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Обзор посвящен развитию представлений о значении одного из наиболее загадочных феноменов
биологии развития – преобразования хромосом в так называемые ламповые щётки (ЛЩ). Эукари-
отические хромосомы в фазе ЛЩ характеризуются низкой степенью конденсации и дискретной
структурой, образованной множеством линейно расположенных компактных хромомеров, из кото-
рых вытянуты боковые петли, покрытые транскриптами. Линейная длина ЛЩ превосходит длину
соответствующей митотической хромосомы более чем в 30 раз, благодаря чему ЛЩ представляют
собой ценный модельный объект для анализа строения и функционирования хромосом и структур-
но-функциональной организации генома в целом методами молекулярной цитогенетики и геноми-
ки с очень высоким разрешением. Широкое распространение этого феномена в природе подчерки-
вает его функциональную значимость, однако, несмотря на многократные попытки объяснить
смысл преобразования хромосом в ЛЩ, у исследователей все еще остается много вопросов. В обзо-
ре критически рассмотрены все основные гипотезы, предложенные для объяснения функциональ-
ного значения ЛЩ.

Ключевые слова: мейоз, диплотена, хроматин, транскрипция, организация генома.
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Few other chromosomes so insistently demand a functional
interpretation as the lampbrush chromosomes of oocytes

Joseph G. Gall

Этот загадочный научный термин – “лампо-
вые щётки” (ЛЩ), принадлежащий немецкому
ученому Иоганнесу Рюккерту [1], поначалу вы-
зывает удивление и недоумение у неспециалиста
или начинающего исследователя. Но дело в том,
что в ооцитах многих животных на стадии дипло-
тены первого деления мейоза хромосомы сильно
деконденсируются и действительно приобретают
вид, напоминающий eршики для мытья посуды,
использовавшиеся в прошлом для мытья стeкол
керосиновых ламп. Сходство обусловлено тем,
что хромосомы в этот период покрыты множе-
ством боковых петель. Это мейотические бива-
ленты, в которых материал каждой гомологичной
хромосомы состоит из располагающихся вдоль
оси компактных хромомеров и отходящих от них
боковых петель (рис. 1). В фазе цитоплазматиче-
ского роста ооцита размер хромосом, преобразу-
ющихся в ЛЩ, максимально увеличивается: на-
пример, линейная длина макрохромосом-ЛЩ в

ооцитах птиц на фиксированных препаратах пре-
восходит длину соответствующих митотических
хромосом более чем в 30 раз [2–5], а микрохромо-
сом-ЛЩ – в 13–14 раз [6]. В период вителлогенеза
их размер постепенно сокращается по мере того,
как ооцит приближается к созреванию [7].

Длительная стадия ЛЩ описана в оогенезе ря-
да беспозвоночных (щетинкочелюстные, равно-
ногие и десятиногие раки, моллюски, насекомые,
некоторые иглокожие) и позвоночных (рыбы,
амфибии, рептилии, птицы) животных [7, 8]. Но
бóльшая часть сведений об организации ЛЩ по-
лучена при исследовании ооцитов амфибий и
птиц. Эти данные обобщены в ряде монографий
[7–10] и серии обзорных статей [11–24]. История
изучения ЛЩ насчитывает около 140 лет. Впер-
вые они были описаны Вальтером Флеммингом,
который наблюдал их в ооцитах аксолотля [25].
Позднее М. Холл описал “бородатые обрезки” в
ядрах ооцитов курицы [26], но в научной литера-
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туре закрепилось название, предложенное Рюк-
кертом [1]. Эпоха активного изучения ЛЩ нача-
лась в середине прошлого столетия и была ини-
циирована работами Вильяма Дьюри [27, 28]. Он
показал, что выделенные вручную из ядра ооцита
хромосомы сохраняют свой вид, если их поме-
стить в 0.1 М раствор NаСl в отсутствие ионов
кальция. Предложенная им методика была вско-
ре усовершенствована для выделения и исследо-
вания ЛЩ амфибий [7, 29] и в дальнейшем адап-
тирована для выделения ЛЩ из растущих ооци-
тов птиц [30–34] и рептилий [34, 35]. История
открытия и изучения ЛЩ подробно описана [7,
15, 36]. Благодаря деятельности профессора Гер-
берта Макгрегора (1933–2018) информация об ис-
следованиях ЛЩ и публикациях, им посвящен-
ных, аккумулирована на специальном сайте и до-
ступна широкой публике [37].

С самого начала описания характерных “лох-
матых структур” в растущих ядрах ооцитов иссле-
дователи ассоциировали их с хромосомами. Сна-
чала – по отдаленному внешнему сходству с по-
литенными хромосомами из слюнных желез
комаров-звонцов [25], позднее – по специфиче-
скому окрашиванию, сходному с окрашиванием
основными красителями более компактных ми-
тотических хромосом. Иоганнес Рюккерт пред-
полагал связь ЛЩ с передачей наследственной
информации [1], он же впервые описал структуру
бивалентов, соединенных в местах хиазм. Важ-
ным фактом в понимании природы и функций
ЛЩ было выявление сходства организации бива-
лентов в сперматоцитах и ооцитах [38]. Еще в
1905 г. Н.К. Кольцов [39], основываясь на описа-
ниях обратимых изменений морфологии ЛЩ в
ооцитах амфибий и акул (“набухание”–исчезно-
вение–появление заново), сделанных предше-
ственниками, ставит вопросы об укладке хрома-
тина, отчасти актуальные и по сей день: всегда ли
хроматин сворачивается одинаковым образом и

сохраняется ли “невидимый скелет” при его де-
конденсации? Исследование ЛЩ в ооцитах три-
тона, курицы и голубя способствовало созданию
Н.К. Кольцовым модели передачи наследствен-
ности по матричному принципу [40]. Несмотря
на ошибочность многих его предположений и в
первую очередь непонимание роли ДНК, факт
участия ЛЩ в накоплении и передаче потомству
наследственной информации полностью под-
твердился, хотя Н.К. Кольцов не мог правильно
объяснить природу боковых петель ЛЩ и сам фе-
номен преобразования хромосом в ЛЩ.

Уже после открытия роли ДНК в хранении и
передаче генетической информации [41], именно
при исследовании ЛЩ были получены лучшие
доказательства того, что вдоль хроматиды прохо-
дит одна непрерывная молекула ДНК [42]. Ана-
лиз структуры “двойных мостов” – растянутых
участков ЛЩ [43], исследование кинетики фер-
ментативного расщепления ЛЩ ДНКазой [42], из-
мерение толщины осевых нитей ДНП [44–46] – ре-
зультаты всех этих работ доказывали, что ось каждо-
го гомолога в биваленте (полубивалента) содержит
две нити ДНК – по одной в каждой хроматиде.

За последние 30 лет, параллельно с развитием
методов геномных исследований и микроскопии
высокого разрешения, достигнут существенный
прогресс в понимании структуры ЛЩ и природы
самого этого феномена. Признан вклад ЛЩ в ис-
следование проблем геномики, биологии развития,
молекулярной и эволюционной цитогенетики. Но,
несмотря на многократные попытки объяснить
биологический смысл преобразования хромосом
в растущих ооцитах в гигантские ЛЩ, значение
этого феномена до сего времени не имеет исчер-
пывающего объяснения. Ниже мы даем краткую
характеристику строения и особенностей органи-
зации ЛЩ, показываем, как варьировали пред-
ставления исследователей хромосом этого типа
об их функциональном значении.

Рис. 1. Микрофотография ЛЩ Ambystoma mexicanum, изолированной из ядра ооцита в солевой раствор и не подвергав-
шейся никаким дополнительным воздействиям, включая фиксацию и центрифугирование.

0.1 мм
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ХРОМОСОМ
В ФАЗЕ ЛАМПОВЫХ ЩЁТОК

Как уже было отмечено выше, ЛЩ представ-
ляют специфическую форму организации эука-
риотической хромосомы. Это мейотические би-
валенты, в которых гомологичные хромосомы, не
окончательно разошедшиеся после конъюгации
и генетической рекомбинации в пахитене, оста-
ются связанными в местах хиазм (рис. 2). Каждый
гомолог (полубивалент) состоит из двух хрома-
тид, скрепленных с помощью белков когезиново-
го комплекса [47, 48]. ЛЩ имеют характерную
хромомерно-петлевую организацию: вдоль оси
хромосомы чередуются компактные хромомеры с
попарно отходящими от них, видимыми в свето-
вой микроскоп боковыми петлями [7]. Интенсив-
ное окрашивание хромомеров ДНК-связываю-
щими красителями, выявление белка НР1β, мо-
дифицированных гистонов H3K9me3, H3K27me3
[21, 49] и метилированного цитозина 5mC в их со-
ставе [50] предполагают присутствие компактного
хроматина. В то же время электронно-микроскопи-
ческие данные [30, 51], а также выявление в хромо-
мерах гистоновых модификаций H4K5/8/12/16(Ac)
[21, 50, 52] и 5-гидроксиметилцитозина 5hmC [50]
подтверждают присутствие в них транскрипци-
онной активности. Приведенные данные и обна-
ружение в хромомерах ЛЩ Xenopus laevis конден-
синового комплекса XCAP–D2 [53] представляют
веские свидетельства в пользу гипотезы о том, что
хромомер ЛЩ организован как розетка, образо-
ванная петлями хроматина, как инертными, так и
транскрипционно активными [17, 30, 51], скреп-
ленными в основании белками конденсинового
комплекса [10, 21]. Микродиссекция индивиду-
альных хромомеров хромосомы 4 в стадии ЛЩ и
последующее секвенирование содержащейся в
них ДНК показали, что у домашней курицы хро-
момеры ЛЩ отличаются по упаковке от сомати-
ческих клеток [54].

Размеры ЛЩ коррелируют с содержанием
ДНК в гаплоидном геноме вида [7, 11]. Например,
кариотипы всех американских саламандр рода
Plethodon содержат по 14 хромосом, но виды раз-
личаются по содержанию ДНК в гаплоидном ге-
номе (величина С) и, соответственно, по длине
ЛЩ в ооцитах. У P. cinereus С = 20 пг, длина всех
14 ЛЩ – 8 мм, тогда как у P. dunni С = 36.8 пг и об-
щая длина ЛЩ – 20 мм [55]. У рептилии Bipes bi-
porus C = 2 пг, а общая длина ЛЩ в ядре ооцита –
3 мм [56]. Подобная корреляция описана и для
размеров простых боковых петель, которые пред-
ставляют транскрипционно активные участки хро-
матид, вытянутые из хромомеров и покрытые рибо-
нуклеопротеиновым (РНП) матриксом. Н. Анжелье
с соавт. [18] приводят следующие данные по ам-
фибиям: у протея Necturus maculosus при С = 78 пг
боковые петли ЛЩ имеют длины порядка 100 мкм, у

шпорцевой лягушки X. laevis C = 3 пг и средняя
длина петель 5 мкм. У птиц размер генома варьи-
рует в пределах 1.0–1.5 пг [57], и большинство ви-
димых в световом микроскопе боковых петель в
ЛЩ имеют длину в пределах 7–15 мкм [4, 30, 31,
58], что соответствует, как минимум, 20–44 тпн
ДНК (1 пн = 0.34 нм [59]). Чем именно определя-
ется эта корреляция, до сих пор не установлено.
Однако изящные эксперименты Дж. Голла по пе-
ресадке содержимого сперматозоидов ксенопуса
в ядро ооцита (зародышевый пузырек – ЗП) три-
тона и наоборот показали, что факторы, влияю-
щие на размер петель ЛЩ, по всей видимости,
находятся в ооците вида-реципиента [60]. Наряду
с преобладающими по количеству простыми бо-
ковыми петлями в ЛЩ практически у всех изу-
ченных организмов присутствуют немногочис-
ленные значительно более длинные петли и так
называемые “сложные” петли, которые, несмот-
ря на то, что их функциональная роль неизвестна,
служат важными цитологическими маркерами
специфических районов хромосом [2, 7, 18, 19, 32,
33, 61–66]. Помимо видимых в световой микроскоп
петель, как упоминалось выше, многие хромомеры

Рис. 2. Схема организации бивалента на стадии ЛЩ.
Каждая хромосома (полубивалент) представлена дву-
мя хроматидами, идущими параллельно. Гомологи
связаны в местах хиазм за счет произошедшей в пахи-
тене рекомбинации. Толщина линии соответствует
разной степени упаковки хроматина. На рисунке на-
меренно не показаны рибонуклеопротеиновый мат-
рикс и когезиновые комплексы для демонстрации
организации ДНК хроматид.

Хиазма

Хиазма

Центромера
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имеют микропетли (менее 1.0 мкм), которые можно
обнаружить только с помощью электронного мик-
роскопа [18, 21]. Таким образом, хромомеры ЛЩ,
по-видимому, следует рассматривать как слож-
ные домены, представляющие собой комплексы
конденсированных и транскрипционно актив-
ных петель ДНК, соотношение тех и других ва-
рьирует в зависимости от генетического содержа-
ния домена и стадии развития ооцита.

Простые петли содержат одну или несколько
поляризованных (асимметричных) единиц мат-
рикса РНП, которые соответствуют единицам
транскрипции ДНК и которые могут быть ориенти-
рованы вдоль петли в одном или противоположных
направлениях [7, 16, 67, 68]. Каждая единица тран-
скрипции плотно загружена комплексами РНК-по-
лимеразы II (РНКполII) – 13–20 комплексов на
1 мкм ДНК петли [69–71]. Такая плотность отли-
чает транскрипцию на ЛЩ от транскрипции в
интерфазе митоза и приводит к тому, что петля
становится видимой даже при небольшом увели-
чении микроскопа. Заметим также, что при, как
правило, одинаковом хромомерно-петлевом ри-
сунке гомологичных хромосом, боковые петли,
выходящие из одного хромомера, всегда парные и
представляют собой комплементарные участки
сестринских хроматид в составе ЛЩ.

Важным в исследовании ЛЩ было выявление
изменений в их химическом составе. Так, еще
И. Рюккерт [1] наблюдал, что по мере декомпак-
тизации хромосом в ранней диплотене в них по-
является базофильная составляющая (как мы те-
перь знаем – это РНП), которая исчезает по мере
конденсации хромосом. В 1950 г. В. Дьюри [28]
предположил, что образующаяся на ЛЩ РНК не-
обходима для поддержания и регуляции ранних
стадий эмбрионального развития. Хотя функцио-
нальная значимость многих транскрибирующих-
ся в оогенезе РНК до сих пор не ясна, в целом это
предположение не опровергнуто.

Следует подчеркнуть, что ЛЩ являются уни-
кальным модельным объектом для цито-молеку-
лярного анализа транскрипции и ко-транскрип-
ционного созревания синтезированной РНК [7,
9, 19, 21]. Многочисленные эксперименты по
включению меченого уридина, разработка техни-
ки распластывания транскрипционно активных
участков хромосом, гибридизация in situ со спе-
цифичными зондами, иммуноцитохимическое
выявление компонентов транскрипции и процес-
синга позволили исследовать эти процессы на
цито-молекулярном уровне с удивительно высо-
ким разрешением [7, 13, 18, 19]. Применение ми-
нерального масла в качестве среды для выделения
зародышевого пузырька (ЗП) из ооцита амфибий
позволило использовать все преимущества этих
гигантских хромосом для изучения транскрип-
ции и преобразований РНК в условиях, прибли-

женных к прижизненным [23, 72, 73]. В этом на-
правлении особенно значимой представляется
работа Гарри Моргана [23], способствующая раз-
витию нашего понимания принципов формиро-
вания и пространственной организации высоко-
активной в транскрипции и стабильной боковой
петли на ЛЩ. Исследуя динамику взаимодей-
ствия многофункционального РНК-связываю-
щего фактора CELF1 с вновь синтезированными
транскриптами в интактных ЗП из ооцитов X. lae-
vis, автор впервые проследил в реальном времени
изменения структуры транскрипционных единиц
в петле и представил экспериментальные свиде-
тельства ключевой роли динамического обмена
белка между РНП петли и нуклеоплазмой. В ито-
ге Г. Морган пришел к заключению, что взаимо-
действие синтезированных транскриптов с бел-
ками формирует самоорганизующуюся динами-
ческую структуру РНП-матрикса на длинной
транскрипционной единице, так что петля ЛЩ
представляет собой пример внутриядерных ком-
партментов, физическое существование которых
определяется физикой фазовых переходов (phase
separation) в нуклеоплазме [23]. Представления
Г. Моргана находят подтверждение в исследова-
нии И.В. Соловей с коллегами [74], которые убе-
дительно показали, что относительно длинные и
интенсивно транскрибирующиеся гены формиру-
ют в интерфазном ядре петли, жесткость которых
определяется динамически модулирующимися
РНП. Привлекая к обсуждению данные об особой
организации ЛЩ, авторы приходят к заключению,
что формирование петель – универсальный прин-
цип экспрессии генов эукариот [74].

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
ХРОМОСОМ В ФАЗЕ ЛАМПОВЫХ ЩЁТОК

Вопрос о том, какие именно нуклеотидные по-
следовательности транскрибируются на петлях
ЛЩ, представляется ключевым для понимания
самого феномена преобразования хромосом в
ЛЩ и его значения для биологии развития. Этот
вопрос давно и интенсивно исследуется, но до
сих пор не имеет окончательного ответа. Основ-
ная часть транскриптов синтезируется на ЛЩ с
матриц некодирующей белки повторяющейся
ДНК (табл. 1). На примере гистоновых генов и ге-
нов 5S рРНК показана транскрипция повторов
структурных генов на ЛЩ в ооцитах амфибий [16,
75, 76]. И лишь малая доля РНК, транскрибируе-
мой на ЛЩ, по данным, полученным ранее моле-
кулярными и биохимическими методами, стано-
вится мРНК [9, 99, 100]. Однако гибридизация
in situ с зондами для выявления РНК, комплемен-
тарной уникальным белок-кодирующим генам,
либо вообще не давала сигнала на ЛЩ, либо ре-
зультаты ее были неоднозначны. Так, например,
Т. Вебер с соавт. [84] использовали кДНК-зонды
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для выявления транскриптов уникальных генов
нуклеофозмина и цитокератина на боковых пет-
лях ЛЩ X. laevis. Они обнаружили мечеными не-
сколько транскрипционных единиц на разных
хромосомах, что трудно было интерпретировать
как адекватный результат. Серьезную попытку
определить транскрипцию уникальных генов на
ЛЩ с использованием гибридизации in situ пред-
приняли Н. Анжелье с коллегами [18], но досто-
верно на ЛЩ тритона Pleurodeles waltl они смогли
показать только транскрипцию гена шаперонов
Нsр70, присутствующих в геноме во множестве
копий. Таким образом, вопрос о транскрипции
на ЛЩ уникальных последовательностей непо-
средственного подтверждения пока не имеет.

В то же время полученные разными авторами
данные на основе анализа РНК, выделенной из
ядра и цитоплазмы ооцита, свидетельствуют о со-
держании и накоплении в ооците коротко- и дол-
гоживущих материнских РНК, необходимых для
созревания ооцита, оплодотворения яйцеклетки
и осуществления первых этапов эмбрионального
развития [9, 101–104]. По данным Б. Ольшанской
[102, 105], у японского перепела и домашней ку-
рицы в зрелом ооците содержится примерно 5 мкг
материнских поли(А+) РНК, из которых 1–2 мкг
относительно стабильной РНК наследуются за-
родышем и используются для синтеза белка во
время раннего развития, до начала экспрессии
зиготического генома. Содержание запасенной
поли(А+) РНК в зрелом ооците X. laevis примерно
такое же [9]. Однако активация синтеза зиготиче-
ской мРНК в самом зародыше происходит в раз-
ное время: у X. laevis – перед гаструляцией [106], в
зародышах G. g. domesticus – на стадии средней
бластулы [101]. Показано, что пул материнских
РНК в цитоплазме ооцитов амфибий и птиц со-
держит транскрипты многих уникальных, в том
числе специфичных для высокодифференциро-
ванных тканей, генов [102–104]. В то же время
источник этих мРНК достоверно определить
трудно. По заключению польских исследовате-
лей, в яйце перепела материнская РНК накапли-
вается в ооците после завершения стадии лампо-
вых щёток и поступает в него из фолликулярных
клеток [102]; по данным Э. Дэвидсона и коллег, у
ксенопуса запасающаяся в яйцеклетке РНК син-
тезируется на ранних стадиях роста ооцита и пул
ее постоянно обновляется [9]. Дж. Гёрден и кол-
леги [104] получили экспериментальные данные
о том, что разнообразные тканеспецифичные
мРНК на стадии ЛЩ синтезируются самим ооци-
том, однако идет ли этот синтез на боковых пет-
лях или же он происходит на мелких петлях внут-
ри хромомеров, а также значение этих специали-
зированных транскриптов для созревания ооцита
и ранних стадий эмбриогенеза остаeтся непонят-
ным. Интересные и пока не нашедшие объясне-
ния данные были получены также в лаборатории

Дж. Голла [103, 107]: при анализе транскриптома
из тщательно отмытых ядер ооцитов X. tropicalis
на стадии ЛЩ были обнаружены только РНК,
комплементарные интронам транскрибируемых
генов, тогда как сплайсированные мРНК выявля-
ли лишь в ооплазме. Эти внутриядерные интрон-
ные РНК были стабильны и сохранялись в заро-
дыше по крайней мере до стадии бластулы, когда
у X. tropicalis начинается синтез собственных РНК
[22, 103]. Авторы отнесли их к особому классу ста-
бильных интронных РНК – sisРНК (stable intronic
sequence RNA) [22, 103]. Происхождение этих
sisРНК остается неясным, как и механизм их по-
падания в ЗП.

На протяжении многолетней истории изуче-
ния особенностей строения и функционирова-
ния этих удивительных хромосом попытки объ-
яснить их особые организацию и функциониро-
вание предпринимались неоднократно, но в
большинстве своем объяснения отвергались и пе-
ресматривались на основании вновь получаемых
фактов. Тем не менее помимо исторического зна-
чения каждая из предложенных гипотез была ос-
нована на фактах, и в настоящее время не теряю-
щих своей актуальности. Мы рассматриваем ос-
новные гипотезы, относящиеся к хромосомам
типа ламповых щёток, в исторической последо-
вательности, независимо от того, объясняли они
конкретные свойства этих хромосом или биоло-
гическую значимость самого феномена ЛЩ.

ГИПОТЕЗА ДВИЖУЩЕЙСЯ
ОСИ (ХРОМАТИДЫ)

Одна из первых попыток объяснить, как функ-
ционируют ЛЩ, возникла на основе тщательного
изучения морфологии ЛЩ [108] и наблюдений за
включением 3H-уридина в состав РНП-матрикса
гигантских гранулярных петель на ЛЩXII у Trit-
urus cristatus [109]. Авторы интерпретировали по-
следовательное распространение радиоактивной
метки вдоль петли от тонкого ее конца до полного
мечения всей петли в течение 14 дней как свиде-
тельство движения оси ДНК. В результате была
сформулирована гипотеза “движущейся оси”
(“the moving axis hypothesis”), согласно которой
хроматида непрерывно вытягивается из хромоме-
ра в области основания петли и, проходя через
РНП-матрикс, втягивается в хромомер в области
ее толстого конца [108–110]. Эта гипотеза впо-
следствии была резонно отвергнута самими авто-
рами и стала представлять чисто исторический
интерес [7, 36]. Действительно, помимо несоот-
ветствия современным представлениям о моле-
кулярных механизмах транскрипции и доменно-
петлевой организации хроматина в хромосомах,
эта гипотеза предполагала непостоянство морфо-
логии хромосомы на протяжении периода функ-
ционирования ЛЩ. Но именно стабильность
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Таблица 1. Известные последовательности, транскрипция которых выявлена на петлях ЛЩ методом гибридиза-
ции in situ

Мишень Объект Комментарии

АМФИБИИ Гены 18S и 28S 
рРНК

Triturus carnifex [12, 77, 
78]

Показана транскрипция РНКполII минорных сай-
тов в гетероморфных районах ЛЩ1. ЯОР на ЛЩ9 не 
транскрибируется

Гены 5S рРНК Notophthalmus 
viridescens [79, 80]; 
Xenopus laevis [81]

Меченые боковые петли обнаруживались лишь в 
некоторых случаях, предполагается “случайная” 
транскрипция РНКполII

Гены гистонов T. carnifex [82];
N. viridescens [16, 75, 
76, 83]

У T. carnifex показана транскрипция минорного 
сайта только в одной петле на ЛЩ1. У N. viridescens 
мощная транскрипция выявлена на ЛЩ 2 и 6 в рай-
онах, маркированных сферами

Гены нуклеофоз-
мина NO38/B23 и 
цитокератина 8

X. laevis [84] Выявлено несколько транскрипционных единиц на 
разных хромосомах, что может соответствовать дуп-
лицированным копиям или псевдогенам

Гены hsp70, c-myc, 
Eg1

Pleurodeles waltl
[18, 85]

Для гибридизации были использованы РНК-зонды, 
комплементарные мРНК c-myc, Eg1 X. laevis, и 
кДНК-зонд hsp70 P. waltl

Сателлит 1 N. viridescens
[75, 76, 83, 86]

Тандемный повтор с повторяющейся единицей 222 пн; 
располагается между кластерами генов гистонов

Сателлит 2 N. viridescens
[87, 88]

Тандемный повтор с повторяющейся единицей 330 пн; 
показана транскрипция с обеих нитей на стадии 
ЛЩ; гомологичен стабильным нитеспецифичным 
транскриптам в цитоплазме клеток из разных тка-
ней; in vitro транскрипты катализируют саморазре-
зание

Сателлит G Lissotriton vulgaris [89] Тандемный повтор с повторяющейся единицей 310 пн; 
перицентромерные кластеры не транскрибируются, 
минорные кластеры в других локусах транскрибиру-
ются

Сателлит TkS1 Triturus karelinii
и T. cristatus [90]

Тандемный повтор с повторяющейся единицей 33 пн; 
показана редкая транскрипция копий повтора, 
фланкирующего центромерные районы

Сателлит TсS1 T. carnifex [78] Тандемный повтор с повторяющейся единицей 330 пн; 
20–40 петель на ЛЩ1 (длинные плечи гомологов)

Повторы из клонов 
X-132A, X1-741, 
X-132C

X. laevis [91] Тандемные повторы из клонов X-132A с повторяю-
щейся единицей 77–79 пн (~105 копий на геном) и 
X1-741 с повторяющейся единицей 741 пн (1% в 
геноме). Транскрипты рассеянного повтора из 
клона X-132C (~1000 копий в геноме) выявлены на 
большом числе петель

Сателлит I Lithobates
catesbeianus [92]

Тандемный повтор с повторяющейся единицей
360 пн
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хромомерно-петлевого рисунка и его видоспеци-
фичный характер лежат в основе всех работ, по-
священных созданию цитологических карт ЛЩ
[2, 4–6, 111–121]. При этом следует отметить, что
объективно картина вытягивания и обратного со-
кращения боковых петель ЛЩ существует благо-
даря регулированию их активации. Подобные из-
менения морфологии хромосом наблюдаются
при формировании ЛЩ и затем при их регрессии,
обусловленной прекращением функции, как в
естественных условиях, так и при воздействии
стресса, преждевременной активации яйцеклет-
ки или искусственном подавлении синтеза РНК в
ооците с помощью, например, актиномицина Д
или альфа-аманитина [7]. Важно, что при этом не
происходит перемещения петли относительно ее
положения на хромосоме. Границы петель, по-
видимому, определяются структурно-функцио-
нальной организацией хроматина с участием по-
следовательности ДНК. В связи с этим обсужда-
ется вопрос о роли в поддержании петлевой
структуры хроматина ЛЩ инсуляторного белка

CTCF (CCCTC-Binding factor) [54], которому в
настоящее время отводится основная роль в
маркировании границ топологически-ассоции-
рованных доменов хроматина в интерфазном яд-
ре [122].

ГИПОТЕЗА “ГЕНА-ХОЗЯИНА”
И “ГЕНОВ-РАБОВ”

Представления о движущейся оси ДНК при
формировании боковой петли ЛЩ дали основа-
ния Г. Кэллану [108, 123] для создания интерес-
ной, хотя и чисто умозрительной, гипотезы “хо-
зяев и рабов” (“master – slave hypothesis”). Эта ги-
потеза представляла попытку объяснить не
только различия в количестве ДНК у разных ви-
дов, в том числе и у родственных, но главное –
значение самого феномена хромосом типа ЛЩ
для сохранения наследственной информации в
геноме [108, 123, 124]. Суть гипотезы состояла в
предположении того, что в эукариотической
клетке каждый ген (“хозяин” по терминологии

ПТИЦЫ Z-макросателлит Gallus gallus domesticus 
[93]

Показана транскрипция на ЛЩZ и ЛЩ1,2,3,4 (кон-
цевые петли)

Район MHM (male 
hypermethylation)

G. g. domesticus [94] Тандемный повтор с повторяющейся единицей
2.2 тпн, включает ~210 повторов; располагается в 
коротком плече Z-хромосомы у курицы, где и 
транскрибируется на ЛЩ

Тандемный повтор 
CNM

G. g. domesticus [95, 96] Видоспецифичный повтор с повторяющейся едини-
цей 41 пн; показана транскрипция с обеих нитей на 
стадии ЛЩ

Тандемный повтор 
LL2R (lumpy loop 2 
repeat)

G. g. domesticus [97] Видоспецифичный повтор с повторяющейся едини-
цей ∼440 пн, транскрипты локализуются в составе 
маркерных петель LL2 на ЛЩ2 курицы

Перицентромер-
ный тандемный 
повтор PO41

G. g. domesticus,
Coturnix japonica [96]

Повторяющаяся единица 41 пн, повтор специфичен 
для Galliformes; показана транскрипция с обеих 
нитей на стадии ЛЩ

Перицентромер-
ный тандемный 
повтор BglII

C. japonica [96] Видоспецифичный повтор с повторяющейся едини-
цей 41 пн; показана транскрипция G-богатой нити 
на стадии ЛЩ

Серия тандемных 
повторов Cjap

C. japonica [98] Видоспецифичные повторы длиной 16–858 пн; 
транскрибируются перицентромерные кластеры

Теломерная после-
довательность 
(TTAGGG)n

G. g. domesticus,
Meleagris gallopavo [62]

Показана транскрипция С-богатой нити

Центромерный 
повтор PR1

Columba livia 
и C. palumbus [63]

Тандемный повтор с повторяющейся единицей 
~900 пн; показана транскрипция на коротких пет-
лях в центромерных районах всех ЛЩ C. palumbus. У 
C. livia показана транскрипция только на ЛЩ 2

Мишень Объект Комментарии

Таблица 1. Окончание
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автора) имеет несколько копий (“рабов”), распо-
ложенных линейно. Ген-“хозяин” является носи-
телем генетической информации и участвует в
рекомбинации во время мейоза. В ходе преобра-
зования хромосом в ЛЩ гены-“рабы” продвига-
ются вдоль гена-“хозяина”, который находится в
хромомере, происходит выравнивание, проверка
и корректировка нуклеотидного состава копий
(“рабов”) относительно эталонной последова-
тельности “хозяина”, они вытягиваются из хро-
момера и образуют боковую петлю ДНК на ЛЩ
[108, 123]. Такое заключение было сделано на ос-
нове данных о включении предшественников в
состав ДНК в основании петель, это наблюдение
осталось недооцененным и заслуживает в буду-
щем отдельного внимания. Кроме того, гипотеза
“хозяев и рабов” впервые обратила внимание на
связь формирования латеральных петель с повто-
ряющимися элементами в геноме. В то же время
сама по себе она была полностью спекулятивной
и ее несостоятельность вскоре стала очевидной
самим авторам [7, 36].

“КЛАССИЧЕСКАЯ” ГИПОТЕЗА

Наибольшее распространение получила
“классическая” гипотеза, как ее определили
Г. Макгрегор [11–13] и Г. Кэллан [7, 125], посвя-
щенная проблеме биологического значения пре-
образования хромосом в ЛЩ. Эта гипотеза пред-
полагает, что повышенная транскрипционная
активность ЛЩ имеет целью формирование раз-
нообразных материнских РНК, необходимых
для реализации ранних этапов эмбриогенеза [7,
9, 13, 18, 102, 126]. Идею об информационном
значении для раннего эмбриогенеза РНК, синте-
зировавшихся на ЛЩ, первоначально выдвинул
В. Дьюри [28], ее поддержал Дж. Голл [127], а экс-
периментально обосновал и окончательно сфор-
мулировал Э. Дэвидсон [9, 128, 129]. Однако ис-
следования Дэвидсона и коллег главным образом
базировались на анализе и осмыслении судьбы
гетерогенных РНК, а также поли(А+) РНК, со-
держащих интерсперсные повторяющиеся после-
довательности и синтезирующихся в растущих
ооцитах морского ежа [99, 130–132]. При этом в
отличие от амфибий в ооцитах морских ежей хро-
мосомы не принимают форму ЛЩ. Обширные и
глубокие исследования Дэвидсона с коллегами,
обобщенные им в неоднократно переиздавав-
шейся монографии, посвященной дифференци-
альной активности генов в про- и раннем эм-
бриогенезе [9, 129, 133], дали основание автору
еще в 1960–70-е гг. экстраполировать синтез на
ЛЩ, объединить его с запасанием в ооците также
регуляторных РНК, необходимых для ранних
этапов развития [133]. К настоящему времени на-
коплена серия экспериментальных данных, обос-
новывающих синтез на ЛЩ некодирующих (оче-

видно, регуляторных) РНК, считывающихся с
обеих нитей тандемных повторов ДНК [21, 134].
Стабильные интронные РНК (sisRNA), выявлен-
ные в ЗП из ооцитов [103], а также в форме свое-
образных лассо обнаруженные в ооплазме у
X. tropicalis [107], по данным авторов наследуются
зародышем и предположительно играют регуля-
торную роль в эмбриональной трансляции. По-
ложения классической гипотезы о роли гиперак-
тивной транскрипции хромосом на стадии ЛЩ в
индивидуальном развитии животных нашли от-
ражение в монографиях отечественных исследо-
вателей [135–137] и закрепились в учебниках по
эмбриологии и биологии развития [138]. В целом
классическая гипотеза заложила основы совре-
менного представления о функциях ЛЩ, однако
ее нельзя признать справедливой, так как она да-
леко не исчерпывает всех аспектов биологиче-
ской значимости этих хромосом. Так, например,
классическая гипотеза не дает объяснения тому
факту, что у многих видов, в частности у предста-
вителей амниот, хромосомы поддерживаются в
форме ЛЩ на протяжении длительного периода,
который может начинаться задолго до полового
созревания особи [139]. Она не объясняет, почему
все типы запасающихся РНК синтезируются в
необходимых количествах на ранних этапах роста
ооцита, задолго до полного развития и макси-
мального функционирования ЛЩ, а затем мед-
ленно обновляются, сохраняясь в равновесном
состоянии до созревания яйцеклетки [9], а также
почему в период большого роста и максимальной
потребности ооцита в РНК ЛЩ уже перестают су-
ществовать. Иными словами, она не объясняет,
почему активный синтез РНК на ЛЩ происходит
на протяжении значительно более длительного
периода, чем это требуется для полного обеспече-
ния ооцита, и прекращается задолго до возникно-
вения реальной потребности в этой РНК.

ГИПОТЕЗА СКВОЗНОГО СЧИТЫВАНИЯ 
МНОГИХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ 

(“READ-THROUGH” HYPOTHESIS)

С развитием техники молекулярного клониро-
вания и гибридизации нуклеиновых кислот in situ, к
началу 1980-х гг. стало очевидным, что многие
повторяющиеся последовательности в петлях ЛЩ
считываются в составе одной длинной тран-
скрипционной единицы вместе с другими после-
довательностями ДНК [78, 140, 141]. Дж. Голл с
коллегами провели детальное исследование та-
кой сквозной транскрипции в ЛЩ на модели ги-
стоновых генов у N. viridescens [8, 16, 75, 76]. У это-
го вида гистоновые гены повторены в геноме
600–800 раз и сгруппированы в двух сайтах на
хромосомах 2 и 6 [86]. Каждый повтор содержит
один кластер из пяти гистоновых генов (Н1–Н3–
Н2В–Н2А–Н4) длиной 9 тпн, причем ген Н2В
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находится в комплементарной остальным четы-
рем генам нити ДНК (рис. 3).

Кластеры гистоновых генов разделены длин-
ными последовательностями (50 тпн) сателлит-
ной ДНК (сателлит 1), состоящей из повторов с
длиной мономера 222 пн (табл. 1). Анализ резуль-
татов РНК-гибридизации ЛЩ с радиоактивными
зондами, комплементарными всем структурным
генам и фрагментам обеих нитей сателлита 1, по-
казал, что транскрипция сателлита 1 происходит
в единой транскрипционной единице с гистоно-
выми генами и в обоих направлениях запускает-
ся, по всей видимости, с промоторов структурных
генов [75, 76].

На основании этих результатов Дж. Голлом
[16] была сформулирована так называемая “гипо-
теза сквозного считывания” (“read-through” hy-
pothesis), которая определяла следующие законо-
мерности транскрипции хромосом на стадии ЛЩ:
а) транскрипция начинается с промотора, распо-
ложенного на 5'-конце любого структурного гена;
б) РНК-полимеразы проскакивают сигнал тер-
минации на 3'-конце структурного гена и в тран-
скрипционные единицы вовлекаются некодиру-
ющие последовательности, следующие за смыс-
ловыми; в) транскрипция останавливается в одном
из трех мест: там, где встречаются две транскрипци-
онные единицы противоположного направления
считывания; там, где уже началась транскрипция
следующей транскрипционной единицы в том же
направлении считывания; там, где петля входит в
хромомер. Сегодня мы знаем, что из перечислен-
ных ограничений реально транскрипция должна
останавливаться только в месте наличия терми-
натора или конца петли, остальные факторы не
являются в норме физическим ограничением для
транскрипции, только если сама транскрипция
не имеет каких-то особенностей и задач. Иссле-
дование транскрипции повторов на ЛЩ бесхво-
стых амфибий подтверждало, что сплошное счи-
тывание разнообразных последовательностей в
одной транскрипционной единице – характерная
специфическая особенность функционирования
хромосом типа ЛЩ [91, 92].

Появление гипотезы “сквозного считывания”
явилось ярким этапом в истории изучения ЛЩ.
Практически сразу же эта гипотеза была принята
и поддержана сообществом исследователей ЛЩ,
поскольку она объясняла известные многочис-

ленные факты транскрипции на ЛЩ рассеянных
и тандемных повторов [7, 12, 13, 29].

Позднее автором этой гипотезы было сделано
допущение, что инициация транскрипции в ЛЩ
может осуществляться необязательно в промо-
торной части структурного гена, поскольку ока-
залось, что на ЛЩ N. viridescens в РНК-тран-
скриптах гистоновых генов могут присутствовать
последовательности, расположенные выше про-
мотора первого гистонового гена в кластере [142].
Это наблюдение не противоречит гипотезе
Дж. Голла, но расширяет ее положение о возмож-
ных сайтах инициации сквозного считывания.
Подтверждение тому мы находим на примере
транскрипции в ЛЩ домашней курицы и япон-
ского перепела тандемных повторов CNM и
PO41. Анализ последовательностей, примыкаю-
щих к сайтам локализации этих повторов в гено-
ме курицы, выявил последовательности длинных
концевых повторов (LTR) эндогенных ретрови-
русов ERV [96]. Поскольку в геномах курицы и
японского перепела последовательности LTR со-
держат полнофункциональные промоторы, авто-
ры предположили, что транскрипция тандемных
повторов может начинаться с них [96, 134]. В за-
ключение следует отметить, что гипотеза “сквоз-
ного считывания” не концентрируется напрямую
на проблеме значения преобразования хромосом
в ЛЩ, но вскрывает некоторые закономерности
их функционирования.

“ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ” ГИПОТЕЗЫ
В своей публикации, посвященной парадоксу

избыточности генома (“C-value paradox”), Томас
Кавалье-Смит выдвинул неожиданную гипотезу
“о скелетной функции ДНК” [143]. Он предполо-
жил, что синтез большого количества молекул
разнообразных РНК на специализированных
(“скелетных”) фрагментах ДНК в сочетании со
специфическими белками, происходящий на ста-
дии ЛЩ, необходим для механического растяги-
вания оболочки при увеличении объема ядра в
растущем ооците, а сами ЛЩ служат своего рода
каркасом. Несостоятельность этой гипотезы дав-
но стала очевидна. Хромосомы в фазе ЛЩ вообще
не контактируют с ядерной оболочкой, в то же
время физическое поддержание морфологии ла-
теральных петель РНП-комплексами трудно от-
рицать.

