-056.7]:575.224.22

ГЕНЕТИКА
ЧЕЛОВЕКА

EDN: SPPKUX
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лизирующие петли во время стыковки двух кон-
нексонов (рис. 1) [7].

Ген GJB2 картирован на 13 хромосоме в районе
q12.11, содержит два экзона, только второй из ко-
торых является кодирующим, кодирует белок со-
держащий 226 аминокислотных остатков, с рас-
четной молекулярной массой около 26 кДа [8]. На
сегодняшний день в гене GJB2 описано более 350
патогенных вариантов. Мутация c.35delG являет-
ся наиболее частой во многих популяциях мира: в
Северной и Южной Европе еe доля составляет
70%, с частотой носительства от 1.3 до 2.8% [9, 10],
на территории Российской Федерации (РФ) –
81%, с частотой носительства 5% [11], в Белорус-
сии – 84% [12], с частотой носительства 6.2% [13].
В то же время в ряде популяций мажорными явля-
ются другие варианты, например среди евреев –
вариант c.167delT с долей 40% [14] и с частотой но-
сительства 4% среди евреев-ашкенази [15], в попу-
ляциях Восточной Азии – c.235delC и p.Val37Ile, в
Индии – p.Trp24* [16] и др. Таким образом, гене-
тическое консультирование по поводу глухоты
должно учитывать различия между пациентами
из разных географических регионов.

Ранее были изучены спектры мутаций гена
GJB2 в различных регионах бывшего Советского
Союза таких как центральная Россия [11], Рес-
публика Белорусь [12], республика Саха [17], Ар-
мения [18] и др.

Цель настоящего исследования – изучение
спектра мутаций в гене GJB2 у больных врожденной
тугоухостью из Грузии и поиск у них частых для
российской популяции мутаций в других генах.

Хотя секвенирование следующего поколения
(NGS) становится все более доступным для уста-
новки точной генетической причины тугоухости,
поиск мутаций в гене GJB2 традиционными мето-
дами по-прежнему является основным этапом
перед переходом к NGS.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для анализа были получены образцы крови от

39 неродственных пробандов из Грузии в возрасте
от 5 до 18 лет с направляющим диагнозом “нейро-
сенсорная несиндромальная тугоухость IV степе-
ни, пограничная с глухотой, состояние после
кохлеарной имплантации”. Тяжелое нарушение
слуха выявлено с рождения или в ранний доречевой
период. Большинство детей перенесли операцию
кохлеарной имплантации до трех лет. В качестве
контрольной выборки использовали образцы ДНК
от 117 неродственных индивидуумов, грузинов по
национальности из различных районов Грузии, не
страдающих “нейросенсорной несиндромальной
тугоухостью”.

Выделение геномной ДНК из лейкоцитов пе-
риферической крови выполняли с помощью на-
бора реактивов Wizard® Genomic DNA Purifica-
tion Kit (Promega, США) по протоколу произво-
дителя. У всех больных проводился поиск частых
мутаций гена GJB2 и поиск наиболее частых мута-
ций в генах STRC, USH2A, SLC26A4, CLIC5, являю-
щийся рутинной диагностикой для пациентов с
“нейросенсорной несиндромальной тугоухостью” в
России, в лаборатории ДНК-диагностики ФГБНУ
“МГНЦ им. акад. Н.П. Бочкова”.

Методом аллель-специфичной мультиплекс-
ной лигазной реакции (MLPA) проводили поиск
девяти частых мутаций гена GJB2: (c.35delG,
с.‒23+1G>A (IVS1+1G>A), c.313_326del14, c.235delC,
c.358_360delGAG (p.Glu120del), c.101T>C
(p.Met34Thr), c.167delT, 101kbdel (GJB2-D13S175)
(NC_000013.10: g.20757021_20858394del) и 309kb-
del (GJB6-D13S1830) (NC_000013.10:
g.20797177_21105945) (рис. 2) и наиболее частых
мутаций в генах: STRC (c.2171_2174delTTTG),
USH2A (c.11864G>A (p.Trp3955*)), SLC26A4
(c.1001G>T (p.Gly334Val) и c.107A>C (p.His36Pro)),
CLIC5 (c.1121G>A (p.Trp374*)) (рис. 3). Методика
осуществляется в двух реакциях. Мультиплекс-
ная лигазная реакция для детекции частых вари-
антов в генах GJB2, STRC, USH2A, SLC26A4,
CLIC5 проводилась в два этапа.

Лигирование проводили на программируемом
термоциклере МС2 производства фирмы “ДНК-
технология” (Россия) с использованием ДНК-
лигазы Pfu (“Stratagene”), в 5 мкл реакционной
смеси, содержащей однократный реакционный
буфер (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20 mM KCl, 10 mM
MgCl2, 0.1% Igepal, 0.01 mM rATP, 1 mM DTT),
специфичные пробы, 0.04 единицы активности
термофильной ДНК-лигазы, 0.1–1 мкг геномной
ДНК, 20–30 мкл минерального масла, в следую-
щем режиме: первоначальная денатурация при
95°С – 5 мин, затем лигирование при 59–64°С – 1 ч.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) всех ис-
следуемых фрагментов проведена на программи-
руемом термоциклере МС2 производства фирмы

Рис. 1. Модель белка коннексина, цит. по [7].
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“ДНК-технология” (Россия) с использованием

ДНК-полимеразы Biotaq (“БиоМастер”), в 20 мкл

реакционной смеси, содержащей однократный

реакционный буфер (67 мМ Tris-HCl, 16.6 мМ

(NH4)2SO4, 0.01% Twin-20), 0.25 мкМ каждого

олигопраймера, 250 мкМ каждого дезоксинук-

леозидтрифосфата, 1.5 единицы термофильной

ДНК-полимеразы, 20–30 мкл минерального мас-

ла. Режим ПЦР: первоначальная денатурация при

95°С – 5 мин, затем 32 цикла смены температур:

94°С – 2 с, температура отжига праймеров 66°С –

2 с, элонгация цепи 72°С – 2 с; заключительная

элонгация 72°С – 7 мин. Для проведения ПЦР ис-

пользуется режим точной регуляции.

Электрофорез ПАА-геля длиной 20 см, толщи-

ной 1 мм проводили при комнатной температуре,

напряженности 5 В/см с использованием в каче-

стве электрофорезного буфера 1× ТВЕ в течение

Рис. 2. Система регистрации наиболее частых мутаций в гене GJB2 методом MLPA-анализа в одной пробирке.
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Рис. 3. Система регистрации наиболее частых мутаций в генах, вызывающих не CX26-тугоухость, методом MLPA-ана-
лиза в одной пробирке.
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трех часов. После электрофореза гель окрашива-
ли в растворе бромистого этидия (0.5 мкг/мл в
1× ТВЕ) и визуализировали с помощью системы
GelDoc фирмы BIO-RAD (США) в проходящем
УФ-свете при длине волны 312 нм.

Больным, у которых был выявлен один пато-
генный вариант или не было выявлено ни одного
патогенного варианта из девяти частых патоген-
ных вариантов в гене GJB2, исследовали кодиру-
ющую последовательность гена GJB2 методом
прямого автоматического секвенирования. Для
секвенирования по Сенгеру использовали фраг-
менты ДНК, полученные в ходе ПЦР, с примене-
нием набора реактивов ABI Dye Terminator, ver-
sion 1 (Applied Biosystems) с последующим анали-
зом на приборе 3130 ABI genetic analyzer (Applied
Biosystems, США). Полученные хромотограммы
анализировали с помощью программы Chromas
version 2 (Technelysium). Праймеры для амплифи-
кации были выбраны из фланкирующих кодиру-
ющий экзон гена GJB2 нуклеотидных последова-
тельностей.

Название обнаруженных изменений в гене
GJB2 присваивалось в соответствии с международ-
ной номенклатурой HGVS (http://www.hgvs.org/
mutnomen/), использовалась референсная после-
довательность кДНК, представленная на порта-
ле NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore):
NM_004004.6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Поиск причины заболевания проводился по
следующей схеме:

1. Поиск частых патогенных вариантов в гене
GJB2 c.35delG, с.–23+1G>A (IVS1+1G>A),
c.313_326del14, c.235delC, c.358_360delGAG
(p.Glu120del), c.101T>C (p.Met34Thr), c.167delT,
101kbdel(GJB2-D13S175) (NC_000013.10: g.20757021_
20858394del) и 309kbdel (GJB6-D13S1830)
(NC_000013.10: g.20797177_21105945) (рис. 2).

2. Поиск патогенных вариантов методом пря-
мого автоматического секвенирования по Сенге-
ру кодирующей последовательности гена GJB2
проводился больным, у которых был выявлен
один патогенный вариант или не было выявлено
ни одного патогенного варианта.

3. Поиск частых патогенных вариантов в генах
STRC (c.2171_2174delTTTG), USH2A (c.11864G>A
(p.Trp3955*)), SLC26A4 (c.1001G>T (p.Gly334Val)
и c.107A>C (p.His36Pro)), CLIC5 (c.1121G>A
(p.Trp374*)) (рис. 3) проводился больным, у кото-
рых не было выявлено патогенных вариантов в
гене GJB2 на обеих хромосомах.

Данный алгоритм является эффективным для
постановки диагноза российским больным не-
синдромальной тугоухостью и уже на первом эта-
пе позволяет выявлять до 97% патогенных вари-
антов у больных, заболевание которых связано с
нарушениями в гене GJB2 [11].

Среди 117 неродственных слышащих грузин
проводился поиск девяти наиболее частых пато-
генных вариантов в гене GJB2 для установления
популяционной частоты носительства GJB2-ту-
гоухости.

Поиск частых для российской популяции 
патогенных вариантов в гене GJB2

В ходе исследования частые патогенные вари-
анты гена GJB2 были выявлены у 15 пробандов. У
11 пробандов патогенные варианты присутство-
вали на обеих хромосомах, у четырех – только на
одной. Всего было выявлено четыре варианта.
Мутация c.35delG была обнаружена на 11 хромо-
сомах, c.358_360delGAG – на девяти хромосомах,
с.–23+1G>A – на пяти хромосомах, c.101T>C –
на одной хромосоме (табл. 1).

Варианты c.35delG и c.358_360delGAG встре-
тились в гомозиготном состоянии, каждый у двух
пробандов. У четырех пробандов эти же варианты
встретились в компаунд-гетерозиготном состоя-
нии. У троих пробандов варианты c.35delG и
с.‒23+1G>A были выявлены в компаунд-гетеро-
зиготном состоянии. У четверых пробандов были
выявлены варианты только на одной хромосоме:
у двоих – вариант с.–23+1G>A, у одного –
c.358_360delGAG, и у одного – c.101T>C. Нами не
проводилось дополнительное исследование с це-
лью установления цис-, транс-положения выяв-
ленных вариантов, однако в литературе нет упо-
минаний о цис-положении данных вариантов,
поэтому мы считали, что варианты располагают-
ся на разных хромосомах. Таким образом, после
первого этапа исследования молекулярно-гене-
тический диагноз установлен 11 пробандам.

Секвенированиe кодирующей
последовательности гена GJB2

На следующем этапе мы провели секвенирова-
ние кодирующей последовательности гена GJB2
28 пробандам с неустановленной на молекуляр-
ном уровне причиной заболевания. Нами был
выявлен один патогенный вариант – c.551G>C в
гомозиготном состоянии у одного больного. Та-

Таблица 1. Частые варианты в гене GJB2

Вариант Количество хромосом

c.35delG 11

c.358_360delGAG 9

c.–23+1G>A 5

c.101T>C 1
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ким образом, молекулярный диагноз установлен
еще одному больному.

Поиск частых на территории РФ патогенных 
вариантов в генах STRC, USH2A, SLC26A4, CLIC5

У 27 пробандов был проведен поиск частых пато-
генных вариантов в генах STRC, USH2A, SLC26A4,
CLIC5 методом аллель-специфичного лигирования.
Ни у одного больного не было выявлено вариантов:
c.2171_2174delTTTG в гене STRC, c.11864G>A
(p.Trp3955*) в гене USH2A, c.1001G>T (p.Gly334Val)
и c.107A>C (p.His36Pro) в гене SLC26A4 и
c.1121G>A (p.Trp374*) в гене CLIC5.

Определение популяционной частоты 
носительства девяти мутаций в гене GJB2

Проведено исследование 117 образцов ДНК
выборки этнических грузин с целью определения
популяционной частоты носительства девяти му-
таций в гене GJB2. В популяционной выборке бы-
ли выявлены патогенные варианты: c.35delG – на
двух хромосомах и c.358_360delGAG – на одной
хромосоме. Таким образом, выявлено три гетеро-
зиготных носителя мутаций в гене GJB2. Частота
носительства частых мутаций в гене GJB2 в Гру-
зии составила один на 39 человек (2.6% (0.53–
7.49% при 95% ДИ)).

ОБСУЖДЕНИЕ

Выявление генетической природы тугоухости

необходимо для генетического консультирова-

ния, а также тактики реабилитации больных. На-

ми была установлена причина нейросенсорной

тугоухости у 12 пробандов. У четверых пробандов

варианты c.35delG и c.358_360delGAG встретились

в компаунд-гетерозиготном состоянии, у троих

больных в компаунд-гетерозиготном состоянии

выявлены варианты c.35delG и с.–23+1G>A, вари-

анты c.35delG и c.358_360delGAG в гомозиготном

состоянии встретились каждый у двух больных и

у одного больного в гомозиготном состоянии был

выявлен вариант с.551G>C. У четверых больных

мутация в гене GJB2 выявлено только на одной

хромосоме (табл. 2). Таким образом, у 11 из 12

больных молекулярно-генетическая причина забо-

левания была установлена на первом этапе исследо-

вания, что говорит о высокой эффективности ис-

пользования системы регистрации частых у рос-

сийских больных мутаций в гене GJB2 и для

грузинских больных нейросенсорной тугоухостью.

Согласно публикации Е. Близнец с соавт. [11],

исследование всей кодирующей последователь-

ности гена GJB2 в сочетании с поиском патоген-

ного варианта с.–23+1G>A, а также поиском

крупной делеции 309kbdel (GJB6-D13S1830)

(NC_000013.10: g.20797177_21105945) позволяет

выявлять 100% мутаций у российских пациентов.

Также в систему регистрации наиболее частых

мутаций в гене GJB2 включена еще одна крупная

делеция, которую невозможно выявить в гетеро-

зиготном состоянии, исследуя кодирующую по-

следовательность гена GJB2 методом секвениро-

вания по Сенгеру – 101kbdel (GJB2-D13S175)

(NC_000013.10: g.20757021_20858394del), являю-

щаяся частой у ингушских больных [19].

Используя данную стратегию в исследуемой

выборке, мы выявили, что у 12 из 39 (30.8%) боль-

ных нейросенсорной тугоухостью из Грузии забо-

левание связано с биаллельными повреждениями

в гене GJB2. Также нами обнаружено, что у четве-

рых больных (10%) патогенный вариант выявлен

только на одной хромосоме. Установленная нами

частота гетерозиготного носительства частых му-

таций в гене GJB2 у грузин – 2.6%.