Рис. 3. Транскрипция кластера гистоновых генов на ЛЩ N. viridescense [16].

1 тпн

Сателлит 1 Сателлит 1

H2B

H1
H3

H2A
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В 1975 г. Педро Леон [144] предложил гипотезу
“репрограммирования хроматина для развития”.
Автор предположил, что для подготовки хромо-
сом к работе в процессе развития в боковых пет-
лях ЛЩ происходит изменение структуры ДНП,
включающее ферментативную модификацию ре-
гуляторных молекул или их обмен. По мнению
автора транскрипция на ЛЩ нужна для поддер-
жания хроматина в расправленном состоянии,
чтобы обеспечить доступ нуклеоплазмы к ДНК, а
массивные комплексы РНП служат для того, что-
бы предотвратить коллапс петель. При этом тезис о
том, что ЛЩ участвуют в производстве и запасании
мРНК для ранних этапов эмбриогенеза, оставался и
в этой гипотезе справедливым [144]. К этой гипоте-
зе, по нашему мнению, стоит обратиться с при-
стальным вниманием с учетом данных о том, ка-
кие именно последовательности транскрибиру-
ются на ЛЩ.

Действительно, во время гаметогенеза (равно
как и в первых делениях дробления) происходит
репрограммирование генома, суть которого со-
стоит в удалении из хроматина старых эпигенети-
ческих меток, таких как метилирование ДНК,
специфические модификации гистонов, и уста-
новлении новых меток, соответствующих данно-
му этапу онтогенеза [145]. Эпигенетическое ре-
программирование характерно для гаметогенеза
всех многоклеточных и сопровождается как пас-
сивной потерей меток в ходе быстрых последова-
тельных делений клеток линии зародышевого пу-
ти, так и активной модификацией метилцитозина
в ядрах гониев путем промежуточного окисления
до гидроксиметилцитозина или с участием моди-
фицирующих ферментов и системы репарации
[146]. У представителей разных групп позвоноч-
ных в ходе дифференцировки первично половых
клеток и раннего развития эти изменения проис-
ходят с некоторыми отличиями. Если у рыб в зре-
лых ооцитах происходит практически полное
удаление эпигенетических меток и метилирова-
ние в клетках нарастает уже после оплодотворе-
ния [147], то у человека деметилирование хрома-
тина минимально в завершивших дробление бла-
стомерах. Оно повышается в ходе гаструляции и
ранних этапов морфогенеза, но после определе-
ния судьбы первично половых клеток и миграции
их в гонады с 5–6-й недели эмбрионального раз-
вития в ядрах оогониев начинается новый раунд
удаления меток и продолжается в ооцитах, всту-
пивших в мейоз до 7–10-й недели развития, а за-
тем начинается длительный период постепенного
восстановления метилирования, который проис-
ходит на протяжении всего времени роста ооци-
тов вплоть до созревания и уровень метилирова-
ния в них на момент оплодотворения достаточно
высок [148]. Можно предположить, что формирова-
ние ЛЩ непосредственно связано с репрограмми-
рованием генома в гаметогенезе. Как уже упомина-

лось выше, способность содержимого ооцитов ам-
фибий вызывать репрограммирование хроматина
не является видоспецифичной, поэтому экстрак-
ты, полученные из ооцитов и яиц X. laevis, могут
перепрограммировать геномы других, даже весь-
ма далеких, видов. Здесь уместно вспомнить уди-
вительные опыты Дж. Голла по реципрокным
инъекциям головок спермиев в ЗП ооцитов меж-
ду X. laevis и N. viridescens, когда гаплоидные хро-
мосомы донора принимали форму ламповых щё-
ток реципиента [59]. Более того, хромосомы зре-
лых сперматозоидов млекопитающих принимали
форму типичных ЛЩ после инъекции в ооцит
X. laevis [148]. Инъецированные в ооцит ядра кле-
ток других типов становятся транскрипционно
активными в течение нескольких часов, что поз-
воляет использовать этот подход для изучения
кинетики и молекулярных механизмов репро-
граммирования геномов, хотя они и не формиру-
ют характерных для ЛЩ петель [103, 149–151].

С гипотезой П. Леона перекликается и более
современная гипотеза “заблокированной тран-
скрипции”, предложенная одним из авторов на-
стоящего обзора [152]. Автор гипотезы обращает
внимание на то, что в составе боковых петель ЛЩ
обнаруживаются тандемно повторяющиеся по-
следовательности и рассеянные повторы [62, 63,
78, 87–98, 153], зачастую транспозонного проис-
хождения. В дифференцированных клетках тран-
скрипция этих последовательностей ограничена
метилированием ДНК и обусловливающими ре-
прессию хроматина модификациями гистонов. Де-
метилирование и удаление репрессивных гистоно-
вых меток при репрограммировании в ходе гамето-
генеза приводят к активации транскрипции в том
числе мобильных элементов, увеличивая тем самым
вероятность их перемещения по геному. Гипотеза
“заблокированной транскрипции” предполагает,
что в течение длительного периода профазы пер-
вого деления мейоза в ядре ооцита активируется
защитный механизм, останавливающий нежела-
тельную транскрипцию деметилированных по-
следовательностей, что приводит к накоплению
транскриптов и формированию характерных для
ЛЩ латеральных петель. Формирование харак-
терных транскрипционных единиц с плотно рас-
положенными вдоль оси матричной нити ДНК
полимеразными комплексами обеспечивает лег-
кий доступ модифицирующих ферментов к сво-
бодной цепи ДНК. С другой стороны, запускае-
мые гормональной регуляцией оогенеза процессы
дают сигнал к переходу к фазе вителлогенеза, со-
провождающейся втягиванием петель, которое
происходит в результате разблокировки тран-
скрипции. Образовавшиеся РНП могут сохра-
няться в ооците до оплодотворения и участвовать
в эпигенетической маркировке хроматина зиготы,
отмечая районы конститутивного гетерохроматина
и мест скопления транспозонов. Несмотря на по-
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тенциальный вред экспрессии и возможной реин-
теграции мобильных элементов, транскрипция не-
которых из них, по-видимому, необходима во вре-
мя эмбриогенеза и гаметогенеза [154].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Завершая настоящий обзор, мы должны при-
знать, что, несмотря на почти полуторавековую
историю изучения ЛЩ и огромное число посвя-
щенных им экспериментальных исследований с
применением передовых для своего времени ме-
тодов, а также большой вклад, внесенный изуче-
нием этих хромосом в понимание общих законо-
мерностей функциональной организации и регу-
ляции эукариотического генома, многократные
попытки объяснить значение феномена преобра-
зования хромосом в эти удивительные образова-
ния по-прежнему остаются тщетными.

Принято считать, что хромосомы преобразу-
ются в ЛЩ у организмов с крупными ооцитами,
но на самом деле неизвестно, насколько широко
распространено это явление. ЛЩ изучаются пре-
имущественно на примере ооцитов амфибий и
птиц, но это объясняется скорее удобством рабо-
ты с ними, а не ограничениями распространения.
Хорошо изучена роль материнских РНК для ран-
него эмбриогенеза, однако нет убедительных дан-
ных о синтезе их именно на ЛЩ, практически не-
известно, какие РНК транскрибируются на ЛЩ и
есть ли среди них мРНК. Не без оснований пред-
полагается регуляторная роль транскриптов тан-
демных и рассеянных повторов, но механизмы их
участия в регуляции работы эмбрионального ге-
нома только начинают открываться.

Мы уверены, что применение современных
методов геномики и клеточной биологии, напри-
мер таких как высокопроизводительное секвени-
рование нового поколения, методы изучения на-
следственной информации единичных клеток и
геномного редактирования, прижизненные на-
блюдения динамических процессов, а также усо-
вершенствование методов биоинформатики, в
ближайшем будущем приведет к прояснению
многих аспектов феномена ЛЩ и его фундамен-
тальной значимости для реализации программы
развития и эволюции.

Нам кажется уместным в заключение привести
слова одного из основоположников науки о хро-
мосомах типа ЛЩ, профессора Герберта Макгре-
гора, написанные им ровно 40 лет тому назад и
справедливые по настоящее время: “I would have
wished to end the article by offering some new and
conclusive explanation of the lampbrush phenome-
non, but it is perhaps just as well that I cannot do so,
for lampbrushes are truly amazing objects and it would
be a pity if they lost their challenge, so depriving young

cytologists of the pleasure of handling and working
with them in years to come” [11].

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ в рамках научного проекта № 19-14-50096.
При написании обзора была использована ин-
фраструктура РЦ “ЦКП Хромас” СПбГУ.

Все применимые международные, националь-
ные и институциональные принципы ухода и ис-
пользования животных были соблюдены.
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Biological Significance of Lampbrush Chromosomes: the Evolution of Approaches
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The progress in understanding of one of the most mysterious phenomena in developmental biology – trans-
formation of chromosomes into so-called lampbrush chromosomes (LBCs) – has been reviewed. Eukaryotic
chromosomes in the LBC phase feature a low degree of condensation and a discrete, recognizable structure
consisting of numerous linearly arranged compact chromomeres from which lateral loops coated with tran-
scripts are extended. LBC size exceeds that of the corresponding mitotic chromosomes at least 30 fold. All of
the above makes LBCs a valuable model for analyzing chromosome and genome structure and functioning.
The widespread occurrence of LBCs in the nature underlines their functional significance. However, despite
numerous attempts to explain the importance and value of chromosome transformation in LBCs, researchers
still have many open questions. This review critically examines all major hypotheses related to the biological
significance of the LBCs.

Keywords: meiosis, diplotene, chromatin, transcription, genome organisation.
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Развитие хронической сердечной недостаточ-
ности (ХСН) у лиц с заболеваниями сердечно-со-
судистой системы является серьезным фактором,
ограничивающим качество жизни в трудоспособ-
ном возрасте и препятствующим активному дол-
голетию. Признается, что существующих знаний
недостаточно для понимания патогенеза сокра-
тительной дисфункции кардиомиоцитов и для
разработки новых способов профилактики и ле-
чения ХСН [1, 2]. С этой позиции изучение молеку-
лярных механизмов регуляции внутриклеточного
гомеостаза ионов кальция Ca2+ может выявить но-
вые мишени для направленного терапевтического
воздействия [3].

Хорошо известно, что состоятельность обмена
Ca2+ в саркоплазматическом ретикулуме (СР) во
время цикла сокращения–расслабления играет
ключевую роль в реализации сократительной
функции кардиомиоцитов. Одними из наиболее
важных и изученных Ca2+-транспортирующих бел-
ков СР являются Ca2+-АТФаза SERCA2a, осуществ-
ляющая перенос ионов кальция из миоплазмы через
мембрану СР, кальсеквестрин CASQ2, связываю-
щий большую часть Ca2+, поступающего в СР из
миоплазмы во время диастолы, и рианодиновые
рецепторы RyR2, освобождающие Ca2+ из СР во
время систолы [4, 5]. Отмечено, что нарушение
экспрессии и активности данных белков имеет
серьезные последствия для нормальной работы

сердца, провоцирует развитие сердечной недо-
статочности и нарушений ритма сердца [6–8].

Однако нормальное функционирование Ca2+-
транспортирующей системы СР зависит и от дру-
гих белков, которые регулируют работу SERCA2a,
CASQ2, RyR2 (рис. 1). К таким белкам, в первую
очередь, относятся фосфоламбан, триадин и джунк-
тин. Фосфоламбан – основной регулятор активно-
сти SERCA2a, а триадин и джунктин обеспечивают
взаимодействие между RyR2 и CASQ2 [9, 10]. Сле-
довательно, нарушения в функционировании и
содержании фосфоламбана, триадина и джунктина
также могут играть значимую роль в формировании
ХСН. Кроме того, изменение любого компонента
Ca2+-транспортирующей системы в кардиомиоци-
тах может привести к нарушению процесса возбу-
димости, электрической дисфункции миокарда и
аритмогенезу [11]. Одними из основных факто-
ров, определяющих представленность в клетке
тех или иных белков и влияющих на их функцио-
нальную состоятельность, являются уровень экс-
прессии соответствующих генов, а также их поли-
морфные варианты.

В данном обзоре мы постарались представить
результаты различных исследований, посвящен-
ных полиморфным вариантам и особенностям
экспрессии генов фосфоламбана, триадина и
джунктина при сердечно-сосудистой патологии.
Также в обзоре отражены данные работ по изуче-
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нию влияния изменений в уровне экспрессии ге-
нов триадина, джунктина и фосфоламбана на ра-
боту Ca2+-транспортирующей системы сарко-
плазматического ретикулума кардиомиоцитов.

ФОСФОЛАМБАН
Фосфоламбан регулирует активность SERCA2a в

кардиомиоцитах. Показано, что дефосфорилиро-
ванная форма фосфоламбана, существующая в ос-
новном в виде мономера, связывает и ингибирует
активность SERCA2a [12]. В этом состоянии у
SERCA2а снижается сродство к ионам Ca2+. В ре-
зультате нарушается удаление свободных ионов
Ca2+ из цитозоля и становится невозможным пол-
ноценное расслабление, а затем и сокращение
кардиомиоцитов и миокарда в целом [10, 13]. Ак-
тивность белка критически регулируется фосфо-
рилированием цАМФ-зависимой протеинкина-

зой и Ca2+-CaM-зависимой протеинкиназой в от-
вет на бета-адренергическую стимуляцию.

У человека белок фосфоламбан кодируется ге-
ном PLN (MIM 172405, ENSG00000198523), лока-
лизованным на хромосоме 6 (6q22.31). Структура
гена включает два экзона и охватывает 13.42 тпн
[14, 15]. Сравнительные исследования показали,
что ген PLN человека структурно близок анало-
гичному гену кролика, крысы и мыши [16]. Одна-
ко значимость фосфоламбана в регулировании
сократительной функции сердца имеет некото-
рые видовые различия. Так, мыши с дефицитом
фосфоламбана за счет полного удаления кодиру-
ющей области гена фенотипически выглядели
нормально, а их пульс и кровяное давление зна-
чимо не отличались от животных дикого типа.
Более того, в условиях изолированной перфузии
сердце мыши с дефицитом фосфоламбана харак-
теризовалось даже повышенными значениями

Рис. 1. Схема Ca2+-транспортирующей системы саркоплазматического ретикулума кардиомиоцитов с обозначением
ключевых белков: Ca2+-АТФазы SERCA, фосфоламбана (PLN), рианодиновых рецепторов RyR, кальсеквестрина
(CASQ2), триадина (triadin), джунктинa (junctin) (в соответствии с [4, 7, 9]).
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сократительных показателей [17]. Однако в отли-
чие от мышей для человека необходимо поддер-
жание нормальной экспрессии гена PLN. Нару-
шение работы гена может приводить к летальной
сердечной недостаточности [18].

Наглядным примером незаменимой роли фос-
фоламбана для функционирования Ca2+-транс-
портирующей системы миокарда человека можно
считать мутацию T116G в гене PLN, при которой
отмечено снижение его экспрессии и отсутствие
детектируемого белка в сердечной мышце. Сле-
довательно, при такой мутации не было регулиру-
ющего воздействия фосфоламбана на SERCA2a.
И если у гетерозиготных носителей наблюдалась ги-
пертрофия без снижения сократительной способно-
сти, то у гомозиготных носителей уже в возрасте 16 и
27 лет развились дилатационная кардиомиопатия
(ДКМП) и сердечная недостаточность, требующая
трансплантации сердца [18]. Кроме того, показано,
что пациенты с тяжелой ХСН (III–IV функцио-
нальный класс) и фракцией выброса левого желу-
дочка (ЛЖ) менее 35% характеризовались сни-
женной экспрессией гена PLN в ткани ЛЖ по
сравнению с более легкими больными с нормаль-
ной функцией ЛЖ. При этом экспрессия гена,
кодирующего SERCA2a, также была снижена, а
экспрессия гена мозгового натрийуретического
пептида BNP, маркера сердечной недостаточно-
сти, повышена [19].

Согласно базе данных OMIM (MIM 172405),
для клинической практики большое значение
имеют изменения в структуре гена PLN, так как
они могут приводить к наследственным формам
кардиомиопатии. Для таких пациентов характер-
ны увеличенные размеры камеры и нарушения
сократительной функции сердца уже в 20–30 лет.
Ярким примером является упомянутая ранее за-
мена T116G, при которой происходят изменение
стоп-кодона и снижение экспрессии гена PLN
[18]. Ещe один пример – миссенс-мутация, обу-
словливающая замену аргинина на цистеин (R9C) в
цитозольном домене фосфоламбана, которая при-
водила к аутосомно-доминантной ДКМП с сердеч-
ной недостаточностью. Средний возраст на момент
смерти у пациентов составил 25–30 лет. Показано,
что мутантный белок не ингибирует непосредствен-
но SERCA2a [20]. Мутация R9C приводит к стаби-
лизации пентамерной формы белка вследствие об-
разования дисульфидного мостика между цитоплаз-
матическими доменами отдельных субъединиц,
следовательно нарушается диссоциация пентаме-
ра на мономеры [21].

Мутация R9C является примером нарушения
структуры гена PLN, приводящего к патологии
сердца за счет отсутствия ингибирующего влия-
ния белка на SERCA2a. Другой вариант – делеция
по аргинину R14Del в кодирующей области гена
PLN – приводил к кардиомиопатии за счет необ-

ратимого хронического ингибирования SERCA2a
измененным белком. В семье, в которой была об-
наружена мутация, к среднему возрасту у гетерози-
готных лиц (гомозигот по патологичному аллелю не
выявлено) развились дилатация ЛЖ, сократитель-
ная дисфункция и эпизодические желудочковые
аритмии. В эксперименте на трансгенных мышах
был показан сходный эффект избыточной экс-
прессии мутантного белка, приводящей к преж-
девременной смерти [22].

Ещe один вариант – AF177763.1: g.203A>C в
области промотора PLN – приводил к увеличе-
нию экспрессии гена. У гетерозиготных носите-
лей этого варианта описана сердечная недоста-
точность в возрасте 18–44 лет с низкой фракцией
выброса 22 ± 9% [23]. Известны и другие варианты
гена PLN (табл. 1), связанные с развитием сердеч-
ной недостаточности и кардиомиопатий [24–26].

Проводились исследования, направленные на
выявление связи вариаций числа копий ДНК (co-
py number variation, CNV) в регионе, затрагиваю-
щем ген PLN, с патологией сердца [26, 28]. Так,
проводился анализ CNVs у детей с врожденными
пороками сердца (ВПС) и была выявлена дупли-
кация 6q22.31 (chr6: 118693553–119050523, 360 тпн).
Однако вариант не был унаследован от родите-
лей, и его клиническая значимость остается неиз-
вестной [28]. В исследовании I. Mademont-Soler et
al. [29] при скрининге CNVs выявили у двух паци-
ентов с гипертрофической кардиомиопатией де-
леции всей кодирующей области гена PLN. Пер-
вый пациент имел делецию c.1-7587_159 +
+ 190del7936, включающую часть интрона и вто-
рого экзона гена. Вторая делеция PLN не была до-
полнительно охарактеризована. Эти варианты
были классифицированы как патогенные [29].

Процесс поиска и более подробного изучения
вариантов гена PLN не прекращается. Развитие
технологий генной терапии позволяет надеяться
на появление в будущем эффективных подходов к
профилактике развития ХСН и лечению пациен-
тов с нарушениями в структуре столь значимого
для функционирования Ca2+-транспортирующей
системы гена.

ТРИАДИН И ДЖУНКТИН
Белки триадин и джунктин обеспечивают вза-

имодействие между RyR2 и CASQ2 в рамках еди-
ной Ca2+-транспортирующей системы СР кар-
диомиоцитов [9, 30]. При этом установлено, что
это взаимодействие является чувствительным к
концентрации ионов Ca2+ в СР. В условиях низ-
кой концентрации ионов кальция триадин и
джунктин формируют прочный комплекс с бел-
ками CASQ2 и RyR2. В этом состоянии выброс
Ca2+ из СР через рианодиновые рецепторы невоз-
можен. Если же Ca2+ в СР слишком много, то этот
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комплекс менее прочен, благодаря чему RyR2 мо-
гут открыться и происходит выброс ионов в мио-
плазму.

Установлено, что у человека белок триадин ко-
дируется геном TRDN (MIM 603283,
ENSG00000186439), локализованным в 6-й (6q22.31)
хромосоме [31]. Экзон 1 содержит инициирую-
щий кодон, а экзон 41 содержит стоп-кодон и 1.3 тпн
нетранслируемой последовательности. Для гена
TRDN (420.612 тпн) характерен альтернативный
сплайсинг, что обеспечивает синтез нескольких
изоформ белка, по-разному представленных в
скелетной и сердечной мышцах [32]. Для сердца
специфична изоформа триадина CT1 (Cardiac
Triadin), она же Trisk 32 (TRIadin Skeletal). Тран-
скрипт (ENST00000546248.5) длиной в 1.179 пн
содержит восемь экзонов [33].

Белок джунктин кодируется геном ASPH
(MIM 600582, ENSG00000198363), который лока-
лизован в 8-й (8q12.3) хромосоме. Особенностью
этого гена (214.037 тпн, 25 экзонов) является то,
что кроме джунктина он определяет синтез бел-
ков аспартат бета-гидроксилазы и junctate. Для
синтеза ASPH задействованы экзоны 1, 3, 5 и 8–16,
тогда как для джунктина используются экзоны 2,
3, 5 и 6, а для junctate – экзоны 2–5 и 8–16. Белки
имеют значительные различия в своих C-конце-
вых доменах, что определяет их особенности в
функциональных свойствах. При этом джунктин
экспрессируется только в сердечной и скелетных
мышцах и является частью Ca2+-транспортирую-
щей системы СР, будучи связанным с кальсекве-
стрином [34, 35].

Триадин и джунктин обеспечивают взаимо-
действие между RyR2 и CASQ2, контролируя та-
ким образом процесс выброса Ca2+ из СР в мио-
плазму при возбуждении кардиомиоцитов [9].

Следовательно есть основания считать, что уро-
вень экспрессии как триадина, так и джунктина –
один из критических факторов, влияющих на эф-
фективность СР как компартмента, обеспечива-
ющего внутриклеточные осцилляции ионов Ca2+ в
ходе цикла сокращение–расслабление [36]. Срав-
нительное исследование трех трансгенных линий
мышей показало, что сверхэкспрессия либо
джунктина, либо триадина вызывает снижение
экспрессии комплементарного белка и RyR2. В
работе [37] были использованы линия мышей с
повышенной экспрессией белка триадина, линия
с повышенной экспрессией джунктина и линия с
повышенной экспрессией обоих белков. Повы-
шенная экспрессия триадина сопровождалась
снижением содержания джунктина, и наоборот,
однако добиться сочетанного выраженного уве-
личения содержания белков триадина и джункти-
на не удалось даже у мышей с увеличенной экс-
прессией обоих генов. У таких животных содер-
жание белка триадина было в 2.9 раза выше, чем у
мышей дикого типа, в то время как содержание
белка джунктина оставалось на уровне дикого ти-
па. Во всех трех линиях трансгенных мышей ока-
залась снижена экспрессия рианодиновых рецеп-
торов, а вот экспрессия фосфоламбана и Serca2a
не изменялась. Частота сердечных сокращений
также была ниже во всех трех линиях мышей во
время физической нагрузки и во время восста-
новления после тренировки по сравнению с мы-
шами дикого типа. Но у мышей с повышенной
экспрессией обоих белков стресс или физическая
нагрузка были способны провоцировать желу-
дочковую тахикардию при нормальных размерах
ЛЖ и адекватной систолической функции сердца
[37]. Повышенная в 5 раз экспрессия гена Trdn1,
сопровождавшаяся увеличенным содержанием
белка триадина, оказалась сопряжена со снижен-

Таблица 1. Варианты гена фосфоламбана, связанные с развитием кардиомиопатии и сердечной недостаточности

Вариант Эффект Патология Ссылки

rs111033560, T116G, L39X Снижение экспрессии гена, 
белок не регулирует работу
SERCA2a

Дилатационная кардиомиопатия  [18]

RCV000022714, -42C-G Снижение экспрессии гена Гипертрофическая кардиомиопатия  [25]

p.Glu2Ter, c.4G>T Снижение экспрессии белка
у гетерозигот, отсутствие
у гомозиготы

Дилатационная кардиомиопатия  [26]

RCV000022715, -36A-C Увеличение экспрессии гена Сердечная недостаточность в молодом
возрасте

 [23]

RCV000022713, -77A-G Увеличение экспрессии гена Гипертрофическая кардиомиопатия  [24]

rs111033559, C25T, R9C Белок не ингибирует SERCA2a Дилатационная кардиомиопатия  [20, 21]

rs397516784, c.40_42del, R14Del Белок необратимо ингибирует 
работу SERCA2a

Дилатационная кардиомиопатия  [22, 27]
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ными более чем наполовину уровнями экспрес-
сии белков рианодиновых рецепторов и джункти-
на без изменения экспрессии кальсеквестрина,
фосфоламбана и Serca2a у трансгенных мышей. У
таких животных описаны гипертрофия сердца,
нарушение расслабления и ослабление сократи-
мости при увеличении нагрузки давлением. При
этом максимальное укорочение кардиомиоцитов
со сверхэкспрессией Trdn1 было снижено, к тому
же трансгенным миоцитам потребовалось боль-
ше времени для расслабления, чем контрольным
миоцитам [38]. При исследовании биологическо-
го материала человека также было обнаружено,
что пациенты с ишемической и дилатационной
кардиомиопатией отличались значительно повы-
шенной экспрессией гена TRDN по сравнению с
результатами, полученными при исследовании
здорового миокарда лиц, погибших в результате
травмы головы или субарахноидального кровоиз-
лияния [39].

Однако у мышей с нокаутированным геном
Trdn1, наряду с отсутствием белка триадина, сни-
жается и содержание белков Casq2 и джунктина.
При этом даже небольшое снижение содержания
кальсеквестрина увеличивает утечку диастоличе-
ского Ca2+, что приводит к аритмиям [40]. Пока-
зано, что скорость высвобождения Ca2+ из СР бы-
ла значительно снижена, а диастолический Ca2+ и
содержание Ca2+ в СР были увеличены в миоци-
тах Trdn–/– по сравнению с Trdn+/+ миоцитами.
Стоит отметить, что у мышей Trdn–/– структур-
ный анализ указывает на гораздо более слабую ас-
социацию Casq2 с комплексом RyR2. Это может
способствовать снижению скорости диффузии
Ca2+ в просвете СР и высвобождения Ca2+, на-

блюдаемого в миоцитах [41]. В миокарде мышей,
дефицитных по гену джунктина, не выявлено ка-
ких-либо значительных изменений уровней RyR,
триадина или кальсеквестрина, а также в актив-
ности транспорта Ca2+ по сравнению с диким ти-
пом. Но в миоцитах Asph–/– амплитуда индуци-
рованного кофеином высвобождения Са2+ была
увеличена, что указывает на более высокое содер-
жание Ca2+ СР, а время высвобождения Ca2+ было
сокращено. В то же время у трансгенных мышей
со сверхэкспрессией джунктина выявлены про-
тивоположные эффекты, т.е. сниженная сократи-
тельная функция. Важно отметить, что животные
Asph–/– быстро погибали из-за аритмий, вызван-
ных спонтанным высвобождением ионов Ca2+ из
СР [42].

Для гена RYR2 и гена CASQ2 описаны вариан-
ты, сопряженные с нарушениями ритма сердца
[3]. В связи с этим вполне ожидаемо, что и для ге-
на TRDN были обнаружены варианты, носитель-
ство которых оказалось ассоциировано с риском
развития аритмий и внезапной сердечной смерти
[36]. Так, выявлены варианты гена TRDN (табл. 2),
являющиеся основой для развития катехоламинер-
гической полиморфной желудочковой тахикардии
(КПЖТ) [43, 44]. Так, один из этих вариантов –
миссенс-мутация T59R (c.176C<G в экзоне 2) – вли-
яет на стабильность белка, а другой – нонсенс-
мутацию Q205X (c.613C>T в экзоне 8) – приводит
к преждевременной терминации синтеза белка.
Также описана делеция (c.53_56delACAG) в экзо-
не 2 гена TRDN, вызвавшая сдвиг рамки считыва-
ния у двухлетнего пациента, умершего от оста-
новки сердца из-за КПЖТ. Авторы, описавшие
варианты гена TRDN, у этих же пациентов пред-

Таблица 2. Варианты гена TRDN, связанные с развитием сердечной недостаточности и аритмий

Примечание. КПЖТ – катехоламинергическая полиморфная желудочковая тахикардия; ХСН – хроническая сердечная не-
достаточность.

Вариант Эффект Патология Ссылки

rs397515459, c.176C>G, 
T59R

Нарушение стабильности, быстрая
деградация белка

КПЖТ  [43]

rs397515458, c.613C>T, 
Q205X

Преждевременный стоп-кодон,
короткий транскрипт

КПЖТ  [43]

rs768049331,
c.53_56del

Сдвиг рамки считывания, преждевременный 
стоп-кодон, потеря основной части белка

КПЖТ, синдром удлиненного 
интервала Q-T

 [43, 46]

c.del 572_576 Преждевременный стоп-кодон Синдром удлиненного
интервала Q-T

 [46]

c.613C>T, p.Q205* Преждевременный стоп-кодон КПЖТ  [44]

c.22 + 29A>G Нарушение сплайсинга, более длинный 
транскрипт, преждевременный стоп-кодон

КПЖТ  [44]

rs361508, c.*62G>A Предположительно изменение экспрессии 
гена или связи с другими белками

Риск внезапной сердечной
смерти у пациентов с ХСН

 [45]
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приняли анализ структуры гена ASPH, кодирую-
щего джунктин, но каких-либо вариантов, свя-
занных с тахикардией, им обнаружить не удалось
[43]. Обнаружена ассоциация варианта rs361508 в
3'-нетранслируемой области гена TRDN с риском
внезапной сердечной смерти у пациентов с ХСН.
Предположительно данный вариант может при-
водить к снижению экспрессии гена или к изме-
нению связи с другими белками-партнерами. В
рамках этой же работы проводился анализ вари-
антов rs4507756, rs7003147, rs6759 гена ASPH, но
для них не выявлено связи с внезапной сердечной
смертью [45].

Таким образом, исследование генов Ca2+-
транспортирующей системы СР кардиомиоцитов
может способствовать выявлению лиц с повы-
шенным риском сердечной недостаточности и
внезапной сердечной смерти. Однако особенно-
сти в экспрессии генов TRDN и ASPH и соответ-
ствующих белков у людей, в том числе в условиях
патологии, по-прежнему остаются малоизученны-
ми. Исследования на биоптатах сердца человека
могли бы прояснить, какие изменения в уровне
экспрессии наиболее значимо влияют на функцию
Ca2+-транспортирующей системы СР и риск не-
благоприятного течения ХСН.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В обзоре представлены данные исследований,

посвященных изучению генов, кодирующих фос-
фоламбан, триадин и джунктин, в контексте со-
кратительной функции миокарда и ее наруше-
ний. В частности, показаны результаты, указыва-
ющие на значимую роль изменений структуры и
экспрессии генов PLN, TRDN и ASPH в обеспече-
нии нормальной работы Ca2+-транспортирую-
щей системы СР и развитии сердечной недоста-
точности и аритмий.

Обзор подготовлен в рамках НИР НИИ кар-
диологии АААА-А15-115123110026-3-0.

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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Более чем за 100 лет после выделения болезни Вильсона–Коновалова в самостоятельную нозологи-
ческую форму этиология и патогенез этого заболевания изучены с разных точек зрения – как вра-
чами-клиницистами, так и генетиками. Однако и по нынешний день появляются все новые сведе-
ния не только о мутациях в самом гене ATP7B, но и о модифицирующих факторах, влияющих на
клиническую картину заболевания. С генетической точки зрения влияние генов-модификаторов
неоспоримо, ведь за счет их действия (протективного или компенсирующего) можно объяснить
клиническую вариабельность болезни Вильсона–Коновалова и возможно в дальнейшем использо-
вать эти знания в рамках персонализированного лечения пациента. В настоящем обзоре рассматри-
вается влияние различных модификаторов (внутри- и внегенных) на течение и проявление клини-
ческих форм болезни Вильсона–Коновалова. Авторами обозначены возможные механизмы воз-
никновения более мягких или более тяжелых форм болезни Вильсона–Коновалова при участии
определенных генов.

Ключевые слова: болезнь Вильсона–Коновалова, гены-модификаторы, ATOX1, COMMD1, XIAP, HFE.
DOI: 10.31857/S001667582105009X

Болезнь Вильсона–Коновалова (OMIM 277900,
гепатолентикулярная дегенерация, гепатоцере-
бральная дистрофия, БВК) – тяжелое прогресси-
рующее наследственное заболевание, в основе
которого лежит нарушение экскреции меди из
организма, приводящее к избыточному накопле-
нию этого микроэлемента в тканях и сочетанно-
му поражению паренхиматозных органов (преж-
де всего печени) и головного мозга (преимуще-
ственно подкорковых ядер) [1]. Тип передачи
этого заболевания аутосомно-рецессивный, про-
является у гомозиготных носителей мутации или
у компаунд-гетерозигот [2].

Болезнь Вильсона–Коновалова относится к
редким заболеваниям. Распространенность БВК
по данным Orphanet составляет 1–9 случаев на
100000 населения (в среднем 1 на 25000), ежегод-
ная частота выявления новых случаев – от 1 на
30000–100000 населения.

Носителем дефектного гена по ориентировоч-
ным оценкам является каждый 90–100-й человек
(1%). Еще недавно считалось, что БВК крайне
редкое наследственное заболевание, однако про-
веденные в Европе исследования 2013 г., осно-
ванные на анализе результатов секвенирования

2000 экзомов, показали, что гетерозиготное носи-
тельство патогенетически значимых мутаций
значительно превышает прежние показатели. По
последним данным в некоторых странах Европы
расчетная частота болезни Вильсона–Коновало-
ва равна 1 : 7000–1 : 9000, тогда как по клиниче-
ским данным распространение БВК в этих стра-
нах колеблется от 1.2 до 2 : 100000 [3, 4]. Для РФ
информация о частоте встречаемости БВК отсут-
ствует, что связано в первую очередь с этногеогра-
фическими особенностями страны. Однако уже по-
явились отдельные исследования расчетной частоты
(1 : 10000) носительства болезни Вильсона–Конова-
лова в Российской Федерации [5].

Причиной болезни Вильсона-Коновалова яв-
ляются мутации в гене ATP7B, расположенном в
длинном плече 13-й хромосомы (13q14.3). Ген ко-
дирует металлопереносящую аденозинтрифосфа-
тазу (АТФазу) P-типа, которая транспортирует
медь в желчь и включает ее в церулоплазмин (гли-
копротеин, содержит около 95% общего количе-
ства меди сыворотки крови человека) [6].

В норме всасывание меди в организме происхо-
дит в тонком кишечнике, с помощью транспорт-
ного белка CMT1 (Copper Membrane Transporter 1)

УДК 575.224.2

ОБЗОРНЫЕ
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(рис. 1). CMT1 перемещает медь внутрь клеток,
где часть ее связывается с металлотионеином, а
оставшаяся – перемещается в комплекс Гольджи с
помощью транспортного белка ATOX1. В ответ на
повышение концентрации меди в комплексе
Гольджи активируется фермент ATP7A и высво-
бождает медь через воротную вену в печень. В ге-
патоцитах происходит связывание меди с церуло-
плазмином и высвобождение комплекса в кровь с
помощью белка ATP7B. Кроме того, ATP7B осу-
ществляет экстракцию избытка меди в желчь [7].
Мутации в гене ATP7B приводят к снижению
функциональности фермента, в результате чего
измененная АТФаза теряет способность транс-
портировать медь к церулоплазмину и лизосомам
[6, 8]. Нарушение транспорта меди приводит к
снижению экстракции меди в желчь, накопле-
нию меди в печени, повреждению гепатоцитов и
выходу свободной токсичной меди в кровь, с
дальнейшим накоплением ее в других тканевых
депо – глазах, суставах, почках, головном мозге
[6, 8, 9]. Регуляция процесса экстракции меди из
гепатоцитов в желчные канальцы осуществляется
двумя генами – ATP7B и COMMD1. Избыток меди
в печени влечет за собой разрушение клеток за
счет окислительного стресса, что в свою очередь
приводит к воспалению печени, ее фиброзу и как
следствие – к циррозу. Экстракция меди в сыво-
ротку крови осуществляется путем внедрения
ионов меди в церулоплазмин (этот процесс также
контролируется геном ATP7B). Церулоплазмин

является главным медьсодержащим белком в ор-
ганизме (в нем содержится до 95% меди в плазме
крови); кроме того, он принимает участие в мета-
болизме железа, катализируя окисление Fe2+ в
Fe3+. Таким образом, метаболические пути меди и
железа в организме тесно пересекаются и оказы-
вают влияние друг на друга. Так, при нарушении
абсорбции железа в результате мутации в гене
HFE происходит его накопление в клетках парен-
химатозных органов и усиление их окислитель-
ного повреждения. Также деструктивным про-
цессам в клетках способствует повышение уровня
гомоцистеина, так как гомоцистеин и медь обла-
дают синергической цитотоксичностью. Уровень
гомоцистеина зависит от активности метилфола-
тредуктазы, которая, в свою очередь, контролирует-
ся геном MTHFR. Однако интенсивность повре-
ждения может быть снижена за счет протективно-
го действия гена INO80, стабилизирующего ДНК
клеток путем увеличения подвижности хромати-
на. Накопление меди в других органах вызывает
нарушение их функции и снижение качества
жизни пациентов. Так, накопление меди в голов-
ном мозге приводит к нейродегенеративным про-
цессам, на степень выраженности которых ока-
зывают влияние мутации не только в гене ATP7B,
но и в ряде других генов; в частности, продукты
генов APOE и PRNP оказывают влияние на про-
цессы миелинизации нервных волокон в голов-
ном мозге, что напрямую воздействует на невро-
логическую компоненту БВК.

Рис. 1. Патогенез болезни Вильсона–Коновалова. 1 – поступление меди с пищей; 2 – всасывание меди в тонком ки-
шечнике; 3 – выведение меди через почки; 4 – поступление меди в печень через воротную вену; 5 – снабжение медью
других органов и систем; 6 – катализ окисления Fe2+ в Fe3+ и выход меди в составе церулоплазмина в кровь; 7 – по-
ступление ионов меди из печени в другие органы; 8 – выведение меди через толстый кишечник; 9 – накопление меди
в печени в “медном депо”; 10 – экстракция избытка меди в желчь.
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В настоящее время используется классифика-
ция, построенная на клинических признаках болез-
ни, сочетания поражения печени и центральной
нервной системы, предложенная J. Walsh (1983):
бессимптомная форма, печеночная форма, цере-
бральная форма, смешанная форма болезни
Вильсона–Коновалова.

Кроме того, согласно классификации Н.В. Ко-
новалова (1960), в зависимости от вовлечения в
патологический процесс печени и центральной
нервной системы и характера экстрапирамидной
симптоматики распознают пять форм болезни
Вильсона–Коновалова: брюшная (абдоминаль-
ная), ригидно-аритмогиперкинетическая, дрожа-
тельно-ригидная, дрожательная и экстрапира-
мидно-корковая.

При постановке диагноза выраженный клини-
ческий полиморфизм признаков болезни Виль-
сона–Коновалова и их экспрессивность могут за-
труднять работу врача.

Болезнь Вильсона–Коновалова обладает ши-
роким спектром клинических проявлений, завися-
щих и от конкретного типа мутаций. Большинство
миссенс-мутаций приводят к снижению активности
фермента (в результате потери целостности белка,
мисфолдинга, нарушения взаимодействия между
белками, нарушения фосфорилирования, изме-
нения способности связывать АТФ) [10]. Мута-
ции со сдвигом рамки считывания (фрэймшифт-
мутации), нонсенс-мутации, инсерции/делеции
и мутации сайта сплайсинга приводят к прерыва-
нию (нарушению) синтеза белка АТР7В, что ведет
к ранней манифестации заболевания, более низко-
му уровню церулоплазмина, фульминантной пече-
ночной недостаточности и другим тяжелым клини-
ческим проявлениям БВК, по сравнению с мис-
сенс-мутациями [11, 12].