Частота гетерозигот по мутации в гене GJB2 в

группе больных с неустановленным молекуляр-

ным диагнозом составила 14.8% (4 из 27 боль-

ных). Так как между установленной частотой по-

пуляционного носительства (2.6%) и полученной

среди грузинских больных (14.8%) имеется досто-

верное отличие (p < 0.05), полученные результаты

нельзя объяснить случайным гетерозиготным но-

сительством больных мутаций в гене GJB2. Таким

образом, как минимум у троих из этих четверых

больных должен существовать второй патоген-

ный в гене GJB2 за пределами изученной нами

кодирующей области гена (в регуляторных эле-

ментах, промоторе или нетранскибируемых обла-

стях гена). Также есть работы, доказывающие ди-

генное GJB2/GJB3 наследование тугоухости [20,

21]. Возможно сексенирование кодирующей по-

следовательности гена GJB3 внесет ясность в

причину тугоухости у этих больных.

У всех больных с выявленным патогенным ва-

риантом на одной хромосоме наблюдалась IV сте-

Таблица 2. Генотипы больных

Генотип Количество 

c.[35delG];[358_360delGAG] 4

c.35delG(;)–23+1G>A 3

c.[35delG];[35delG] 2

c.[358_360delGAG];[358_360delGAG] 2

c.[551G>C];[551G>C] 1

c.[358_360delGAG];[=] 1

c.[–23+1G>A];[=] 2

c.[101T>C];[=] 1
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пень тугоухости. У одного больного родители отме-

тили снижение слуха в три года после перенесенно-

го инфекционного заболевания, у остальных трех

больных зарегистрирована долингвальная туго-

ухость. У больных с биаллельными мутациями вы-

явлено четыре патогенных варианта: –c.35delG,

c.358_360delGAG, с.–23+1G>A и c.551G>C.

Наиболее частый патогенный вариант

c.35delG в гене GJB2 также оказался наиболее ча-

стым и у грузинских больных с биаллельными му-

тациями с долей среди патогенных вариантов

GJB2 – 45.8% (табл. 3). В европейских популяци-

ях доля варианта c.35delG среди GJB2-аллелей

колеблется в диапазоне от 60 до 80% [22], однако

его доля значительно ниже в некоторых этниче-

ских изолятах [23], что наблюдается и в исследуе-

мой выборке.

Вторым по частоте оказался вариант

c.358_360delGAG с долей 33.3% среди пациентов

с двухаллельными мутациями (табл. 3). Делеция трех

нуклеотдов приводит к удалению глутаминовой

кислоты в 120-ом положении белка (p.Glu120del).

Среди грузинских больных вариант встретился на

девяти хромосомах у семи больных, у одного из

которых в компаунд-гетерозиготном состоянии с

не идентифицированной мутацией. Мутация

c.358_360delGAG впервые описана в 1999 г. у ита-

льянских больных [24]. О данном варианте сооб-

щалось как о широко распространенной мутации

в популяции курдов – 9.4% [25], у турецких (9.5%)

[26] и иранских больных (4%) [27]. У российских

и белорусских больных мутация p.Glu120del

встречается с частотой 1 и 2.5% соответственно

[11, 12, 19]. Таким образом, вариант c.358_360del-

GAG среди грузинских больных встретился с

максимальной частотой среди ранее описанных

популяций.

Следующим по частоте был вариант

с.‒23+1G>A. Мутация встретилась на пяти хро-

мосомах – у троих больных в компаунд-гетерози-

готном состоянии с мутацией c.35delG, у двоих –

с неидентифицированной мутацией на второй

хромосоме (табл. 2). Аллельная частота варианта

с.–23+1G>A среди больных с двухаллельными

мутациями составила 12.5% (табл. 3). Мутация

с.-23+1G>A впервые описана в 1999 г. [28], одна-

ко долгое время не входила в рутинную диагно-

стику GJB2-тугоухости во многих лабораториях

мира [29, 30]. После включения в тестирование, а

также поиска данного варианта у больных с од-

ной выявленной мутацией, оказалось, что вари-

ант с.–23+1G>A является достаточно распро-

страненным во многих популяциях во всем мире

[29, 30]. Максимальная аллельная частота наблю-

дается в Якутии –11.7% [31], у азербайджанско-

турецких пациентов из Ирана частота – 4.9% [29],

в иранской популяции курдов – 1.4% [23], в Европе

максимальная частота зафиксирована в Чехии – 4%

[30]; в России и Белоруссии частота составила 4 и

2% соответственно [11, 12].

Вариант нуклеотидной последовательности

c.551G>C приводит к миссенс-замене аргинина

на пролин в 184 положении белка. Вариант

c.551G>C был выявлен у одного больного в гомо-

зиготном состоянии (табл. 2). Впервые мутация

c.551G>C (p.R184P) была описана в 1997 г. у боль-

ного из Австралии [32]. Вариант достаточно редкий

и отсутствует во многих популяциях по результатам

многих исследований [11]. Однако вариант c.551G>C

встречается в популяциях, в которых значитель-

ный вклад вносят варианты c.358_360delGAG и

c.‒23+1G>A: у иранских курдов – 0.2% [23], у ту-

рецких – 3.2% [26] и иранских больных – 0.74% [27].

Таблица 3. Доли выявленных вариантов в гене GJB2

Вариант

Количество хромосом 

среди больных

с двухаллельными 

мутациями

Доля среди больных

с двухаллельными 

мутациями, %

Количество хромосом 

среди всех больных

c.35delG 11 45.8 11

c.358_360delGAG 8 33.3 9

c.–23+1G>A 3 12.5 5

c.551G>C 2 8.3 2

c.101T>C 0 0 1

Всего 24 100 28
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Таким образом, спектр мутаций у грузинских

больных GJB2-тугоухостью схож со спектром ту-

рецких и иранских пациентов. Также все выяв-

ленные мутации зафиксированы у российских

пациентов [11, 19]. У всех больных с двухаллель-

ными мутациями в гене GJB2 наблюдалась чет-

вертая степень долингвальной тугоухости. Что

можно объяснить тем, что для всех выявленных

мутаций характерно серьезное нарушение функ-

ции белка, что ведет к потере активности канала

и, в свою очередь, к тяжелым фенотипическим

проявлениям, т.е. к тяжелой степени тугоухости

[15, 33].

Система для регистрации частых у российских

пациентов патогенных вариантов в гене GJB2
также эффективна и среди грузинских больных с

тугоухостью и выявляет причину заболевания не

менее чем у 28% больных. Добавление в систему

регистрации частых для российской популяции

мутаций, возможность регистрации патогенного

варианта c.551G>C повысит информативность

диагностики до 31%.

Часто встречающиеся в России патогенные ва-

рианты в генах STRC, USH2A, SLC26A4, CLIC5 не

были выявлены среди грузинских больных. Так

как патогенные варианты в генах STRC, USH2A,

SLC26A4 вносят значительный вклад в причину

тугоухости в различных популяциях мира [22, 34],

поиск мутации во всей кодирующей последова-

тельности этих генов, вероятно поможет опреде-

лить генетическую причину у части и грузинских

больных. Также возможно окажется более деше-

вым и эффективным для рутинной диагностики

тугоухости у грузинских больных создание систе-

мы регистрации частых для турецких и иранских

больных мутаций в этих генах.

Потеря слуха генетически неоднородна и как

правило моногенная. В настоящее время иденти-

фицировано 123 гена, вызывающих несиндромаль-

ную тугоухость [35], а многие гены еще предстоит

идентифицировать. Мутации в GJB2 на сегодняш-

ний день считаются основной генетической причи-

ной несиндромальной потери слуха во всем мире.

По результатам настоящего исследования, после

скрининга на частые мутации в гене GJB2 следу-

ющим этапом для поиска причины заболевания у

грузинских больных можно предложить полно-

экзомное или полногеномное секвенирование.

Работа выполнена в рамках Государственного

задания Минобрнауки России.

Все процедуры, выполненные в исследовании

с участием людей, соответствуют этическим стан-

дартам институционального и/или национально-

го комитета по исследовательской этике и Хель-

синкской декларации 1964 г. и ее последующим

изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование

участников было получено информированное

добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-

тересов.
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Molecular Genetic Study of the Causes of Non-Syndromic Sensorineural
Hearing Loss in Patients from Georgia

A. A. Stepanovaa, *, O. A. Ismagilovaa, N. M. Galeevaa, N. G. Markovab,
G. A. Tavartkiladzeb, c, O. Kvlividzec, d, and A. V. Polyakova
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bNational Research Centre for Audiology and Hearing Rehabilitation, Moscow, 117513 Russia

cGeorgian Foundation for Genetic and Rare Diseases, Tbilisi, 0162 Georgia
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Pathogenic variants in the GJB2 gene are the most common reason for nonsyndromic sensorineural hearing
loss. In this study, we examined Georgian patients with sensorineural hearing loss. We establish the ratio of
GJB2-relateddeafness among patients with impaired hearing. The mutation spectrum of the GJB2 gene in
Georgia is represented by the following pathogenic variants: c.35delG, c.358_360delGAG, c.–23+1G>A,
and c.551G>C. The estimated GJB2-relatedhearing loss carrier frequency is 2.6%. The following variants,
which are common in Russian patients, were not detected in Georgian patients: STRC
(c.2171_2174delTTTG), USH2A (c.11864G>A), SLC26A4 (c.1001G>T and c.107A>C (p.His36Pro)), CLIC5
(c.1121G>A). Molecular genetic diagnosis was established for 30.8% of patients.

Keywords: hearing loss, GJB2, GJB2-hearing loss, Georgia.
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В исследование было включено 3206 неродственных индивидов славянского происхождения (1579
пациентов с СД2, в том числе 535 человек с кардиоваскулярной автономной нейропатией, и 1627
здоровых добровольцев). Генотипирование SNPs выполнено на геномном времяпролетном масс-
спектрометре MassARRAY Analyzer 4. Статистическую обработку полученных данных выполняли с
помощью программы SNPStats. Установлена ассоциация генотипа rs17849502-G/TNCF2 с повы-
шенным риском развития СД2 (OR = 1.42, 95% CI = 1.08–1.87, P = 0.043). При стратифицированном
по индексу массы тела (ИМТ) анализе частот генотипов NCF2 обнаружено, что генотип rs17849502-
G/T значимо чаще встречался только у пациентов с избыточной массой тела и ожирением (OR = 1.34,
95% CI = 1.01–1.77, P = 0.012). Кроме того, выявлены ассоциации генотипов rs789180-А/Т (OR = 1.46,
95% CI = 1.11–1.92, P = 0.015) и rs10911363-G/T (OR = 0.77, 95% CI = 0.61–0.97, P = 0.046) с кардио-
васкулярной автономной нейропатией при СД2, не зависящие от пола, возраста и ИМТ пациентов.
Анализ влияния полиморфизма NCF2 на биохимические показатели плазмы крови показал, что носи-
тели гаплотипа H5 rs796860A-rs789180T-rs17849502G-rs2274064C-rs10911363G-rs147415774C-rs2274065A-
rs3754515C имели на 4.81% более высокое содержание гликированного гемоглобина (95% CI = 2.63–6.98,
P < 0.0001) по сравнению с носителями референсного гаплотипа H1 rs796860A-rs789180А-rs17849502G-
rs2274064Т-rs10911363G-rs147415774C-rs2274065A-rs3754515C. Таким образом, нами впервые выяв-
лены ассоциации rs17849502 гена NCF2 c развитием СД2, а также ассоциации rs789180 и rs10911363 с
кардиоваскулярной автономной нейропатией. Полученные данные свидетельствуют о значимом
вкладе полиморфизма гена NCF2 в патогенез СД2 и создают научный задел для дальнейших иссле-
дований по изучению генетико-биохимических нарушений системы редокс-гомеостаза при сахар-
ном диабете 2-го типа.

Ключевые слова: сахарный диабет 2-го типа, диабетическая дистальная нейропатия, кардиоваску-
лярная автономная нейропатия, нейтрофильный цитозольный фактор 2, НАДФН-оксидаза, одно-
нуклеотидный полиморфизм.
DOI: 10.31857/S0016675822050034

По данным Международной федерации диа-
бета за 2019 г. один из 11 взрослых в возрасте от 20
до 79 лет страдает сахарным диабетом, что в пла-
нетарном масштабе составляет 463 млн человек. В
Российской Федерации 8.2 млн больных, причем
более 90% из них страдают сахарным диабетом 2-го
типа (СД2) [1].

В ряде отечественных и зарубежных исследо-
ваний показано, что окислительный стресс слу-
жит движущей силой развития как самого СД2,
так и его микрососудистых и макрососудистых
осложнений, включая диабетическую нейропа-
тию, одна из форм которой – кардиоваскулярная
автономная нейропатия (КАН). Последняя явля-

ется одним из прямых осложнений СД2 и обнару-
живается у 11.7% пациентов с впервые выявленным
диабетом [2]. Поражение сердечно-сосудистой си-
стемы при КАН связано с ухудшением качества
жизни, ранней инвалидизацией и пятикратным
увеличением смертности в этой категории боль-
ных [3].

Последние исследования в области редокс-
биологии доказали существование так называе-
мого порочного круга генерации активных форм
кислорода (АФК), в котором избыточное образо-
вание супероксид-аниона  и перекиси водоро-
да Н2О2 НАДФН-оксидазой (NOX) приводит к

2O −i
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нарушению функционирования митохондрий и
увеличению продукции  в цепи переноса элек-
тронов [4]. Следует отметить, что целый ряд бел-
ков-мишеней инсулинового сигналинга и его ре-
гуляторов (AKT, FOXO, PTEN, PT1B, JNK,
GAB1) являются редокс-чувствительными. Уве-
личение продукции АФК в условиях дефицита
антиоксидантов приводит к изменению редокс-
статуса упомянутых белков и инсулинорезистент-
ности периферических тканей [5], а также к тормо-
жению пролиферации бета-клеток поджелудочной
железы с последующим запуском их апоптоза и де-
дифференцировки, что лежит в основе прогресси-
рующей потери функционирующей массы бета-
клеток и снижения секреции инсулина [6].