Интерес к этиологической причине болезни
Вильсона–Коновалова не угасает и по сей день.
Ряд исследователей из Университета Альберты
даже создали открытую базу данных по болезни
Вильсона–Коновалова, которая представляет со-
бой сборник научных публикаций и отдельных
материалов по исследованиям патологических
вариантов мутаций в гене АТР7В [http://www.wil-
sondisease.med.ualberta.ca/]. Однако данных о спе-
цифических мутациях для российской популяции
там крайне мало и, кроме того, данная база дан-
ных не пополнялась с 2010 г. В настоящее время в
гене АТР7В идентифицировано более 800 различ-
ных мутаций, а нарушение обмена меди может
происходить как на уровне АТФазы, так и на любом
уровне каскада металлошаперонов, доставляющих
медь АТФазе. Кроме того, спектр мутаций гена
ATP7B имеет свои особенности проявления в раз-
личных популяциях [8, 13].

Наиболее распространена у европейских па-
циентов мутация H1069Q (доля мутации среди

всех мутантных аллелей составляет 30–73% у па-
циентов с БВК в европеоидной популяции) [14].
В России замена H1069Q также является наиболее
частой среди прочих мутантных аллелей в гене
ATP7B (30–50%), при этом частота гетерозиготного
носительства составляет 1 : 130 [15]. Другие часто
встречаемые мутации в российской популяции –
G126R и DelC3402 [8, 16, 17].

Мутация H1069Q представляет собой точеч-
ную замену C>A в положении 3027, в результате
которой происходит замена гистидина на глута-
мин в высококонсервативном мотиве SEHPL
белка ATP7B [18]. Это приводит к изменению
пространственного расположения АТФ-связыва-
ющего сайта и нарушению фосфорилирования
Р-домена и, как следствие, уменьшению способ-
ности фермента связывать АТФ. Другая мутация
в мотиве SEHPL, E1064K, ведет к полной потере
связывания АТФ. У пациентов с этой мутацией
БВК протекает особенно тяжело и сопровождает-
ся печеночной фульминантной недостаточно-
стью [14, 19].

Помимо мутаций, инактивирующих ATP7B,
существует относительно большое количество му-
тантных вариантов (G626A, D765N, M769V, I857T,
A874V и др.), способных связывать и гидролизо-
вать АТФ и обладающих частичной активностью
транспорта меди. Этим объясняется фенотипиче-
ская гетерогенность и существование легких
форм заболевания [10, 20]. Такие мутации могут
приводить к более позднему началу заболевания
и более легкому течению болезни. Следователь-
но, для лучшего понимания корреляции гено-
тип–фенотип БВК, и более точного прогноза те-
чения болезни у конкретного пациента, может
потребоваться детальная характеристика каждого
мутантного варианта ATP7B. Хотя мутации, распо-
ложенные в одном и том же домене, могут иметь
сходные свойства, локализация только в опреде-
ленном домене не является предиктором свойств
мутации и степени тяжести болезни [10].

Вариабельность клинических проявлений
БВК зависит, помимо прочего, от пола пациента
[14]. Механизмом формирования этих различий
считают влияние половых гормонов и метаболи-
ческих процессов, особенно связанных с метабо-
лизмом железа [21]. По результатам исследований
627 пациентов с болезнью Вильсона–Коновалова
было выявлено, что неврологическая форма бо-
лее присуща мужчинам, чем женщинам. При це-
ребральной форме болезнь Вильсона–Коновало-
ва у мужчин проявлялась в среднем на 2 года
раньше, чем у женщин. А абдоминальная форма
болезни Вильсона–Коновалова, как и различные
гепатопатологии, чаще наблюдались у женщин
[22]. Как полагают авторы исследования, мозг
мужчин более чувствителен к накоплению меди,
что может быть обусловлено разным уровнем по-
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ловых гормонов. Одним из механизмов возник-
новения такого гендерного неравенства называ-
ют защитное действие эстрогенов [14]. Возмож-
но, что у женщин с БВК эстрогены могут также
защищать нейроны от накопления меди и окис-
лительного стресса, который является следстви-
ем этого накопления, и таким образом ведут к
уменьшению частоты проявления неврологиче-
ских симптомов. Поэтому неврологические
симптомы у мужчин проявляются раньше, чем у
женщин, ведь у мужчин нет протективного дей-
ствия эстрогенов [22]. Фактически влияние раз-
личий, связанных с полом, приводит к своеобраз-
ному модифицирующему эффекту на тяжесть и
течение клинической картины БВК.

Влияние на клиническую картину болезни
Вильсона–Коновалова, помимо мутаций в гене
ATP7B, оказывают и определенные гены-моди-
фикаторы, являющиеся причиной формирова-
ния разных фенотипов у пациентов с идентичны-
ми генотипами [14, 23]. Гены-модификаторы –
это группа генов, способных как утяжелять, так и
облегчать фенотипические проявления генов, яв-
ляющихся причиной заболевания. Генами-моди-
фикаторами при болезни Вильсона–Коновалова
на сегодняшний день считаются ATP7A и APOE, в
то же время существует ряд генов, функциональ-
ные характеристики белковых продуктов кото-
рых также указывают на возможность их включе-
ния в этот ряд (HFE, ATOX1, COMMD1, XIAP,
PRNP, MTHFR, ESD, INO80).

ATP7A
Клетки человека экспрессируют две гомоло-

гичные Cu-АТФазы: ATP7A и ATP7B. Эти транс-
портеры используют энергию гидролиза АТФ для
транспортировки меди из цитозоля через клеточ-
ные мембраны, тем самым снижая концентрацию
цитозольной меди. Хотя и ATP7A, и ATB7B отвечают
за экспорт меди, происходит он в разных типах кле-
ток. При мутации в гене ATP7A клинические при-
знаки являются последствиями нарушений медьза-
висимых ферментов. Дефицит меди вызывается
дефектным ATP7A-опосредованным транспор-
том меди из кишечника в кровоток. Ген ATP7A
экспрессируется почти во всех типах клеток и
тканей, но уровни его экспрессии различаются в
клетках и тканях и зависят от возраста [24], в то
время как ген ATP7B преимущественно экспресси-
руется в печени взрослого человека [25]. Поэтому
органом-мишенью при болезни Вильсона–Конова-
лова является печень – медь накапливается в пече-
ни в результате нарушенного ATP7B-обусловлен-
ного экспорта меди из гепатоцитов.

Мутации в гене ATP7A приводят к развитию
болезни Менкеса – тяжелому Х-сцепленному за-
болеванию с дефицитом меди, которое обычно
приводит к смерти больного в возрасте до 3 лет.

Для этой болезни существует гендерное неравен-
ство: преимущественно поражаются лица муж-
ского пола, что объясняется гемизиготностью
Х-хромосомы у мужчин. В редких описанных
случаях болезни Менкеса у женщин фенотипиче-
ское проявление болезни связывают с асиммет-
ричной инактивацией Х-хромосомы или же с на-
личием транслокационной формы заболевания
[26, 27]. Так, описан единственный случай выяв-
ленной сбалансированной транслокации de novo
46,X,t(X;13)(q13.3;q14.3), при которой данная му-
тация затронула ATP7A (Xq13.3) и ATP7B (13q14.3)
[28]. При этой мутации у женщины патологиче-
ский фенотип соответствовал классической фор-
ме болезни Менкеса.

Поскольку ген ATP7A экспрессируется почти
во всех клетках, патологический фенотип при по-
ражении и гена ATP7A и гена ATP7B будет форми-
роваться как при болезни Менкеса, и заболева-
ние будет протекать значительно тяжелее, чем
при классической болезни Вильсона–Коновало-
ва. В литературе не описано случаев живорожден-
ных детей с одновременной мутацией в генах
ATP7A и ATP7B; вероятнее всего, такая патология
несовместима с жизнью уже на стадии внутри-
утробного развития. К тому же недавние исследова-
ния показали, что ATP7A и ATP7B имеют различные
и непересекающиеся функции в нейронах, экспрес-
сирующих дофамин-β-гидроксилазу [29]. Соответ-
ственно ATP7A не обладает защитным или ком-
пенсаторным действием на метаболизм меди при
БВК, а если на фоне мутации в гене ATP7B суще-
ствуют мутации в гене ATP7A – это только усугуб-
ляет течение БВК.

HFE

Описаны редкие случаи сочетания болезни
Вильсона–Коновалова с другими наследственными
патологиями, в частности с наследственным ге-
мохроматозом (НГХ). У пациентов с БВК были
обнаружены, помимо мутации в гене АТР7В,
также мутации в гене HFE, являющиеся причи-
ной возникновения НГХ. Ген HFE (Homeostatic
iron regulator) расположен в коротком плече ше-
стой хромосомы и состоит из семи экзонов. Ген
кодирует мембранный белок, подобный белкам
главного комплекса гистосовместимости класса I
и ассоциированный с бета2-микроглобулином
(бета2М). Функция белка связана с регуляцией аб-
сорбции железа путем взаимодействия трансферри-
на с рецептором [30]. Хотя вероятность возникнове-
ния мутаций одновременно в генах ATP7B и HFE
невысока, описанные в литературе клинические
случаи демонстрируют более раннее клиническое
проявление заболевания Вильсона–Коновалова,
чем при наличии только мутации в гене ATP7B
[31–33]. В результате мутации происходит избы-
точное накопление железа в виде гемосидерина в
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клетках паренхиматозных органов, суставах и
сердце, вследствие нарушения процессов всасыва-
ния железа в тонком кишечнике. Железо в свобод-
ной форме, как и медь, обладает токсическими
свойствами, избыточное накопление этих металлов
в организме приводит к образованию свободных
радикалов и возникновению окислительного
стресса, что в итоге приводит к разрушению кле-
ток и нарушению функций жизненно важных ор-
ганов. Кроме того, пути метаболизма меди и же-
леза тесно пересекаются как в норме, так и при
патологических состояниях [34]. Таким образом,
сочетание двух связанных с нарушениями обмена
металлов наследственных патологий приводит к
более тяжелому поражению органов и течению
заболевания в целом; следовательно, наличие му-
тации в гене HFE может рассматриваться как мо-
дифицирующий фактор болезни Вильсона–Ко-
новалова.

ATOX1
Перенос меди из акцепторных белков обеспечи-

вается уникальным классом белков, называемых
медными шаперонами (такие как ATOX1 – Antioxi-
dant 1 copper chaperone) [35], которые впервые были
идентифицированы в дрожжах Saccharomyces cerevi-
siae. Ген ATOX1 (HAH1, ATX1) расположен на длин-
ном плече хромосомы 5 (5q33.1), кодирует цито-
зольный белок массой 8 кДа и содержит четыре
экзона. ATOX1 содержит одну N-концевую ко-
пию консервативного связывающего медь
MXCXXC-мотива, расположенного между пер-
вым бета-листом и альфа-спиралью, доставляет
этот металл в транспортирующую медь АТФазу
типа P-CCC2 в просвет транс-отдела сети Гольд-
жи для последующей транспортировки по секре-
торному пути и включения в гомолог церулоплаз-
мина – FET3. С помощью того же мотива ATOX1,
помимо меди, связывает Hg(II), Cd(II), Ag(I) и
цисплатин, но его физиологическая роль, если
таковая имеется, пока не известна [36].

В клетках млекопитающих было показано, что
белок ATOX1 доставляет медь к транспортирую-
щим медь АТФазам – белкам болезни Менкеса и
болезни Вильсона–Коновалова (ATP7A и ATP7B
соответственно). Затем эти белки используют
энергию гидролиза АТФ для того, чтобы либо пе-
ренести металл в просвет транс-отдела сети Голь-
джи для включения в медьзависимые ферменты,
либо для вывода избытка меди из клетки. Выклю-
чение гена Atox1 у мышей приводит к внутрикле-
точному накоплению меди и снижению активно-
сти секретируемых медьзависимых ферментов,
таких как тирозиназа, что подтверждает предпо-
лагаемую роль ATOX1 в качестве донора металла
для транспортирующих медь АТФаз [37].

Существуют экспериментальные данные, по-
казывающие наличие функциональной связи че-

ловеческого шаперона ATOX1 и транспортирую-
щих медь АТФаз. Было показано, что некоторые
мутации, обнаруженные у пациентов с БВК, на-
рушают способность ATP7B взаимодействовать с
ATOX1, это позволяет предположить, что данное
взаимодействие необходимо для нормального го-
меостаза меди [38].

В недавнем исследовании 50 индийских паци-
ентов с БВК N. Kumari с соавт. [40] выявили че-
тыре новые мутации в гене ATOX1 (причем одна
из них – c.40G>A, p.(G14S)), которые были иден-
тифицированы в гетерозиготном состоянии у
двух пациентов. Интересно, что при сравнении
двух пациентов с аналогичными мутациями в ге-
не ATP7B, но различающихся по статусу носи-
тельства мутации p.(G14S) в гене ATOX1, были
выявлены существенные клинические различия:
показано, что замена p.(G14S) ассоциирована с
ранним возрастом начала заболевания, снижен-
ным уровнем церулоплазмина в сыворотке и из-
менениями в печени и мозге у пациента с БВК в
отличие от другого пациента, не имеющего мута-
ций в гене ATOX1 [40]. В то же время исследова-
ние данных секвенирования гена ATOX1 не вы-
явило существенной связи или влияния на кли-
ническое течение БВК [39].

Возможно, дальнейшие экспериментальные
исследования на расширенных выборках, а также
в различных популяциях дадут более четкую кар-
тину модификационной роли гена ATOX1 в пато-
генезе БВК.

COMMD1/XIAP

Одним из генов-кандидатов, которые могут
играть роль гена-модификатора, является регуля-
тор гомеостаза меди COMMD1 (copper metabolism
domain containing 1, ранее известный как MURR1).
Ген COMMD1 расположен на 2-й хромосоме
(2p13), содержит восемь экзонов и кодирует рас-
творимый белок массой 21 кДа, являющийся ци-
тозольным белком и связывающий липиды с дру-
гими белками. COMMD1 – недавно идентифици-
рованный фактор, который в основном участвует
в двух процессах: регуляции фактора транскрип-
ции NF-kB и контроле метаболизма меди. Впер-
вые ген был упомянут в исследовании собак по-
роды бедлингтон-терьеров, у которых отмечался
токсикоз с симптомами высокого накопления
меди в печени, что приводит к гепатиту и циррозу
и возможной смерти, дальнейшие исследования
выявили основную причину заболевания – деле-
цию 2-го экзона гена Commd1, которая приводит
к деградации белка [41, 42]. COMMD1 взаимо-
действует с N-терминальным доменом ATP7B, он
может образовывать олигомерные гетероком-
плексы с другими клеточными белками в допол-
нение к белку ATP7B [43].
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Ген XIAP кодирует белок XIAP (X-linked inhib-
itor of apoptosis protein), относящийся к семейству
белков – ингибиторов апоптоза (IAP) и обладаю-
щий выраженными антиапоптотическими свой-
ствами [44–46]. Регуляция апоптоза осуществля-
ется путем ингибирования специфических каспаз –
цистеиновых протеаз [47]. Было показано, что XIAP,
помимо основных своих функций, вовлечен в
процесс регуляции гомеостаза меди через отрица-
тельную регуляцию уровня белка COMMD1, по
не связанному с апоптозом пути. Белок XIAP ра-
ботает как регулятор уровня COMMD1, путем об-
разования на нем полиубиквитиновых цепей,
способствующих деградации белка COMMD1.
Было показано, что повышение уровня экспрес-
сии XIAP приводило к накоплению меди в кле-
точных моделях, а дефицит XIAP – к снижению
содержания меди в тканях печени [48].

K.H. Weiss с соавт. [49] было проведено иссле-
дование групп пациентов с БВК и хотя бы одной
подтвержденной мутацией в гене ATP7B: с пони-
женным и нормальным уровнем церулоплазми-
на, ни в одной из групп мутации в кодирующей
последовательности гена COMMD1 обнаружено
не было. Мутации в других частях гена COMMD1
не были проанализированы, но могли повлиять
на экспрессию гена и таким образом повлиять на
фенотип. По мнению авторов, выявление того,
что ген COMMD1 не изменяется у пациентов с бо-
лезнью Вильсона–Коновалова с нормальным
уровнем церулоплазмина в крови, необходимо
оценить в более широком клиническом исследо-
вании [49].

Таким образом, несмотря на немаловажную
роль в регуляции метаболизма меди в организме,
доказательств прямого влияния генов COMMD1 и
XIAP на клиническое течение БВК получено не
было.

АPOЕ
Один из известных генов-модификаторов – ген

APOЕ, расположенный на хромосоме 19. Аполипо-
протеин Е (АпоЕ), кодируемый данным геном, во-
влечен в метаболизм липидов в организме. Он яв-
ляется лигандом для нескольких типов рецепто-
ров, в том числе для рецептора липопротеинов
низкой плотности, который необходим для нор-
мального катаболизма богатых триглицеридами
липопротеинов. К основным функциям AпоE от-
носится транспорт липидов, жирорастворимых
липидов и холестерола через лимфатическую си-
стему в кровь, что обеспечивает метаболизм холе-
стерина. В крови AпоE регулирует всасывание
остатков хиломикронов и остатков ЛПОНП пе-
ченью. В ЦНС он участвует в транспорте холесте-
рина и других липидов к нейронам, обеспечивает
их поглощение клетками. AпоE осуществляет до-
ставку холестерина к месту миелинизации, что

обусловливает его необходимость для поддержа-
ния миелиновой и нейрональной мембран как в
центральной, так и в периферической нервной
системе [50]. Существуют три основные изофор-
мы белка – ε2, ε3 и ε4, встречающиеся в популя-
циях с частотами 6.4, 78.3 и 14.5% соответственно
[51]. Структурные отличия в изоформах АпоЕ иг-
рают важную роль в развитии сердечно-сосуди-
стых, нейродегенеративных и инфекционных за-
болеваний [52, 53]. Основной источник синтеза
этого белка – печень (до 75%), вторым наиболее
распространенным местом синтеза является мозг
[54]. Макрофаги и другие типы клеток также син-
тезируют AпоE [52–54]. Ген APOE человека лока-
лизуется в хромосоме 19 и состоит из четырех эк-
зонов, трех интронов, 3597 пар нуклеотидов, ха-
рактеризуется высоким уровнем полиморфизма.
Было показано, что данный ген оказывает влия-
ние на клиническое проявление болезни Вильсо-
на–Коновалова, в частности у пациентов с гено-
типом ε3/ε3 была отмечена манифестация болез-
ни в более позднем возрасте [14, 55, 56].

В то же время другой группой исследователей
[14, 22] была обнаружена связь аллельного вари-
анта ε4 гена APOE с более ранним началом болез-
ни Вильсона–Коновалова у женщин. Наиболее
выражено влияние данного аллеля у женщин, яв-
ляющихся носительницами мутации p.H1069G в
гене ATP7B. Согласно полученным авторами дан-
ным, у этих пациенток болезнь Вильсона–Коно-
валова проявлялась на 6 лет раньше, чем у жен-
щин с генотипом ε3/ε3 [14, 22].

V. Medici и K.H. Weiss [18] связывают аллель ε4
гена APOE с повышенной уязвимостью головного
мозга в процессе развития болезни, тогда как ге-
нотип APOE ε3/3 обеспечивает умеренный ней-
ропротективныйэффект.

PRNP
Ген PRNP находится на коротком плече 20-й

хромосомы в локусе 20p13 и содержит два экзона.
Ген кодирует прионный белок (PrPC) молекуляр-
ной массой 27–30 кДа. PrPC при помощи глико-
зилфосфатидилинозитола закреплен на внешней
стороне клеточной мембраны и синтезируется в
основном в клетках нервной системы и лимфоре-
тикулярной ткани [14]. Его функция до конца не
изучена, однако известно об участии PrPC в форми-
ровании миелиновой оболочки нервных волокон и
процессах связывания низкоаффинных ионов меди,
особенно в центральной нервной системе, где экс-
прессия белка наиболее высока [18, 57–59]. Было
установлено, что взаимодействие меди с прион-
ным белком может иметь нейропротективный
эффект [60]. В другом исследовании была показа-
на ассоциация замены гена PRNP в кодоне 129
(M129V) с началом и последующим развитием бо-
лезни Вильсона–Коновалова [61]. Согласно полу-
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ченным исследователями данным, распространен-
ность генотипа M129V у пациентов с БВК была сход-
ной с контрольной популяционной выборкой.
Также было показано влияние полиморфных вари-
антов PRNP на клиническую картину БВК: у паци-
ентов с вариантом PRNP 129M, приводящим к
гомозиготному метионину, возраст начала болез-
ни был примерно на 5 лет выше, с возникновени-
ем неврологических симптомов в среднем через
7 лет после начала болезни, по сравнению с носи-
телями гетерозиготного варианта.

В то же время оказывать влияние на фенотип
при болезни Вильсона–Коновалова могут и при-
онные болезни (OMIM #123400, #137440, #600072).
Прионные болезни возникают, как правило, спо-
радически, либо в очень редких случаях в резуль-
тате инфекции, но также могут возникать (в 5–
15% случаев) в связи с фенотипически доминант-
ными мутациями в гене PRNP. Прионные болез-
ни, так же как и болезнь Вильсона–Коновалова,
приводят к прогрессирующей необратимой ней-
родегенерации с когнитивными и психиатриче-
скими проявлениями. N. Forbes с соавт. [62] был
описан клинический случай пациента с быстро про-
грессирующими неврологическими симптомами
БВК. У данного пациента были обнаружены не-
синонимичные варианты кодирующей последова-
тельности в генах ATP7B и PRNP. Авторы считают,
что именно синергетическое взаимодействие между
наблюдаемыми вариантами ATP7B и PRNP, опосре-
дованное эффектами кодируемых ими белков на
метаболизм меди, было причиной ухудшения те-
чения болезни пациента [62].

MTHFR
Еще одним геном, для которого показано вли-

яние на возраст манифестации БВК, является ген
MTHFR (хромосомная локализация 1р36.3), кото-
рый состоит из 20200 пар нуклеотидов и содержит
11 экзонов. Этот ген кодирует метилентетрагидро-
фолатредуктазу (MTHFR) – внутриклеточный
фермент, играющий роль в метаболизме гомоцисте-
ина и фолата. Фермент катализирует восстановле-
ние 5,10-метилентетрагидрофолата в 5-метилтетра-
гидрофолат. Последний является активной формой
фолиевой кислоты, необходимой для образования
метионина из гомоцистеина и далее – S-адено-
зилметионина, играющего ключевую роль в про-
цессе метилирования ДНК.

Наиболее значимые с точки зрения патогенеза
болезни Вильсона–Коновалова полиморфные
варианты гена MTHFR – С677Т и A1298C. Дан-
ные замены приводят к снижению активности
метилентетрагидрофолатредуктазы и, как след-
ствие, развитию гипергомоцистеинемии. Вари-
ант С677Т гена MTHFR представляет собой заме-
ну цитозина на тимидин в позиции 677, что, в
свою очередь, приводит к замене аланина на ва-

лин в апобелке этого фермента. А1298С – поли-
морфизм гена MTHFR с заменой аденина на ци-
тозин в позиции 1298, не сопровождающийся по-
вышением уровня гомоцистеина в крови, однако
сочетание гетерозиготного носительства аллелей
677Т и 1298С сопровождается повышением уров-
ня гомоцистеина в плазме и приводит к сниже-
нию активности фермента MTHFR. Установле-
но, что повышение уровня гомоцистеина влияет
на гомеостаз меди в организме и внутриклеточ-
ную токсичность ионов меди [63, 64]. Кроме того,
значительное повышение концентрации гомоци-
стеина в клетках приводит к сильному окисли-
тельному стрессу и клеточной гибели [65].

G. Gromadzka и соавт. [66] предположили, что
гепатотоксические эффекты при болезни Виль-
сона–Коновалова могут быть более выраженны-
ми, чем при патологиях печени другой этиоло-
гии, так как гомоцистеин и медь проявляют силь-
ные синергические цитотоксические эффекты.
Кроме того, этой же группой исследователей бы-
ла установлена связь полиморфных вариантов ге-
на MTHFR с возрастом манифестации БВК. У носи-
телей гомозиготного варианта 1298C начало заболе-
вания фиксировалось примерно на 6 лет раньше,
чем у пациентов с генотипом 677CC/1298AA. На ос-
новании полученных данных авторы предполага-
ют, что гомоцистеин может также быть вовлечен
в нейродегенеративные процессы при БВК [66].

ESD и INO80

Помимо вышеописанных генов, влияние ко-
торых на фенотип БВК достаточно изучено и од-
нозначно, существуют гены, о которых известно
только то, что они модифицируют течение БВК,
но информация о механизмах их влияния либо
отсутствует, либо не является исчерпывающей. К
таким малоизученным, но, несомненно, важным
для патогенеза БВК генам относятся ESD и
INO80.

Недавние исследования показали, что при
редких аллельных вариантах ESD значительно ча-
ще отмечалось появление у пациентов невроло-
гической симптоматики, в то время как эффекты
вариантов в гене INO80 были прямо противопо-
ложными – неврологические нарушения БВК
возникали гораздо реже [67].

Ген ESD расположен в длинном плече хромо-
сомы 13 и состоит из 11 экзонов. Ген кодирует се-
риновую гидролазу, которая принадлежит семей-
ству эстеразы D. Кодируемый фермент активен
по отношению к многочисленным субстратам,
включая O-ацетилированные сиаловые кислоты,
и может участвовать в рециркуляции сиаловых
кислот. Ген используется в качестве генетическо-
го маркера для ретинобластомы и БВК [68]. Вли-
яние гена ESD на фенотипические проявления
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БВК исследователи объясняют его близким хро-
мосомным расположением к ATP7B и возмож-
ным сцеплением между ними, однако точных до-
казательств этой гипотезы предложено не было
[67, 69].

Ген INO80 расположен в длинном плече хро-
мосомы 15, состоит из 37 экзонов. Кодирует
INO80 – каталитическую АТФазную субъединицу
комплекса ремоделирования хроматина, которая
принимает участие в процессах транскрипции, ре-
парации и репликации ДНК. О конкретных меха-
низмах участия продуктов данного гена на патоге-
нез болезни Вильсона–Коновалова известно ма-
ло, но предполагается, что он оказывает влияние
на поддержание стабильности ДНК путем увели-
чения подвижности хроматина, тем самым ока-
зывая нейропротективное действие (в том числе
при окислительном повреждении клеток нервной
системы, сопровождающем болезнь Вильсона–
Коновалова) [70, 71].

Таким образом, вариабельность клинических
фенотипов при болезни Вильсона–Коновалова
может быть обусловлена различными мутациями
не только в гене ATP7B, но и в тех генах, которые
участвуют в гомеостазе меди, а также различия-
ми, связанными с полом (табл. 1).

К фенотипически более легкому течению бо-
лезни Вильсона–Коновалова (преимущественно за
счет нейропротективного эффекта) предрасполага-
ют полиморфные варианты генов APOE (ε3/ε3),
PRNP, INO80. В то же время полиморфизм генов
APOE (ε4), COMMD1, ATOX1, HFE, MTHFR и ESD,
напротив, может усугубить течение и симптома-
тику болезни Вильсона–Коновалова.

Дальнейшее изучение причин клинического
полиморфизма и различий начала манифестации
болезни Вильсона–Коновалова важно для прак-
тической медицины, поскольку может помочь
врачу поставить верный диагноз и обосновать вы-
бор молекулярно-генетического метода для под-
тверждения этиологии заболевания и соответ-
ственно скорректировать лечение в рамках пер-
сонализированной медицины.

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания на фундаментальные научные
исследования НИИ медицинской генетики Феде-
рального государственного бюджетного научного
учреждения “Томский национальный исследова-
тельский медицинский центр Российской академии
наук” по теме “Персонализированное геномное
профилирование при орфанных заболеваниях чело-
века” (№ АААА-А19-119090990020-0).

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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Modifier Genes as a Cause of Wilson–Konovalov Disease Clinical Polymorphism

A. E. Postrigana, *, I. Zh. Zhalsanovaa, E. A. Fonovaa, and N. A. Skryabina

aResearch Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center, Tomsk, 634050 Russia
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For more than 100 years of the Wilson–Konovalov disease existence as an independent nosological form, eti-
ology and pathogenesis of this disease have been studied from different points of view – both clinical and ge-
netic. However, to this day, new information is emerging not only about mutations in the ATP7B gene itself
but also about modifying factors affecting the disease clinical picture. From a genetic point of view, the in-
fluence of modifier genes is undeniable, because due to their action (protective or compensating), some
forms of Wilson–Konovalov disease can be explained and it is possible to further use this knowledge in the
framework of personalized patient treatment. In this review, the authors consider the various modifiers influ-
ence (intra- and extra-gene) on the course and manifestation of the Wilson–Konovalov’s disease clinical
forms. The authors show the possible mechanisms for the occurrence of milder or more severe Wilson–Kon-
ovalov disease forms with the participation of certain genes.

Keywords: Wilson–Konovalov disease, modifier genes, ATOX1, COMMD1, XIAP, HFE.
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Фитопатогенный гриб Pyrenophora tritici-repentis образует специфичные фитотоксины, кодируемые
генами ToxA и ToxB. Цель исследования – выявление генетического полиморфизма ядер по генам-
эффекторам ToxA и ToxB как свидетельства гетерокариотичного состояния штаммов P. tritici-repentis.
Новизна исследования заключается в использовании оригинального подхода для доказательства ге-
терокариотичной природы штаммов P. tritici-repentis, заключающегося в оценке доли ядер, несущих
гены-эффекторы ToxA и ToxB, относительно общего пула ядер с референтным геном Act1 методом
количественной ПЦР. Материалом исследования являлись 21 штамм из трех популяций гриба, а
также митотическое (конидиальное) и мейотическое потомство отдельных штаммов (103 субкло-
нов). У 70% ToxA+-штаммов казахстанской популяции P. tritici-repentis доля ядер с геном ToxA ока-
залась в диапазоне 0.24–0.65, что указывает на их гетерокариотичное состояние. В греческой попу-
ляции гриба было выявлено 20% штаммов, у которых доля ядер, несущих ген ToxB, оказалась суще-
ственно больше единицы, что указывает на дупликацию этого гена по крайней мере в части ядер.
При этом минимум 40% штаммов также оказались гетерокариотичными по гену ToxB. Среди мито-
тического потомства штаммов ToxA+ и ToxB+ выявлен незначительный полиморфизм ядер по на-
личию в них генов-эффекторов. Доля ядер с определенным геном-эффектором, предположитель-
но, представляет собой генетически наследуемый признак. Выявлена более широкая вариабельность
признака “доля ядер с геном ToxA” среди мейотического поотомства, чем среди митотического.
Функциональная роль полиморфизма ядер для жизнедеятельности изолятов P. tritici-repentis в соста-
ве популяции требует дальнейшего изучения.

Ключевые слова: грибы, Pyrenophora tritici-repentis, гетерокарионы, гены-эффекторы, количественная
ПЦР, соотношение ядер.
DOI: 10.31857/S0016675821040093

Аскомицетный гомоталличный гриб Pyrenophora
tritici-repentis (Died.) Drechsler является возбудителем
желтой пятнистости листьев пшеницы. Его патоген-
ные свойства определяются продуцированием хозя-
ин-специфичных фитотоксинов [1], из которых
наиболее изучены два белковых токсина Ptr ToxA
и Ptr ToxB, индуцирующие соответственно не-
кроз и хлороз на листьях сортов пшеницы с ком-
плементарными генами восприимчивости Tsn1 и
Tsc2 [2]. Ранее с помощью молекулярно-генети-
ческих методов было показано, что ToxA P. tritici-
repentis практически идентичен гомологичному
гену ToxA другого патогена пшеницы – гриба
Parastagonospora nodorum (Berk.) Quaedvl., Verkley
& Crous [3, 4]. Также установлено, что ToxA попал
в геном Pyrenophora tritici-repentis путем горизон-
тального переноса генов (ГПГ) от Parastagonospora
nodorum [5], в результате чего Pyrenophora tritici-re-
pentis приобрел свойство поражать сорта пшеницы

с геном Tsn1. Ген ToxA широко распространен в
популяциях гриба: доля изолятов ToxA+ в популя-
циях может составлять от 50% в Северо-Западном
регионе России и Тунисе [6, 7] до 90–100% в
Краснодарском крае, а также в Юго-Восточном
Казахстане, США и Канаде [8–10]. В отличие от од-
нокопийного гена ToxA [3, 11], ген ToxB является
многокопийным [12, 13] и может быть представлен
в некоторых изолятах расы 5 девятью копиями [14].
Ген ToxB, очевидно, является эволюционно более
“старым” в геноме P. tritici-repentis. Отсутствие
полиморфизма между копиями ToxB свидетель-
ствует о том, что амплификация гена произошла
относительно недавно [14]. Многими исследова-
телями отмечалась крайне низкая встречаемость
или полное отсутствие в популяциях P. tritici-re-
pentis ToxB+ изолятов [9, 10, 15–17], что также
подтверждено нашими исследованиями россий-
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ских популяций гриба [6, 8, 18]. В Греции нами
обнаружена уникальная локальная популяция
P. tritici-repentis, состоящая только из штаммов
ToxB+, что дало возможность использовать ген
ToxB, наряду с ToxA, для характеристики гетеро-
кариотичности штаммов P. tritici-repentis.

Гриб P. tritici-repentis характеризуется высокой
изменчивостью морфологических признаков [19,
20] и патогенных свойств, что выражается в изме-
нениях расового состава популяций [21–23]. С
помощью методов молекулярного фингерприн-
тинга, таких как RAPD [24], AFLP [25] и SSR [18,
26], была изучена внутри- и межпопуляционная из-
менчивость патогена по молекулярным маркерам.
Высокие показатели генного и генотипического
разнообразия изолятов P. tritici-repentis связывают
преимущественно с нестабильностью генома гриба,
а не с комбинативной изменчивостью при поло-
вом процессе, поскольку гриб является гомотал-
личным [27, 28]. В литературе отсутствуют сведе-
ния о существенном вкладе бесполого размноже-
ния, а именно гетерокариоза и парасексуального
процесса, в изменчивость P. tritici-repentis.

Парасексуальный процесс у фитопатогенных
грибов хорошо изучен в лабораторных условиях
[29]. Мы не имеем информации о доказательстве
существования гетерокариоза у P. tritici-repentis в
природе. Значительную вариабельность изолятов
P. tritici-repentis по морфологическим признакам и
патогенным свойствам [20, 23] некоторые авторы
объясняют хромосомным полиморфизмом  [12] и
наличием значительной доли повторяющихся
последовательностей ДНК и транспозабельных
элементов (ТЭ) в геноме гриба [30, 31]. Полноге-
номное секвенирование штаммов P. tritici-repentis
позволило выявить многочисленные перестройки
хромосом [28] и обосновать роль ТЭ в создании но-
вых генов, подтвердить гипотезу о горизонтальном
переносе ToxA и впервые открыть у грибов явление
трансдупликации [27]. Таким образом, влияние
мобильных элементов и хромосомного полимор-
физма играет значительную роль в изменчивости
грибов [8], в то же время реальный потенциал ге-
терокариоза и парасексуального процесса у фито-
патогенных грибов в природе остается малоизу-
ченным. Наблюдаемую изменчивость P. tritici-re-
pentis можно объяснить гетерокариотичным
состоянием мицелия и переносом ядер как между
сливающимися гифами мицелия, так и в резуль-
тате образования анастомозов между конидиями,
которые наблюдали у изолятов этого вида [27]. На
наш взгляд, доказательство существования генети-
ческого полиморфизма ядер в мицелии и конидиях
грибов является весомым аргументом для утвер-
ждения о существовании в природе гетерокари-
оза.

Цель данного исследования – доказать гетеро-
кариотичную природу штаммов гриба P. tritici-re-
pentis по генам-эффекторам ToxA и ToxB.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом исследования служили 20 штам-

мов P. tritici-repentis, которые были выделены из
листьев пшеницы с симптомами желтой пятни-
стости, собранных в Казахстане (Алматинская
обл.; 10 штаммов) и Греции (регион Халкидики;
10 штаммов) в 2019 г.

Все штаммы были отобраны по наличию ге-
нов-эффекторов ToxA и ToxB методом ПЦР с гено-
специфичными праймерами [32]. Штаммы ToxA+

из казахстанской популяции обозначены Каз,
ToxB+ штаммы из греческой популяции – Гр.
Кроме того, в исследование был включен штамм
БЛ-6, выделенный из листьев пшеницы, выра-
щенной в Ленинградской обл. в 2017 г.

Субклоны (конидиальное = митотическое
потомство), полученные из штаммов Гр-2, Гр-3 и
Гр-5 (13, 11 и 10 шт. соответственно), Каз-3 и Каз-5
(по 12 шт.), БЛ-6 (24 шт.) путем пересева отдельных
конидий, также были включены в исследование.
Кроме того, для штамма БЛ-6 было получено
мейотическое потомство (21 аскоспоровый клон)
по методике, описанной ранее [33].

Штаммы P. tritici-repentis выращивали в тече-
ние семи суток по ранее описанной методике
[34]. Выделение геномной ДНК из мицелия гри-
бов проводили СТАВ-методом [35].

Долю ядер, несущих генетический локус (R), у
штаммов из казахстанской и греческой популяций,
а также в полученном митотическом и мейотиче-
ском потомствах, определяли методом количествен-
ной ПЦР, который заключается в одновременной
амплификации гена-мишени (ToxA или ToxB) и ре-
ферентного однокопийного гена, в качестве ко-
торого был выбран ген актина Act1 [36]. Ранее
этот подход был использован для анализа копий-
ности отдельных генов грибов [37]. Реакции про-
водили в объеме 20 мкл, содержащем 4 мкл
5×qPCRmix-HS SYBR мастер-микса (Евроген,
Россия), 500 нМ каждого праймера и 2 мкл раствора
ДНК с использованием следующего протокола ам-
плификации: 50°C – 2 мин; 95°C – 15 мин; [95°C –
15 с; 62°C – 60 с] × 40 на термоциклере CFX96 Re-
al-Time System (BioRad, США) в трехкратной по-
вторности. Обработку первичных данных осу-
ществляли с помощью программного обеспече-
ния Bio-Rad CFX Manager 1.6. Усредненные
данные по каждому гену-мишени нормировали по
усредненному показателю референтного гена Act1
для получения величины ΔCt (ΔCt = Ct (ToxA/ToxB)
– Ct (Act1)). Долю ядер, несущих генетический ло-
кус, рассчитывали по формуле R = 2–ΔΔCt [38]. По-
лученная величина отражает соотношение коли-
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честв копий гена-эффектора (ToxA или ToxB) от-
носительно однокопийного гена “домашнего
хозяйства” Act1, в каждом ядре. Значение R < 1,
предполагающее наличие гена-эффектора не в
каждом ядре, также как и значение R > 1, которое
свидетельствует о дупликации генов-эффекторов
по крайней мере в части ядер, указывают на гете-
рокариотичное состояние мицелия штамма гри-
ба.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программ MS Excel 2010 и
STATISTICA 10.0. Средние значения показателей
сравнивали помощью t-критерия для независи-
мых переменных, различия считали достоверны-
ми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ доли ядер, несущих гены ToxA и ToxB,

у штаммов из природных популяций P. tritici-repentis

Штаммы P. tritici-repentis из казахстанской по-
пуляции, выделенные в 2019 г., различались по
доле ядер (R), несущих ген ToxA, которая варьи-
ровала от 0.24 до 1.02, и в среднем оказалась равна
0.70 (рис. 1). У шести штаммов из казахстанской
популяции показатель R оказался существенно
меньше 1, что указывает на их гетерокариотичное
состояние и наличие в мицелии как ToxA+, так и
ToxA– ядер.

Доля ядер, несущих ген ToxB, у штаммов из
греческой популяции в среднем составляла 0.93.
У двух штаммов количество копий гена ToxB зна-
чительно превышало общее количество ядер, вы-
раженное через референтный ген Act1 (R равно 1.78
и 1.84 соответственно). Количество копий ToxB у
четырех других штаммов, наоборот, было суще-
ственно меньше общего числа ядер с геном Act1:
величина R = 0.36–0.55. Таким образом, в грече-

ской популяции P. tritici-repentis присутствуют гете-
рокариотичные штаммы с разным соотношением
ToxB+ и ToxB– ядер. Число копий гена ToxB в ядре
гриба остается неизвестным, но судя по результа-
там оценки доли ядер ToxB+ у штаммов Гр-2 и Гр-
12 (R = 1.78 и 1.84), оно должно быть не менее двух
(рис. 1).