Нейтрофильный цитозольный фактор 2 являет-
ся связанной с мембраной субъединицей НАДФН-
оксидазы, необходимой для активации фермента,
и кодируется геном NCF2 [7]. В литературе описа-
но участие цитохрома CYBA, белка-компонента
мультиферментного комплекса НАДФН-оксида-
зы и ее изоформ NOX2 и NOX4 в патогенезе СД2
[8–11], тогда как данные о роли NCF2 в развитии
СД2 и его осложнений отсутствуют. В этой связи
целью настоящего исследования стало изучение
ассоциаций восьми однонуклеотидных поли-
морфных вариантов гена NCF2 rs796860 (A>C),
rs789180 (A>T), rs17849502 (G>T), rs2274064 (T>C),
rs10911363 (G>T), rs147415774 (C>T), rs2274065
(A>C) и rs3754515 (C>A) с предрасположенно-
стью к СД2, а также с риском развития кардио-
васкулярной автономной нейропатии у пациен-
тов с СД2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Протокол исследования одобрен Региональным

этическим комитетом при Курском государствен-
ном медицинском университете (выписка из про-
токола № 10 от 12.12.2016 г.). В исследование было
включено 1579 пациентов с СД2 (591 мужчина и 988
женщин, средний возраст 61.3 ± 10.4 года), полу-
чавших стационарное лечение на базе эндокри-
нологического отделения Курской городской
клинической больницы скорой медицинской по-
мощи в период с декабря 2016 по октябрь 2019 г. У
535 больных СД2 по результатам прикроватных
тестов (оценка частоты сердечных сокращений
(ЧСС) в покое, вариации ЧСС, реакции ЧСС и
артериального давления в ответ на ортостатиче-
скую пробу, реакции диастолического АД в ответ
на изометрическую нагрузку и пробы Вальсальвы
[12]) была диагностирована кардиоваскулярная
автономная нейропатия. 1627 условно здоровых
добровольцев (601 мужчина и 1026 женщин, сред-
ний возраст 60.8 ± 6.4 года) составили группу
контроля. Исследуемые группы были сопостави-
мы как по полу, так и по возрасту. Клинико-лабо-
раторные показатели участников исследования

2O −i
представлены в табл. 1. Критерии включения в
группу больных: наличие верифицированного
врачом диагноза болезни, подтвержденного клини-
чески и лабораторно-инструментально, возраст
старше 35 лет, наличие письменного информиро-
ванного согласия на участие в исследовании. Кри-
терии исключения больных из основной выборки:
выраженная степень декомпенсации СД2 или ко-
ма, заболевания экзокринной части поджелудоч-
ной железы, опухоли поджелудочной железы, му-
ковисцидоз, гемохроматоз, фиброкалькулезная
панкреатопатия, эндокринопатии, генетические
синдромы, сочетающиеся с СД (полный перечень
приведен ранее [13, 14]), а также возраст младше
35 лет и отсутствие письменного информирован-
ного согласия на участие в проекте. Критерии
включения лиц в группу контроля: возраст старше
35 лет, нормальные значения гликемии согласно
ВОЗ, 1999–2013, отсутствие тяжелых хронических
заболеваний, наличие письменного информиро-
ванного согласия. Критерии исключения из группы
контроля: возраст младше 35 лет, гипергликемии в
анамнезе, наличие тяжелых хронических заболе-
ваний, отсутствие письменного информирован-
ного согласия.

Для проведения генетических исследований у
всех пациентов с СД2 и здоровых лиц на основе
письменного информированного согласия прово-
дили забор 5 мл венозной крови натощак в вакуум-
ные пробирки Vacuette с ЭДТА в качестве антикоа-
гулянта. Геномную ДНК выделяли колоночным
методом с помощью набора QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen) на автоматической станции для
экстракции белков и нуклеиновых кислот QiaCube
(Qiagen), а также методом фенольно-хлороформ-
ной экстракции. Для молекулярно-генетического
анализа было отобрано восемь однонуклеотидных
вариантов гена NCF2 с выраженным регуляторным
потенциалом, а именно rs796860 (A>C), rs789180
(A>T), rs17849502 (G>T), rs2274064 (T>C), rs10911363
(G>T), rs147415774 (C>T), rs2274065 (A>C) и
rs3754515 (C>A). Генотипирование SNPs гена
NCF2 проводили с использованием технологии
iPLEX на геномном времяпролетном масс-спек-
трометре MassARRAY Analyzer 4 (Agena Biosci-
ence). Дизайн мультиплекса SNPs и подбор прай-
меров для ПЦР и iPLEX реакций осуществляли с
помощью онлайн программы MassARRAY Assay
Design Suite (https://agenacx.com). Праймеры бы-
ли синтезированы компанией Evrogen (Москва).
Содержание перекиси водорода Н2О2 и окислен-
ного глутатиона GSSG в плазме крови участни-
ков исследования определяли флуориметриче-
ским и колориметрическим методом с помощью
наборов OxiSelect ROS/RNS Assay kit (Cell Bio-
labs) и OxiSelect GSH/GSSG Assay kit (Cell Bio-
labs) соответственно, на микропланшетном риде-
ре Varioscan Flash (Thermo Fisher Scientific). Кон-
центрации глюкозы, гликированного гемоглобина,
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триглицеридов, общего холестерина и его подфрак-
ций (липопротеинов низкой и высокой плотности)
оценивали с помощью биохимических наборов
фирмы Диакон-ДС на полуавтоматическом био-
химическом анализаторе Ral-15.

Влияние полиморфных вариантов генов на
биохимические показатели анализировалось ме-
тодом линейного регрессионного анализа с по-
правкой на пол, возраст и индекс массы тела. Стати-
стическую обработку полученных данных проводи-
ли методом логистической регрессии с поправками
на возраст и индекс массы тела, с помощью онлайн
программы SNPStats (https://www.snpstats.net/). Ас-
социация считалась значимой при Р < 0.05. Для
анализа соответствия распределения частот гено-
типов равновесию Харди–Вайнберга и сравнения
частот аллелей и генотипов между группами при-
меняли точный тест Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределение частот генотипов в исследуемой
популяции соответствовало равновесию Харди–
Вайнберга (P > 0.05). Согласно данным проекта
“1000 Genomes”, депонированным в Ensembl
(https://www.ensembl.org/), частоты минорных ал-
лелей пяти вариантов – rs796860-C, rs789180-T,
rs17849502-T, rs2274064-C и rs10911363-T были сопо-
ставимы с таковыми в европейской популяции.
Минорный аллель rs147415774-Т NCF2 характеризо-
вался крайне низкой частотой у жителей Централь-
ной России (0.0016) и не встречался у представите-
лей других популяций. Достаточно выраженные

межпопуляционные различия (P < 0.0001) в частоте
альтернативного аллеля установлены и в отноше-
нии полиморфного варианта rs2274065 NCF2: ча-
стота аллеля С у жителей Центральной России
была ниже, чем у представителей европейской,
американской, африканской и восточно-азиат-
ской популяций, однако была сопоставима с ча-
стотой аллеля rs2274065-С в южно-азиатской по-
пуляции. Частота аллеля rs3754515-A NCF2 значи-
мо отличалась от всех исследованных в проекте
“1000 Genomes” популяций.

В табл. 2 представлены результаты анализа га-
метического неравновесия по сцеплению SNPs
гена NCF2. Локус rs796860 находился в отрица-
тельном LD с rs789180 (D' = 0.9949, D = –0.0133,
P < 2 × 10–16), rs17849502 (D' = 0.8445, D = –0.0044,
P < 1.58 × 10–7), rs2274064 (D' = 0.9787, D = –0.0531,
P < 2 × 10–16) и с rs10911363 (D' = 0.9759, D = –0.0336,
P < 2 × 10–16). Кроме того, SNPs rs17849502 (D' =
= 0.9912, D = –0.0052, P = 8.52 × 10–10) и rs10911363
(D' = 0.8191, D = –0.0283, P < 2 × 10–16) находились
в отрицательном неравновесии по сцеплению с
rs789180. Также rs147415774 был в отрицательном
LD с rs3754515 (D' = 0.9210, D = –0.0005, P = 0.02).
SNP rs2274064 был сцеплен с rs789180 (D' = 0.9878,
D = 0.0606, P < 2 × 10–16), rs17849502 (D' = 0.9888,
D = 0.0238, P < 2 × 10–16) и rs10911363 (D' = 0.9500,
D = 0.1501, P < 2 × 10–16). Последние два SNPs бы-
ли также сцеплены между собой (D' = 0.9664, D =
= 0.0308, P < 2 × 10–16).

В табл. 3 представлены результаты анализа ассо-
циаций изучаемых SNPs гена NCF2 с предрасполо-

Таблица 1. Клинико-лабораторные показатели участников исследования

Примечание. HbA1C – гликированный гемоглобин; ЛНП – липопротеины низкой плотности; ЛВП – липопротеины высо-
кой плотности; ТАГ – триацилглицеролы; * полужирным шрифтом выделены статистически значимые Р.

Параметры сравнения Контроль,
n = 1627

Больные СД2,
n = 1579 Р*

Возраст, ср, ± ст. от. 60.8 ± 6.4 61.3 ± 10.4 0.34
Мужчины, n (%) 601 (36.9) 591 (37.4)

0.77
Женщины, n (%) 1026 (63.1) 988 (62.6)

Индекс массы тела (кг/м2), ср. ± ст. от. 27.22 ± 3.55 31.94 ± 6.65 0.001

Курящие, n (%) 504 (31.0) 411 (26.0) 0.004
Стаж диабета, Me [Q1; Q3] – 9.0 [3.0; 15.0] –
Кардиоваскулярная автономная нейропатия 535 – –
Наследственная отягощенность, n (%) 33 (2.0) 611 (38.7) <0.0001
HbA1C (%), Me [Q1; Q3] 4.58 [4.11; 4.87] 9.02 [7.70; 10.80] <0.0001
Глюкоза крови натощак, Me [Q1; Q3] 4.71 [4.39; 4.84] 12.20 [9.70; 15.20] <0.0001
Общий холестерин (ммоль/л), Me [Q1; Q3] 3.06 [2.86; 3.12] 5.10 [4.27; 6.09] <0.0001
ЛПН (ммоль/л), Me [Q1; Q3] 1.74 [1.60; 1.79] 3.03 [2.40; 4.05] <0.0001
ЛВП (ммоль/л), Me [Q1; Q3] 1.47 [1.36. 1.62] 0.85 [0.74; 1.07] <0.0001
ТАГ (ммоль/л), Me [Q1; Q3] 1.15 [0.98; 1.23] 2.20 [1.55; 3.00] <0.0001
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женностью к СД2. Как видно из табл. 3, генотип
rs17849502-T/T NCF2 (OR = 1.42, 95% CI = 1.08–1.87,
P = 0.043) ассоциировался с повышенным риском
развития СД2. При анализе частот гаплотипов
NCF2 (табл. 4) у больных и здоровых участников
исследования, статистически значимых ассоциа-
ций какого-либо из 13 гаплотипов NCF2 с предрас-
положенностью к СД2 выявлено не было (Р > 0.05).
Тем не менее анализ эффектов изучаемых SNPs на
биохимические показатели плазмы крови паци-
ентов с СД2 установил, что носители гаплотипа
H5 rs796860A-rs789180T-rs17849502G-rs2274064C-
rs10911363G-rs147415774C-rs2274065A- rs3754515C
имели на 4.81% более высокое содержание глики-
рованного гемоглобина (95% CI = 2.63–6.98, P <
< 0.0001) по сравнению с носителями референсного
гаплотипа H1 rs796860A-rs789180А-rs17849502G-
rs2274064Т-rs10911363G-rs147415774C-rs2274065A-
rs3754515C (табл. 5).

Принимая во внимание, что ожирение являет-
ся ведущим фактором риска СД2, нами далее был
проведен стратифицированный по индексу массы
тела (ИМТ) анализ частот генотипов NCF2, резуль-
таты которого приведены в табл. 6. Обнаружено, что
генотип rs17849502-G/T значимо чаще встречался
только у пациентов с избыточной массой тела и
ожирением (OR = 1.34, 95% CI = 1.01–1.77, P =
= 0.012), тогда как у лиц с нормальной массой те-
ла рисковый эффект носительства rs17849502-
G/T не наблюдался (P > 0.05).

Нами были выявлены ассоциации генотипов
rs789180-А/Т (OR = 1.46, 95% CI = 1.11–1.92, P =

= 0.015) и rs10911363-G/T (OR = 0.77; 95% CI =
= 0.61–0.97, P = 0.046) с кардиоваскулярной авто-
номной нейропатией при СД2, не зависящие от
пола, возраста и ИМТ пациентов (табл. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

Цитозольный фактор нейтрофилов 2 (NCF2,
p67phox) представляет собой регуляторный белок
из 526 аминокислот с молекулярной массой
67 кДа, формирующий вместе с NCF1, NCF4 и
малой ГТФ-азой RAC1/RAC2 цитозольный ком-
плекс НАДФН-оксидазы. Именно NCF2 отвеча-
ет за трансфер электронов с НАДФН на флавино-
вый центр цитохрома b и необходим для запуска
каталитической активности последнего [15, 16].
Результатом катализа является превращение мо-
лекулярного кислорода в супероксид-анион, ко-
торый в свою очередь является родоначальником
перекиси водорода, гидроксильного радикала,
пероксинитрита и гипохлорит-аниона. В фагоци-
тах перечисленные АФК оказывают бактерицид-
ный эффект, а в клетках нефагоцитарного ряда
служат важными сигнальными молекулами, регу-
лирующими процессы роста, деления, апоптоза
[17], организации цитоскелета, внутриклеточного
транспорта, в том числе гранул инсулина в бета-
клетках поджелудочной железы [18–20].

Мутации в гене NCF2 связаны с развитием хро-
нической гранулематозной болезни [21, 22] – пер-
вичного иммунодефицита, характеризующегося
неспособностью фагоцитов генерировать суперок-

Таблица 2. Неравновесие по сцеплению между полиморфными вариантами гена NCF2

Примечание. Показатели неравновесия по сцеплению между SNPs: верхние ячейки – D (заливка серым), нижние – D'. Пред-
ставлены только статистически значимые показатели неравновесия по сцеплению (P < 6.7 × 10–6).

SNPID rs796860 rs789180 rs17849502 rs2274064 rs10911363 rs147415774 rs2274065 rs3754515

rs796860
–0.0133 –0.0044 –0.0531 –0.0336 0.0001 –0.0029 –0.0263

0.9949 0.8445 0.9787 0.9759 0.048 0.5478 0.6065

rs789180
–0.0052 0.0606 –0.0283 0.0001 0.0197 –0.0051

0.9912 0.9878 0.8191 0.7432 0.4924 0.1165

rs17849502
0.0238 0.0308 0 –0.0009 –0.0034

0.9888 0.9664 0.0108 0.4165 0.198

rs2274064
0.1501 0.0006 0.0105 –0.0618

0.95 0.7008 0.4383 0.3481

rs10911363
0.0009 –0.0075 –0.0743

0.792 0.5556 0.6601

rs147415774
0 –0.0005

0.343 0.921

rs2274065
0.027

0.957
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Таблица 3. Анализ ассоциации аллелей и генотипов полиморфных вариантов гена NCF2 с риском развития СД2

1 Уровень значимости ассоциации с риском развития СД2 с коррекцией по полу, возрасту и ИМТ.
2 Отношения шансов и 95%-ные доверительные интервалы ассоциаций SNPs с риском развития СД2 с коррекцией по полу,
возрасту и ИМТ.