Анализ доли ядер, несущих ген ToxA, 
в митотическом и мейотическом потомствах 

штаммов P. tritici-repentis
Для изучения стабильности ядерного состава

штаммов ToxA+ при бесполом размножении ко-
нидиями выбрали два штамма из казахстанской
популяции Каз-3 и Каз-5, а также штамм БЛ-6 из
северо-западной популяции, и оценили долю
ядер с геном ToxA в их митотическом потомстве
(рис. 2).

Доля ядер с геном ToxA у субклонов Каз-3 со-
ставляла от 0.20 до 0.34 и не имела достоверных
отличий от “материнского” штамма (R = 0.24). У
10 из 12 субклонов Каз-5 доля ядер с геном ToxA
оказалась в диапазоне 0.85–1.08, близком к уров-
ню “материнского” штамма Каз-5 (R = 0.99). Од-
нако для двух субклонов Каз-5 этот показатель
существенно отличался и составил 1.32 и 1.73 со-
ответственно.

Доля ядер с геном ToxA у субклонов штамма
БЛ-6 из северо-западной популяции варьировала
в узком диапазоне 0.93–1.11 и в среднем оказалась
1.01, что не имеет достоверных отличий от показа-
теля “материнского” штамма (R = 1.02).

Установлено достоверное отличие между ми-
тотическими потомствами штаммов Каз-3 и Каз-5
по доле ядер, несущих ген ToxA.

В мейотическом потомстве БЛ-6 доля ядер с
геном ToxA у 20 аскоспоровых клонов составила

Рис. 1. Доля ядер с генами-эффекторами ToxA и ToxВ у изолятов P. tritici-repentis разного географического происхож-
дения.
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от 0.94 до 1.82. Существенное увеличение доли
ядер с геном-эффектором в сравнении с “мате-
ринским” штаммом было выявлено у четырех ас-
коспоровых потомков, у которых эта величина
оказалась 1.33–1.82.

Анализ доли ядер, несущих ген ToxВ,
в митотическом потомстве штаммов

P. tritici-repentis

Из греческой популяции P. tritici-repentis были
выбраны три штамма Гр-2, Гр-3 и Гр-5, характери-
зующиеся наибольшим, наименьшим и средним
числом ядер с геном ToxB. У штамма Гр-2 R = 1.78,
тогда как у его субклонов этот показатель варьи-
ровал от 1.06 до 2.65 и в среднем оказалась 1.83
(рис. 3). У 9 из 11 субклонов штамма Гр-3 значе-
ние R для ToxB оказалось в диапазоне 0.25–0.33,
что соответствовало показателю “материнского”
штамма (R = 0.36), однако у двух субклонов на-
блюдалось увеличение значения R до 0.57 и 0.65
соответственно (рис. 3). Субклоны штамма Гр-5,

в котором отмечали примерно равное количество
копий генов ToxB и Act1 (R = 1.12), характеризова-
лись величиной R для гена ToxB в диапазоне 0.84–
1.64. Установлено достоверное отличие между
митотическими потомствами штаммов Гр-2, Гр-3
и Гр-5 по доле ядер, несущих ToxВ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Для доказательства гетерокариотичной приро-

ды штаммов P. tritici-repentis мы использовали
оригинальный подход – оценку доли ядер, несу-
щих гены-эффекторы, методом количественной
ПЦР. С помощью предложенной методики оце-
нили долю ядер с генами ToxA и ToxB относитель-
но референтного гена Act1 в 20 природных штам-
мах, выделенных в 2019 г. Ранее этот подход был
использован для анализа копийности отдельных
генов грибов [37].

Полученные результаты свидетельствуют о су-
ществовании значительных различий между штам-
мами в природных популяциях по составу ядер раз-

Рис. 2. Доля ядер с геном-эффектором ToxA у митотических и мейотических потомков штаммов P. tritici-repentis разно-
го географического происхождения. Линией показана доля ядер с ToxA у “материнского” штамма.
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ции. Линией показана доля ядер с ToxВ у “материнского” штамма.
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личного генотипа, несущих или не несущих ген-
эффектор ToxA или ToxB. У ряда ToxA+-штаммов,
так же как и у части ToxВ+-штаммов, не все ядра,
имеющие референтный ген Act1, несут ген-эф-
фектор, что позволяет считать их гетерокарионами.
Полиморфизм штаммов P. tritici-repentis из при-
родных популяций по соотношению ядер с гена-
ми-эффекторами и без них оказался значительно
выше, чем полиморфизм конидиального потомства
отдельных штаммов. Это обстоятельство позво-
ляет предположить, что соотношение ядер опре-
деленного генотипа является специфичным для
штамма. Возможно такой значительный поли-
морфизм среди природных штаммов по соотно-
шению ядер с генами-эффекторами можно объ-
яснить селекцией ядер в результате взаимодей-
ствия с растением-хозяином в процессе развития
болезни.

Ранее при анализе генетического полиморфизма
между штаммами микоризного гриба Rhizophagus ir-
regularis было установлено, что по крайней мере
часть изолятов в составе популяции являются ге-
терокарионами [39]. Авторами также было показа-
но, что генетический полиморфизм ядер каждого
штамма сохранялся в популяции с течением вре-
мени. Был выявлен разный уровень полиморфизма
ядер у отдельных штаммов R. irregularis, причем вы-
явленные различия между ядрами заключались в
разной копийности отдельных участков ДНК.

Средний уровень величины R по гену ToxA со-
хранялся в митотическом потомстве, полученном
из трех штаммов (Каз-3, Каз-5 и БЛ-6) разного
происхождения, и не имел достоверных отличий
от значения R “материнского” штамма. Однако в
митотическом потомстве штамма Каз-5 были вы-
явлены субклоны, у которых доля ядер с геном
ToxA увеличилась на 40% и более по сравнению с
“материнским” штаммом. Ранее в казахстанской
популяции нами были выявлены ToxA+-изоляты,
дававшие в ПЦР со специфичными к гену ToxA
праймерами продукт амплификации гораздо
большего размера (около 2000 пн), чем ожидае-
мый (573 пн) [8]. Подобные случаи также отмеча-
лись другими исследователями [40]. Можно пред-
положить, что продукты амплификации большого
размера представляют собой дупликации гена
ToxA у P. tritici-repentis посредством механизма
трансдупликации [27].

Факт многокопийности гена ToxB усложняет
выявление гетерокариоза у ToxВ+-штаммов P. trit-
ici-repentis и интерпретацию полученных данных
по доле ToxB+-ядер. Среднее значение R по гену
ToxВ в митотическом потомстве штаммов P. tritici-
repentis греческой популяции не имело достовер-
ных отличий от значения R соответствующего
“материнского” штамма. Тем не менее в митоти-
ческом потомстве Гр-2 выявлен самый широкий
диапазон варьирования величины R по гену ToxВ –

от 1.06 до 2.65, при самом высоком среди штаммов
греческой популяции значении R “материнского”
штамма – 1.78. Подобную вариабельность можно
объяснить параллельным существованием двух
генетических процессов: дупликации ToxВ в от-
дельных ядрах при постоянном элиминировании
ToxB+-ядер за счет селективного преимущества
ToxB–-ядер. Можно предположить, что в мице-
лии гриба присутствуют ядра с разным количе-
ством копий ToxB, соотношение которых в новых
сформированных конидиях и выросших из них
культурах будут разным вследствие различий в
скорости деления ядер и других неизвестных
причин.

Анализ митотического и мейотического
потомств одного штамма P. tritici-repentis из севе-
ро-западной популяции продемонстрировал бо-
лее широкую вариабельность признака R для гена
ToxA среди моноаскоспоровых потомков (от 0.94
до 1.26), чем среди субклонов (от 0.93 до 1.11) при
сходных средних значениях R.

Как мы отмечали в предыдущем нашем иссле-
довании, гомоталличный способ размножения
P. tritici-repentis способствует сохранению гена ToxA
как чужеродной транслокации [33]. Однако выяв-
ленный полиморфизм ядер по гену ToxA среди аско-
споровых клонов штамма БЛ-6 логично объяснить
происхождением данных аскоспор в результате ге-
тероталличного скрещивания. Гипотеза о псевдо-
гомоталличной природе изолятов P. tritici-repentis
была высказана нами ранее [33]. Другими иссле-
дователями также отмечается, что скрещивания
между изолятами P. tritici-repentis происходят с
низкой частотой [41]. Остается неизвестным, на-
сколько широко распространены “гетероталлич-
ные” скрещивания P. tritici-repentis в природе. С
другой стороны, между конидиями часто наблю-
дали анастомозы в период их прорастания и про-
никновения в растение, т. е. через 17–24 ч после
инокуляции; среди 22-х проанализированных
изолятов в 19 обнаружили анастомозы [27]. Логично
предположить, что в результате анастомозов проис-
ходит перемещение ядер, что ведет к образованию
гетерокариотичного мицелия. В нашей работе мы
доказали, что мицелий гриба включает генетиче-
ски неоднородные ядра, которые размножаются с
разной скоростью, конкурируют между собой, в
результате чего штаммы отличаются друг от друга
по соотношению генетически различных ядер в
мицелии.

Полученные результаты позволяют по-новому
взглянуть на проблемы в изучении изменчивости
грибов – селекцию ядер в гетерокарионах и про-
блему индивидуальности у грибов [42]. В данной
работе нам удалось на молекулярном уровне про-
демонстрировать появление митотических и мей-
отических потомков с различным соотношением
разнокачественных ядер у гетерокариотичного
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гриба P. tritici-repentis. Интересно, что на материа-
ле штаммов из природных популяций мы не на-
блюдали преимущества в размножении для ядер,
несущих гены-эффекторы, скорее наоборот, они
составляли меньшую часть от общего пула ядер.
Анализ субклонов отдельных штаммов, различа-
ющихся по копийности генов-эффекторов, под-
твердил предположение, что уровень полимор-
физма гаплоидных ядер является специфичным
для каждого штамма.

При исследовании гетерокариотичности у
гриба Rhizophagus irregularis была обнаружена более
высокая вариабельность между ядрами в кодиру-
ющих участках ДНК, по сравнению с некодирую-
щими, что, по мнению авторов, указывает на
“функциональную важность” генетического по-
лиморфизма ядер у штаммов R. irregularis [39]. В
этом контексте, функциональная роль полимор-
физма ядер для жизнедеятельности штаммов
P. tritici-repentis в составе популяции требует даль-
нейшего изучения. Выявленные нами ранее раз-
личия между штаммами P. tritici-repentis по экс-
прессии генов ToxA и фактора транскрипции
PtrPf2 как in vitro, так и in planta [43, 44] могут быть
связаны с долей ядер, несущих эти гены, в общем
пуле ядер у отдельных изолятов.

В заключение считаем нужным подчеркнуть
значимость гетерокариоза для фитопатогенных
грибов в процессах адаптации, освоения новых
растений-хозяев и обмена генетической инфор-
мацией посредством ГПГ. Именно конкуренция
ядер в процессе размножения мицелия и образова-
ния конидий приводит к формированию конидий с
отличающимся соотношением ядер, несущих раз-
ные генетические детерминанты. Этот механизм
может влиять на экспрессию генов и иметь фено-
типическое выражение в агрессивности и пато-
генности изолятов. Вопрос о конкуренции ядер в
гетерокарионе в процессе заражения растения
остается открытым и требует дальнейших иссле-
дований.

Исследование выполнено при поддержке
РФФИ (грант № 18-04-00128а).
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Nuclear Genetic Polymorphism in Pyrenophora tritici-repentis Strains
for ToxA and ToxB Effector Genes

N. V. Mironenkoa, *, A. S. Orinaa, and N. M. Kovalenkoa

aAll-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Pushkin, 196608 Russia
*e-mail: nina2601mir@mail.ru

Pyrenophora tritici-repentis is phytopathogenic fungus which forms specific phytotoxins encoded by the ToxA
and ToxB genes. The aim of the study was to identify the genetic nuclear polymorphism on ToxA and ToxB
genes as the evidence of the heterokaryotic condition of P. tritici-repentis strains. The novelty of the study was
the evaluation of proportion of nuclei with the ToxA or ToxB gene relative to total pool of nuclei with the ref-
erence gene Act1 by quantitative PCR for detection of the heterokaryons. Twenty-one P. tritici-repentis strains
from three geographical populations, as well as mitotic (conidial) and meiotic generations of individual
strains (103 subclones) were analyzed in the study. The proportion of nuclei with the ToxA gene in 70% of
P. tritici-repentis ToxA+ strains from the Kazakhstan population was in range of 0.24–0.65, which indicated
their heterokaryotic state. In the Greek population 20% of P. tritici-repentis ToxB+ strains characterized by
the proportion of nuclei with ToxB gene higher significantly than 1 were detected, while at least 40% of the
strains were also heterokaryotic. Probably the proportion of nuclei with effector genes is a genetically inher-
ited trait. A low polymorphism of the proportion of nuclei with effector genes among mitotic generation was
revealed. Whereas, a broader variability of the proportion of nuclei with ToxA among meiotic generation was
revealed. The functional role of nuclear polymorphism for the life of P. tritici-repentis isolates in the popula-
tion requires further study.

Keywords: fungi, Pyrenophora tritici-repentis, heterokaryons, effector gene, quantitative PCR, proportion of
nuclei.
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Проведена оценка 17 сортов и одного сортообразца люцерны с использованием маркерной системы
SRAP (sequence-related amplified polymorphism) с целью определения ее эффективности для сортовой
идентификации. Из 25 протестированных комбинаций SRAP-маркеров семь оказались информа-
тивными для выявления ДНК-полиморфизма в исследуемых сортах. Эти комбинации генерирова-
ли 129 ПЦР-продуктов с уровнем полиморфизма от 21 до 50%. Для 14 сортов удалось выявить спе-
цифические продукты амплификации с целью последующей разработки генетических паспортов.

Ключевые слова: люцерна, SRAP-маркеры, полиморфизм ДНК, генетическое разнообразие, геном.
DOI: 10.31857/S0016675821050118

Люцерна является важнейшей сельскохозяй-
ственной культурой, которая возделывается в ка-
честве источника высококачественного белково-
го корма для всех видов скота и птицы [1]. Род
люцерны насчитывает более 100 видов, из кото-
рых наиболее значимыми на территории Россий-
ской Федерации являются четыре: люцерна из-
менчивая (Medicago varia Mart.), люцерна посев-
ная (M. sativa L.), люцерна желтая (M. falcata L.) и
люцерна хмелевидная (М. lupulina L.). На их осно-
ве создана система сортов, обладающих высокой
урожайностью и устойчивостью к болезням и
вредителям [1, 2]. С целью успешного решения
практических задач, связанных с использованием
новых сортов в кормопроизводстве, для развития
семеноводства, а также для обеспечения право-
вой защиты селекционных достижений необхо-
дима надeжная система идентификации [3, 4].

Современные подходы анализа генетического
разнообразия, основанные на полимеразной цеп-
ной реакции, позволяют идентифицировать виды
и сорта различных культур, в частности с целью
последующей паспортизации [5]. При этом одной
из главных проблем является адекватный подбор
маркерной системы, соответствующей основным
требованиям и задачам исследования. Среди важ-
нейших характеристик маркерной системы, не-
обходимых при анализе генетического разнооб-
разия, можно выделить уровень полиморфизма,
принцип наследования маркера, а также воспро-
изводимость полученных результатов [6]. Особый

интерес в настоящий момент представляет мар-
керная система SRAP (Sequence-related amplified
polymorphism), основанная на амплификации от-
крытых рамок считывания (Open reading Frame, OR),
или интрон-экзонных областей генома. Длина
SRAP-праймеров, используемых для этого мето-
да, составляет 17–18 нуклеотидов. Коровая по-
следовательность содержит 13–14 оснований,
включающих неспецифический участок из 10–11
нуклеотидов на 5'-конце, а также GC-богатый ре-
гион в прямом праймере и AT-богатый – в обрат-
ном. Вариабельность продуктов ПЦР достигается
за счет использования обратного праймера, наце-
ленного на некодирующую область генома, обла-
дающую низкой консервативностью [7]. SRAP-
маркерная система на данный момент успешно
используется в ряде исследований: для изучения
генетического разнообразия и описания зароды-
шевой плазмы [8], разработки генетических карт
[9], идентификации генов, отвечающих за целе-
вой признак [10], контроля гибридизации [11] и
сравнительного геномного анализа [12].

Цель исследования – ДНК-идентификация
российских сортов люцерны с использованием
SRAP-маркеров для последующей паспортизации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал и ДНК-экстракция. В

исследовании использовали 17 сортов и один пер-
спективный сортообразец люцерны российской

УДК 631.523
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селекции (табл. 1), принадлежащих к разным ви-
дам: Medicago varia Mart. (N = 15), Medicago sativa L.
(N = 2), Medicago lupulina L. (N = 1). Эксперимен-
тальная работа по генотипированию сортов про-
водилась на семидневных проростках (по 30 шт.
на образец), выращенных в чашках Петри. То-
тальную геномную ДНК выделяли с помощью
модифицированного SDS метода [13] и разбавля-
ли до концентрации 20 нг/мкл.

SRAP-анализ. В исследовании использовали
пять прямых и пять обратных SRAP-праймеров,
образующих в общей сложности 25 комбинаций
(табл. 2).

Реакционная смесь объемом 25 мкл содержала
10× Taq Turbo buffer, 50× dNTP mix, 5 U Taq-ДНК
полимеразы, а также по 0.2 мкМ каждого прайме-
ра и 20 нг ДНК. Амплификация осуществлялась
на приборе “Bio-Rad iCycler, USA” в соответствии
с условиями, предложенными Li и Quiros [7] с
внесением некоторых модификаций. Детекция
результатов ПЦР проводилась путeм электрофореза
в 1.6%-ном агарозном геле. Для оценки размера
фрагментов продуктов амплификации использо-
вался молекулярный маркер 1kb DNA Ladder (“Ев-
роген”, Россия). Визуализация фрагментов ампли-
фикации проводилась на приборе “Gel Doc™ XR+”
(Bio-Rad, USA).

Таблица 1. Перечень исследуемых сортов люцерны

№ Аббревиатура Сорт Вид Оригинатор

1 ЛГВ Луговая 67 Medicago varia Mart. ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса

2 ВГА Вега 87 То же

3 ЛДА Лада »

4 АГН Агния ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса
ООО “НТЦ Травы Сибири”

5 КМЛ Камелия Пензенский НИИСХ

6 ВРЖ Воронежская 6 ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса

7 ВЛД Влада НИИСХ Юго-Востока

8 СЛН Селена ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса

9 ТСА Таисия То же

10 ВЕЛ Вела »

11 СРГ Сарга УрФАНИЦ УрО РАН

12 ПСА Пастбищная 88 ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса

13 A2 А2 То же

14 НКА Находка »

15 БЛД Благодать »

16 ТМБ Тамбовчанка Medicago sativa L. ОНО “Моршанская селекционная станция”

17 УЗН Узень НИИСХ Юго-Востока

18 МРА Мира Medicago lupulina L. ФНЦ ВИК им. В.Р. Вильямса

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности SRAP-праймеров, использованных для выявления ДНК-поли-
морфизма в сортах люцерны

Прямой
праймер (F)

Последовательность праймера
(5' → 3')

Обратный
праймер (R)

Последовательность праймера
(5' → 3')

F9 GTAGCACAAGCCGGACC R9 GACTGCGTACGAATTTCA
F13 CGAATCTTAGCCGGCAC R7 GACTGCGTACGAATTGAG
Me4 CGAATCTTAGCCGGAAT Em2 GACTGCGTACGAATTCGG
F10 GTAGCACAAGCCGGAAG R14 CGCACGTCCGTAATTAAC
F11 CGAATCTTAGCCGGATA R8 GACACCGTACGAATTGAC
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ШАМУСТАКИМОВА и др.

Анализ данных. Размер продуктов амплифика-
ции определяли с использованием программы
Image Lab. Для каждой праймерной пары были
составлены бинарные матрицы. Показатели гене-
тического разнообразия рассчитывали с помо-
щью программы PopGene. Определяли: эффек-
тивное число аллелей на локус, индекс Шеннона,
индекс генетического разнообразия, индекс гене-
тического сходства и дистанции Нея. На основе
данных генетических дистанций Нея составлена
дендрограмма методом невзвешенной попарной
группировки с усреднением UPGMA.

РЕЗУЛЬТАТЫ

SRAP-анализ. В нашем исследовании семь из
25 протестированных комбинаций SRAP-прай-
меров генерировали чeткие и воспроизводимые
продукты амплификации на большинстве тести-
руемых сортов люцерны.

Показатели генетического разнообразия сор-
тового материала, полученные с помощью семи
информативных праймерных пар, представлены
в табл. 3. В общей сложности с использованием
SRAP-маркеров удалось выявить 129 воспроизво-
димых ПЦР-продуктов длиной от 50 до 708 пн, из
которых 41 оказался полиморфным. Количество
полученных ПЦР-фрагментов на одну комбина-
цию SRAP-маркеров варьировало от девяти до 27
при среднем показателе 18.4 ампликона на прай-
мерную пару. Число полиморфных бэндов со-
ставляло от 3 до 9, в среднем 5.9 – на комбинацию
праймеров. Наибольшее количество полиморф-
ных продуктов (9) было получено с праймерами
F13-R7. Уровень полиморфизма при использова-

нии данной комбинации составил 50%. Эффек-
тивное число аллелей (Ne) находилось в диапазо-
не от 1.2637 до 1.4367. Коэффициент генетического
разнообразия по Нею составил от 0.1941 (F13-R7)
до 0.2716 (F13-R9) со средним значением 0.2503.
Индекс разнообразия Шэннона варьировал от
0.3357 до 0.4305 со средней 0.4038.

На рис. 1 представлена электрофореграмма
ПЦР-продуктов, полученных с использованием
пары праймеров F10-R7, где черной стрелкой
обозначен специфический ампликон для сорта
Селена (316 пн), белой стрелкой – для сорта Мира
(275 пн).

На базе бинарных матриц подсчитали индексы
генетического сходства и дистанции Нея для вы-
явления филогенетических отношений между
сортами (табл. 4). Наименьший коэффициент
генетического сходства (0.6667) был обнаружен
между сортами Сарга и Лада, а также Пастбищ-
ная и Тамбовчанка. Наибольший (0.8837) – меж-
ду образцами Камелия и Воронежская 9. Наи-
меньшие генетические дистанции (0.1236) на-
блюдались между сортами Камелия и Воронежская.

Дендрограмма, полученная по методу UPGMA
(рис. 2), позволила выявить пять кластеров и под-
групп. В первую группу вошли сорта Луговая 67 и
Вега 87. Вторая группа представлена тремя под-
группами, а именно: 2a – Лада, Агния и Тамбов-
чанка; 2б – Камелия, Воронежская, 2в – Влада,
Таисия и Селена. В третью группу вошел сорт лю-
церны хмелевидной Мира. Четвертая группа
включает такие сорта как Вела и Сарга, выделив-
шиеся в подгруппу 4a, Пастбищная 88 и А2 – под-
группа 4б. Пятая группа представлена тремя сор-
тами – Узень, Находка, Благодать. Проведенный

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК сортов люцерны с комбинацией SRAP-праймеров F10-R7.
Расшифровка аббревиатур дана в табл. 1.
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анализ позволил выявить специфические про-
дукты амплификации для 14 из 18 исследуемых
сортов (рис. 3).

Так, наибольшим числом комбинаций SRAP-
праймеров (N = 5) удалось идентифицировать
сорта Мира и Луговая 67. Для сортов Агния, Ка-
мелия, Воронежская и сортообразца А2 протести-
рованные комбинации не образовали специфи-

ческих продуктов. Две пары праймеров (F9-R9 и
F10-R8) обнаружили различия в шести исследуе-
мых сортах. Комбинация F13-Em2 позволила
идентифицировать два сорта: Луговая 67 и Вега
87. Для некоторых сортов с использованием од-
ной комбинации праймеров одновременно было
получено от двух (F13-Em2 и F13-R7 на сорте Лу-
говая 67; F9-R9 на сорте Тамбовчанка; F10-R7 на

Рис. 2. UPGMA-дендрограмма, основанная на значениях генетических дистанций Нея для исследуемых сортов лю-
церны.
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Рис. 3. Информативные комбинации SRAP-праймеров, выявляющие специфические ампликоны в сортах люцерны.
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сорте Благодать; F10-R8 на сорте Лада) до трех
специфических продуктов амплификации (F13-R7
на сорте Вега 87).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время исследования с использо-
ванием SRAP-маркеров проведены на большом
количестве сельскохозяйственных культур [14,
15]. В частности, этот вид ДНК-маркеров приме-
нялся для изучения генетического разнообразия
зарубежных видов и сортов люцерны [16–20].

По результатам настоящей работы на сортах
люцерны российской селекции уровень поли-
морфизма равнялся 31.7%. При этом его макси-
мальное значение зафиксировано на комбинации
праймеров F13-R7 (50%), а минимальное – на F9-
R9 (28%), что свидетельствует о различной эф-
фективности праймерных пар на исследуемых
сортах. Эти показатели различаются с данными
других авторов. В частности, при изучении гене-
тического разнообразия 15 популяций люцерны
[16] уровень полиморфизма составил 90%. В ис-
следованиях H.B. Rhouma с соавт. [17] анализиро-
вались сорта и естественные популяции из Туни-
са, Казахстана, Сербии, Австралии и США с по-
мощью SRAP-маркеров. В этом случае процент
полиморфизма достигал 100%. При изучении сортов
люцерны из Саудовской Аравии уровень полимор-
физма равнялся 98.3% [18]. В работах 2011 г., прове-
денных на иранских [19] и китайских [20] сортах лю-
церны, уровень полиморфизма составил 49 и 40.93%
соответственно. Полученные различия по-видимо-
му могут быть связаны с высоким уровнем генети-
ческого сходства большинства исследуемых сортов
(оригинатор ФНЦ “ВИК им. В.Р. Вильямса”).

Исходя из значения коэффициента генетиче-
ского сходства, можно сделать вывод о наиболь-
шей степени ДНК-полиморфизма между сортами
Сарга и Лада, а также между Пастбищная 88 и
Тамбовчанка (0.6667). При этом наибольшее
сходство (0.8837) наблюдалось между сортами
Камелия и Воронежская 9.

По значениям генетических дистанций Нея
наиболее отдаленными оказались сорта Находка
(ФНЦ “ВИК им. В.Р. Вильямса”) и Тамбовчанка
(ОНО “Моршанская селекционная станция”). Это
может быть обусловлено видовой принадлежно-
стью этих сортов и различиями в происхождении.
Наименьшая генетическая дистанция выявлена
между сортами Камелия и Воронежская 9 (оба сорта
отличаются повышенной зимостойкостью). Из 18
анализируемых образцов с использованием мар-
керной системы SRAP удалось выявить специфиче-
ские продукты амплификации для 14 сортов. Это
свидетельствует о высокой информативности те-
стируемой маркерной системы. Таким образом,
маркерная система SRAP может использоваться

для ДНК-идентификации российских сортов лю-
церны с целью их последующей паспортизации.

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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Application of SRAP Markers for DNA Identification of Russian Alfalfa Cultivars
A. O. Shamustakimovaa, Y. M. Mavlyutova, *, and I. A. Klimenkoa

aFederal Williams Research Center of Forage Production and Agroecology (FWRC FPA),
Moscow oblast, Lobnya, 141055 Russia

*e-mail: yulian92@mail.ru

This study was carried out to estimate genetic diversity between cultivars of alfalfa using SRAP marker system
(sequence-related amplified polymorphism). We tested 25 combinations of SRAP markers and revealed that
seven among them was informative for DNA polymorphism identification. These combinations generated
129 PCR products with the percentage of polymorphic bands per pair ranged from 21 to 50%. Specific am-
plification products were identified for 14 cultivars for genetic certification.

Keywords: genome, alfalfa, SRAP markers, DNA polymorphism, genetic diversity.
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Методом электрофореза в крахмальном геле изучен полиморфизм гордеина в 2244 образцах ячменя.
Выборка включала 1197 стародавних местных сортов из 22 стран, входящих в основные центры раз-
нообразия ячменя и граничащих с ними, 428 сортов ячменя, возделывавшихся на территории быв-
шего СССР и Российской Федерации с 1929 по 2019 гг. и 619 сортов из стран Европы, Азии, Америки
и Африки. По гордеинам, контролируемым аллелями локуса Hrd A, выявлено 156 вариантов блоков
компонентов, локуса Hrd B – 271 вариант и локуса Hrd F – 5 вариантов. Основываясь на данных ли-
тературы о молекулярных механизмах формирования полиморфизма гордеинов и исследовании ис-
кусственных мутантов по гордеин-кодирующим локусам, среди вариантов гордеинов А и В выделе-
ны группы фенотипически схожих блоков компонентов – семейства блоков компонентов. Для
HRD А выделено 12 семейств (AI–AXII), для HRD B – 17 семейств (BI–BXVII). Семейства суще-
ственно различаются по числу составляющих их вариантов блоков: для HRD A от 5 (AXII) до 60 (AI),
для HRD B – от 3 (BXVII) до 41 (BXII). Сделано предположение, что семейства, включающие наи-
большее число вариантов гордеинов А и В, являются наиболее древними в культурном ячмене. По-
казана мозаичность и неравномерность частот в распространении семейств вариантов HRD А и
HRD B в исследованных местных популяциях из различных стран мира. Предполагается, что появ-
ление собственно семейств HRD A и HRD B обусловлено спонтанной гибридизацией между H. vul-
gare и H. spontaneum при распространении культурного ячменя. Сделан вывод, что полиморфизм
гордеинов в культурном ячмене – результат спонтанной гибридизации культурного ячменя с диким
предшественником и накоплением мутаций в генах локусов Hrd A и Hrd B у H. vulgare.

Ключевые слова: культурный ячмень, гордеин-кодирующие локусы, полиморфизм гордеина, семей-
ства блоков компонентов гордеина.
DOI: 10.31857/S0016675821050088

Спирторастворимые белки зерна ячменя –
гордеины – характеризуются уникальным разно-
образием и по своей информативности не уступа-
ют AFLP- и RAPD-маркерам [1]. Наиболее полная
информация по наследованию и генетическому
контролю этих белков получена при использова-
нии метода электрофореза гордеинов в крахмаль-
ном геле. Установлено, что электрофоретические
компоненты гордеинов наследуются группами
(блоками) и контролируются семью сцепленно
наследуемыми локусами, локализованными в ко-
ротком плече хромосомы 5 (1Н) ячменя, обозна-
ченными как: Hrd A, Hrd B, Hrd C, Hrd D, Hrd E,
Hrd F и Hrd G (рис. 1). Локусы Hrd C, Hrd D, Hrd E,
Hrd F и Hrd G контролируют отдельные компо-
ненты гордеина и у большинства сортов не обна-
ружены. Три локуса – Hrd A, Hrd B и Hrd F – яв-

ляются полиморфными [2–4]. При электрофоре-
зе в полиакриламидном геле с использованием
додецилсульфата натрия выделяют четыре груп-
пы белковых полос: А, B, C и D. Группы полипеп-
тидов В, C и D контролируются локусами, обо-
значенным Hor 2, Hor 1 и Hor 3 соответственно [5,
6]. Локус Hor 1 соответствует локусу Hrd A, локус
Hor 2 – локусу Hrd B [7]. Группа полипептидов А,
которые при электрофорезе в крахмальном геле
мигрируют в нижний буфер, по своему амино-
кислотному составу не являются гордеинами [8],
а D-гордеины, не выявляемые при электрофоре-
зе в крахмальном геле, и контролируемые локу-
сом Hor 3, относятся к глютелинам [9]. Позднее
P.R. Sewry с соавт. [10, 11], используя электрофо-
рез в полиакриламидном геле в присутствии до-
децилсулфата натрия, подтвердили информацию

УДК 575.116.4:312.32.633.16
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о существовании локусов Hrd F и Hrd G, обозна-
чив их как Hor 5 и Hor 4 соответственно.

Как видно из рис. 1, блоки компонентов гордеи-
на, контролируемые локусами Hrd A, Hrd B и Hrd F,
на электрофореграмме пространственно разделены.
Это позволяет как идентифицировать известные ва-
рианты блоков компонентов в анализируемых об-
разцах ячменя, так и выделять новые варианты
блоков компонентов, контролируемые аллелями
указанных локусов при исследовании коллекции.
Ранее, в результате электрофоретического анали-
за гордеинов в крахмальном геле в 619 сортах ози-
мого и ярового ячменя из 27 стран Европы, Азии,
Америки и Африки были идентифицированы 29 ва-
риантов блоков компонентов, контролируемых ал-
лелями локуса Hrd A, 34 – локуса Hrd B и 5 – локуса
Hrd F [7]. Среди обнаруженных вариантов горде-
инов А и В присутствовали группы блоков компо-
нентов, различающиеся между собой по числу,
подвижности или интенсивности отдельных бел-
ковых полос. Такие группы фенотипически схожих
блоков компонентов были названы “семействами
блоков компонентов”. Для гордеина А было выде-
лено пять семейств блоков компонентов, для горде-
ина В – восемь семейств. Варианты гордеина F
различались только по электрофоретической по-
движности. При этом в отдельных сортах гордеин
F отсутствовал (F0). Было высказано предполо-

жение, что локусы, контролирующие блоки ком-
понентов, являются сложными и включают не-
сколько генов, а возникновение семейств блоков
компонентов гордеинов является следствием раз-
личного рода мутаций в генах, входящих в состав
сложных локусов.

К настоящему времени информация о поли-
морфизме годеинов в культурном ячмене суще-
ственно увеличилась. Кроме этого, в литературе
появились сведения о молекулярной организа-
ции гордеин-кодирующих локусов. В настоящей
работе приведены новые данные о полиморфиз-
ме гордеинов, контролируемых локусами Hrd A и
Hrd B, обобщены сведения о молекулярной орга-
низации гордеин-кодирующих локусов, позволя-
ющие понять механизмы формирования структу-
ры полиморфизма гордеина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Разнообразие запасных белков, контролируе-
мых локусами Hrd A, Hrd B и Hrd F в H. vulgare,
изучали путем электрофоретического анализа
гордеинов в 2244 образцах ячменя. Выборка
включала: 1197 стародавних местных сортов из 22
стран, входящих в основные центры разнообра-
зия ячменя и граничащих с ними государств, 228
сортов ярового ячменя, возделывавшихся на тер-
ритории бывшего СССР с 1929 по 1991 гг., 200
сортов, допущенных к использованию в России с
1992 по 2019 гг. Кроме этого использовали полу-
ченные ранее данные по полиморфизму гордеи-
нов в 619 сортах ярового и озимого ячменя из
стран Европы, Азии, Америки и Африки [7] (табл. 1).
Материал для исследований был получен: из Фе-
дерального исследовательского центра Всерос-
сийский институт генетических ресурсов расте-
ний им. Н.И. Вавилова (ВИР), National Small
Grains Research Collection USDA (Aberdeen, Idaho,
США), Research Institute for Bioresources Okayama
University (Япония), International Center for Agri-
cultural Research in the Dry Areas – ICARDA (Alep-
po, Сирия), кафедры селекции Самаркандского
сельскохозяйственного института (Узбекистан),
Памирского биологического института (Таджи-
кистан, Хорог), ФГУ “Государственная комиссия
Российской Федерации по испытанию и охране
селекционных достижений” Министерства сель-
ского хозяйства РФ. Значительная часть образцов
местных ячменей была собрана в начале ХХ в.
экспедициями Н.И. Вавилова, Е.Г. Черняковской,
А.К. Гольбека, В.Е. Писарева и других сотрудни-
ков ВИРа, а также экспедициями Д.Р. Харлана
(J.R. Harlan). Коллекция местных ячменей из Уз-
бекистана была собрана в 1930-е годы с приусадеб-
ных участков декхан селекционерами В.Н. Покров-
ским и Ф.А. Квятковским. Для каждого образца
местных ячменей анализировали гордеины в 5–

Рис. 1. Генетический контроль компонентов гордеи-
на, выявляемых при электрофорезе в крахмальном
геле.

(HOR 1) HRD A

(HOR 2) HRD B

(HOR 4) HRD G

(HOR 5) HRD F

HRD E
HRD C
HRD D
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10 линиях, а для селекционных сортов – в 40–
100 линиях или индивидуальных зерновках.

Электрофорез гордеинов проводили в столби-
ках 12–14%-ного крахмального геля с 3 М моче-
виной в алюминий-лактатном буфере с рН 3.1 по
методике А.А. Созинова и Ф.А. Поперели [12] с
некоторыми модификациями [13]. Анализ сход-
ства исследованных местных популяций ячменя
проводили методом главных компонент с помо-
щью пакета программ SPSS 19.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕИЕ
В результате электрофоретического анализа

гордеинов в 2244 образцах ячменя к настоящему
времени обнаружено 156 вариантов блоков ком-
понентов, контролируемых аллелями локуса Hrd A
(рис. 2), 271 – локуса Hrd B и 5 – локуса Hrd F
(рис. 3). Среди выявленного разнообразия горде-
инов А мы выделяем группы фенотипически схо-
жих вариантов блоков компонентов – семейства
вариантов блоков компонентов. На рис. 4 в каче-
стве примера приведены две такие группы блоков
компонентов. Из рис. 4,а видно, что блок компо-
нентов А100 отличается от А2 уменьшением по-
движности компонента 4. Блок А30 отличается от
А2 и А100 двойным компонентом 4. Вариант А9, в
сравнении с А2, характеризуется снижением ин-
тенсивности компонента 1, увеличением подвиж-
ности компонента 2 и появлением двух минор-
ных компонентов в районе компонента 4. У блока
А149, в сравнении с А9, отсутствует компонент 4.
Варианты А4 и А58 характеризуются отсутствием
компонента 5 или уменьшением его электрофорети-
ческой подвижности, соответственно. Аналогичные

различия по числу компонентов гордеина А, их по-
движности и относительной интенсивности наблю-
даются между блоками компонентов на рис. 4,б.
Формирование таких семейств можно продемон-
стрировать на следующем примере. При электро-
форетическом анализе гордеинов в ряде мутантных
по морфологическим признакам линий, получен-
ных Г.Г. Шведовым (Селекционно-генетический
институт, Одесса) путем химического мутагенеза
из сорта Одесский 46, нами были обнаружены
формы, электрофореграммы гордеина А которых
представлены на рис. 5. Из рисунка видно, что на
электрофореграмме А-гордеина мутантов М564 и
М109 в сравнении с электрофореграммой гордеи-
на исходного сорта, отсутствуют компоненты 6 и
3 соответственно, а у мутанта М88 – изменилась
подвижность компонента 5. Таким образом, ва-
риант блока гордеина А3 и его мутантные вариан-
ты составляют одно семейство. Каждый из этих
вариантов в дальнейшем может служить исход-
ным для возникновения новых вариантов блоков
компонентов в результате мутаций.