SNP гена NCF2 Генотип, аллель

n (%)

adjР1
adjOR (95% CI)2

здоровые
(n=1627)

больные
(n=1579)

rs796860
A>C

A/A 1266 (77.8) 1245 (78.8)

0.42

1.00

C/A 340 (20.9) 310 (19.6) 0.90 (0.76–1.08)

C/C 21 (1.3) 24 (1.5) 1.21 (0.66–2.22)

C 0.117 0.113 0.61 0.46 (0.82–1.12)

rs789180
A>T

A/A 1256 (77.2) 1251 (79.2)

0.42

1.00

A/T 347 (21.3) 308 (19.5) 0.89 (0.74–1.06)

T/T 24 (1.5) 20 (1.3) 0.99 (0.53–1.87)

T 0.121 0.110 0.16 0.90 (0.77–1.04)

rs17849502
G>T

G/G 1500 (92.2) 1424 (90.2)

0.043

1.00

G/T 121 (7.4) 152 (9.6) 1.42 (1.08–1.87)

T/T 6 (0.4) 3 (0.2) 0.72 (0.17–2.95)

T 0.041 0.050 0.078 1.24 (0.98–1.56)

rs2274064
T>C

T/T 449 (27.6) 451 (28.6)

0.23

1.00

C/T 798 (49) 794 (50.3) 1.01 (0.85–1.19)

C/C 380 (23.4) 334 (21.1) 0.86 (0.71–1.06)

C 0.479 0.463 0.20 0.94 (0.85–1.04)

rs10911363
G>T

G/G 810 (49.8) 781 (49.5)

0.32

1.00

G/T 654 (40.2) 661 (41.9) 1.03 (0.88–1.19)

T/T 163 (10) 137 (8.7) 0.84 (0.65–1.09)

T 0.301 0.296 0.66 0.98 (0.88–1.09)

rs147415774
С>T

C/C 1621 (99.6) 1575 (99.8)

0.57

1.00

C/T 6 (0.4) 4 (0.2) 0.69 (0.19–2.50)

T/T 0.0 0.0 –

T 0.002 0.001 0.56 0.69 (0.19–2.44)

rs2274065
A>С

A/A 1483 (91.2) 1440 (91.2)

0.64

1.00

C/A 142 (8.7) 135 (8.6) 1.01 (0.78–1.30)

C/C 2 (0.1) 4 (0.2) 2.25 (0.40–12.56)

С 0.045 0.045 0.94 1.01 (0.80–1.28)

rs3754515
С>A

C/C 652 (40.1) 597 (37.8)

0.44

1.00

C/A 741 (45.5) 759 (48.1) 1.11 (0.95–1.29)

A/A 234 (14.4) 223 (14.1) 1.04 (0.84–1.30)

A 0.372 0.382 0.41 1.04 (0.94–1.15)
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Таблица 4. Распределение и анализ ассоциаций гаплотипов NCF2 c риском развития СД2

Примечание. Отношения шансов и 95%-ные доверительные интервалы: 1 без поправок на ковариаты, 2 с поправкой на пол,
возраст и ИМТ; H – гаплотип. Подчеркиванием обозначены минорные аллели.

H

rs
79

68
60

rs
78

91
80

rs
17

84
95

02

rs
22

74
06

4

rs
10

91
13

63

rs
14

74
15

77
4

rs
22

74
06

5

rs
37

54
51

5

К
он

тр
ол

ь

Б
ол

ьн
ы

е
С

Д
2

OR (95% CI)1 P
OR

(95% CI)2 P

H1 A A G T G C A A 0.2253 0.2377 1.00 — 1.00 —
H2 A A G C T C A C 0.2209 0.212 0.91 (0.79–1.06) 0.23 0.90 (0.77–1.04) 0.16
H3 A A G T G C A C 0.1613 0.1691 0.99 (0.83–1.18) 0.91 1.02 (0.85–1.21) 0.86
H4 C A G T G C A C 0.0985 0.0942 0.92 (0.75–1.11) 0.37 0.92 (0.75–1.12) 0.42
H5 A T G C G C A C 0.078 0.0695 0.85 (0.68–1.05) 0.14 0.86 (0.69–1.08) 0.19
H6 A A G C G C A A 0.0404 0.0411 0.97 (0.72–1.30) 0.84 0.99 (0.73–1.34) 0.94
H7 A A T C T C A C 0.0285 0.0352 1.20 (0.87–1.66) 0.27 1.28 (0.92–1.78) 0.14
H8 A T G C G C C A 0.0263 0.0242 0.87 (0.62–1.22) 0.43 0.88 (0.63–1.25) 0.48
H9 A A G C G C A C 0.0265 0.0228 0.83 (0.57–1.21) 0.33 0.88 (0.60–1.28) 0.50
H10 A A G C T C A A 0.0187 0.0174 0.88 (0.54–1.43) 0.60 0.96 (0.58–1.57) 0.86
H11 C A G T G C A A 0.0177 0.013 0.77 (0.46–1.30) 0.34 0.73 (0.43–1.25) 0.25
H12 A T G C G C A A 0.0098 0.0137 1.29 (0.69–2.43) 0.43 1.37 (0.72–2.61) 0.34
H13 A A T C T C A A 0.0119 0.0114 0.91 (0.51–1.60) 0.73 0.82 (0.46–1.46) 0.49
Редкие * * * * * * * * 0.0091 0.0101 0.98 (0.72–1.34) 0.92 1.03 (0.75–1.42) 0.84

Общий P 0.83 0.67

Таблица 5. Ассоциации гаплотипов гена NCF2 с уровнем гликированного гемоглобина у больных СД2

1 Значение разности уровня HbA1с (%) при данном гаплотипе по сравнению с референсным гаплотипом Н1; Н – гаплотип.
Подчеркиванием обозначены минорные аллели.
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Частота 
гаплотипа Diff (95% CI)1 P
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Редкие * * * * * * * * 0.0406 –0.19 (–3.08–2.71) 0.90
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сид. Полиморфный вариант rs17849502 по данным
полногеномных исследований ассоциирован с раз-
витием целиакии [23], ревматоидного артрита [24,
25], вариант rs17849501 – c развитием системной
красной волчанки [26], SNP rs35012521 – с разви-
тием эпилептической энцефалопатии [база дан-
ных Clinvar, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
RCV001258235/]. Данные о связи SNPs NCF2 с
предрасположенностью к СД2 и его осложнени-
ям в литературе отсутствуют. Выполненное нами
исследование впервые выявило взаимосвязь по-
лиморфизма rs17849502 в интроне гена NCF2 с по-
вышенным риском развития СД2 у больных с из-
быточной массой тела и ожирением, тем самым
демонстрируя потенциальную вовлеченность ге-
на цитозольного фактора нейтрофилов 2 в пато-

генез диабета. Нам также удалось установить вли-
яние гаплотипа rs796860A-rs789180T-rs17849502G-
rs2274064C-rs10911363G-rs147415774C-rs2274065A-
rs3754515C на уровень гликированного гемогло-
бина у больных СД2: носительство данного гап-
лотипа NCF2 было сопряжено со значимо более
высоким содержанием HbA1с.