Возникновение полиморфизма запасных белков
злаков длительное время рассматривалось как ре-
зультат посттрансляционных изменений, таких как
агрегация, дезамидирование, протеолиз и гликози-
лирование. Однако экспериментальных данных,
подтверждающих эти предположения, нет [14]. К
настоящему времени известно, что группы поли-
пептидов С- и В-гордеинов кодируются локусами
Hor 1 (Hrd A) и Hor 2 (Hrd B), включающими не-
сколько десятков генов [15, 16]. В результате анализа
клонированных нуклеотидных последовательно-
стей из различных сортов ячменя было показано,
что гены в локусе Hor 1 могут располагаться отно-

Таблица 1. Число исследованных образцов местных и коммерческих сортов культурного ячменя из различных стан

№ п/п Страна Число
образцов № п/п Страна Число 

образцов

1 Марокко
(образцы местного ячменя)

9 13 Иран (то же) 63

2 Алжир (то же) 22 14 Туркменистан (то же) 51
3 Тунис (то же) 7 15 Узбекистан (то же) 202
4 Египет (то же) 39 16 Таджикистан, Горный Бадахшан (то же) 3
5 Эфиопия (то же) 147 17 Киргизстан (то же) 47
6 Турция (то же) 93 18 Афганистан (то же) 84
7 Сирия (то же) 60 19 Пакистан (то же) 28
8 Иордания (то же) 34 20 Китай (то же) 96
9 Ирак (то же) 33 21 Непал (то же) 30

10 Палестина (то же) 8 22 Индия (то же) 47
11 Израиль (то же) 5 23 Сорта ячменя, районированные

в СССР с 1929 по 1991 гг.
228

12 Йемен (то же) 89 24 Сорта ярового и озимого ячменя из стран 
Европы, Азии, Америки, Африки

619
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сительно друг друга по типу “голова к голове” в
непосредственной близости друг от друга. Были
также обнаружены различия длин кодирующих
последовательностей (363–1000 пн), что является
молекулярной основой полиморфизма размеров
С-гордеинов [17]. Кроме этого степень различий
зависит от замен только одной аминокислоты
(заряженная/незаряженная), а также от деле-
ций/инсерций отдельных триплетов или блоков.
Не исключены значительные делеции кодирую-
щей части генов С-гордеинов [17, 18]. Обработка
у ряда сортов и дигаплоидных линий ячменя ре-
стриктазами генов В-гордеинов, амплифицирован-

ных с использованием праймеров, гомологичных
районам, фланкирующим кодирующие последова-
тельности, выявила полиморфизм, обусловленный
приобретением или потерей сайтов рестрикции как
внутри, так и между генотипами. При амплифика-
ции с использованием праймеров, гомологичных
районам внутри кодирующей последовательно-
сти и фланкирующих множественные тандемные
повторы некоторых генов В-гордеина, была вы-
явлена вариация по длине повторяющегося доме-
на гена В-гордеина как внутри, так и между сор-
тами. Эта изменчивость объясняется изменением
числа тандемных повторов в повторяющемся до-

Рис. 2. Варианты блоков компонентов гордеина А, обнаруженные при анализе 2244 образцов культурного ячменя.
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Рис. 3. Варианты блоков компонентов гордеина В, обнаруженные при анализе 2244 образцов культурного ячменя.

HRD B

HRD F

HRD B

HRD F

HRD B

HRD F

HRD B

HRD F

HRD B

HRD F

HRD B

HRD F

Семейство I Семейство II Семейство III

Семейство IV

Семейство VIII

Семейство VIIСемейство VIСемейство V

Семейство IX Семейство X

Семейство XI Семейство XII

Семейство XIII Семейство XIV

Семейство XV Семейство XVI Семейство XVII

1

1

102
64 121

184 63
180

220
272

204
66

66
66

26
147

149
158

56
41

212
160

42
210

144
173

221
251

67
174

157
181

215
25

223
187

150
177

268
262

170
175

132
253

260
3 3 3 0

0

0

00

0

00 0

04

4 44

4 4 4

4 4 4 4 4 4 4

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

333333333333333333333333333

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

3 3
130

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

333333333333333333

1

1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

11111111 1 1

1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12 2 2 2 2 2 2 2 2

2
103

2 2

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

22222222222

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

2 2222222

2 2 2 2 2 2 2 2

153
256

222
254

2
188

68
62

183
136

97
75

75
16

15
65

257
257

60
166

259
118

137
74 14

37 40
190

228
228

250
155

31
76

156
214

169
61

61
189

195
196

87
18

32
198

89
277

53
73

269
237

217
224

218
164

276
225

1

1 138
138

1

1
98

90
86

270
226

88
227

178
194

264
100

107
101

35
192

230
229

172
161

20
20

281
273

179
263

261
255

247
243

19
244

72
249

71 70
70 236

191
122

167
85

219
176

252
69

55
52

186
279

120
278

207
119

205
280

274

48
202

24
24

24
124

123
125

5
34

126
127

128
43 248

78
129

23
168

216
3

8
8

13 79
7939

209
201

245
275

208
265

77

10
143 17

17 165
83

139
50

59
45

6
242

116 11
163

146
29

94
145 162

151
182

80
99

4
266

142
131

108
109

267 12
82

197
211

206
200

199
171

140
141

105
9

33 58
58 54

193
81

27
134

159
213

135
231

232
271

148
114

96
57

110
240

91
92

117
104

241 84
84 111

95
154

239 235
233 106 115

115 246 185
185

36
36 38

203
203

112
113

133
152

93 21 21
21

234
238

мене в результате неравного кроссинговера и про-
скальзывания нити ДНК (DNA-slippage) во время
репликации [19]. Однако в литературе имеется ин-
формация только об одном доказанном рекомби-
нанте между генами в локусе Hor 2 [19, 20]. Таким
образом, наблюдаемый полиморфизм гордеинов
ячменя определяется не посттрансляционными

изменениями белков, а различиями между гено-
типами на уровне ДНК.

Основываясь на данных о механизмах форми-
рования полиморфизма годеинов и фенотипиче-
ском сходстве электрофоретических спектров,
156 вариантов блоков компонентов, контролиру-
емых аллелями локуса Hrd A, мы объединили в 12
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Рис. 4. Некоторые варианты фенотипически сходных блоков компонентов гордеина А, объединяемые в семейства: а –
семейство I, б – семейство III.
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Рис. 5. Формирование семейства блоков компонентов гордеина А в результате химического мутагенеза.
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семейств, обозначенных римскими цифрами (AI–
AXII). При этом вариант А21 не был отнесен ни к
одному из семейств (табл. 2, рис. 2). Из табл. 2 следу-
ет, что семейства значительно различаются по числу
входящих в них вариантов блоков компонентов. Са-
мое большое семейство – AI – включает 60 (38.5%)
вариантов. Сравнительно высокую численность
имеют семейства AIII – 12 (7.7%) вариантов, AV и
AVIII – по 16 (10.3%) вариантов. Остальные во-
семь семейств объединяют от 5 (3.2%) до 9 (5.8%)
вариантов. Таким образом, четыре семейства из
двенадцати объединяют 66.8% известных вариан-
тов блоков компонентов гордеина А.

Среди идентифицированных в H. vulgare 271
вариантов гордеина В мы выделили 17 семейств
(BI–BXVII) (рис. 3, табл. 2). Семейства вариантов
гордеина В, как и семейства вариантов гордеина
А, значительно различаются по числу входящих в
них вариантов блоков компонентов. Наибольшее
число вариантов объединяют семейства BXIII –
41 (15.1%) и BXV – 36 (13.3%). Сравнительно вы-
сокое число вариантов блоков включают так же
семейства BIV – 26 (9.6%), BXII – 24 (8.9%), BX –
22 (8.1%), BII и BIX – по 19 (7.0%). Остальные де-
сять семейств включают от 3 (1.1%) до 16 (5.9%) ва-
риантов блоков компонентов гордеина В. Таким
образом, семь семейств из семнадцати объединяют
69.0% вариантов HRD В, выделенных в культурном
ячмене. Следует отметить, что от общего числа из-
вестных электрофоретических вариантов гордеи-
нов А и В в исследованных местных популяциях
ячменя обнаружено 91 и 88.9% вариантов блоков
компонентов соответственно. Это на наш взгляд
объясняется тем, что в основе генофонда совре-
менных селекционных сортов лежит генофонд

местных популяций ячменя. Однако в современ-
ной селекции ячменя с целью поиска новых хо-
зяйственно ценных признаков используется му-
тагенез. Также в селекционный процесс вовлека-
ется дикий ячмень Hordeum spontaneum C. Koch
[21–23]. Здесь мы не рассматриваем распростра-
нение пяти вариантов HRD F, так как локус Hrd F,
контролирующий эти белки, тесно сцеплен с локу-
сом Hrd B, величина рекомбинации между ними со-
ставляет 1.5% рекомбинации [3].

Возникает вопрос о причинах столь значитель-
ных различий между семействами гордеинов А и В
по числу входящих в них вариантов блоков ком-
понентов, а также как и откуда в культурном яч-
мене возникли собственно семейства дискретные
по фенотипу? В настоящее время установлено,
что диким предшественником H. vulgare является
H. spontaneum [24]. Однако время и место доме-
стикации ячменя до сих пор не установлены. Так
например J.R. Harlan и D. Zohary, опираясь на ис-
следования археологов, выдвинули гипотезу, что
ячмень был введен в культуру в Дуге Плодородия
в VII тысячелетии до н. э. [25]. При этом наиболее
раннее использование ячменя человеком в Юго-
Западной Азии, датируемое 17 тысячелетием до н. э.,
зафиксировано в Охало II (Ohalo II) около Гали-
лейского моря [26]. В то же время зерна культур-
ного ячменя, возраст которых оценивается в
18000 лет, найдены в археологических раскопках в
южном Египте, около Асуана в районе Каббания
[27]. Следует отметить, что количество и качество
археоботанических доказательств значительно
варьируют от района к району. Имеется обшир-
ная информация по Балканским странам, Цен-
тральной и Западной Европе, но документация

Таблица 2. Число вариантов блоков компонентов гордеинов А и В, объединяемых в различные семейства

* В числителе – число вариантов блоков компонентов гордеинов А и В, обнаруженных только в местных сортах, в знамена-
теле – общее число вариантов блоков компонентов, обнаруженных как в местных, так и в селекционных сортах ячменя.

Семейства вариантов блоков компонентов гордеина А

семейство число вариантов семейство число вариантов семейство число вариантов

AI *58/60 AVI 3/6 AXI 8/9
AII 4/5 AVII 6/7 AXII 5/5
AIII 9/12 AVIII 15/16 В21 1/1
AIV 8/8 AIX 6/6 Всего 142(91%)/156
AV 14/16 AX 5/5

Семейства вариантов блоков компонентов гордеина В
BI 8/9 BVII 13/16 BXIII 35/41
BII 16/19 BVIII 10/12 BXIV 7/7
BIII 14/14 BIX 17/19 BXV 34/36
BIV 26/26 BX 17/22 BXVI 3/3
BV 5/5 BXI 7/7 BXVII 3/3
BVI 8/8 BXII 18/24 Всего 241(88.9%)/271
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по России, Центральной Азии и Индии намного
более разрознена. Из Африки только по Египту
существуют достаточные данные по раститель-
ным остаткам [28]. Таким образом, по имею-
щимся данным, время доместикации ячменя на-
считывает не менее 18 тыс. лет.

Учитывая, что формирование полиморфизма
гордеинов во многом обусловлено возникнове-
нием различного рода мутаций в генах локусов
Hrd A и Hrd B, можно предположить, что число
вариантов блоков компонентов, входящих в то
или иное семейство, отражает длительность суще-
ствования такого семейства в культурном ячмене.
Таким образом, самым “древним” семейством
гордеина А может быть семейство AI, включающее
58 вариантов, обнаруженных в местных популя-
циях ячменя (табл. 2). При этом представители
семейства AI с суммарными частотами от 0.1203
(Узбекистан) до 0.9429 (Тунис) были обнаруже-
ны в местных популяциях из 21 страны, кроме
Горного Бадахшана (табл. 3). Наибольшее рас-
пространение имели три варианта, объединен-
ные в это семейство: в 21-ной стране – А2 с часто-
тами от 0.0719 (Йемен) до 0.4125 (Палестина); в
15 странах – А62 с частотами от 0.001 (Узбеки-
стан) до 0.125 (Палестина), в 14 странах – А24 с
частотами от 0.0033 (Иран) до 0.4572 (Эфиопия).
Следующим по числу вариантов гордеина А семей-
ством является AVIII – 15 вариантов. Представители
этого семейства с суммарными частотами от 0.0020
(Узбекистан) до 0.9218 (Горный Бадахшан) обнару-
жены в популяциях из 16 стран. Самым распростра-
ненным вариантом является вариант А19, присут-
ствовавший в образцах из 15 стран с частотами от
0.0020 в Узбекистане до 0.5527 в Горном Бадахшане.
Высокие частоты этого варианта гордеина А обна-
ружены также в популяциях из Непала (0.2733),
Ирака (0.2148), Израиля (0.1800), Китая (0.1417), Па-
кистана (0.1072). Остальные 14 вариантов присут-
ствовали в местных популяциях ячменя от одной до
пяти стран.

Семейство AV включает 14 вариантов блоков
компонентов с суммарными частотами от 0.0022
(Турция) до 0.7742 (Узбекистан), обнаруженных в
местных популяциях ячменя из 19 стран кроме
Марокко, Туниса и Палестины (табл. 2, 3). Среди
вариантов гордеина А, вошедших в это семей-
ство, самое широкое распространение наблюда-
ется для HRD A1 – в 11 странах с частотами от
0.0017 (Киргизия) до 0.1400 (Сирия), HRD A18 – в
11 странах с частотами от 0.0011 (Йемен) до 0.6441
(Узбекистан) и HRD A12 – в 10 странах с частота-
ми от 0.0033 (Сирия) до 0.1362 (Киргизия). Один-
надцать вариантов блоков компонентов гордеина
А из этого семейства были обнаружены в популя-
циях ячменя от одной до восьми стран.

В семейство AIII входят девять вариантов гор-
деина, идентифицированных в местных популяциях

из 17 стран, с суммарными частотами от 0.0026 (Еги-
пет) до 0.2606 (Туркмения). При этом вариант HRD
A14 был обнаружен в образцах ячменя из 15 стран
с частотами от 0.0014 в Сирии до 0.1176 в Ираке.
Остальные варианты присутствовали в популя-
циях ячменя из отдельных стран, за исключением
HRD A15, найденного в образцах из шести стран
с частотами 0.0026 (Египет) – 0.0357 (Пакистан).

Среди 17 семейств гордеина В наибольшее
число вариантов блоков компонентов включают
семейства BXIII – 35 вариантов, BXV – 34 вари-
анта и BIV – 26 вариантов. В остальные 14 се-
мейств входят от 3 до 18 вариантов (табл. 2). Пред-
ставители семейства BXIII выявлены в популяциях
ячменя из 21 страны, кроме Горного Бадахшана, с
суммарными частотами от 0.0200 (Непал) до
0.4000 (Израиль) (табл. 4). Наибольшее распро-
странение имел HRD B17, обнаруженный в об-
разцах из 14 стран с частотами от 0.0011 (Йемен)
до 0.0383 (Сирия). Вариант HRD B11 присутство-
вал в популяциях из 11 стран с частотами от 0.0049
(Узбекистан) до 0.2583 (Китай). Каждый из вари-
антов HRD B12 и HRD B82 с частотами от 0.0011
(Узбекистан) до 0.2507 (Йемен) и от 0.0010 (Узбе-
кистан) до 0.1000 (Палестина) соответственно бы-
ли обнаружены в образцах из 10 стран. Тридцать
один вариант блоков компонентов горедина В,
входящие в это семейство, обнаружены в образ-
цах от одной до девяти стран.

Варианты, составляющие семейство BXV,
присутствовали в исследованных популяциях из
19 стран, за исключением Марокко, Туниса и Из-
раиля, с суммарными частотами от 0.0133 (Сирия)
до 0.4349 (Йемен). Самым распространенным ва-
риантом из этого семейства является HRD В84,
идентифицированный в образцах из 12 стран с ча-
стотами от 0.0024 (Афганистан) до 0.1456 (Эфио-
пия). Сравнительно широкое распространение
имел HRD B111, найденный в популяциях из семи
стран с частотами от 0.0012 (Афганистан) до 0.1456
(Эфиопия). Остальные 32 варианта, составляю-
щие семейство BXV, присутствовали в местных
ячменях от одной до пяти стран.

Представители семейства BIV были обнаруже-
ны в местных популяциях ячменя из 21 страны, за
исключением Израиля, с суммарными частотами
от 0.0227 (Эфиопия) до 0.4686 (Сирия). Наиболь-
шее распространение имел вариант HRD B14 – в
15 странах с частотами от 0.0032 (Иран) до 0.2334
(Марокко). В исследованных образцах из десяти
стран был обнаружен вариант HRD B2 с частота-
ми от 0.0010 (Узбекистан) до 0.0733 (Сирия). В по-
пуляциях из семи стран идентифицированы ва-
рианты блоков компонентов HRD B16 и HRD B65.
При этом частоты HRD B16 варьировали от 0.0024
(Афганистан) до 0.1146 (Китай), а варианта HRD
B65 – от 0.0011 (Турция) до 0.2180 (Сирия). Дру-
гие варианты блоков компонентов, входящие в
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Таблица 4. Распространение семейств блоков компонентов гордеина В в популяциях местных сортов ячменя в
различных странах

См. примечание к табл. 3.

Страна
Численности и частоты семейств блоков компонентов гордеина B

BI BII BIII BIV BV BVI BVII BVIII BIX

Марокко 0 0 0 1/0.2334 0 1/0.0222 2/0.3779 0 1/0.0444
Тунис 0 0 0 1/0.1429 0 0 1/0.4858 0 1/0.0444
Алжир 0 0 0 2/0.0728 0 1/0.0091 1/0.1727 0 3/0.1365
Египет 1/0.0256 0 1/0.0256 5/0.2744 0 0 1/0.1385 0 0
Эфиопия 4/0.0341 1/0.0068 0 4/0.0227 0 1/0.0125 1/0.0057 3/0.3511 3/0.0381
Йемен 0 0 3/0.0146 4/0.0338 1/0.0067 1/0.0022 2/0.0157 3/0.0123 5/0.1023
Турция 2/0.0430 1/0.0032 1/0.0011 3/0.0559 2/0.0990 1/0.0516 5/0.0420 3/0.0183 3/0.0914
Сирия 2/0.0117 2/0.005 3/0.0116 1/0.4686 2/0.0083 2/0.0150 1/0.0317 0 3/0.0133
Иордания 1/0.0088 2/0.0088 1/0.0765 9/0.2735 1/0.0029 1/0.0029 2/0.0176 1/0.0176 3/0.0707
Израиль 1/0.0400 0 0 0 1/0.0800 0 1/0.2400 0 1/0.0400
Палестина 0 0 0 1/0.175 1/0.0250 1/0.0250 2/0.150 0 2/0.1375
Ирак 1/0.0088 0 0 4/0.1118 0 0 1/0.0059 1/0.0118 4/0.4660
Иран 3/0.0222 4/0.0461 1/0.0016 5/0.0651 2/0.1016 4/0.0651 2/0.0825 2/0.0159 5/0.1602
Туркмения 2/0.0079 3/0.1117 3/0.0333 3/0.0824 0 1/0.0020 2/0.0236 1/0.0588 4/0.3901
Узбекистан 3/0.0060 5/0.4135 2/0.0059 4/0.0390 1/0.0413 4/0.0139 5/0.0109 1/0.0010 1/0.0030
Таджикистан 0 0 0 2/0.3708 0 0 0 0 1/0.0241
Киргизия 2/0.2808 2/0.1277 0 3/0.0638 1/0.0170 1/0.0213 1/0.0170 1/0.0426 3/0.2297
Афганистан 4/0.0274 1/0.1429 4/0.0476 8/0.0785 1/0.0274 1/0.0036 3/0.0096 4/0.0464 5/0.1572
Пакистан 0 3/0.2858 0 3/0.1428 0 0 1/0.0143 0 2/0.0500
Индия 2/0.0852 4/0.2638 1/0.0128 7/0.1745 1/0.0213 1/0.0128 2/0.0084 4/0.0425 0
Китай 3/0.0667 2/0.0208 2/0.0250 5/0.2209 2/0.0167 1/0.0042 1/0.0021 1/0.0104 3/0.0416
Непал 0 0 0 2/0.2200 0 0 0 0 0
Число стран 14 12 11 21 12 15 20 12 19

Страна
Численности и частоты семейств блоков компонентов гордеина B

BX BXI BXII BXIII BXIV BXV BXVI BXVII

Марокко 0 2/0.2333 0 2/0.0444 1/0.0444 0 0 0
Тунис 1/0.0285 2/0.2857 0 1/0.0571 0 0 0 0
Алжир 1/0.0455 4/0.1272 3/0.1454 5/0.2046 0 2/0.0862 0 0
Египет 1/0.0128 2/0.2026 5/0.1462 3/0.1076 1/0.0051 2/0.0360 1/0.0256 0
Эфиопия 1/0.0023 0 2/0.0250 7/0.0727 0 9/0.4290 0 0
Йемен 0 0 0 7/0.3360 0 19/0.4349 0 3/0.0415
Турция 7/0.1549 3/0.0312 6/0.1452 10/0.1375 2/0.0161 3/0.1096 0 0
Сирия 4/0.0200 2/0.0850 5/0.0416 10/0.2649 1/0.0050 4/0.0133 1/0.0017 1/0.0033
Иордания 2/0.1912 1/0.0176 6/0.1264 11/0.1442 0 1/0.0413 0 0
Израиль 1/0.1200 0 0 4/0.4800 0 0 0 0
Палестина 0 0 2/0.0500 5/0.4000 0 1/0.0375 0 0
Ирак 0 0 3/0.1634 3/0.1765 0 2/0.0558 0 0
Иран 2/0.0222 1/0.0143 6/0.1047 9/0.1111 3/0.0651 5/0.1128 0 1/0.0095
Туркмения 3/0.0236 0 2/0.0274 8/0.1294 1/0.0176 4/0.0902 0 1/0.0020
Узбекистан 3/0.0630 1/0.0020 4/0.0315 7/0.0886 2/0.0688 6/0.2067 1/0.0039 1/0.0010
Таджикистан 3/0.4134 0 0 0 3/0.0951 1/0.0923 0 1/0.0043
Киргизия 0 1/0.0255 2/0.0256 5/0.0596 0 1/0.0894 0 0
Афганистан 4/0.1141 2/0.0464 4/0.0547 12/0.1655 2/0.0298 6/0.0334 0 1/0.0155
Пакистан 1/0.0714 0 1/0.0214 1/0.0571 1/0.0143 2/0.1285 0 1/0.2144
Индия 2/0.0426 0 1/0.0042 3/0.0893 0 5/0.1064 1/0.0042 1/0.1320
Китай 2/0.0271 0 4/0.0271 10/0.3853 1/0.0021 4/0.1146 0 1/0.0354
Непал 0 0 0 1/0.0200 0 3/0.2067 0 1/0.5533
Число стран 16 11 16 21 11 19 4 11
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это семейство, присутствовали в исследованных
образцах от одной до пяти стран.

Таким образом, наблюдается мозаичность и
неравномерность частот в распространении се-
мейств вариантов блоков компонентов HRD А и
HRD B в исследованных местных популяциях из
различных стран мира. Матрицу суммарных ча-
стот семейств одновременно гордеинов A и B в
местных популяциях ячменя из 22 стран подверг-
ли кластерному анализу методом главных компо-
нент. Первые две компоненты описывают 38.8%
изменчивости частот вариантов семейств А и В
(рис. 6). Как видно из рис. 6, по первой главной
компоненте исследованные популяции раздели-
лись следующим образом: в отрицательную об-
ласть значений попали образцы ячменя из стран
Азии восточнее Ирана, а так же из Ирака, Йемена
и Эфиопии. В положительной области значений
первой главной компоненты оказались популя-
ции из стран Северной Африки, Ближнего Восто-
ка, Передней Азии и Ирана. Таким образом, “во-
сточные” и “западные” местные популяции куль-
турного ячменя различаются как по составу, так и
по суммарным частотам семейств блоков компо-
нентов грдеинов А и В. Причиной такой мозаич-
ности в распространении семейств вариантов
HRD A и HRD B могут служить, на наш взгляд,
несколько факторов: эффект основателя и неод-
нократная интродукция популяций культурного
ячменя в те или иные регионы из различных

стран [29]; зависимость распространения аллелей
годреин-кодирующих локусов от распределения
таких климатических факторов как количество
осадков в год, средние температуры июля и кон-
тинентальность климата [30], высота выращива-
ния популяций над уровнем моря [31].

Однако каким образом возникли собственно
семейства вариантов блоков компонентов? Мож-
но предположить, что возникновение семейств
связано с постепенным накоплением мутаций в
гордеиновых локусах культурного ячменя в течение
длительного периода. Но тогда следовало ожи-
дать присутствие в культурном ячмене неких “пе-
реходных” вариантов от одного семейства к дру-
гому. Но, как видно из рис. 3 и 4, семейства дис-
кретны, и мы не обнаружили промежуточных
вариантов между ними. Вместе с тем, при иссле-
довании полиморфизма гордеина в 116 образцах
H. spontaneum из Ирана, Израиля, Сирии и Иорда-
нии [32–35] нами были обнаружены блоки ком-
понентов идентичные вариантам, присутствую-
щим в культурном ячмене и относящиеся к 8 се-
мействам гордеина А и 11 семействам гордеина В
(табл. 5). Полученные результаты позволяют сде-
лать вывод, что существующий полиморфизм
гордеинов А и В у культурного ячменя является
следствием двух процессов: с одной стороны, ин-
трогрессии аллелей (вариантов блоков компонен-
тов) гордеин-кодирующих локусов от H. spontaneum
в результате спонтанной гибридизации при рас-

Рис. 6. Положение местных популяций ячменя из 22 стран в координатах первой и второй главных компонент измен-
чивости частот вариантов семейств гордеинов А и В.
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пространении культурного ячменя, с другой сто-
роны – накоплением мутаций в генах локусов Hrd A
и Hrd B у H. vulgare.

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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Structure and Formation Mechanisms of Polymorphism
of Hordein-Coding Loci in Domesticated Barley (Hordeum vulgare L.)

A. A. Pomortseva, *, A. V. Rubanovicha, and E. V. Lialinaa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: pomortsev@vigg.ru

Using starch gel electrophoresis, hordein polymorphism in 2244 barley accessions was studied. 1.197 old local
accessions from 22 countries located in the main centers of barley diversity and the bordering regions, 428
varieties cultivated in the territory of the former USSR and Russian Federation from1929 to 2019, and 619
varieties from Europe, Asia, America and Africa were analyzed. For the hordeins encoded by the Hrd A locus,
156 variants of blocks of components were revealed, 271 variants were detected for the HrdB locus, and 5 vari-
ants, for the Hrd F locus. Based on the literature data on the molecular mechanisms of hordein polymorphism
formation and analysis of artificial mutants at the hordein-coding loci, among hordein A and B variants,
groups of phenotypically similar blocks of components, families of blocks of components, were isolated. For
HRD A, 12 families (AI–AXII) were isolated, and for HRG B, 17 families (BI–BXII) were discriminated.
The families differ significantly in the number of block variants: for HRD A, from 5 (AXII) to 60 (AI), for HRD
B, from 3 (BXVII) to 41 (BXII). It is suggested that the families with the largest number of hordein A and B
variants are the most ancient in domesticated barley. The mosaic structure and irregular distribution of fre-
quencies of HRD A and HRD B family variants in local populations of different countries was shown. It is
assumed that the appearance of HRD A and HRD B families was due to spontaneous hybridization between
H. vulgare and H. spontaneum during the spreading of the domesticated barley. It is concluded that hordein
polymorphism in domesticated barley resulted from spontaneous hybridization between the cultivated barley
with a wild ancestor and accumulation of mutations in the genes atHrd A and Hrd B loci in H. vulgare.

Keywords: cultivated barley, hordein-coding loci, hordein polymorphism, families of blocks of components
of hordein.
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Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 – самый северный подвид восковой пчелы A. cerana Fabricius,
1793, распространенный в лесах Приморского и Хабаровского краев до 47°54′ с.ш. Генетические ис-
следования этого подвида представляют большой интерес для науки и пчеловодства, поскольку все
адаптивные признаки сформировались под действием окружающей среды без участия человека.
Мы секвенировали и аннотировали последовательности полной митохондриальной ДНК (мтДНК)
пчел подвидов Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 (номер в Генбанке AP018450) из Приморского
края и Apis cerana koreana Ilyasov et al., 2019 (AP018431) из Южной Кореи и шести экзонов гена ви-
теллогенина VG E2–E7 ядерной ДНК (яДНК) подвидов пчел A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japon-
ica Radoszkowski, 1887, A. c. cerana и A. c. indica Fabricius, 1798. Методом кластерного анализа после-
довательностей мтДНК и гена VG яДНК было показано разделение пчел на две группы, включающие
южный подвид A. c. indica и северные подвиды A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana.
На основе генетической дивергенции было показано, что подвид A. c. ussuriensis генетически ближе
к подвидам A. c. japonica, A. c. koreana и A. c. cerana чем к подвиду A. c. indica. Значения генетической
дивергенции (0.80–8.00%) и генетической дистанции Jukes–Cantor (0.005–0.100) по мтДНК и гену VG
яДНК между подвидами A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica находятся
в пределах внутривидовых различий между подвидами насекомых. Предположительное время воз-
никновения подвидов A. cerana – от двух до одного млн лет назад.

Ключевые слова: Apis cerana, A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica, мито-
хондриальный геном, подвид, дивергенция, эволюция, Приморский край, вителлогенин, мтДНК,
яДНК.
DOI: 10.31857/S0016675821050039

Восковая пчела Apis cerana Fabricius, 1793 явля-
ется второй по значимости для человека после
медоносной пчелы Apis mellifera Linnaeus, 1758. Их
естественные ареалы не перекрывались до насто-
ящего времени и были ограничены Европой и
Африкой у A. mellifera и Азией у A. cerana. Оба ви-
да пчел приспособлены к обитанию в широком
диапазоне климатических поясов – от холодного
умеренного до жаркого экваториального [1]. В
азиатских странах A. cerana разводится на пасе-
ках, а в России встречается только в диком состо-

янии в дальневосточных лесах на территориях Ха-
баровского и Приморского краев до 47°54′ с.ш. и
включен в красную книгу [2, 3]. В.Н. Кузнецов [3]
обнаружил 80 деревьев, в дуплах которых обитали
дикие семьи A. cerana, и предположил, что в лесах
Приморского и Хабаровского краев до 47°54′ с.ш.
обитают более 1000 семей китайской восковой
пчелы.

Восковая пчела A. cerana является важным и
известным опылителем сельскохозяйственных

УДК 57.063.7:575.86:595.799:571.6
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культур в Азии и производителем меда, воска, ма-
точного молочка и пчелиной пыльцы [4], не усту-
пает медоносной пчеле A. mellifera по уровню
коммерческого использования и обладает высо-
ким потенциалом для генетического улучшения
путем селекции на основе молекулярных марке-
ров. В последнее время численность A. cerana рез-
ко сократилась в странах Азии в связи с распро-
странением вируса мешотчатого расплода (SBV)
и массового импорта A. mellifera [5–7].

Согласно опубликованным данным внутри
A. cerana выделяется более 20 подвидов, боль-
шинство из которых не имеют четких таксономи-
ческих диагнозов [8–19]. Сохранение генофонда
локальных подвидов A. cerana возможно при мар-
кер-опосредованной идентификации и селекции.
Молекулярно-генетические исследования позволя-
ют разработать базовые стратегии сохранения A. cer-
ana. Маркеры митохондриальной ДНК (мтДНК)
являются эффективными инструментами в ис-
следовании эволюции и межвидовых и внутриви-
довых филогенетических взаимоотношений ме-
доносных пчел [18, 20–25].

В настоящей работе мы секвенировали и анно-
тировали последовательности полной митохон-
дриальной ДНК (мтДНК) пчел подвидов Apis cer-
ana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 (GenBank/DDBJ
AP018450) (ZooBank 06874b0a-029b-40e2-b4a8-
1a20f7692ed3) из Приморского края и Apis cerana ko-
reana Ilyasov et al., 2019 (GenBank/DDBJ AP018431)
(ZooBank 290e12ba-fc5f-4907-ae50-ef0fa8dc8d9c)
из Южной Кореи и шести экзонов гена вителло-
генина VG E2–E7 ядерной ДНК (яДНК) подвидов
пчел A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica,
A. c. cerana и A. c. indica. Была проведена оценка
филогенетических взаимоотношений A. c. us-
suriensis с другими подвидами из Южной Кореи,
Китая, Японии, Тайваня и Индонезии на основе
полной мтДНК и гена VG яДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Было отобрано по 10 взрослых особей рабочих
пчел из следующих семей: A. c. ussuriensis Ilyasov
et al., 2019 из дупла в лесном массиве пригорода Вла-
дивостока, Приморский край, Россия (43°11′ с.ш.
132°55′ в.д.); A. c. koreana Ilyasov et al., 2019 с пасе-
ки Gokseong-gun, Gokseong-eup, Hakjung-ri, Jeol-
lanam-do, Южная Корея (35°24′ с.ш., 127°27′ в.д.), с
пасеки Sangju-si, Gyeongsangbuk-do, Южная Корея
(36°42′ с.ш., 128°18′ в.д.), с пасеки Sancheong-gun,
Gyeongsangnam-do, Южная Корея (35°36′ с.ш.,
128°88′ в.д.); A. c. japonica с пасеки Kitahiroshima,
Hokkaido, Япония (42°95′ с.ш., 141°53′ в.д.); A. c. indica
с пасеки Taichung, Тайвань (24°04′ с.ш., 120°73′ в.д.).
Видовая принадлежность пчел A. cerana была
определена морфометрически согласно В.Н. Куз-
нецову [3].

Тотальную ДНК экстрагировали из грудной
мышечной ткани каждой пчелы с использовани-
ем набора Wizard Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA, Madison, WI, США) в соответствии
с рекомендациями производителя. Образцы ДНК
хранили при –20°С до дальнейшего использова-
ния. Полимеразную цепную реакцию экзонов 2–
7 гена вителлогенина (VG) проводили на 96-лу-
ночном термоциклере Applied Biosystems Veriti
HID на основе уже разработанных праймеров [26]
с набором для ПЦР TaKaRa (100 мкл ПЦР × 100
реакций) (TAKARA BIO INC., Shiga, Япония) в
соответствии с инструкциями производителя.
Все продукты ПЦР были очищены с помощью
набора для очистки ПЦР QIAquick (250) (QIA-
GEN, Hilden, Германия), следуя инструкциям
производителя.

По одной рабочей особи из каждой семьи пчел
было использовано для секвенирования мтДНК с
помощью набора NextSeq 500/550 High Output Kit
v. 2 (75 циклов) (ILLUMINA, США) и парных
циклов считывания (2 × 150 пн), следуя инструк-
ции производителя, на секвенаторе Illumina Next
Seq 500 (ILLUMINA, США) в Университете Кио-
то Сангё (Kyoto, Япония). Геномные библиотеки
были приготовлены с помощью набора для под-
готовки ДНК-библиотеки Nextera (ILLUMINA,
США) в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Сборка геномов проводилась на основе
1662000 прочтений со средним покрытием 75 с
помощью Geneious R9 (BIOMATTERS, Новая Зе-
ландия). Аннотация геномов выполнена на MI-
TOS (Германия) [27] и tRNAscan-SE (CA, США)
[28]. По одной рабочей особи из каждой семьи
пчел было использовано для секвенирования эк-
зонов гена вителлогенина VG яДНК с обоих кон-
цов с помощью дидезокси-метода Sanger [29] с
использованием набора ABI PRISM BigDye Ter-
minator v3.1 на секвенаторе ABI 3130 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, США) в Инчхонском
национальном университете (Incheon, Южная
Корея).

Нуклеотидные последовательности полной
мтДНК были депонированы в базы данных Gen-
Bank/DDBJ под номерами AP018431 для A. c. koreana
(15925 пн) (ZooBank 290e12ba-fc5f-4907-ae50-
ef0fa8dc8d9c) (Gokseong-gun, Jeollanam-do, Юж-
ная Корея) и AP018450 для A. c. ussuriensis (15919
пн) (ZooBank 06874b0a-029b-40e2-b4a8-
1a20f7692ed3) (Приморский край, Россия). Нук-
леотидные последовательности экзонов 2–7 гена
VG были депонированы под номерами MH755745,
MH755780, MH755815, MH755850, MH755885,
MH755920 (4125 пн) и MH755746, MH755781,
MH755816, MH755851, MH755886, MH755921
(4125 пн) для двух представителей A. c. ussuriensis
(Приморский край, Россия); под номерами
MH755735, MH755770, MH755805, MH755840,
MH755875, MH755910 для A. c. koreana (Sancheong,
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Gyeongsangnam-do, Южная Корея); MH755741,
MH755776, MH755811, MH755846, MH755881,
MH755916 (4125 пн) и MH755742, MH755777,
MH755812, MH755847, MH755882, MH755917
(4125 пн) для A. c. japonica (Kitahiroshima, Hokkai-
do, Япония); MH755747, MH755782, MH755817,
MH755852, MH755887, MH755922 (4128 пн) и
MH755748, MH755783, MH755818, MH755853,
MH755888, MH755923 (4128 пн) для A. c. indica
(Taichung, Тайвань).

Сравнительный анализ полной мтДНК был
проведен с использованием последовательностей
из Генбанка: A. c. japonica AP017314 (15917 пн)
(Kyoto, Япония), A. c. japonica AP017941 (15778 пн)
(Amami, Япония), A. c. cerana AP017983 (15460 пн)
(Jiangsu, Китай), A. c. cerana KM244704 (15712 пн)
(Yunnan, Китай), A. c. indica AP017984 (15376 пн)
(Taipei, Тайвань), A. c. indica AP018149 (15884 пн)
(Sabah, Borneo, Малайзия), A. c. koreana AP018431
(15925 пн) (Jeollanam-do, Южная Корея), A. c. koreana
KX908206 (15904 пн) (Chungcheongbukdo, Южная
Корея), A. m. ligustica NC 001566 (16324 пн) (внеш-
няя группа, США). Сравнительный анализ гена
VG яДНК был проведен с использованием после-
довательностей из Генбанка: A. c. cerana
KT725235 (4125 пн) (Yunnan, Китай), A. c. cerana
ApisCC1.0 (4125 пн, фрагмент 781683–788069 из
геномной последовательности KZ288206) (Yun-
nan, Китай), A. m. mellifera JN557295, JN557387,
JN557201, JN557573, JN557481, JN557109 (4074 пн)
(внешняя группа, изолят M2261, Warsaw, Польша).

Дивергенция нуклеотидных последовательно-
стей и генетические дистанции Jukes–Cantor [30],
Tamura–Nei [31] и р-distance [32] были рассчитаны с
использованием Unipro UGENE 1,28 (UNIPRO,
Россия) и CLC Genomics Workbench 11 (CLCbio,
Дания). Филогенетический анализ на основе по-
следовательностей ДНК был проведен с исполь-
зованием MEGA7 [33] и Statistica 8.0 (StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, США), JMP14 (SAS Institute Inc.,
North Carolina, США). Филогенетические дере-
вья были построены с использованием метода
ближайшего соседа [34] на основе дистанций
Jukes–Cantor с 1000 бутстреп-репликациями и
Reltime [35] метода оценки длины ветвей. Физи-
ческая карта полного митохондриального генома
была построена с использованием CLC Genomics
Workbench 11 (CLCbio, Дания) и Artemis 17.0.1
(The Sanger Institute, Hinxton, Cambridge, Велико-
британия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Митохондриальный геном A. c. ussuriensis

(Приморский край, Россия) содержит 42% A, 42%
T, 6% G, 10% C нуклеотидов, обогащен AT на
84%, содержит наиболее высокие частоты динук-
леотидов AA (19%), AT (18%), TT (18%) и TA (16%)
и наиболее низкие частоты динуклеотидов GG

(1%), GC (1%), CG (1%) и CC (2%), что характер-
но для большинства перепончатокрылых [25, 36,
37]. Среднее содержание GC в мтДНК A. c. us-
suriensis составляет 16%, а максимальный уровень
не превышает 40%. Значение генетического разно-
образия и вариабельности зависит прямо пропор-
ционально от GC-состава – чем выше содержание
GC, тем выше генетическое разнообразие и вари-
абельность генов. Содержание GC в мтДНК ме-
нее 40% считается низкой [38] (табл. 1).

МтДНК A. c. ussuriensis (15919 пн) незначи-
тельно короче мтДНК A. mellifera (16343 пн) и
Drosophila yakuba (16019 пн). Сумма всех межген-
ных некодирующих регионов мтДНК A. c. us-
suriensis (1252 пн) также немного короче A. mellifera
(1639 пн) и D. yakuba (1262 пн) [36].

Митохондриальный геном A. c. ussuriensis со-
держит 30 белок-кодирующих генов (CDS), 22 ге-
на транспортной РНК (tRNA), два гена субъеди-
ниц рибосомальной РНК (rRNA) – 16S rRNA и
12S rRNA, четыре некодирующих межгенных участ-
ка (NC1–NC4). Синтения мтДНК A. c. ussuriensis
сходна с синтенией мтДНК большинства пере-
пончатокрылых с небольшими различиями [25,
36]. Большинство генов (ATP6, ATP8, COX1, COX2,
COX3, CYTB, ND2, ND3, ND6, tRNA-Ala, tRNA-Asn,
tRNA-Asp, tRNA-Gln, tRNA-Glu, tRNA-Gly, tRNA-Ile,
tRNA-Leu(UUR), tRNA-Lys, tRNA-Met, tRNA-
Ser(AGN), tRNA-Ser(UCN), tRNA-Thr и tRNA-Trp)
расположены на легкой цепи мтДНК, за исклю-
чением четырех генов субъединиц (ND1, ND4,
ND4L и ND5), двух генов rRNA (12S и 16S rRNA) и
восьми генов тРНК (tRNA-Arg, tRNA-Cys, tRNA-His,
tRNA-Leu(CUN), tRNA-Phe, tRNA-Pro, tRNA-Tyr и
tRNA-Val), которые расположены на тяжелой це-
пи мтДНК (табл. 2, рис. 1).

Белок-кодирующие гены ND3, ND4L, ND5,
COX1, ND6, COX2, ND1, ND2 имеют стартовый ко-
дон ATT, гены COX3, ATP6 и CYTB – стартовый
кодон ATG, ген ND4 – стартовый кодон ATA, ген
ATP8 – стартовый кодон ATC. Все белок-кодиру-
ющие гены мтДНК A. c. ussuriensis имеют единый
стоп-кодон TAA. Для некоторых генов мтДНК
(tRNA-Gln и tRNA-Ala (4 пн), ND2 и tRNA-Cys (1 пн),
COX1 и tRNA-Leu(UUR) (5 пн), COX2 и tRNA-Asp
(1 пн), ATP8 и ATP6 (19 пн)) A. c. ussuriensis харак-
терно перекрывание, что возможно унаследовано
от прокариотического генома с полицистронным
типом транскрипции (табл. 2).

Размер всех белок-кодирующих генов мтДНК
A. c. ussuriensis 11058 пн, они кодируют 3686 ами-
нокислот. Гены rRNA мтДНК A. c. ussuriensis име-
ют суммарный размер 2116 пн (12S rRNA – 787 пн
и 16S rRNA – 1329 пн). Размеры генов тРНК
мтДНК A. c. ussuriensis варьируют от 60 пн (tRNA-
Ser(AGN)) до 78 пн (tRNA-Pro).

МтДНК A. c. ussuriensis содержит четыре неко-
дирующих межгенных участка (NC1–NC4), что
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характерно для всех представителей A. cerana [39].
Некодирующий межгенный участок NC1 (228 пн)
расположен между генами tRNA-Met и tRNA-Gln,
NC2 (89 пн) – между генами tRNA-Leu (TAA) и
COX2, NC3 (68 пн) – между генами COX3, tRNA-
Gly, NC4 (51 пн) – между генами tRNA-Pro и ND6.
Все некодирующие межгенные и AT-богатые
участки A. c. ussuriensis составляют менее 8% от всего
размера мтДНК. Некодирующие межгенные и АТ-
богатые участки являются регуляторными областя-
ми и содержат повторяющиеся мотивы. Мотив
AATTAATT встречался в мтДНК A. c. ussuriensis
48 раз, мотив AATAAATT – 74 раза, мотив TACTTA
(вероятный сайт связывания митохондриального
терминатора транскрипции (mtTERM)) – 8 раз [40].

Некодирующий межгенный участок NC2 A. c.
ussuriensis идентичен с гаплотипом Japan01 (по-
следовательности KP064995 и AP018431), он не
обладает идентичностью ни с одним из 10 опуб-

ликованных гаплотипов (ACNC101–ACNC110)
[18, 19, 39] и был обозначен как гаплотип ACNC111
(рис. 2). Гаплотип ACNC111 наиболее близок к га-
плотипу ACNC101 (последовательности KP064870 и
KP064972) и отличается вставкой 31insT относи-
тельно начала последовательности NC1 (рис. 2).

Сравнительный анализ последовательности
полной мтДНК позволил рассчитать транзиции и
трансверсии между представителями A. cerana
разных популяций. Сходно с геномами большин-
ства организмов, транзиции у A. cerana происхо-
дят чаще, чем трансверсии. Были рассчитаны
транзиции и трансверсии между представителя-
ми A. cerana разных популяций для всей мтДНК,
а также только для белок-кодирующих генов
мтДНК. Это позволяет оценить вклад кодирую-
щей и некодирующей частей митохондриального
генома в генетическую вариабельность. Отмече-
но, что роль некодирующей части мтДНК в под-

Таблица 1. Характеристика нуклеотидного состава полной мтДНК A. c. ussuriensis Приморского края России

Нуклеотиды Число (частота)

GC-состав 2540 (0.16)
AT-состав 13373 (0.84)
Аденин A 6729 (0.42)
Цитозин C 1542 (0.10)
Гуанин G 998 (0.06)
Тимин T 6644 (0.42)
Динуклеотид AA 2973 (0.19)
Динуклеотид AC 475 (0.03)
Динуклеотид AG 358 (0.02)
Динуклеотид AT 2921 (0.18)
Динуклеотид CA 675 (0.04)
Динуклеотид CC 239 (0.02)
Динуклеотид CG 70 (0.01)
Динуклеотид CT 558 (0.04)
Динуклеотид GA 471 (0.03)
Динуклеотид GC 116 (0.01)
Динуклеотид GG 136 (0.01)
Динуклеотид GT 275 (0.02)
Динуклеотид TA 2609 (0.16)
Динуклеотид TC 712 (0.05)
Динуклеотид TG 432 (0.03)
Динуклеотид TT 2886 (0.18)
Нуклеотид A в позиции 1/2/3 240 (0.47)/128 (0.25)/249 (0.48)
Нуклеотид C в позиции 1/2/3 37 (0.07)/70 (0.14)/22 (0.04)
Нуклеотид G в позиции 1/2/3 50 (0.1)/19 (0.04)/11 (0.02)
Нуклеотид T в позиции 1/2/3 188 (0.37)/298 (0.58)/233 (0.45)

Размер, пн 15919
Вес одной цепи, кДа 4904.98
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держании генетической вариабельности выше
кодирующей (табл. 3).

Дивергенция (%) и генетические дистанции
между A. c. japonica и A. c. cerana – 2.85 и 0.80 по
мтДНК и гену VG яДНК соответственно; между

A. c. japonica и A. c. indica –5.26 и 0.85; между
A. c. japonica и A. c. koreana – 1.33 и 0.80; между
A. c. cerana и A. c. indica 4.95 и 0.80; между A. c. cer-
ana и A. c. koreana – 2.85 и 0.80; между A. c. koreana
и A. c. indica – 5.45 и 0.88; между A. c. ussuriensis и
A. c. cerana – 2.55 и 1.25; между A. c. ussuriensis и

Таблица 2. Аннотация полной мтДНК A. c. ussuriensis Приморского края России

* Гены, транскрибирующиеся с тяжелой цепи мтДНК.

№ Ген Позиция начала Позиция конца Размер, пн

1 tRNA-Ser(AGN) 1 60 60
2 tRNA-Glu 64 129 66
3 tRNA-Met 164 229 66
4 tRNA-Gln 462 527 66
5 tRNA-Ala 524 589 66
6 tRNA-Ile 608 673 66
7 ND2 674 1669 996
8 *tRNA-Cys 1669 1734 66
9 *tRNA-Tyr 1740 1808 69

10 tRNA-Trp 1825 1893 69
11 COX1 1894 3459 1566
12 tRNA-Leu(UUR) 3455 3524 70
13 COX2 3614 4294 681
14 tRNA-Asp 4294 4361 68
15 tRNA-Lys 4368 4439 72
16 ATP8 4446 4607 162
17 ATP6 4589 5266 678
18 COX3 5284 6063 780
19 tRNA-Gly 6136 6202 67
20 ND3 6203 6556 354
21 *tRNA-Arg 6577 6645 69
22 tRNA-Asn 6665 6732 68
23 *tRNA-Phe 6751 6821 71
24 *ND5 6828 8495 1668
25 *tRNA-His 8496 8561 66
26 *ND4 8579 9910 1332
27 *ND4L 9913 10176 264
28 tRNA-Thr 10200 10266 67
29 *tRNA-Pro 10282 10359 78
30 ND6 10 411 10923 513
31 CYTB 10936 12084 1149
32 tRNA-Ser(UCN) 12108 12174 67
33 *ND1 12187 13101 915
34 *tRNA-Leu(CUN) 13102 13170 69
35 *16S rRNA 13171 14499 1329
36 *tRNA-Val 14500 14566 67
37 *12S rRNA 14567 15353 787

Вся мтДНК 1 15919 15919
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Рис. 1. Кольцевая физическая карта полной мтДНК Apis с. ussuriensis Приморского края России.
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A. c. japonica – 1.10 и 0.93%; между A. c. ussuriensis
и A. c. koreana – 1.30 и 0.90; между A. c. ussuriensis и
A. c. indica – 5.15 и 1,50; между A. c. ussuriensis и
A. mellifera – 21.05 и 9.05; между A. c. koreana и A. melli-
fera – 21.70 и 8.75; между A. c. cerana и A. mellifera –
21.70 и 8.70; между A. c. japonica и A. mellifera –
20.45 и 8.70; между A. c. indica и A. mellifera 21.35 и
8.75 (табл. 4, 5).

На основе кластерного анализа полных после-
довательностей мтДНК и гена VG яДНК всех об-
разцов A. cerana были построены дендрограммы,

отражающие филогенетические взаимоотноше-
ния представителей A. cerana разных популяций
(рис. 3). В качестве внешней группы были ис-
пользованы представители A. m. mellifera, которые
располагались отдельно от A. cerana. Представи-
тели A. c. ussuriensis, A. c. cerana, A. c. japonica,
A. c. indica, кроме A. c. koreana на обеих дендро-
граммах кластеризовались отдельно друг от друга.
На дендрограмме по мтДНК A. c. koreana была
разделена между группами A. c. japonica и A. c. us-
suriensis, что может отражать исторический про-
цесс миграции и потока генов.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Содержание АТ-нуклеотидов в полной после-
довательности мтДНК A. c. ussuriensis 84% было
сходно с другими насекомыми: А. с. cerana – 84%,
A. c. koreana – 84.1%, A. mellifera – 84.9%, Bombus
hypocrita – 85.3%, B. ignitus – 86.8%, Cephus cinc-
tus – 82%, Enicospilus sp. – 85.2%, Melipona bicolor –
86.7%, Polistes humilis – 84.7% и Spathius agrili –
84% [18, 25].

Филогенетический анализ последовательно-
сти некодирующего межгенного участка NC1 вы-
явил девять гаплотипов A. cerana (ACNC101,
ACNC102, ACNC103, ACNC104, ACNC105, ACNC106,
ACNC107, ACNC108, ACNC109), подразделенных
на две группы – A и B [39]. Гаплотип ACNC110
был обнаружен у A. c. koreana [18]. В настоящем
исследовании у A. c. ussuriensis обнаружен новый га-
плотип ACNC111, который отличался от ACNC110
инсерцией 31insT относительно начала последо-

Таблица 4. Генетические дистанции (выше диагонали) и генетические различия (ниже диагонали) между после-
довательностями полной мтДНК образцов A. cerana
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Дистанции Jukes–Cantor/Tamura–Nei/p-distance

AP018450, 
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вательности NC1. Филогенетический анализ по-
следовательности второго некодирующего меж-
генного участка NC2 выявил шесть гаплотипов
A. cerana (Japan1, Nepal1, ThaiS1, BurmaN1, BurmaN2
и BurmaN3), подразделенных на две группы – ма-
териковая Азия и Sundaland [41]. По нуклеотид-
ной последовательности NC2 A. c. ussuriensis отно-
сится к гаплотипу материковой Азии Japan1. Ве-
роятно, что присутствие гаплотипа Japan1 во всех

популяциях A. cerana в Азии свидетельствует об
общем происхождении всей популяции A. cerana
и последующем распространении по всей Азии.
Таким образом, по некодирующим межгенным
участкам NC1 и NC2 A. c. ussuriensis относится к
континентальной азиатской группе A. cerana и от-
личается от популяций A. c. cerana, A. c. koreana и
A. c. japonica. Предполагается, что генетические
различия A. c. ussuriensis являются результатом

Таблица 5. Генетические дистанции (выше диагонали) и генетические различия (ниже диагонали) между после-
довательностями гена VG яДНК образцов A. cerana
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естественного отбора и адаптивной эволюции
A. cerana в условиях резко континентального кли-
мата Приморского края.

Локальные свойства мутационного процесса
можно описывать не только вероятностью однонук-
леотидных мутаций на сайт, но и соотношением
транзиций (tr) к трансверсиям (tv). Отношение tr/tv
считается базовой характеристикой мутационного
процесса и является широко употребляемой од-
нопараметрической характеристикой мутацион-
ного спектра. Для большинства известных эука-
риот в норме отношение tr/tv > 1, в то время как
tr/tv < 1 свидетельствует о том, что повысилась
частота однонуклеотидных мутаций, инсерций
или делеций (инделов) или понизилась эффек-
тивность репарации ДНК. Изменчивость отно-
шения tr/tv в геноме может свидетельствовать в
пользу локальной смены мутационного механиз-

ма в ходе адаптации к сменяющимся условиям
окружающей среды [42–44].

Отношение транзиций к трансверсиям полной
мтДНК было 2.46 между A. c. ussuriensis и A. c. cerana;
2.14 между A. c. ussuriensis и A. c. japonica; 2.11 меж-
ду A. c. ussuriensis и A. c. koreana; 2.39 между A. c. us-
suriensis и A. c. indica; 0.47 между A. c. ussuriensis и
A. m. ligustica (табл. 3), что сходно с соотношением
tr/tv мтДНК 2.06 между Drosophila melanogaster и
D. yakuba [45]. Наименьшее значение отношения
tr/tv между A. cerana и A. mellifera 0.47 является
свидетельством смены мутационного механизма
в ходе приспособления к сменяющимся условиям
окружающей среды в результате дивергенции и
аллопатрического видообразования.

Генетические дистанции Jukes–Cantor, Tamu-
ra-Nei, p-distance по полной мтДНК и VG яДНК
показали, что их абсолютные значения не расходят-
ся сильно и могут быть успешно использованы в

Рис. 3. Филогенетические взаимоотношения представителей A. cerana разных популяций на основе кластерного ана-
лиза методом ближайшего соседа и генетических дистанций Jukes–Cantor. а – на основе последовательности полной
мтДНК; б – на основе последовательности гена VG яДНК.
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100

100

100

100

100

100
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100
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АР017314, А. с. japonica, Kyoto, Япония

АР017941, А. с. japonica, Amami, Япония

КХ908206, А. с. koreana, Chungcheongbuk-do, Корея

АР018431, А. с. koreana, Jeollanam-do, Корея

АР018450, А. с. ussuriensis, Приморский край, Россия

КМ244704, А. с. cerana, Yunnan, Китай

АР017983, А. с. cerana, Jiangsu, Китай

АР017984, А. с. indica, Taipei, Тайвань

АР018149, А. с. indica, Sabah, Borneo, Малайзия

NC 001566, А. m. ligustica, США

А. с. cerana, Jiangxi, Китай

А. с. ussuriensis, Приморский край, Россия 02

А. с. ussuriensis, Приморский край, Россия 01

А. с. koreana, Gyeongsangnam-do, Корея

А. с. koreana, Gyeongsangbuk-do, Корея 02

А. с. japonica, Kitahiroshima, Япония 02

А. с. japonica, Kitahiroshima, Япония 01

А. с. indica, Taichung, Тайвань 02

А. с. indica, Taichung, Тайвань 01

А. т. mellifera, Warsaw, Польша

А. с. cerana, Yunnan, Китай
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кластерном анализе. По каждому из дистанций
можно получить сходный паттерн кластеризации.
Было выявлено, что подвид A. c. ussuriensis генети-
чески более близок к A. c. japonica (дивергенция
1.10% по мтДНК и 0.93% по гену VG яДНК; ди-
станции Jukes–Cantor 0.005 по мтДНК и 0.009 по
гену VG яДНК) и A. c. koreana (дивергенция 1.30%
по мтДНК и 0.90% по гену VG яДНК; дистанции
Jukes–Cantor 0.005 по мтДНК и 0.012 по гену VG
яДНК), A. c. cerana (дивергенция 2.55% по мтДНК
и 1.25% по гену VG яДНК; дистанции Jukes–Can-
tor 0.006 по мтДНК и 0.012 по гену VG яДНК), чем
к A. c. indica (дивергенция 5.15% по мтДНК и
1.50% по гену VG яДНК; дистанции Jukes–Cantor
0.032 по мтДНК и 0.013 по гену VG яДНК) (табл. 4, 5).
Таким образом, по генетическим дистанциям и
дивергенции наблюдается подразделение подви-
дов на две группы – Северной и Южной Азии.

Филогенетические деревья, построенные по
полной мтДНК и гену VG яДНК, показали сход-
ство в кластеризации на две группы – Южной и
Северной Азии (рис. 3). Образцы A. mellifera распо-
лагаются отдельно и служат в качестве внешней
группы. Все подвиды A. cerana, за исключением
A. c. koreana, группируются в отдельные кластеры
по полной мтДНК и гену VG яДНК, что свиде-
тельствует о том, что отцовская и материнская со-
ставляющие генома географически распространя-
лись совместно. Это возможно при естественной
миграции, а также при перемещении пчеловодом
семей пчел. В случае с A. c. koreana представители
этого подвида группировались по мтДНК как с
A. c. japonica, так и с A. c. ussuriensis, что может
быть следствием потока генов по материнской
линии от этих подвидов в популяцию A. c. koreana,
ареал которой расположен географически между
ними. Такое может произойти в результате им-
порта маток A. c. japonica и A. c. ussuriensis в Юж-
ную Корею, где они в дальнейшем скрещивались
с местными трутнями A. c. koreana.

Как известно, диапазон генетической дивер-
генции 0.80–8.00% и генетическая дистанция
Jukes–Cantor 0.005–0.100 соответствовали диапа-
зону внутривидовых уровней различий у насеко-
мых [19, 25, 46, 47]. Значения генетической ди-
вергенции и генетической дистанции по мтДНК
и гену VG яДНК между A. c. ussuriensis, A. c. koreana,
A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica находятся в
пределах внутривидовых различий между подви-
дами.

Поскольку дивергенция мтДНК идет со скоро-
стью 2.3% на 1 млн лет [48, 49], можно рассчитать,
что возраст изоляции и последующей дивергенции
A. c. ussuriensis может составлять 0.50 млн лет (1.10%)
с A. c. japonica, 0.56 млн лет (1.30%) с A. c. koreana,
1.1 млн лет (2.55%) с A. c. cerana, 2.2 млн лет
(5.15%) с A. c. indica (табл. 4, 5). Можно предполо-

жить, что вероятное время возникновение подви-
дов A. cerana около 2–1 млн лет назад.

Таким образом, Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al.,
2019 наименее изученный из всех подвидов в свя-
зи с тем, что встречается редко и только в диком
виде в лесах Приморского и Хабаровского краев
до 47°54′ с.ш. Генетические исследования подви-
да представляют большой интерес для науки, по-
скольку подвид подвержен естественному отбору
и адаптивной эволюции, где все признаки пчел
должны формироваться критическими условия-
ми Северной Азии. Мы секвенировали и анноти-
ровали последовательности полной мтДНК пчел
подвидов A. c. ussuriensis (AP018450) и A. c. koreana
(AP018431) и шести экзонов гена вителлогенина
VG яДНК подвидов A. c. ussuriensis, A. c. koreana,
A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica. Последова-
тельность мтДНК имеет длину 15919 пн, содер-
жит AT 84% и GC 16%, включает 22 гена тРНК, 13
белок-кодирующих генов, два гена рибосомной
РНК 16S и 12S rRNA, один AT-богатый регион и
четыре некодирующие межгенные области NC1–4.
Все белок-кодирующие гены начинаются с кодо-
нов ATT и ATG, за исключением гена ATP8 со
стартовым кодоном ATC, а заканчивается стоп-
кодонами TAA и TAG. Было показано, что по NC1
участку A. c. koreana относится к гаплотипу
ACNC110, а A. c. ussuriensis – к гаплотипу ACNC111,
тогда как по участку NC2 оба подвида относятся к
гаплотипу Japan1. Методом кластерного анализа
последовательностей мтДНК и гена VG яДНК бы-
ло показано разделение подвидов пчел на две
группы – южных регионов (A. c. indica) и север-
ных регионов (A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japon-
ica, A. c. cerana). Было показано, что подвид
A. c. ussuriensis генетически более сходен с A. c. ja-
ponica, A. c. koreana и A. c. cerana, чем с A. c. indica.
Значения генетической дивергенции (0.80–8.00%) и
генетической дистанции Jukes–Cantor (0.005–
0.100) по мтДНК и гену VG яДНК между подвида-
ми A. c. ussuriensis Ilyasov et al., 2019, A. c. koreana
Ilyasov et al., 2019, A. c. japonica Radoszkowski, 1887,
A. c. cerana Fabricius, 1793, A. c. indica Fabricius,
1798 находятся в пределах внутривидовых разли-
чий между подвидами.
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Genetic Properties and Evolution of Ussurian Wax Bee
Apis cerana ussuriensis from the Primorsky Territory of Russia
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A. c. ussuriensis is the most northern subspecies of the honey bee A. cerana, distributed in the taiga of Pri-
morsky and Khabarovsky territories up to 47°54′ N. Genetic studies of this subspecies are of great interest for
science and beekeeping, since all adaptive characters were formed under the influence of the environment
without human intervention. We sequenced and annotated the complete mitochondrial DNA (mtDNA) se-
quences of honey bee subspecies Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 (AP018450) from Primorsky Ter-
ritory and Apis cerana koreana Ilyasov et al., 2019 (AP018431) from South Korea and six exons of the gene
vitellogenin VG E2–E7 of nuclear DNA (nDNA) of honey bee subspecies A. c. ussuriensis, A. c. koreana,
A. c. japonica, A. c. cerana, and A. c. indica Fabricius, 1798. The method of cluster analysis of the sequences
of mtDNA and the gene VG of nDNA showed the separation of bees into two groups, including the southern
subspecies A. c. indica and northern subspecies A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana.
Based on genetic divergence, it was shown that the subspecies A. c. ussuriensis is genetically close to A. c. japonica,
A. c. koreana and A. c. cerana than with a subspecies A. c. indica. Values of genetic divergence (0.80–8.00%)
and Jukes-Cantor genetic distance (0.005–0.100) for mtDNA and gene VG of nDNA between A. subspecies
A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica are within intraspecies differences be-
tween insect subspecies. The estimated time of origin of A. cerana subspecies was rated about 2–1 million
years ago.

Keywords: Apis cerana, A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica, mitochondrial
genome, subspecies, divergence, evolution, Primorsky Territory, vitellogenin, mtDNA, nDNA.
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АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФНОГО ЛОКУСА rs1799998, c.–344T>C 
ГЕНА АЛЬДОСТЕРОНСИНТАЗЫ (CYP11B2) С РАЗВИТИЕМ
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Саркоидоз легких относится к иммуновоспалительным заболеваниям. Альдостерон способен акти-
вировать клетки врожденного иммунитета, его уровень зависит от активности альдостеронсинтазы
(CYP11B2). Роль гена CYP11B2 в этиологии и патогенезе саркоидоза легких не изучена. В настоящей
статье изучены ассоциация полиморфизма (rs1799998, c.–344T>C) гена CYP11B2 с развитием сарко-
идоза легких и оценка взаимосвязи полиморфных вариантов гена CYP11B2 с биохимическими по-
казателями плазмы крови (CRP, VCAM1, IL1, IL6, TNF). В исследование включено 255 человек (119 па-
циентов с диагнозом “саркоидоз легких” и 136 здоровых доноров), проживающих в Республике Каре-
лия. Анализ локуса rs1799998 гена CYP11B2 в указанных группах проводили методом полимеразной
цепной реакции с последующим анализом длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ). Содержа-
ние CRP, VCAM1, IL1, IL6, TNF в плазме крови здоровых людей определяли методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА). Установлено, что в группе больных саркоидозом легких частота генотипа ТТ по
rs1799998 гена CYP11B2 значимо выше, чем в группе здоровых людей (χ2 = 4.05; p = 0.045). Выявлено
повышение риска развития саркоидоза легких у носителей аллеля T (OR = 1.60; 95% CI: 1.102–2.221)
и генотипа TT (OR = 2.16; 95% CI: 1.181–3.947). Содержание VCAM1 в плазме крови здоровых доно-
ров достоверно выше у лиц с генотипом ТТ по сравнению с носителями альтернативных генотипов
(1465.91 и 967.05 нг/мл соответственно; р = 0.002).

Ключевые слова: саркоидоз легких, ген альдостеронсинтазы, легочная гипертензия, VCAM1.
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Саркоидоз относится к системным иммуновос-
палительным заболеваниям с неустановленной
этиологией. Образование эпителиоидно-клеточных
гранулём в различных органах и тканях (преимуще-
ственно в легких, до 90% случаев) – характерная
особенность патологии [1]. Одним из частых
осложнений данного заболевания является раз-
витие легочной гипертензии, которая, по мнению
ряда авторов, возникает у 5–74% больных [2, 3].
Развивающиеся вследствие этого функциональ-
ные нарушения – неблагоприятный прогности-
ческий фактор, связанный со значительным уве-
личением (в 8–10 раз) смертности больных [2].
Распространенность саркоидоза в Российской
Федерации колеблется от 22 до 47 чел. на 100 тыс.
населения. В последние десятилетия наблюдается
неуклонный рост заболеваемости саркоидозом.
Распространенность в Республике Карелия со-
ставляет 73 чел. на 100 тыс. населения, больше
чем в среднем по стране [4, 5].

В настоящее время этиопатогенез саркоидоза
трактуется как генетически обусловленная гипер-
активность иммунной системы, которая приводит
к гранулёматозному воспалению посредством ре-
акции гиперчувствительности замедленного типа
в результате воздействия неизвестного причин-
ного фактора [6]. Патогенез саркоидоза характери-
зуется активацией клеток врожденного и адаптив-
ного иммунитета. В связи с этим считается, что
восприимчивость людей к данному заболеванию
может определяться носительством аллельных ва-
риантов генов, кодирующих самые различные бел-
ки, являющиеся компонентами иммунной систе-
мы [7]. Среди генов, продукты которых участвуют
в регуляции иммунного ответа при саркоидозе лег-
ких, называются гены Toll-подобных поверхност-
ных рецепторов, внутриклеточных NOD-подоб-
ных рецепторов, гены, кодирующие провоспали-
тельные цитокины, например TNF и др. Широко
исследуется роль генов основного комплекса ги-
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стосовместимости в повышении риска развития
данного заболевания и тяжести его течения. В сти-
мулировании клеток иммунной системы играют
роль компоненты ренин-ангиотензин-альдостеро-
новой системы (РААС). Так, повышенная экспрес-
сия ангиотензин-превращающего фермента (АПФ)
способствует увеличению уровня АФК и тран-
скрипционного фактора c/EBPβ в макрофагах,
что приводит к усилению продукции TNFα и
снижению экспрессии нескольких маркеров М2
макрофагов [8]. Таким образом, изменение уровня
АПФ может быть причиной переключения диффе-
ренцировки макрофагов с фенотипа М1 (активно
вырабатывающих провоспалительные цитокины и
цитотоксические молекулы) на фенотип М2 с вы-
сокой фагоцитарной активностью [9].

Показано, что в крови больных саркоидозом
значимо повышен уровень ангиотензин-превраща-
ющего фермента [10, 11]. Кроме того, образующийся
при участии АПФ вазоконстриктор ангиотензин II
также обладает провоспалительным эффектом [12].
Этот эффект ангиотензина II опосредован через
активацию фактора транскрипции NF-kB и по-
следующей продукцией каскада медиаторов вос-
паления [13].

Другим, не менее значимым компонентом
РААС, который может быть медиатором воспале-
ния, является альдостерон, основной регулятор
синтеза и секреции которого – ангиотензин II.
Данный гормон обусловливает накопление в ор-
ганизме натрия и способствует возрастанию объ-

ема циркулирующей крови (ОЦК), что приводит
к повышению артериального давления и увеличе-
нию вывода калия из организма [14]. Ключевой
фермент синтеза альдостерона – альдостерон-
синтаза, кодируемая геном цитохрома P450 11b2
(CYP11B2). Установлено, что некоторые мутации
в гене CYP11B2 могут приводить к изменению
уровня экспрессии гена и активности альдосте-
ронсинтазы [15, 16]. В работе White и соавт. [17]
показано, что однонуклеотидная замена цитозина
на тимин в положении –344 промоторной области
гена CYP11B2 (rs1799998, c.–344T>C) изменяет
эффективность связывания стероидогенного
транскрипционного фактора (SF-1), что отража-
ется на экспрессии гена CYP11B2.

Опубликованные данные по ассоциации по-
лиморфных локусов гена CYP11B2 с развитием
патологического процесса при саркоидозе легких
на сегодняшний день отсутствуют.

Цель настоящего исследования заключалась в
изучении ассоциации полиморфизма (rs1799998,
c.–344T>C) гена CYP11B2 с развитием саркоидо-
за легких у больных, проживающих в Республике
Карелия, и оценки взаимосвязи полиморфных ва-
риантов гена CYP11B2 с биохимическими показате-
лями плазмы крови (CRP, VCAM1, IL1, IL6, TNF).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включено 255 человек (119 па-

циентов с морфологически подтвержденным диа-
гнозом саркоидоза легких (средний возраст 44.25 ±
± 1.16 года) и 136 здоровых доноров (контроль),
средний возраст 43.78 ± 1.24 года), проживающих на
территории Республики Карелия. Группы боль-
ных и контроля, включенные в исследование, бы-
ла смешанными по этническому составу.

Материалом для исследований служили образцы
периферической крови, полученные при содей-
ствии Отделения интенсивной респираторной тера-
пии Республиканской больницы им. В.А. Баранова
Республики Карелия. Характеристика больных
представлена в табл. 1. Информационное согла-
сие было получено от всех пациентов. Pабота
одобpена локальным этическим комитетом ГБУ3
“Pеспубликанская больница им. В.А. Баранова”,
протокол № 96 от 11.07.2017.

Диагноз саркоидоза легких устанавливался на
основании клинико-рентгенологических и лабо-
раторных изменений, соответствовал междуна-
родным критериям выявления этого гранулёма-
тоза [18]. У всех пациентов (100%) саркоидоз был
верифицирован гистологически на основании
исследования биоптата. Для морфологической
верификации диагноза саркоидоза использова-
лись следующие методы диагностики: видеотора-
коскопия – 50% случаев, трансбронхиальная
биопсия – 43%, открытая биопсия легких – 3%,

Таблица 1. Клиническая характеристика группы па-
циентов

Примечание. Классификация саркоидоза по K. Wurm (1958 г.).

Признак
Число пациентов

(N = 119)
n (%)

Мужчины 35 (29.41)
Женщины 84 (70.59)
Стадия 1 14 (11.76)
Стадия 2 95 (79.83)
Стадия 3 9 (7.56)
Стадия 4 1 (0.84)
Генерализованный саркоидоз 3 (2.52)
Пациенты с рецидивирующим 
течением саркоидоза 25 (21.01)

Функция внешнего дыхания
Нормальная 109 (91.60)
Обструктивные нарушения 3 (2.52)
Рестриктивные нарушения 7 (5.88)
Нарушения диффузионной
способности легких 12 (10.08)
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биопсия другого органа (кожа, периферический
лимфатический узел) – 4%.

Критерии исключения из исследования: нали-
чие сахарного диабета, выраженные нарушения
функции внутренних органов, а также перенесен-
ные в последний месяц инфекционные заболева-
ния, курение табака, беременность и лактация, ал-
когольная зависимость, индекс массы тела ≥30 кг/м.
Пациенты, включенные в настоящее исследова-
ние, не принимали каких-либо лекарственных
препаратов (в том числе гормональных) и нахо-
дились в состоянии ремиссии.

Геномную ДНК из цельной крови выделяли с
помощью набора Analytik jena (Германия). Гено-
типирование полиморфного локуса rs1799998,
c.‒344T>C гена CYP11B2 осуществляли методом
ПЦР-ПДРФ. ПЦР проводили на приборе Maxygene
(США). Для амплификации использовали набор
ScreenMix-HS (набор включал: высокопроцессив-
ную Taq ДНК-полимеразу со специфическими мо-
ноклональными антителами, смесь дезоксинуклео-
зидтрифосфатов, Mg2+, ПЦР-буфер, красители) и
праймеры производства фирмы “Евроген” (Рос-
сия). Последовательность праймеров представле-
на в работе [19]. ПЦР-продукты обрабатывали
эндонуклеазой рестрикции HaeIII (1 е.а.) (“Сиб-
энзим”, Россия) в течение 4 ч при 37°С, согласно
инструкции к набору. После рестрикции фрагменты
ДНК разделяли в 6%-ном полиакриламидном геле
(ПААГ), используя трис-ацетатный буфер, окраши-
вали 1%-ным раствором бромистого этидия и визу-
ализировали в проходящем УФ свете.

Для оценки взаимосвязи генотипов поли-
морфного локуса rs1799998, c.–344T>C гена
CYP11B2 с биохимическими показателями ис-
пользовали периферическую кровь здоровых лю-
дей с целью исключить влияние на них терапии и
воспалительного процесса (28 человек, ср. возраст
44.15 ± 2.70 года). Забор крови для иммунофер-
ментного анализа проводился натощак. В работе
использованы наборы для иммуноферментного
анализа (ИФА) фирмы “Biomerica”, США (для
определения CRP, VCAM1), “Invitrogen”, США
(для определения уровня цитокинов IL1, IL6, TNF).
Содержание указанных белков определяли в плазме
после центрифугирования (15 мин при 1200 об./мин)
цельной крови согласно инструкциям к наборам.
Оптическую плотность растворов определяли
при длине волны 450 нм на микропланшетном
ридере Tecan Sunrise (Tecan, Швейцария).

Для статистической обработки результатов ис-
следования использовали пакет программ Stat-
graphics Centurion XV и MS Excel. С помощью
критерия χ2 оценивали достоверность различий
частот аллелей и генотипов в исследуемых груп-
пах. Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05. Для оценки риска развития саркоидоза
легких рассчитывали отношение шансов (OR) с

95%-ным доверительным интервалом (95% CI).
Различия считались значимыми при p < 0.05.

Для анализа достоверности различий содержа-
ния белков в плазме крови между группами был
использован непараметрический критерий U
Вилкоксона–Манна–Уитни. Для оценки влия-
ния генотипа на биохимические показатели плаз-
мы крови использовали дисперсионный анализ
по Краскелу–Уоллису (H). Данные по содержа-
нию белков в плазме крови представлены в виде
медианы. Возраст обследованных представлен в
виде среднего и ошибки среднего. Для оценки
взаимосвязи генотипов полиморфного локуса
rs1799998, c.–344T>C с биохимическими показа-
телями использован дисперсионный анализ
Краскела–Уоллиса.

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Распределение генотипов по полиморфному

локусу rs1799998, c.–344T>C гена CYP11B2 соответ-
ствовало равновесию Харди–Вайнберга в группе
больных (χ2 = 0.04; р = 0.980) и в контрольной
группе (χ2 = 1.86; р = 0.395).

При сравнительном анализе частот аллелей и
генотипов по локусу rs1799998 гена CYP11B2 уста-
новлено статистически значимое увеличение ча-
стоты аллеля Т (χ2 = 6.31; p = 0.013) и генотипа ТТ
в группе больных саркоидозом легких по сравне-
нию с контрольной группой (χ2 = 4.05; p = 0.045)
(табл. 2).

Согласно рассчитанному коэффициенту соот-
ношения шансов (OR) у носителей Т-аллеля риск
развития саркоидоза легких повышен в 1.60 раза
по сравнению с индивидами, имеющими в гено-
типе аллель С по rs1799998 гена CYP11B2: [OR =
= 1.60; 95% CI: 1.102–2.221]. Установлено, что у
носителей генотипа TT по полиморфному локусу
rs1799998 гена CYP11B2 риск развития саркоидоза
легких повышен в 2.16 раза по сравнению с носи-
телями СС и СТ генотипов: [OR = 2.16; 95% CI:
1.181–3.947].

Изучено содержание белков (CRP, VCAM1,
IL1, IL6, TNF) в плазме крови здоровых людей,
носителей разных генотипов по полиморфному
локусу rs1799998, c.–344T>C гена CYP11B2 (табл. 3).

По результатам иммуноферментного анализа
содержание молекул адгезии VCAM1 в плазме
крови здоровых доноров достоверно выше у но-
сителей генотипа ТТ, по сравнению с носителями
других генотипов (U = 21.0; p = 0.002) (табл. 3).
Дисперсионный анализ по Краскелу–Уоллису
выявил значимую взаимосвязь между уровнем
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VCAM1 и полиморфными вариантами гена
CYP11B2 (H = 4.91; p = 0.027).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе исследована ассоциация
полиморфного локуса rs1799998, c.–344T>C гена
CYP11B2 с риском развития саркоидоза легких у
жителей Республики Карелия. Данная мутация в
регуляторной области гена CYP11B2 ассоцииро-
вана с изменением уровня альдостерона в плазме
крови, как отмечено ранее [15, 16]. Установлено,
что повышенный уровень альдостерона усилива-
ет воспалительный процесс, что может привести,
например, к ремоделированию кровеносных сосу-
дов, гипертрофии сердца, тубулоинтерстициально-
му фиброзу и повреждению клубочков в почках
[20]. В настоящем исследовании нами изучен вклад
полиморфизма rs1799998, c.–344T>C гена CYP11B2
в патогенез саркоидоза легких, заболевания, свя-
занного с развитием воспаления.

Аллельный полиморфизм генов, кодирующих
компоненты РААС, например гена АПФ, играет
значимую роль в патогенезе саркоидоза, что, в
свою очередь, может оказывать влияние на кли-
ническое течение заболевания [21]. Так, по дан-
ным метаанализа показана связь между риском
развития саркоидоза и носительством D-аллеля
I/D-полиморфного маркера гена АПФ (rs1799752)
[22]. Наличие D-аллеля связано с более высокой
активностью циркулирующего и тканевого
АПФ [23].

В качестве провоспалительного фактора при
развитии и прогрессировании гранулёматозного
воспаления при саркоидозе легких может высту-
пать, по-видимому, также гормон альдостерон
(другой компонент РААС), уровень которого мо-
жет зависеть от ряда факторов, в том числе и генети-
ческого полиморфизма [17]. Ключевым ферментом,
участвующим в синтезе гормона альдостерона, яв-
ляется альдостеронсинтаза, кодируемая геном
CYP11B2. Данный фермент относится к суперсе-

Таблица 2. Распределение генотипов и аллелей полиморфизма rs1799998 гена CYP11B2 в группе больных сарко-
идозом легких и в контрольной группе

Примечание. χ2 – критерий хи-квадрат Пирсона; d.f. – число степеней свободы; p – уровень значимости.

Генотип/Аллель
Контрольная группа

(N = 136)
n (%)

Больные саркоидозом 
легких (N = 119)

n (%)

Критерий
χ2

СС 42 (30.9) 26 (21.8) 7.136
(d.f. = 2, p = 0.029)СТ 72 (52.9) 58 (48.8)

ТТ 22 (16.2) 35 (29.4)

С 156 (57.4) 110 (46.2) 6.31
(d.f. = 1, p = 0.013)Т 116 (42.6) 128 (53.8)

Таблица 3. Биохимические показатели плазмы крови здоровых людей, носителей аллельных вариаций гена
CYP11B2 (c.–344T>C)

Примечание. Ме – медиана и интерквартильный диапазон (Ме (25%; 75%)); p – уровень значимости для критерия U Вилкок-
сона–Манна–Уитни.