Согласно экспериментальным данным GTEx
портала (https://gtexportal.org/), присутствие ми-
норных аллелей rs17849502-Т (Р = 2.1 × 10–12) и
rs789180-Т (Р = 3.2 × 10–10) повышает аффинность
факторов сплайсинга к синтезированной пре-
мРНК и увеличивает число сплайсинговых изо-
форм NCF2 в крови. Кроме того, аллель rs789180-Т
повышает экспрессию в крови гена SMG7-AS1
(Р = 2.3 × 10–5), ассоциированного с пороком раз-

Таблица 7. Ассоциации полиморфных вариантов изучаемых гена NCF2 с кардиоваскулярной автономной нейро-
патией (КАН) у больных СД2

Примечание. OR (95% CI) – отношения шансов и 95%-ные доверительные интервалы с поправкой на пол, возраст и ИМТ.
P – уровень значимости ассоциации с поправками на пол, возраст и ИМТ.

SNP гена NCF2 Генотип Больные СД2 без 
КАН, n (%)

Больные СД2 с 
КАН, n (%) OR (95% CI) Р

rs796860
A>C

A/A 708 (80.7) 412 (77) 1.00

0.33A/C 158 (18) 110 (20.6) 1.14 (0.86–1.52)

C/C 11 (1.2) 13 (2.4) 1.68 (0.73–3.88)

rs789180
A>T

A/A 704 (81.2) 402 (75.7) 1.00

0.015A/T 149 (17.2) 125 (23.5) 1.46 (1.11–1.92)

T/T 14 (1.6) 4 (0.8) 0.57 (0.18–1.80)

rs17849502
G>T

G/G 763 (90) 461 (90.8) 1.00

0.86G/T 84 (9.9) 46 (9.1) 0.94 (0.64–1.39)

T/T 1 (0.1) 1 (0.2) 1.93 (0.12–31.72)

rs2274064
T>C

T/T 239 (27.5) 161 (30.3) 1.00

0.46T/C 445 (51.2) 251 (47.3) 0.85 (0.66–1.11)

C/C 185 (21.3) 119 (22.4) 0.96 (0.70–1.31)

rs10911363
G>T

G/G 407 (46.6) 285 (53.3) 1.00

0.046G/T 379 (43.4) 208 (38.9) 0.77 (0.61–0.97)

T/T 88 (10.1) 42 (7.8) 0.71 (0.47–1.07)

rs147415774
C>T

C/C 877 (99.8) 534 (99.6) 1.00

0.92C/T 2 (0.2) 2 (0.4) 1.11 (0.15–8.22)

T/T 0 0 –

rs2274065
A>C

A/A 802 (92.1) 470 (89.5) 1.00

0.27A/C 67 (7.7) 53 (10.1) 1.36 (0.92–2.01)

C/C 2 (0.2) 2 (0.4) 1.73 (0.24–12.53)

rs3754515
C>A

C/C 343 (39.1) 197 (36.9) 1.00

0.40C/A 419 (47.8) 255 (47.8) 1.05 (0.83–1.34)

A/A 115 (13.1) 82 (15.4) 1.27 (0.90–1.78)
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вития межпредсердной перегородки (https://malac-
ards.org/). Более эффективный процессинг мРНК
NCF2 может способствовать повышению содер-
жания этого белка и активации НАДФН-оксида-
зы. Гиперактивность NCF2 и NOX имеет особое
значение для островков поджелудочной железы, в
которой смещение редокс-баланса в проокси-
дантную сторону приводит к нарушению глюко-
зостимулированной секреции инсулина, доказа-
тельством чего является экспериментальная рабо-
та Morgan и коллег, показавших, что применение
селективного ингибитора НАДФН-оксидазы по-
давляет секрецию инсулина бета-клетками [27]. Ре-
гуляторное влияние NOX на индуцированную
пальмитатом секрецию инсулина продемонстри-
ровано и на островках Лангерганса крыс [20].
Увеличение активности НАДФН-оксидазы и ге-
нерации АФК также описано в исследовании на
крысах с сочетанием ожирения и диабета [28]. На-
конец, в недавней работе Baig и соавт. [29] отмечен
рост постпрандиальной экспрессии НАДФН-окси-
дазы в нейтрофилах, моноцитах, миоцитах и
адипоцитах здоровых индивидов, имеющих боль-
ных СД2 родственников первой степени родства
по сравнению с лицами с неотягощенным семей-
ным анамнезом. Генетические факторы, взаимо-
действуя со средой, детерминируют и развитие
осложнений СД2, в частности КАН [30]. На сего-
дняшний день проведен ряд работ по транскрип-
томному анализу больных с диабетической ней-
ропатией, в которых установлены группы генов,
связанных с ее развитием и вовлеченных в ста-
новление окислительного стресса, воспаления и
дисфункции митохондрий [31–36]. Однако уча-
стие гена NCF2 в формировании предрасполо-
женности к КАН показано только в нашем иссле-
довании: носительство генотипов rs789180-А/Т и
rs10911363-G/T значимо ассоциировано с разви-
тием этого осложнения СД2.

Таким образом, в проведенном исследовании
впервые выявлены ассоциации rs17849502 гена
NCF2 c развитием СД2, а также ассоциации
rs789180 и rs10911363 с кардиоваскулярной авто-
номной нейропатией. Полученные данные сви-
детельствуют о значимом вкладе полиморфизма
гена NCF2 в патогенез СД2 и создают научный за-
дел для дальнейших исследований по изучению
генетико-биохимических нарушений системы ре-
докс-гомеостаза при сахарном диабете 2-го типа.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 20-15-00227).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Polymorphic Variants of the Neutrophil Cytosolic Factor 2 Gene: Associations
with a Predisposition to Type 2 Diabetes Mellitus

and Cardiovascular Autonomicneuropathy
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The study included 3206 unrelated individuals of Slavic origin (1579 patients with T2D, including 535 pa-
tients with cardiovascular autonomicneuropathy, and 1627 healthy volunteers). SNPs genotyping was per-
formed on a genomic time-of-flight mass spectrometer MassARRAY Analyzer 4. Statistical calculations were
performed using the SNPStats program. The association of the NCF2 genotype rs17849502-G/T (OR = 1.42,
95% CI = 1.08–1.87, P = 0.043) with an increased risk of developing T2D was established. The analysis of
NCF2 genotype frequencies stratified by body mass index (BMI) revealed that the rs17849502-G/T genotype
frequency was significantly higher only in overweight and obese patients (OR = 1.34, 95% CI = 1.01–1.77,
P = 0.012). In addition, genotypes rs789180-A/T (OR = 1.46; 95% CI = 1.11–1.92, P = 0.015) and
rs10911363-G/T (OR = 0.77, 95% CI = 0.61–0.97, P = 0.046) were associated with autonomous cardiovas-
cular neuropathy in T2D, regardless of gender, age and BMI of patients. Analysis of the effects of NCF2 poly-
morphisms on biochemical parameters of blood plasma showed that carriers of the haplotype H5 rs796860A-
rs789180T-rs17849502G-rs2274064C-rs10911363G-rs147415774C-rs2274065A-rs3754515C had a 4.81%
higher content of glycated hemoglobin (95% CI = 2.63–6.98, P < 0.0001) compared with carriers of the ref-
erence haplotype H1 rs796860A-rs789180A-rs17849502G-rs2274064T-rs10911363G-rs147415774C-
rs2274065A-rs3754515C. Thus, we have identified for the first time associations of rs17849502 of the NCF2
gene with the development of T2D, as well as associations of rs789180 and rs10911363 with cardiovascular
autonomic neuropathy. The data obtained indicate a significant contribution of the NCF2 gene polymor-
phism to the pathogenesis of T2D and provide a scientific basis for further research on the study of genetic
and biochemical disorders of redox homeostasis in type 2 diabetes mellitus.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, diabetic distal neuropathy, cardiovascular autonomicneuropathy, neutro-
phil cytosolic factor 2, NADPH oxidase, single nucleotide polymorphism.