Показатель

Генотип

риндивиды с генотипом
TT (n = 10), Ме

индивиды с генотипами
TC + CC (n = 18), Ме

CRP, мг/мл 0.99
(0.76; 1.56)

1.35
(0.94; 1.67) 0.23

IL1β, пг/мл 4.95
(4.19; 5.52)

4.95
(4.19; 6.09) 0.72

IL6, пг/мл 3.78
(3.35; 4.00)

4.16
(3.26; 5.33) 0.39

VCAM1, нг/мл 1465.91
(1265.91; 1625.00)

967.05
(809.09; 1111.36) 0.002

TNFα, пг/мл 8.00
(6.67; 9.67)

7.33
(6.67; 7.83) 0.30
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мейству цитохрома P450 и катализирует послед-
нюю стадию синтеза альдостерона из дезоксикор-
тикостерона [24]. Известно, что полиморфные
локусы в промоторной или в 3'-нетранслируемой
области гена CYP11B2 могут оказывать влияние
на уровень его экспрессии и активность образуе-
мого белка [25]. К таким полиморфным локусам
относится однонуклеотидная замена rs1799998,
c.–344T>C в промоторной области гена. В прове-
денном нами исследовании выявлена ассоциация
полиморфизма rs1799998, c.–344T>C гена CYP11B2
с риском развития саркоидоза легких. У носите-
лей аллеля Т и генотипа ТТ риск развития данно-
го заболевания повышен в 1.60 и в 2.16 раза соот-
ветственно. По данным литературы, c.–344T>C
гена CYP11B2 оказывает влияние на степень свя-
зывания с транскрипционным фактором SF-1,
который является регулятором экспрессии гена
альдостеронсинтазы и синтеза альдостерона [17].
Так, наличие С в положении c.–344 промотора
гена CYP11B2 позволяет более эффективно свя-
зывать транскрипционный фактор SF-1, по срав-
нению с Т в данном положении, увеличивая тем
самым экспрессию гена более чем в 4 раза [26].

Изменения содержания и активности альдо-
стеронсинтазы, обусловленные наличием мута-
ций в разных областях гена CYP11B2, могут быть
связаны с вариабельностью уровня альдостерона
в крови [27, 28]. Потенциальная роль альдостеро-
на как посредника клеточных и молекулярных
изменений при развитии гранулёматозного вос-
паления при саркоидозе легких может быть обу-
словлена его влиянием на процессы локального
воспаления, наблюдаемые в саркоидной гранулёме.
В ряде исследований показано, что альдостерон
способствует развитию воспалительных реакций
в различных тканях [29, 30]. При связывании аль-
достерона с минералокортикоидными рецепто-
рами (МР) (которые экспрессируются также на
поверхности мононуклеарных лейкоцитов) про-
исходит активация МР с последующей трансло-
кацией гормон-рецепторного комплекса в ядро
клетки, где он связывается с HRE (hormone re-
sponse elements) и модулирует экспрессию генов
[31]. В пользу специфичности связывания МР с
альдостероном свидетельствует более высокая
стабильность образуемого комплекса альдосте-
рон–МР по сравнению с комплексом кортизол–
МР [32]. Важная роль альдостерона в патогенезе
саркоидоза легких, а также провоспалительный
эффект, который данный гормон оказывает на
процессы локального воспаления, заключаются,
по видимому, в активации NF-kB-пути. Актива-
ция фактора транскрипции NF-kB (ядерный фак-
тор “каппа-би”; Nuclear Factor kappa B) приводит
к повышенному синтезу разнообразных медиато-
ров воспаления, таких как цитокины, хемокины
и др. [33]. Кроме того, альдостерон МР-зависимым
образом индуцирует фосфорилирование регулиру-

емой сыворотко/глюкокортикоид-индуцируемой
киназы 1 (SGK1; serum/glucocorticoid regulated ki-
nase 1), транскрипция которой контролируется ши-
роким спектром гормонов и регуляторов. SGK1, в
свою очередь, вовлечена в многочисленные внут-
риклеточные сигнальные пути, в том числе в ре-
гуляцию процессов воспаления и модулирования
воспалительного фенотипа моноцитов и макро-
фагов в самой гранулёме [34].

Учитывая вовлеченность альдостеронсинтазы
и альдостерона в формирование системного воспа-
ления, мы предположили, что носительство вариан-
тов гена CYP11B2 может обусловливать вариабель-
ность содержания белков, связанных с развитием
воспалительных реакций, например уровня цитоки-
нов. Согласно результатам нашего исследования у
носителей различных генотипов по полиморфному
локусу rs1799998, c.–344T>C гена CYP11B2 не выяв-
лено различий в содержании провоспалительных
цитокинов и С-реактивного белка. Тем не менее
обнаружена взаимосвязь содержания раствори-
мой формы VCAM1 с полиморфными варианта-
ми гена CYP11B2. Так, у носителей генотипа ТТ
гена CYP11B2 этот показатель в плазме крови был
значимо выше.

Известно, что уровень VCAM1 в плазме повыша-
ется при активации воспалительных процессов в ор-
ганизме и служит в качестве чувствительного марке-
ра эндотелиальной дисфункции, которая является
одним из звеньев патологического процесса легоч-
ной гипертензии и саркоидоза легких.

Результаты проведенного исследования свиде-
тельствуют о значимой ассоциации полиморфного
локуса rs1799998, c.–344T>C гена CYP11B2 с разви-
тием саркоидоза легких. Учитывая малочислен-
ность выборки и ее смешанный этнический состав,
необходимы проведение дальнейших исследований
на расширенной выборке и репликация результатов
в других этнических группах и популяциях. Необхо-
димо проведение функциональных исследований
для определения роли гена CYP11B2 в развитии и
прогрессировании патологического процесса при
саркоидозе.

Таким образом, генетический фон может
определять не только восприимчивость людей к
возникновению саркоидоза с поражением лег-
ких, но и клинические характеристики протека-
ния данного заболевания. В связи с этим важное
значение имеют попытки найти аллельные вари-
ации, которые могли бы выступать в качестве
прогностических маркеров предрасположенно-
сти населения к данному заболеванию и характе-
ризовали бы особенности его протекания у паци-
ентов.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на
выполнение государственного задания Карель-
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ского научного центра Российской академии на-
ук (тема № 0218-2019-0077).

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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Association of Polymorphic Locus rs1799998, c.–344T>C of Aldosterone Synthase 
(CYP11B2) Gene with Pulmonary Sarcoidosis Development

I. E. Malyshevaa, *, L. V. Topchievaa, and E. L. Tikhonovichb

aInstitute of Biology of Karelian Research Centre, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, 185910 Russia
bRepublican Hospital named after V.A. Baranov, Petrozavodsk, 185019 Russia

*e-mail: i.e.malysheva@yandex.ru

Pulmonary sarcoidosis is an immune-inflammatory disease. Aldosterone is able to activate cells of innate im-
munity, its level depends on the activity of aldosterone synthase (CYP11B2). The role of the CYP11B2 gene
in pulmonary sarcoidosis etiology and pathogenesis has not been studied. The aim of this study was to study
the association of CYP11B2 polymorphism (rs1799998, c.–344T>C) with development of sarcoidosis of the
lungs and to assess the relationship of polymorphic variants of CYP11B2 with biochemical parameters of plas-
ma (CRP, VCAM1, IL1, IL6, TNF). The sample included 255 people (119 patients with pulmonary sarcoid-
osis diagnosis and 136 healthy donors) inhabiting the Republic of Karelia. Analysis of rs1799998 locus of
CYP11B2 in the groups indicated was carried out by the method of polymerase chain reaction followed by the
analysis of restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The content of CRP, VCAM1, IL1, IL6,
TNF in healthy people plasma was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In the group
of patients with pulmonary sarcoidosis, the frequency of TT genotype for rs1799998 of CYP11B2 gene was
found to be significantly higher than in the group of healthy people (χ2 = 4.05; p = 0.045). An increased risk
of pulmonary sarcoidosis development was revealed in carriers of T allele (OR = 1.60; 95% CI: 1.102–2.221)
and TT genotype (OR = 2.16; 95% CI: 1.181–3.947). The content of VCAM1 in plasma of healthy donors was
significantly higher in persons with TT genotype compared with carriers of alternative genotypes (1465.91 ng/ml
and 967.05 ng/mL, respectively; p = 0.002).

Keywords: pulmonary sarcoidosis, aldosterone synthase gene, pulmonary hypertension, VCAM1.
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Расстройство пищевого поведения обусловливает переедание и рост избыточной массы тела. Слож-
ный патогенез формирования пищевой зависимости имеет генетическую основу. Цель нашего ис-
следования – изучить ассоциацию полиморфных вариантов генов, кодирующих рецепторы глута-
мата (GRIK5 rs8099939, GRIK3 rs534131, GRIA1 rs2195450, GRIN2B rs7301328, rs2268132, rs1805476,
GRIN1 rs6293), гамма-аминомасляной кислоты (GABBR2 rs3750344), гена рецепторов серотонина
(HTR2A rs6313, rs6311), гена нейротрофического фактора мозга (BDNF rs925946, rs11030107) и гена
трансмембранного белка 18 (TMEM18 rs2860323, rs6548238) с расстройством пищевого поведения у
индивидов с избыточной массой тела и ожирением. Ассоциация с уровнем показателя ИМТ обна-
ружена для генотипа GG гена GRIN1 (rs6293), генотипами СС-АС GRIK5 (rs8099939), СС-СТ
TMEM18 (rs6548238), СТ-ТТ GRIA1 (rs2195450). Расстройство ограничительного пищевого поведе-
ния было выявлено у носителей генотипов АС-АА локуса rs1805476 гена GRIN2B (Р = 0.04), носите-
лей генотипа GG локуса rs6293 гена GRIN1 (Р = 0.028). Расстройство эмоциогенного пищевого по-
ведения было характерно носителям аллеля А локуса rs1805476 гена GRIN2B (Р = 0.005) и носителям
генотипов АС-СС. Нарушение экстернального пищевого поведения было выявлено у носителей ге-
нотипов АА и АС полиморфного локуса rs1805476 гена GRIN2B (Р = 0.0003). Таким образом, поли-
морфные варианты генов глутаматных, серотониновых рецепторов, а также гена трансмембранного
белка 18 являются важными факторами развития расстройства пищевого поведения и ожирения.

Ключевые слова: ожирение, расстройство пищевого поведения, серотониновые рецепторы, рецепто-
ры глютамата, ассоциация.
DOI: 10.31857/S0016675821050040

Расстройство пищевого поведения (ПП), или
пищевая зависимость, обусловливает переедание
и рост избыточной массы тела [1]. Сложный пато-
генез формирования пищевой зависимости имеет
генетическую основу [2]. По результатам Genome
Wide Association Study (GWAS), были выявлены
локусы, обусловливающие менее 10% наследуе-
мости ожирения, вероятность наследования ожи-
рения в близнецовых исследованиях достигает
85% [3], тогда как исследование пищевого пове-
дения остается малоизученной проблемой. Од-
ним из обсуждаемых генов ожирения является
ген нейротрофического фактора мозга (BDNF),
ассоциированный с массой тела по результатам
GWAS [4]. Масштабное исследование генетических
антропометрических признаков (GIANT-консор-

циум) выявил дополнительные локусы, вносящие
вклад в развитие ожирения, например ген транс-
мембранного белка 18 (TMEM18) [5].

Гены, продукты которых принимают участие в
формировании личностных характеристик, могут
обусловливать аддиктивное поведение человека,
включая депрессию, алкоголизм, расстройство
пищевого поведения. Известно, что полиморф-
ные варианты генов нейротрансмиттерной систе-
мы способствуют формированию личностных ка-
честв, в том числе влияют на ПП [6].

Гены глутаматных рецепторов играют цен-
тральную роль в развитии синаптической пла-
стичности и нейротоксичности [7]. Глутамат яв-
ляется основным возбуждающим нейротранс-
миттером центральной нервной системы (ЦНС)
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[8]. Была установлена глутаматергическая приро-
да многих нейродегенеративных расстройств, и
нейротоксическое действие глутамата стало предме-
том исключительно интенсивного изучения после
того, как к нейропатологическим состояниям, обу-
словленным гиперактивностью глутаматергиче-
ской системы, отнесли не только классические
нейродегенеративные расстройства (болезнь
Альцгеймера, хорею Гентингтона, болезнь Пар-
кинсона, боковой амиотрофический склероз), но и
ишемические поражения головного мозга, различ-
ные энцефалопатии (включая диабетические), ко-
гнитивные и мнестические расстройства, алкого-
лизм и др. [9–15].

Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК, GABA) –
один из основных тормозных нейромедиаторов
ЦНС. ГАМК играет ключевую роль в процессах
торможения ЦНС. В этом контексте гамма-ами-
номасляная кислота является полным антагони-
стом глутамина (нейромедиатор возбуждения).

Известно, что серотонин влияет на настрое-
ние, состояние сна и бодрствования, и в том числе,
на потребление пищи и/или выборочное потреб-
ление продуктов, содержащих простые углеводы
[16]. Установлено действие этого нейромедиатора
на энергетический баланс в организме. Увеличе-
ние уровня серотонина в ЦНС способствует сни-
жению потребления пищи и уменьшению массы
тела. Гиперпродукция периферического серото-
нина посредством взаимодействия с адипоцито-
кинами приводит к ожирению [17]. Чаще всего в
основе психических нарушений лежит ряд общих
нейробиологических механизмов, поэтому мы
провели исследование как генов ассоциирован-
ных с ожирением (по GWAS), так и общеизвест-
ные гены с риском развития расстройства пище-
вого поведения.

Цель нашего исследования ‒ изучить ассоциа-
цию полиморфных вариантов генов, кодирующих
рецепторы глутамата (GRIK5 rs8099939, GRIK3
rs534131, GRIA1 rs2195450, GRIN2B rs7301328,
rs2268132, rs1805476, GRIN1 rs6293), гамма-ами-
номасляной кислоты (GABBR2 rs3750344), гена
рецептора серотонина (HTR2A rs6313, rs6311), ге-
на нейротрофического фактора мозга (BDNF
rs925946, rs11030107), гена трансмембранного
белка 18 (TMEM18 rs2860323, rs6548238) с рас-
стройством пищевого поведения у индивидов с
избыточной массой тела и ожирением.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы ДНК. Изучали ДНК неродственных

индивидов, татар по этнической принадлежно-
сти, проживающих на территории Республики
Башкортостан. Число обследованных составило

275 человек. Средний возраст испытуемых соста-
вил 55.6 ± 7.68 лет. В группу вошли 172 женщины
и 103 мужчины. Средний рост – 171.56 ± 8.63 см,
средняя масса тела – 79.7 ± 13.23, избыточная
масса тела (ИМТ) – 29.18 ± 3.30 кг/м2. Испытуе-
мые были дифференцированы по пищевому по-
ведению, в первую группу вошло 60 человек без
нарушений ПП, т.е. все параметры по трем видам
ПП входили в референсные значения, вторую
группу составили испытуемые с нарушением ПП
хотя бы по одному параметру (N = 215). Пациенов
с ожирением (ИМТ ≥ 30 кг/м2) обследовали в
“Центре коррекции веса и сопутствующих забо-
леваний” на базе больницы скорой медицинской
помощи, в 21-ой больнице г. Уфа, на Республи-
канской станции переливания крови.

Для оценки пищевого поведения использова-
ли Голладский опросник пищевого поведения
(DEBQ) [18]. Анкета опросника включала 33
пункта, учитывающих следующие пищевые осо-
бенности: сдержанность (десять пунктов) растор-
моженность (десять пунктов), измеряемая как
внешнее питание, и эмоциональное питание (13
вопросов). Данная анкета была адаптирована
Ю.Л. Савчиковой для России [19]. Полученные
нами референсные значения пищевого поведе-
ния: для ограничительного ПП (ОПП) – 2.41 бал-
лов, для эмоциогенного (ЭмПП) – 1.88 баллов,
для экстернального ПП (ЭкПП) – 3.22 балла.

Исследование одобрено комитетом по этике
ИБГ УНЦ РАН. От всех участников получали ин-
формированное добровольное согласие на ис-
пользование биологического материала в плани-
руемых исследованиях.

Генотипирование. ДНК выделяли из лейкоци-
тов периферической крови с использованием ме-
тода фенольно-хлороформной очистки. Поли-
морфные варианты генов GRIK5 rs8099939
(g.42016956T>G), GRIK3 rs534131 (g.20608A>G),
GRIN2B rs2268132 (g.152108G>A), GABBR2 rs3750344
(g.98578034T>C), HTR2A rs6313 (g.6230C>T), rs6311
(g.4692G>A), BDNF rs925946 (g.27645655T>G),
rs11030107 (g.27673288A>G), TMEM18 rs2860323
(g.614210A>G), rs6548238 (g.634905T>C) анализи-
ровали при помощи полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени с использованием ком-
мерческих наборов с флуоресцентной детекцией
(FLASH/RTAS) (http://testgen.ru, ООО “Тест-Ген”,
Россия) и прибора BioRad CFX96 TM (“Bio-Rad
Laboratories”, Inc., USA). Флуоресценцию “по ко-
нечной точке” и дискриминацию генотипов опре-
деляли по протоколу BioRad CFX96TM, исполь-
зуя программу CFX Manager TM Software.

Полиморфные локусы GRIN2B rs7301328
(c.366C>G), rs1805476 (1354C>A), GRIK3 rs534131
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(g.20608A>G), GRIA1 rs2195450 (c.-750C>T) и GRIN1
rs6293 (c.789A>G) исследовали при помощи ПЦР
с последующим расщеплением продукта соответ-
ствующими рестриктазами TaqI, HaeIII, PstI, TaqI,
MspI. Условия проведения ПЦР, последователь-
ности праймеров представлены в табл. 1.

Статистическая обработка результатов. Рас-
считывали частоты аллелей и генотипов, соответ-
ствие распределения частот генотипов равнове-
сию Харди–Вайнберга; оценивали статистиче-
скую значимость различий между группами по
распределению частот аллелей и генотипов с ис-
пользованием критерия χ2 Пирсона. В ряде слу-
чаев для оценки достоверности различий частот
использовался также трендовый тест Кохрана–
Армитажа [20]. Вклад генотипов изучаемых локу-
сов в вариабельность количественных признаков,
характеризующих пищевое поведение (показатели
пищевого поведения по трем видам нарушений),
отражающего уровень пищевой зависимости и ха-
рактеристики ожирения определяли при помощи
критерия Крускела–Уоллиса (в случае трех групп)
или Манна–Уитни (в случае двух групп). Для рас-
четов использовали программу Statistica v. 6.0
(StatSoft Inc., USA) [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Прежде чем приступить к анализу ассоциации
генов-кандидатов с развитием ожирения и нару-

шенного ПП, мы проверили соответствие рас-
пределения частот генотипов полиморфных ва-
риантов генов равновесию Харди–Вайнберга,
данные для группы сравнения; в нее входили ли-
ца без расстройства ПП, данные представлены в
табл. 2. Распределение частот генотипов поли-
морфных локусов не отклонялось от распределе-
ния Харди–Вайнберга в группе сравнения.

По результатам анализа распределения частот
генотипов и аллелей 14-ти полиморфных вариан-
тов генов: GRIK5 rs8099939, GRIK3 rs534131,
GRIA1 rs2195450, GRIN2B rs7301328, rs2268132,
rs1805476, GRIN1 rs6293, GABBR2 rs3750344, HTR2A
rs6313, rs6311, BDNF rs11030107, rs925946, TMEM18
rs2860323, rs6548238 – с развитием нарушенного
пищевого поведения выявлена ассоциация по ло-
кусам rs2195450 гена GRIA1, rs6293 гена GRIN1 и
rs8099939 гена GRIK5.

Далее мы провели анализ количественных па-
раметров ожирения среди всех испытуемых с уче-
том индекса массы тела (ИМТ). Были обнаружены
статистически значимые различия в значениях
ИМТ у некоторых индивидов с различными гено-
типами полиморфного локуса rs2195450 гена GRIA1
(табл. 3). Для индивидов с гетерозиготным и го-
мозиготным по редкому аллелю генотипами локуса
rs2195450 гена GRIA1 характерны более высокие
значения ИМТ (P = 0.0071). Ассоциация выявле-
на и для локуса rs2268132 гена GRIN2B, в этом

Таблица 1. Полиморфные маркеры, локализация, нуклеотидные последовательности праймеров, рестриктазы и
аллели

Ген, локус Полиморфизм, 
локализация Праймер, рестриктаза Аллель, 

размер фрагмента, пн

GRIN2B
rs7301328

12:13865843
c.366C>G
nsSNP

F 5'-TCAGCACAGACTCTCACCTC-3'
R 5'-CCTCAGCACAAACCCGC-3'
TaqI

C – 112
G – 93, 19

GRIN2B
rs1805476

12:13561429
c.*1354C>A
regSNP

F 5'-TTAAGAGAAATGAGCTTGGC-3'
R 5'-TGTTAAGTGAAGGGAGCATC-3'
HindIII

A – 135, 181
C – 19, 116, 181

GRIK3
rs534131

1:37018636
g.20608A>G

F 5'-GGCTGTGTGAGGGCAGAC-3'
R 5'-CCCGATTCTACTGGGACCTT-3'

G – 156
A – 125, 31

GRIA1
rs2195450

5:153491449
c.-750C>T

F 5'-TCTAAGAGGAGGGGGCAAGG-3'
R 5'-GCTTGGTAGATGGTGCTTGA-3'
TaqI

T – 122
C – 94, 24

GRIN1
rs6293

9:137156786
c.789A>G

F 5'-CGTTCTTGCCGTTCATGA-3'
R 5'-GTAAGAGCCAGCAGCAACGGAG-3'
MspI

G – 138, 113, 59, 114
A – 251, 173
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Таблица 2. Распределение частот генотипов и аллелей полиморфных локусов генов GABBR2, GRIK3, GRIK5, HTR2A, 
GRIN2B, GRIN1, BDNF и TMEM18 в группах индивидов с нормальным и нарушенным пищевым поведением

Примечание. Уровни значимости: Ра – для равновесия Харди–Вайнберга, Pв – для критерия χ2, Рс – для трендового теста
Армитажа.

№ Ген, 
полиморфизм

Генотипы,
аллели

Нормальное ПП,
абс. (%), N = 60

Расстройство ПП,
абс. (%), N = 215 Р а Pв Рс

1 GABBR2
rs3750344

TT/CT/CC
T/C

36 (60.0)/21 (35.0)/3(5.0)
93 (78.0)/27 (22.0)

116(54.5)/80(37.6)/17(8.0)
312 (73)/114 (27)

1 0.62
0.41

0.35

2 GRIK3
rs534131

GG/GA/AA
G/A

22 (36.7)/34 (56.7)/4 (6.7)
78 (65.0)/42 (35.0)

82 (38.1)/114 (53.0)/19 (8.8)
278 (65.0)/152 (35.0)

0.09 0.81
0.97

0.93

3 GRIA1 
rs2195450

СС/СТ/ТТ
C/T

37 (61.7)/20 (33.3)/3 (5.0)
94 (78.0)/26 (22.0)

103 (47.9)/90 (41.9)/22 (12.0)
296 (69.0)/134 (31.0)

1 0.12
0.05

0.02

4 GRIN2B 
rs7301328

GG/GC/CC
G/C

18 (30.0)/31 (51.7)/11 (18.3)
257 (60.0)/173 (40.0)

81 (37.7)/95 (44.2)/39 (18.1)
67 (56.0)/53 (44.0)

0.8 0.51
0.50

0.45

5 GRIN2B
rs2268132

CC/AC/AA
C/A

32 (53.3)/22 (36.7)/6 (10.0)
86 (72.0)/34 (28.0)

84 (39.1)/98 (45.6)/33 (15.3)
266 (62.0)/164 (38.0)

0.5 0.13
0.06

0.05

6 GRIN2B
rs1805476

СС/АСАА
С/А

12 (20.0)/29 (48.3)/19 (31.7)
53 (44.0)/67 (56.0)

63 (29.3)/98 (45.6)54 (25.1)
224 (52.0)/206 (48.0)

1 0.3
0.15

0.13

7 GRIN1
rs6293

AA/AG/GG
A/G

35 (58.3)/24 (40.0)/1 (1.7)
94 (78.0)/26 (22.0)

99 (46.0)/102 (47.4)/14 (6.5)
300 (70.0)/130 (30.0)

0.26 0.1
0.08

0.04

8 GRIK5
rs8099939

CC/AC/AA
C/A

18 (30.0)/26 (43.3)/16 (26.7)
62(52.0)/58 (48.0)

87 (45.0)/95 (44.2)/33 (15.3)
269 (63.0)/161 (37.0)

0.31 0.11
0.04

0.00

9 HTR2A
rs6313

CC/CT/TT
C/T

21 (35.0)/29 (48.3)/10 (16.7)
71 (59.0)/49 (41.0)

59 (27.4)/107 (49.8)/49 (22.8)
225 (52.0)/205 (48.0)

0.75 0.41
0.22

0.26

10 HTR2A
rs6311

CC/CA/AA
C/A

23 (38.3)/28 (46.7)/9 (15)
74 (62.0)/46 (38.0)

58 (27.0)/105 (48.8)/52(24.2)
221 (51.0)/209 (49.0)

0.66 0.14
0.05

0.15

11 BDNF
rs11030107

AA/AG/GG
A/G

39 (65.0)/20 (33.3)/1 (1.7)
98 (81.7)/22 (18.3)

159 (73.9)/54 (25.1)/2 (1.0)
372 ( 86.5)/58 (13.5)

0.34 0.38
0.23

0.16

12 BDNF
rs925946

GG/GT/TT
G/T

31 (51.7)/24 (40.0)/5 (8.3)
86 (71.6)/34 (28.4)

129 (60.0)/70 (32.6)/16 (7.4)
328 (76.3)/102 (23.7)

0.90 0.50
0.36

0.31

13 TMEM18
rs2860323

СС/СТ/ТТ
C/T

40 (66.7)/18 (30.0)/2 (3.3)
98 (81.7)/22 (18.3)

155 (75.6)/49 (23.9)/1 (0.5)
359 (87.6)/51 (12.4)

0.98 0.10
0.13

0.08

14 TMEM18 
rs6548238

СС/СТ/ТТ
C/T

37 (61.7)/21 (35.0)/2 (3.3)
95 (79.2)/25 (20.8)

146 (67.9)/60 (27.9)/9 (4.2)
352 (81.9)/78 (18.1)

0.63 0.56
0.59

0.51

случае высокие показатели уровня ИМТ харак-
терны для генотипов АС и АА (Р = 0.04). Ассоциа-
ция определена для локуса rs6293 гена GRIN1. Но-
сители генотипов AG и GG этого локуса имеют
высокие значения ИМТ, достигающие 29.92 и
33.31 кг/м2 соответственно (Р = 0.0068). Носители

генотипов СС и АС полиморфного локуса rs8099939
гена GRIK5 также обладают повышенным уровнем
ИМТ, достигавшим 30.16 и 30.06 кг/м2 соответ-
ственно (Р = 0.0069). Статистически значимые ассо-
циации наблюдались и в случае полиморфного ло-
куса rs6548238 гена TMEM18. У лиц с гомозиготным
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Таблица 3. Результаты анализа ассоциации полиморфных локусов генов-кандидатов с уровнем ИМТ

Примечание. M (±SEM) – среднее значение и ошибка среднего, Pа – достоверность для H-критерия Крускала–Уоллиса.

№ Ген, полиморфизм Генотип M (±SEM),
N = 275 Pа

1 GABBR2
rs3750344

TT/CT/CC 29.51 (0.44)
29.46 (0.46)
31.39 (1.44)

0.3

2 GRIK3
rs534131

GG/GA/AA 29.98 (0.53)
29.44 (0.42)
29.48 (1.17)

0.72

3 GRIA1
rs2195450

СС/СТТТ 28.75 (0.42)
30.34 (0.52)
31.66 (0.9)

0.0071

4 GRIN2B
rs7301328

GG/GC/CC 30.01 (0.52)
29.73 (0.5)
28.73 (0.62)

0.36

5 GRIN2B
rs2268132

CC/AC/AA 28.78 (0.44)
30.09 (0.48)
30.88 (1.01)

0.04

6 GRIN2B
rs1805476

AA/AC/CC 29.77 (0.48)
29.77 (0.47)
29.3 (0.72)

0.8

7 GRIN1
rs6293

AA/AG/GG 28.98 (0.45)
29.92 (0.46)
33.31 (1.31)

0.0068

8 GRIK5
rs8099939

CC/AC/AA 30.16 (0.54)
30.06 (0.48)
27.53 (0.56)

0.0069

9 HTR2A
rs6313

CC/CT/TT 29.42 (0.62)
29.66 (0.44)
29.92 (0.66)

0.85

10 HTR2A
rs6311

CC/CA/AA 29.26 (0.62)
29.71 (0.45)
30.02 (0.63)

0.68

11 BDNF
rs11030107

AA/AG/GG 29.99 (0.5)
30.67 (0.64)
28.98 (0.45)

0.7

12 BDNF
rs925946

GG/GT/TT 31.63 (0.25)
31.5 (0.32)
31.94 (0.79)

0.88

13 TMEM18
rs2860323

СС/СТ/ТТ 31.7 (0.22)
31.25 (0.5)
29.78 (3.83)

0.42

14 TMEM18
rs6548238

СС/СТ/ТТ 31.64 (0.24)
31.88 (0.34)
29.56 (0.83)

0.027
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генотипом ТТ гена TMEM18 (rs6548238) были опре-
делены более низкие значения ИМТ, по сравне-
нию с носителями СС и СТ (Р = 0.027).

Ассоциация была выявлена и с другими антро-
пометрическими и клиническими параметрами
ожирения, эти данные представлены в табл. 4.
Полиморфные локусы rs2195450 гена GRIA1,
rs2268132 гена GRIN2B, rs6293 гена GRIN1 и rs8099939
гена GRIK5 связаны с повышенной массой тела.
Носители генотипов СТ и СС локуса rs2195450 гена
GRIA1 имели повышенную массу тела, достигав-
шую 81.02 и 86.86 кг соответственно (Р = 0.0071)
(табл. 4).

У гомозиготных носителей редкого аллеля ло-
куса rs6293 гена GRIN1 масса тела достигала 88 кг
по сравнению с 78.43 и 81.02 кг у гомозиготных
носителей частого аллеля и гетерозигот (Р = 0.048).
Гомозиготные носители редкого аллеля локуса

rs8099939 гена GRIK5 напротив демонстрировали
снижение уровня массы тела (Р = 0.035) (табл. 4).

Объем талии является важной характеристи-
кой метаболических расстройств. Анализ выявил
ассоциации данного показателя с частотами ло-
кусов: rs2195450 гена GRIA1, rs8099939 гена GRIK5
и rs2268132 гена GRIN2B. Носители генотипов СТ
и ТТ локуса rs2195450 гена GRIA1 в среднем име-
ют уровень талии 100.81 и 104.71 см соответствен-
но (Р = 0.006). Для носителей генотипов АС и АА
локуса rs2268132 гена GRIN2B данный размер бо-
лее 100.23 и 102.97 см (Р = 0.24). Гомозиготные
носители аллеля С локуса rs8099939 гена GRIK5
имели в среднем талии 100.95 см, гетерозиготы –
98.97 см, а гомозиготные носители аллеля А –
94.77 см (Р = 0.04). Ассоциация с повышенным
уровнем холестерина была выявлена для локусов
rs1805476 гена GRIN2B (Р = 0.024) и rs2195450 гена
GRIA1 (Р = 0.03).

Таблица 4. Вклад полиморфных вариантов гена GRIA1, GRIN1, GRIK5, GRIN2B, TMEM18 в вариабельность пока-
зателей характеризующих ожирение и пищевое поведение

Примечание. M (±SEM) – среднее значение и ошибка среднего, Pа – достоверность для H-критерия Крускала–Уоллиса.

Ген, полиморфизм Генотип M (±SEM), N = 275 P а

Вес, кг
GRIA1 rs2195450 СС/СТ/ТТ 78.06 (1.19)/81.02 (1.5)/86.86 (3.07) 0.01
GRIN1 rs6293 AA/AG/GG 78.43 (1.33)/80.79 (1.3)/88 (3.42) 0.048
GRIK5 rs8099939 СС/СА/АА 80.65 (1.56)/81.15 (1.38)/75.9 (1.66) 0.11

СС-СА/АА 80.92 (1.03)/75.9 (1.66) 0.035
Объем талии, см

GRIA1 rs2195450 СС/СТ/ТТ 96.48 (1.17)/100.81 (1.31)/104.71(3.73) 0.006
GRIK5 rs8099939 CC/AC/AA 100.95 (1.64)/98.97 (1.24)/94.77 (1.54) 0.04
GRIN2B rs2268132 CC/AC/AA 96.29 (1.24)/100.23 (1.42)/102.97 (2.24) 0.024

Общий холестерин
GRIN2B rs1805476 AA/AC/CC 5.66 (0.16)/5.41 (0.11)/5.15 (0.16) 0.04
GRIA1 rs2195450 СС/СТ/ТТ 5.39 (0.11)/5.37 (0.13)/5.95 (0.3) 0.093

СС-СТ/ТТ 5.38 (0.08)/5.95 (0.3) 0.03
ОПП

GRIN2B rs1805476 AA/AC/CC 2.67 (0.12)/2.47 (0.11)/2.22 (0.13) 0.04
GRIN1 rs6293 AA/AG/GG 2.34 (0.1)/2.47 (0.1)/ 3.22 (0.49) 0.028

AA-AG/GG 2.4 (0.07)/3.22 (0.49) 0.012
TMEM18 rs6548238 СС/СТ/ТТ 2.68 (0.14)/2.24 (0.14)/2.56 (0.29) 0.09

СС/СТ-ТТ 2.68 (0.14)/2.28 (0.12 0.03
ЭмПП

GRIN2B rs1805476 AA/AC/CC 3.57 (0.26)/3.07 (0.21)/2.37 (0.24) 0.005
GRIK5 rs8099939 CC/AC/AA 3.05 (0.24)/3.2 (0.22)/2.36 (0.24) 0.08

CC-AC/AA 3.13 (0.16)/2.36 (0.24) 0.027
ЭкПП

GRIN2B rs1805476 AA /AC/CC 3.39 (0.15)/3.08 (0.1)/2.65 (0.11) 0.0003
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Анализ различных расстройств пищевого по-
ведения выявил ассоциации с локусами: rs1805476
гена GRIN2B, rs6293 гена GRIN1 и rs8099939 гена
GRIK5 и rs6548238 гена TMEM18. Нарушение
ограничительного пищевого поведения было вы-
явлено у носителей аллеля А локуса rs1805476 гена
GRIN2B в гомозиготном и гетерозиготном состоя-
ниях (Р = 0.04) и у носителей генотипа GG локуса
rs6293 гена GRIN1 (Р = 0.028). Носители генотипов с
АG и АА имели значение баллов, соответствующе
нормальному пищевому поведению (2.4 балла),
тогда как носители генотипа GG страдают от пи-
щевых самоограничений или бессистемных стро-
гих диет (Р = 0.03). Нарушения эмоциогенного
пищевого поведения были установлены для но-
сителей аллеля А локуса rs1805476 гена GRIN2B
(Р = 0.005). Обладатели аллеля А в гомозиготном
и гетерозиготном состояниях имели показатели,
отклоняющиеся от нормы, что свидетельствует о
наличии гиперфагии. Носители редкого аллеля в
гомозиготном состоянии (генотип АА, локус
rs8099939 гена GRIK5 (Р = 0.027)) имели эмоцио-
генное пищевое поведение соответствующее нор-
ме, тогда как носители генотипов АС и СС имели
баллы с повышенным значением, т.е. выше нор-
мы (табл. 4).

Нарушение экстернального пищевого поведе-
ния было выявлено у носителей генотипов АА и
АС полиморфного локуса rs1805476 гена GRIN2B
(Р = 0.0003), обладатели этих генотипов способны
принимать пищу всегда, когда только ее видят.

Известны данные о наличии гендерных разли-
чий при анализе гена рецептора серотонина [22],
в этой связи мы провели анализ распределения по-
лиморфных вариантов гена HTR2A rs6313, rs6311
отдельно у мужчин и женщин. Была выявлена ас-
социация локуса rs6311 гена HTR2A с уровнем
ИМТ у мужчин (Р = 0.04): для носителей геноти-
па СС ИМТ равен 29 ± 0.87 кг/м2, для генотипа АС –
23.38 ± 0.55 кг/м2, для носителей генотипа АА
ИМТ составил 27.52 ± 1.11 кг/м2 (Р = 0.04). Вместе
с тем для локуса rs6313 гена HTR2A такие разли-
чия выявлены не были (Р = 0.27). В отношении
остальных ОНП также проводился анализ разли-
чий в зависимости от гендерной принадлежно-
сти. Ассоциации были выявлены для полиморф-
ных локусов: rs2195450 гена GRIA1 (P = 0.008),
rs6293 гена GRIN1 (P = 0.022) и rs8099939 гена
GRIK5 (P = 0.017). Таким образом, полученные
ассоциации сохранились, однако уровень значи-
мости уменьшился.

ОБСУЖДЕНИЕ
После проведения большого количества ши-

рокомасштабных исследований GWAS и ген-кан-
дидатного анализа стали известны гены, потен-
циально вовлеченные как в развитие ожирения,
так и в формировании расстройств пищевого по-
ведения. Такими потенциальными генами-канди-
датами являются: гены нейротрасмиттеры (гены
рецепторов серотонина, рецепторов глутамата,
гамма-аминомасляной кислоты), гены, ассоции-
рованные с ожирением по результатам GWAS
(нейротрофического фактора мозга, трансмем-
бранного белка 18, рецептора меланокортина 4,
ген, ассоциированный с массой тела (FTO) и др.).
Проведенный анализ показал наличие ассоциаций с
развитием нарушений ПП при сравнении частот ге-
нотипов и аллелей генов GRIN1 rs6293, GRIA1
rs2195450, GRIN2B rs2268132, GRIK5 rs8099939 в
исследуемых группах. Анализ количественных
параметров выявил ассоциацию локусов GRIA1
rs2195450, GRIN1 rs6293, GRIK5 rs8099939, TMEM18
rs6548238 с уровнем ИМТ, также ассоциация бы-
ла выявлена для локуса rs6311 гена HTR2A с ожи-
рением только у мужчин.

Отдельный анализ проводился для изучения
пищевого поведения испытуемых с использова-
нием результатов опросника DEBQ. Ассоциация
с расстройством пищевого поведения была уста-
новлена для локусов: rs1805476 гена GRIN2B, rs6293
гена GRIN1 и rs8099939 гена GRIK5 и rs6548238 ге-
на TMEM18. Проводимые ранее исследования
показали взаимосвязь локусов rs6293 гена GRIN1 и
rs1805476 гена GRIN2B с расстройством нарушен-
ного ПП при сахарном диабете типа 2 [15]. Полу-
ченные ассоциации подтвердились в нашей вы-
борке пациентов с ожирением, а также расстрой-
ством ОПП. Генотипы СС и СТ гена TMEM18
(rs6548238) чаще встречались у индивидов с рас-
стройством ограничительного ПП и у лиц с повы-
шенной массой тела. Аллель С ассоциируется с
нарушенным пищевым поведением и ожирени-
ем. В 2009 г. Консорциум “Генетические исследо-
вания антропометрических признаков” провел
крупномасшабный мета-анализ данных и выявил
ассоциацию аллеля С (частого аллеля полиморф-
ного локуса rs6548238 гена TMEM18) с ожирени-
ем [23]. Известно, что ген TMEM18 экспрессиру-
ется в некоторых областях мозга, особенно в ги-
поталамусе, а также в регионах, которые играют
решающую роль в регуляции энергетического го-
меостаза и в областях регулирующих калорий-
ность питания. Установлено, что калорийность
питания, изменение энергетических потребно-
стей организма, массы тела, влияют на экспрес-
сию генов [24]. Однако молекулярная функция
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белка неизвестна. Известно, что TMEM18 лока-
лизуется на ядерной мембране и связывает ДНК с
ее С-концом, подавляя ее транскрипцию. Этот
результат был подтвержден как у взрослых, так и
у детей [25].

В ряде исследований была установлена ассо-
циация полиморфных локусов генов серотони-
нергических рецепторов и нейротрофического
фактора мозга с риском развития ожирения [16,
26]. Тем не менее в данной работе такой ассоциа-
ции выявлено не было, за исключением локуса
rs6311 гена HTR2A в группе мужчин. Возможно
это связано с различными частотами этих локусов
в разных этнических группах или наличием ген-
дерных различий [26]. Серотонин-нейротранс-
миттер регулирует основные физиологические
процессы – сон, аппетит, секреторную функцию.
Рецептор серотонина HTR2A участвует в регуля-
ции секреции кортизола [27], которая может иг-
рать патогенетическую роль при абдоминальном
ожирении. Показано, что полиморфные вариан-
ты гена HTR2A ассоциированы с ожирением у
шведов [28] и с повышенным потреблением энер-
гии и жира у детей из Франции [29]. Анализ пи-
щевого поведения и его ассоциация с полиморф-
ными вариантами гена HTR2A статистически зна-
чимых различий не выявил. Об отсутствии
ассоциации с пищевым поведением и ожирением
сообщалось в исследованиях T. Ando с соавт. в
популяциях японцев и испанцев [30, 31]. С другой
стороны, в работах [32–34] ассоциация с нару-
шенным ПП поведением установлена для аллеля
А. Продолжение исследования рецепторов серото-
нина представляется актуальным при изучении пи-
щевого поведения.

Наибольшее количество статистически значи-
мых ассоциаций в настоящем исследовании вы-
явлено для полиморфных локусов генов глута-
матных рецепторов. Исследований глутаматерги-
ческой системы по проблеме алиментарного
ожирения немного. Так, в работе J. Wright с соавт.
указывается на то, что системное введение анта-
гонистов рецепторов глутамата N-метил-d-ас-
партатного типа (антагонистов NMDAr) повыша-
ет аппетит и увеличивает количество съедаемой
пищи [35]. Установлено, что холецистокинин
(CCK) путем активации желудочно-кишечных
афферентов блуждающего мозга и антагонистов
NMDA-рецепторов способствует быстрому на-
сыщению и формированию состояния сытости.
Это может свидетельствовать о роли глутаматер-
гической системы в контроле потребления пищи.
Установлено, что гены глутаматных рецепторов иг-
рают центральную роль в развитии синаптической
пластичности (формировании памяти и процессов

обучения), нейротоксичности, а также нейро-
нальной выживаемости или смерти нейронов [7].
Так, например, нейрональный рецептор N-ме-
тил-D-аспартата (NMDAR) играет ключевую
роль в патофизиологии шизофрении, биполяр-
ного расстройства, депрессии и других психоэмо-
циальных расстройств [6]. Установлено сниже-
ние экспрессии NMDAR рецепторов у пациентов
с депрессивным синдромом.

Ген GRIN2B рецептора N-метил-d-аспартата
(NMDA), расположен в 12p12, состоит из 13 экзо-
нов. Кодирует субъединицу NR2, ионотропных
глутаматных рецепторов, участвует в длительном
потенцировании, зависящем от активности по-
вышения эффективности синаптической переда-
чи [6]. В настоящей работе также для носителей
аллеля С локуса rs1805476 выявлена ассоциация с
расстройством ПП по трем шкалам. Полиморф-
ный локус rs1805476 является заменой в 3' области
гена GRIN2B. Согласно базе RegulomeDB (Ver-
sion1.1) (http://regulome.stanford.edu/) оценивали
регуляторный показатель однонуклеотидного по-
лиморфизма (ОНП). ОНП rs1805476 расположен
в регионе, являющемся сайтом связывания с
транскрипционными факторами. Данному поли-
морфному варианту соответствует коэффициент
5 и уровень scoro равный 0.00143, однако эти значе-
ния отражают низкий регуляторный потенциал.
Вместе с тем известно, что ОНП rs1805476 и
rs1805502 гена GRIN2B находятся в неравновесии
по сцеплению D' = 0.9. В работе S.C. Weickert с со-
авт. показано, что полиморфный локус rs1805502
ассоциирован со сниженной экспрессией мРНК
и уровнем белка. Вариабельность гена, кодирую-
щего NR2B-субъединицу глутаматного NMDA-
рецептора, может отрицательно влиять на экс-
прессию других субъединиц NMDAR [37].

Полиморфный вариант гена GRIN2B (rs2268132)
связан со статусом курения и количественными
показателями, отражающими интенсивность ку-
рения [38]. Полиморфный вариант гена GRIN1
(rs6293) ассоциирован с ограничительным пище-
вым поведением. Изучение полиморфизма rs6293
проводилось при исследовании заболеваний моз-
га, ассоциация была выявлена с возрастом мани-
фестации у пациентов при болезни Гентингтона в
турецкой популяции [39]. Интронный полимор-
физм rs2195450 гена GRIA1 ассоциирован с риском
развития мигрени особенно в популяциях Азии.
Вероятно его ассоциация с заболеваниями объяс-
няется тесным сцеплением с другим функцио-
нально значимым полиморфизмом, либо этот по-
лиморфизм обусловливает вариативное посттран-
скрипционное редактирование белка, изменяющее
скорость десенсибилизации рецептора [40].
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Риск развития ожирения ассоциирован с алле-
лем С полиморфного локуса rs809993 гена GRIK5.
Согласно базе RegulomeDB данному признаку со-
ответствует коэффициент 5 – указание на то, что
этот локус является местом связывания тран-
скрипционных факторов.

Полученные результаты указывают на наличие
ассоциации полиморфных вариантов генов глу-
таматных, серотониновых рецепторов и транс-
мембранного белка 18 с нарушением пищевого
поведения и формирования ожирения.

Исследование частично финансировалось
Российским фондом фундаментальных исследо-
ваний (№ 20-013-00261) и Министерством науки
и высшего образования Российской Федерации
НИР № АААА-А16-116020350031-4.

Биологический материал (ДНК) для исследо-
вания взят из биологических материалов челове-
ка ИБГ УНЦ РАН, поддержанной программой
биоресурсных коллекций ФАНО России (согла-
шение № 007-030164/2).

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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The Association of Neurotransmitter Gene Polymorphism and TMEM18 Gene
with Obesity its Related Traits and Eating Behavior

O. V. Kochetovaa, *, D. S. Avzaletdinovab, Z. A. Shangareevab, L. Z. Akhmadishinaa,
G. F. Korytinaa, V. V. Victorovb, and T. V. Victorovab

aInstitute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre
of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia

bFederal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Bashkir State Medical University”
of Healthcare Ministry of the Russian Federation, Ufa, 450008 Russia

*e-mail: Olga_mk78@mail.ru

Obesity and the complications associated with obesity are caused by an eating disorder. The complex patho-
genesis of the formation of food dependence has a genetic basis. The aim of our study was to study the rela-
tionship between polymorphic variants of genes glutamate receptors GRIK5 rs8099939, GRIK3 rs534131,
GRIA1 rs2195450, GRIN2B rs7301328, rs2268132, rs1805476, GRIN1 rs6293), (GABA) B receptor (GABBR2
rs3750344), serotonin receptor (HTR2A rs6313, rs6311), brain-derived neurotrophic factor (BDNF rs925946,
rs11030107), transmembrane protein 18 (TMEM18 rs2860323, rs6548238) with an eating disorder in patients
who are overweight and obese. The association is shown with the GG genotype of the rs6293 locus of the
GRIN1 gene, CC-AC genotypes rs8099939 GRIK5, CC-CT rs6548238 TMEM18, CT-TT rs2195450 GRIA1
with a BMI level. Disorders of restrictive eating behavior have been identified in carriers of AC-AA genotypes
of the rs1805476 locus of the GRIN2B gene (P = 0.04), carriers of the GG genotype of the rs6293 locus of the
GRIN1 gene (P = 0.028). An upset of emotiogenic eating behavior was determined for carriers of the A allele
of the rs1805476 locus of the GRIN2B gene (P = 0.005) and carriers of AC-CC genotypes. Violation of exter-
nal eating behavior was detected in carriers of genotypes AA and AC of the polymorphism GRIN2B rs1805476
gene (P = 0.0003). Polymorphisms of the glutamate, and serotonin receptor genes, as well as the transmem-
brane protein gene 18 are important factors in the development of eating disorders and obesity.

Keywords: obesity, eating disorder, serotonin receptors, glutamate receptors, association.
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Основная функция матриксных металлопротеиназ – деградация внеклеточного матрикса и участие
в сигнальной трансдукции. Кроме этого известно, что они вовлечены во все этапы прогрессии опу-
холевого процесса. Активность металлопротеиназ может регулироваться взаимодействиями со спе-
цифическими ингибиторами матриксных металлопротеиназ, таким образом последние также спо-
собны участвовать в опухолевом росте. Для генов матриксных металлопротеиназ и их ингибиторов,
как и для многих других генов, характерен полиморфизм. Проведен анализ распределения частот
аллелей и генотипов полиморфных локусов rs1799750 и rs494379 гена MMP1, rs2285053 гена MMP2,
rs3025058 гена MMP3, rs3918242 и rs17576 гена MMP9, rs2276109 гена MMP12, rs8179090 гена TIMP2
и rs9619311 гена TIMP3 у 314 пациентов с установленным диагнозом “рак желудка”, а также у 339 не-
родственных здоровых индивидов, проживающих на территории Республики Башкортостан. Пока-
зано, что маркерами повышенного риска развития рака желудка для татар являются генотипы
rs1799750*1G/2G гена MMP1 и rs2276109*A/A гена MMP12, для русских – генотип rs9619311*Т/Т гена
TIMP3. Обнаружены ассоциации аллеля rs494379*G гена MMP1 с риском развития злокачественных
опухолей желудка у мужчин. С помощью алгоритма APSampler выявлены сочетания аллелей/гено-
типов, ассоциированные с повышенным, а также с пониженным риском развития онкопатологий
желудка. Полученные результаты подтверждают влияние исследованных полиморфных вариантов
генов матриксных металлопротеиназ и их тканевых ингибиторов на риск развития рака желудка и
имеют важное значение для понимания генетической структуры изучаемой патологии.

Ключевые слова: рак желудка, матриксные металлопротеиназы, тканевые ингибиторы матриксных
металлопротеиназ, ассоциация, полиморфный вариант.
DOI: 10.31857/S0016675821050027

Рак желудка (РЖ) входит в число лидирующих
причин смерти от онкологических заболеваний
во всем мире. В Российской Федерации рак дан-
ной локализации занимает шестое место среди
всех злокачественных опухолей по заболеваемо-
сти и второе – по смертности. В 2018 г. выявлен
36941 новый случай РЖ. Заболеваемость состави-
ла 25.16 на 100000 населения и заняла шестое ме-
сто (5.9%) в структуре онкозаболеваний. Смерт-
ность достигла уровня 19.42 на 100000 населения
(9.5%), что соответствует второму месту среди
мужчин (10.4%) и третьему – среди женщин (8.4%)
[1]. В Республике Башкортостан (РБ) также на-

блюдаются высокие показатели заболеваемости и
смертности от РЖ. В 2017 г. в структуре смертно-
сти от злокачественных новообразований населе-
ния РБ опухоли желудка заняли второе место
(10.5%, или 703 случая) (http://02.rospotrebnadzor.ru/
content/228/37374/). Поскольку смертность от РЖ
остается на очень высоком уровне, это диктует
необходимость разработки новых концепций ди-
агностики, прогноза течения и лечения болезни.

Трансформация клеток в раковые и прогрес-
сия онкологического процесса связаны с накоп-
лением генетических и эпигенетических измене-
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ний в геноме, возникающих в результате наруше-
ния нормального его функционирования [2].

В изучении генетической предрасположенности
к развитию РЖ особое внимание привлекает класс
генов, кодирующих матриксные металлопротеина-
зы и их тканевые ингибиторы. Матриксные метал-
лопротеиназы (MMP) представляют собой семей-
ство цинк-зависимых эндопептидаз, обладающих
способностью разрушать основные компоненты
экстрацеллюлярного матрикса (ЭЦМ), играют
важнейшую роль в процессах его регулируемой
(физиологической) деградации, т.е. в тканевом
морфогенезе, репарации тканей, эмбриогенезе и
ангиогенезе. Ряд патологических состояний, в их
числе язвенная болезнь, опухолевая инвазия и
метастазирование, развиваются с нарушением
регуляции деградации ЭЦМ, а значит с участием
MMP [3]. В настоящее время уже известно, что
MMP вовлечены во все этапы прогрессии опухоле-
вого процесса при РЖ и других онкопатологиях [4].

В этой связи исследование полиморфных ло-
кусов генов матриксных металлопротеиназ и их
тканевых ингибиторов при РЖ – одно из важных,
клинически перспективных направлений.

Целью настоящей работы стал поиск ассоциа-
ций полиморфных вариантов генов матриксных
металлопротеиназ MMP1 (rs1799750 и rs494379),
MMP2 (rs2285053), MMP3 (rs3025058), MMP9
(rs3918242 и rs17576), MMP12 (rs2276109) и генов

тканевых ингибиторов матриксных металлопро-
теиназ TIMP2 (rs8179090) и TIMP3 (rs9619311) с
риском развития рака желудка в Республике Баш-
кортостан.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования послужили об-
разцы ДНК больных РЖ и здоровых доноров в
возрасте от 21 до 88 лет, проживающих в РБ.
Группа больных состояла из 314 человек с клини-
чески установленным диагнозом “рак желудка”,
находящихся на лечении в ГАУЗ “Республикан-
ский клинический онкологический диспансер”.
Диагноз был поставлен на основании данных
клинического и гистологического обследования.
В качестве контроля исследована группа здоро-
вых доноров без каких-либо признаков заболева-
ний желудочно-кишечного тракта, состоящая из
339 человек. Характеристика выборки пациентов
и индивидов контрольной группы представлена в
табл. 1.

Все испытуемые прошли анкетирование, учи-
тывающее национальную принадлежность до
трех поколений, год рождения, статус курения,
тип питания, наличие у близких родственников
отягощенности по онкологическим заболевани-
ям, а также подписали информированное добро-
вольное согласие на участие в исследовании в со-

Таблица 1. Характеристика выборки больных РЖ и контрольной группы

Характеристика Больные РЖ (N = 314) Контроль (N = 339)

Средний возраст (mean ± SE), годы 62.67 ± 0.58 58.06 ± 0.73
Этническая принадлежность, n (%)

Русские 134 (42.67) 170 (50.15)
Татары 145 (46.18) 129 (38.05)

Башкиры 29 (9.24) 28 (8.26)
Другие

(чуваши, евреи, украинцы, метисы)
6 (1.91) 12 (3.54)

Пол, n (%)
Мужчины 180 (57.32) 201 (59.29)
Женщины 134 (42.68) 138 (40.71)

Стадия по TNM, n (%)
I 17 (5.52) –
II 56 (18.18) –
III 207 (67.21) –
IV 28 (9.09) –

Степень дифференцировки опухоли, n (%)
Высоко- и умереннодифференцированный РЖ 135 (45.30) –

Низко- и недифференцированный РЖ 163 (54.70) –
Умершие в последующие 2–3 года

после оперативного вмешательства, n (%)
61 (19.43) –
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ответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной
медицинской ассоциации “Этические принципы
проведения медицинских исследований с участи-
ем человека в качестве субъекта”.

Геномную ДНК выделяли из лимфоцитов пери-
ферической крови методом последовательной фе-
нольно-хлороформной экстракции по К.Г. Мэтью
[5]. Отбор полиморфных локусов для исследова-
ния проводили на основе следующих критериев:
1) наличие ассоциации с исследуемым признаком
по результатам ранее проведенных ассоциатив-
ных (в том числе репликативных) исследований;
2) наличие ассоциации с фенотипами, имеющи-
ми общие биологические пути с исследуемым
признаком; 3) регуляторный потенциал; 4) влия-
ние на экспрессию генов; 5) связь с несиноними-
ческими заменами; 6) частота полиморфного ва-
рианта не менее 5% [6]. Амплификацию исследо-
ванных локусов ДНК проводили с помощью
полимеразной цепной реакции синтеза ДНК на
амплификаторе GeneAmp PCR System 2720 про-
изводства компании “Applied Biosystems” (США).
Определение нуклеотидных замен проводили мето-
дом ПЦР с последующим анализом полиморфизма
длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ-анализ).
Перечень исследованных локусов, последователь-
ности специфичных олигонуклеотидных прайме-
ров, названия рестриктаз, размеры амплифици-
руемых фрагментов представлены в табл. 2. Резуль-
таты ПЦР и ПДРФ-анализа оценивали методом
электрофореза в 7%-ном полиакриламидном геле с
последующим окрашиванием бромистым этидием
и визуализацией в проходящем ультрафиолето-
вом свете.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили c применением программного
обеспечения MS Office Excel. При попарном срав-
нении частот аллелей и генотипов в группах боль-
ных и контроля применялся критерий χ2 для таб-
лиц сопряженности 2×2 с поправкой Йейтса на
непрерывность (http://www.biometrica.tomsk.ru/).
Все статистические тесты выполнялись для дву-
стороннего уровня значимости. Поправку на
множественное тестирование проводили с помо-
щью метода оценки доли ложно-положительных
результатов FDR (False Discovery Rate; Benjiamini
Hochberg), предусмотренного пакетом програм-
мы Plink 1.9. Статистически значимыми считали
различия при рfdr < 0.05, где р – уровень значимо-
сти критерия. При обнаружении статистически
значимых различий между исследуемыми выбор-
ками проводилась оценка показателя отношения
шансов (odds ratio, OR), а также границ его 95%-
ного доверительного интервала (95% CI) [7].

Поиск сочетаний аллелей/генотипов, ассоци-
ированных с РЖ, осуществлялся с помощью про-
граммы APSampler 3.6.1 (http://sourceforge.net/proj-
ects/apsampler/). Основной алгоритм этой про-

граммы описан в статье А.В. Фаворова с соавт. [8].
В качестве поправки на множественность сравне-
ний использовали перестановочный тест (Permu-
tation Test), статистически значимыми считали
различия при pperm < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
У больных РЖ и индивидов контрольной груп-

пы из Республики Башкортостан проведен анализ
распределения частот аллелей и генотипов девяти
полиморфных локусов: rs1799750 и rs494379 гена
MMP1, rs2285053 гена MMP2, rs3025058 гена MMP3,
rs3918242 и rs17576 гена MMP9, rs2276109 гена
MMP12, rs8179090 гена TIMP2 и rs9619311 гена
TIMP3. Наблюдаемое распределение частот геноти-
пов по всем полиморфным локусам соответствует
ожидаемым из уравнения Харди–Вайнберга. По-
скольку население РБ в этническом отношении
является неоднородным, исследуемая выборка
была разделена на подгруппы в зависимости от
этнической принадлежности. В отдельные под-
группы были выделены русские и татары. Другие
национальности в данном исследовании не учи-
тывались ввиду их немногочисленности в обеих
репрезентативных выборках. Было проведено
сравнение распределения частот аллелей и геноти-
пов полиморфных ДНК-локусов с целью выявле-
ния маркеров повышенного и пониженного риска
развития РЖ между выборками больных и индиви-
дов контрольной группы соответствующей этниче-
ской и гендерной принадлежности.

Ген ММР1 локализован на длинном плече хро-
мосомы 11, кодирует фермент коллагеназу, способ-
ную расщеплять коллаген межклеточного матрикса
[9]. Нами проведен анализ ассоциации аллелей и ге-
нотипов полиморфных локусов rs1799750 (–1607
1G>2G) и rs494379 (–519 A>G), расположенных в
промоторном регионе гена MMP1, с риском раз-
вития РЖ для жителей РБ.

В результате сравнительного анализа распре-
деления частот аллелей и генотипов полиморф-
ного локуса rs1799750 гена MMP1 среди больных
РЖ и здоровых индивидов обнаружено, что для та-
тар маркером повышенного риска развития РЖ яв-
ляется гетерозиготный генотип rs1799750*1G/2G
(χ2 = 7.82; pfdr = 0.016; OR = 2.08; 95% CI 1.27–3.41)
(табл. 3).

Анализ распределения частот аллелей и гено-
типов однонуклеотидной замены rs494379 гена
MMP1 у больных РЖ и здоровых доноров из РБ
показал, что для мужчин носительство аллеля
rs494379*А и генотипа rs494379*А/А связано с по-
ниженным риском развития РЖ (χ2 = 8.95; pfdr =
= 0.030; OR = 0.62; 95% CI 0.46–0.84 и χ2 = 6.13;
pfdr = 0.040; OR = 0.58; 95% CI 0.39–0.88 соответ-
ственно), а носительство мужчинами аллеля
rs494379*G, напротив, повышает риск развития за-
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болевания (χ2 = 8.95; pfdr = 0.030; OR = 1.62; 95% CI
1.19–2.20) (табл. 4).

Ген MMP2 локализован в 16-й хромосоме, в
позиции 16q12.2. MMP2 кодирует металлопротеи-
назу-2, которая специфически активна в отноше-
нии коллагена IV типа, основного компонента
базальных мембран [10]. Существует мнение, что
продукция MMP2 опухолевыми клетками обес-
печивает их инвазивный потенциал [11, 12]. Нами
проведен сравнительный анализ распределения
частот аллелей и генотипов полиморфного локуса
rs2285053 (–735 C>T) гена ММP2 среди больных
РЖ и здоровых доноров из РБ. Однако получен-
ные результаты не показали статистически зна-

чимых различий между группами больных РЖ и
здоровых доноров.

Ген MMP3 так же, как ген MMP1, локализован
на длинном плече 11-й хромосомы. Некоторыми
авторами было высказано предположение о воз-
можности использования MMP3 в качестве марке-
ра инвазии, метастазирования, а также в качестве
фактора для прогноза развития РЖ [13]. Проведен-
ный нами сравнительный анализ распределения
частот аллелей и генотипов полиморфного локуса
rs3025058 (–1171 5A>6A) гена MMP3 между паци-
ентами с РЖ и здоровыми лицами статистически
значимых различий не выявил.

Ген MMP9 кодирует желатиназу B. MMP9 при-
нимает участие в процессах воспаления (так же,

Таблица 4. Распределение частот аллелей и генотипов полиморфного локуса rs494379 гена MMP1 в выборках
больных РЖ и индивидов контрольной группы в зависимости от гендерной принадлежности

Генотип,
аллель

Мужчины
с РЖ

Мужчины, 
контроль

Женщины
с РЖ

Женщины, 
контроль

A/A ni 73 103 51 54
pi ± sp

(95% CI)
40.78 ± 3.67

(33.51–48.36)
54.21 ± 3.61

(46.85–61.44)
38.64 ± 4.24

(30.29–47.50)
41.54 ± 4.32

(32.97–50.51)

χ2 6.13 0.12
p (pfdr) 0.013 (0.040) 0.724 (0.999)

OR (CI) 0.58 (0.39–0.88)
A/G ni 71 65 63 52

pi ± sp

(95% CI)
39.66 ± 3.66

(32.44–47.23)
34.21 ± 3.44

(27.50–41.43)
47.73 ± 4.35

(38.97–56.59)
40.00 ± 4.30

(31.51–48.95)

χ2 0.96 1.29
p (pfdr) 0.328 (0.854) 0.256 (0.555)

G/G ni 35 22 18 24
pi ± sp

(95% CI)
19.55 ± 2.96

(14.01–26.13)
11.58 ± 2.32
(7.40–17.00)

13.64 ± 2.99
(8.29–20.69)

18.46 ± 3.40
(12.20–26.21)

χ2 3.90 0.80
p (pfdr) 0.048 (0.073) 0.370 (0.555)

A ni 217 271 165 160
pi ± sp

(95% CI)
60.61 ± 2.58

(55.34–65.71)
71.32 ± 2.32

(66.48–75.81)
62.50 ± 2.98

(56.36–68.36)
61.54 ± 3.02

(55.33–67.48)

χ2 8.95 0.02
p (pfdr) 0.003 (0.030) 0.891 (0.892)

OR (CI) 0.62 (0.46–0.84)
G ni 141 109 99 100

pi ± sp

(95% CI)
39.39 ± 2.58

(34.29–44.66)
28.68 ± 2.32

(24.19–33.52)
37.50 ± 2.98

(31.64–43.64)
38.46 ± 3.02

(32.52–44.67)

χ2 8.95 0.02

p (pfdr) 0.003 (0.030) 0.891 (0.892)
OR (CI) 1.62 (1.19–2.20)
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как и MMP2, может обладать про- и противовос-
палительной активностью), ремоделирования
тканей и репарации, мобилизации матрикс-
связанных факторов роста и процессинга цито-
кинов [10]. Также известно, что желатиназа В обес-
печивает ангиогенез, в том числе и в опухолевой
ткани, тем самым способствуя ее росту [12]. В рам-
ках нашего исследования проведен ассоциативный
анализ полиморфных локусов гена MMP9 с риском
развития РЖ для жителей РБ: rs3918242 (–1562 C>T),
расположенный в промоторе гена, и rs17576 (836
A>G), расположенный в экзоне 6 и приводящий к
замене аминокислоты в белке (Gln279Arg). Сравни-
тельный анализ распределения частот аллелей и
генотипов по полиморфным локусам rs3918242 и
rs17576 гена MMP9 среди больных РЖ и здоровых
доноров из РБ, согласно их этнической и гендер-
ной принадлежности, не выявил ассоциаций
описываемых ДНК-локусов с риском развития РЖ.

Ген MMP12, расположенный на коротком пле-
че 11-й хромосомы, кодирует металлоэластазу
макрофагов (ММP12). ММP12 − малоизученная
металлоэластаза, ее роль в опухолевой прогрес-
сии остается до конца неясной; известно, что
данная молекула наряду с другими MMP способ-
на ингибировать ангиогенез [10, 14]. Нами прове-
дено ассоциативное исследование полиморфного
локуса rs2276109 гена MMP12 с риском развития
РЖ для жителей РБ.

Сравнительный анализ распределения частот
аллелей и генотипов полиморфного локуса
rs2276109 (–82 A>G) гена MMP12 между больны-
ми РЖ и здоровыми индивидами показал этниче-
ские различия: генотип rs2276109*А/А является
для татар маркером повышенного риска развития
изучаемой патологии (χ2 = 9.64; pfdr = 0.003; OR =
= 2.55; 95% CI 1.43–4.53), а маркером понижен-
ного риска для этой же подгруппы испытуемых –
гетерозиготный генотип rs2276109*A/G (χ2 = 11.75;
pfdr = 0.002; OR = 0.35; 95% CI 0.19–0.63) (табл. 5).

Экспериментальные данные многих авторов
свидетельствуют о том, что тканевые ингибиторы
матриксных металлопротеиназ (TIMP) являются
многофункциональными молекулами, способны-
ми влиять на прогрессирование опухоли [15–17].
Механизм онкотрансформации при молекулярно-
генетических изменениях гена TIMP2 может быть
обусловлен низкой активностью промотора при
экспрессии TIMP2, что приводит к медленному
ингибированию металлопротеиназ и, как след-
ствие, к воспалительным изменениям микро-
окружения и канцерогенезу [18].

В настоящей работе рассмотрен полиморф-
ный локус rs8179090 (–418 G>C), расположенный
в промоторной области гена TIMP2. Сравнение
выборки больных со здоровыми донорами со-
гласно их этнической и гендерной принадлежно-
сти не выявило статистически значимых разли-

чий в распределении частот аллелей и генотипов
полиморфного локуса rs8179090 гена TIMP2 сре-
ди населения нашей республики.

Ген TIMP3 кодирует белок TIMP3 массой
24 кДа, который, в отличие от других членов се-
мейства TIMP, находится исключительно в связи
с внеклеточным матриксом [19, 20]. Есть сведе-
ния о том, что TIMP3 способен индуцировать
апоптоз раковых клеток, а также подавлять рост
опухоли и ангиогенез [20].

В рамках настоящей работы нами проведен
анализ ассоциации полиморфного локуса rs9619311
(–1296 T>C) гена TIMP3 с риском развития РЖ
для жителей РБ. Сравнительный анализ распреде-
ления частот аллелей и генотипов полиморфного
локуса rs9619311 между больными РЖ и здоровыми
донорами показал, что генотип rs9619311*Т/Т явля-
ется для русских маркером повышенного риска
развития злокачественных опухолей желудка
(χ2 = 8.11; pfdr = 0.013; OR = 2.04; 95% CI 1.27–3.27), а
генотип rs9619311*С/Т – маркером пониженного
риска развития РЖ для представителей данной
этнической подгруппы (χ2 = 6.84; pfdr = 0.013; OR =
= 0.51; 95% CI 0.31–0.83) (табл. 6).

Кроме оценки влияния полиморфных вариан-
тов отдельных генов матриксных металлопротеи-
наз и их тканевых ингибиторов на риск развития
РЖ, нами также рассмотрены сочетания аллелей
и генотипов изученных ДНК-локусов. С помо-
щью алгоритма APSampler выявлены сочетания,
ассоциированные с повышенным, а также с по-
ниженным риском развития РЖ. В табл. 7 отра-
жены результаты с pperm менее 0.05 и OR более 3.50
или менее 0.33 [21] (табл. 7).

В этнической выборке русских наиболее зна-
чимыми сочетаниями, ассоциированными с по-
вышенным риском развития РЖ, оказались:
rs494379*A/G гена MMP1 + rs3025058*6A гена
MMP3 + rs9619311*T гена TIMP3; rs2276109*A гена
MMP12 + rs8179090*G/G гена TIMP2. В этниче-
ской выборке татар: rs1799750*2G гена MMP1 +
+ rs3025058*5A/6A гена MMP3; rs1799750*1G/2G ге-
на MMP1 + rs9619311*C гена TIMP3 и rs1799750*2G
гена MMP1 + rs494379*G гена MMP1 + rs3025058*5A
гена MMP3 (табл. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние полиморфных локусов генов мат-

риксных металлопротеиназ и их тканевых инги-
биторов на развитие и прогрессирование РЖ до-
статочно широко исследуется многими учеными,
однако на выборке населения РБ данное исследо-
вание проведено впервые.

Известно, что полиморфный локус rs1799750,
расположенный в промоторном регионе гена
MMP1, создает сайт для связывания транскрип-
ционного фактора Ets благодаря дополнительно-
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му гуанину. Экспериментально показано, что му-
тантный аллель 2G обладает повышенной способ-
ностью связываться с рекомбинантным фактором
ETS-1 в комплексе с C-JUN [22]. В результате
проведенного нами исследования обнаружено,
что гетерозиготный генотип rs1799750*1G/2G гена
MMP1 является маркером повышенного риска
развития РЖ для татар. Полученные нами данные
расходятся с результатами, полученными S. Dey с
коллегами [23]. В своем исследовании авторам не
удалось выявить ассоциаций полиморфного ло-
куса rs1799750 гена MMP1 с риском развития РЖ
для населения Индии. Однако ученые отмечают,

что аллель rs1799750*2G был мажорным аллелем в
выборке больных и, скорее всего, является риско-
вым [23]. Для индийской популяции также пока-
зано, что носительство генотипов rs494379*A/G и
rs494379*G/G гена MMP1 оказывает протектив-
ный эффект в отношении метастазов в регионар-
ные лимфатические узлы, а также в отношении
отдаленного метастазирования [23]. В настоящем
исследовании выявлено, что носительство аллеля
rs494379*G гена MMP1 является маркером повы-
шенного риска развития РЖ, а носительство ал-
леля rs494379*А и генотипа rs494379*А/А, напро-
тив, маркером пониженного риска развития РЖ

Таблица 5. Распределение частот аллелей и генотипов полиморфного локуса rs2276109 гена MMP12 в выборках
больных РЖ и индивидов контрольной группы в зависимости от этнической принадлежности

Генотип, аллель Больные
(в целом)

Контроль
(в целом)

Русские
с РЖ

Русские, 
контроль

Татары
с РЖ

Татары, 
контроль

A/A ni 256 253 105 101 124 109

pi ± sp

(95% CI)
81.53 ± 2.19

(76.79–85.66)
78.09 ± 2.30

(73.18–82.47)
78.36 ± 3.56

(70.42–85.00)
83.47 ± 3.38

(75.63–89.60)
85.52 ± 2.92

(78.72–90.81)
69.87 ± 3.67

(62.02–76.95)

χ2 0.97 0.77 9.64

p (pfdr) 0.325 (0.547) 0.381 (0.572) 0.002 (0.003)

OR (CI) 2.55 (1.43–4.53)

A/G ni 56 68 29 18 19 47

pi ± sp

(95% CI)
17.83 ± 2.16

(13.76–22.53)
20.99 ± 2.26

(16.68–25.83)
21.64 ± 3.56

(15.00–29.58)
14.88 ± 3.24
(9.06–22.49)

13.10 ± 2.80
(8.08–19.70)

30.13 ± 3.67
(23.05–37.98)

χ2 0.82 1.51 11.75

p (pfdr) 0.365 (0.547) 0.219 (0.572) 0.0006 (0.002)

OR (CI) 0.35 (0.19–0.63)

G/G ni 2 3 0 2 2 0

pi ± sp

(95% CI)
0.64 ± 0.45
(0.08–2.28)

0.93 ± 0.53
(0.19–2.68)

0 1.65 ± 1.16
(0.20–5.84)

1.38 ± 0.97
(0.17–4.89)

0

χ2 0.001 0.16 0.14

p (pfdr) 0.972 (0.995) 0.687 (0.975) 0.705 (0.927)

A ni 568 574 239 220 267 265

pi ± sp

(95% CI)
90.45 ± 1.17

(87.87–92.63)
88.58 ± 1.25

(85.88–90.93)
89.18 ± 1.90

(84.83–92.63)
90.91 ± 1.85

(86.56–94.21)
92.07 ± 1.59

(88.34–94.91)
84.94 ± 2.03

(80.48–88.72)

χ2 0.99 0.25 6.76

p (pfdr) 0.320 (0.577) 0.615 (0.644) 0.009 (0.159)

G ni 60 74 29 22 23 47

pi ± sp

(95% CI)
9.55 ± 1.17

(7.37–12.13)
11.42 ± 1.25
(9.07–14.12)

10.82 ± 1.90
(7.37–15.17)

9.09 ± 1.85
(5.79–13.44)

7.93 ± 1.59
(5.09–11.66)

15.06 ± 2.03
(11.28–19.52)

χ2 0.99 0.25 6.76

p (pfdr) 0.320 (0.577) 0.615 (0.644) 0.009 (0.159)
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для мужчин из РБ. Противоречия в полученных
нами результатах и данных других авторов могут
объясняться различиями в генетической структу-
ре исследуемых популяций.

Нуклеотидная замена –735 C>T (rs2285053) в
промоторе гена MMP2 приводит к исчезновению
сайта связывания фактора Sp-1, что существенно
снижает активность промотора [24]. W. Shen с
коллегами [25] провели метаанализ и выяснили,
что сверхэкспрессия MMP2 оказывает неблаго-
приятное влияние на выживаемость пациентов и
клинико-патологические особенности РЖ. Авто-
ры пришли к выводу, что сверхэкспрессия ММP2

может являться прогностическим маркером при
РЖ и указывать на возможное распространение ме-
тастаз [25]. В исследовании, проведенном D.Y.
Zhang с коллегами [26] в Китае, показано, что рас-
пределение частот аллелей и генотипов ДНК-ло-
куса rs2285053 гена MMP2 в группе больных РЖ и
в группе здоровых индивидов сопоставимо и ста-
тистически значимых различий между группами
не наблюдается. Результаты, полученные китай-
скими учеными, соответствуют данным, пред-
ставленным в нашем исследовании.

Мутантный аллель локуса MMP3 –1171 5A>6A
(rs3025058) отличается от нормального присут-

Таблица 6. Распределение частот аллелей и генотипов полиморфного локуса rs9619311 гена TIMP3 в выборках
больных РЖ и индивидов контрольной группы в зависимости от этнической принадлежности

Генотип, аллель Больные
(в целом)

Контроль
(в целом)

Русские
с РЖ

Русские, 
контроль

Татары
с РЖ

Татары, 
контроль

C/C ni 21 21 8 12 10 9

pi ± sp

(95% CI)
6.69 ± 1.41

(4.19–10.04)
6.69 ± 1.41

(4.19–10.04)
5.97 ± 2.05

(2.61–11.42)
7.69 ± 2.13

(4.04–13.05)
6.90 ± 2.10

(3.36–12.32)
7.56 ± 2.42

(3.52–13.87)

χ2 0.03 0.12 0.001

p (pfdr) 0.873 (0.995) 0.730 (0.975) 0.975 (1.000)

C/T ni 106 129 40 71 53 40

pi ± sp

(95% CI)
33.76 ± 2.67

(28.54–39.28)
41.08 ± 2.78

(35.59–46.75)
29.85 ± 3.95

(22.26–38.36)
45.51 ± 3.99

(37.53–53.67)
36.55 ± 4.00

(28.72–44.95)
33.61 ± 4.33

(25.22–42.85)

χ2 3.29 6.84 0.14

p (pfdr) 0.070 (0.116) 0.009 (0.013) 0.713 (0.927)

OR (CI) 0.51 (0.31–0.83)

T/T ni 187 164 86 73 82 70

pi ± sp

(95% CI)
59.55 ± 2.77

(53.90–65.03)
52.23 ± 2.82

(46.55–57.87)
64.18 ± 4.14

(55.44–72.27)
46.79 ± 3.99

(38.77–54.94)
56.55 ± 4.12

(48.08–64.75)
58.82 ± 4.51

(49.43–67.76)

χ2 3.13 8.11 0.06

p (pfdr) 0.077 (0.116) 0.004 (0.013) 0.805 (0.969)

OR (CI) 2.04 (1.27–3.27)

C ni 148 171 56 95 73 58

pi ± sp

(95% CI)
23.57 ± 1.69

(20.30–27.09)
27.23 ± 1.78

(23.78–30.89)
20.90 ± 2.48

(16.19–26.26)
30.45 ± 2.61

(25.39–35.88)
25.17 ± 2.55

(20.28–30.58)
24.37 ± 2.78

(19.06–30.33)

χ2 2.03 6.35 0.01

p (pfdr) 0.154 (0.378) 0.012 (0.224) 0.911 (0.955)

T ni 480 457 212 217 217 180

pi ± sp

(95% CI)
76.43 ± 1.69

(72.91–79.70)
72.77 ± 1.78

(69.11–76.22)
79.10 ± 2.48

(73.74–83.81)
69.55 ± 2.61

(64.12–74.61)
74.83 ± 2.55

(69.42–79.72)
75.63 ± 2.78

(69.67–80.94)

χ2 2.03 6.35 0.01

p (pfdr) 0.154 (0.378) 0.012 (0.224) 0.911 (0.955)
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ствием дополнительного аденозина. Экспери-
менты с репортерными конструкциями показали
снижение эффективности транскрипции для алле-
ля 6А. Для этого же аллеля выявлено увеличение
эффективности связывания со специфическим
белковым комплексом, предположительно репрес-
сором транскрипции [27]. Оценка роли поли-
морфного локуса rs3025058 гена ММP3 в развитии
РЖ проводилась учеными из Индии [28]. Автора-
ми было обнаружено, что аллель rs3025058*5A и
генотип rs3025058*5A/6A – маркеры повышенно-
го риска развития РЖ для исследуемой популя-
ции [28]. Полученные нами данные расходятся с
результатами ученых из Индии, это может объяс-
няться значительными этническими различиями
исследуемых популяций.

Для полиморфного локуса –1562 С>Т (rs3918242)
в гене MMP9 показано, что увеличение тран-
скрипционной активности, ассоциированное с
редким аллелем Т, вызвано предпочтительным
связыванием репрессора транскрипции с аллелем
дикого типа [29]. В 2017 г. Z. Peng с коллегами [30]
опубликовали результаты системного метаанали-
за, который был призван оценить связь между
SNP rs3918242 (–1562 C>T) гена MMP9 и риском
развития злокачественных новообразований желуд-
ка. В результате проведенного метаанализа авторы
выяснили, что полиморфный вариант –1562 C>T,
расположенный в промоторной области гена
MMP9, увеличивает риск развития РЖ [30]. R.
Okada с соавт. [31] в этом же году опубликовали
работу, в которой отмечали, что носительство ге-

нотипа rs17576*G/G гена MMP9 значительно чаще
наблюдается у японцев, имеющих родственников
первой и второй степени родства со злокачествен-
ными новообразованиями желудка, по сравнению с
теми, у кого нет семейной истории развития РЖ.
В проведенном нами ассоциативном исследова-
нии статистически значимых результатов по по-
лиморфным локусам rs3918242 и rs17576 гена
MMP9 для жителей нашего региона не обнаружено.
Сведения из публикаций других авторов и получен-
ные нами результаты в очередной раз подчеркивают
необходимость учета этнической принадлежности
индивидов в ассоциативных исследованиях.

Полиморфная замена rs2276109 (–82 A>G) гена
MMP12 оказывает влияние на связывание тран-
скрипционного фактора AP-1 со своим респон-
сивным элементом в промоторе гена. Выявлено,
что для аллеля А это связывание более эффектив-
но. Для аллеля G показана ассоциация со снижен-
ным уровнем транскрипции гена MMP12. По
всей видимости, эта взаимосвязь обусловлена
разницей в эффективности связывания AP-1 ал-
лелем А и G [32]. Полиморфный локус rs2276109
гена MMP12 рассматривается учеными при мно-
гих злокачественных новообразованиях, тем не
менее не всегда данные исследователей согласу-
ются между собой и позволяют однозначно утвер-
ждать об эффекте изучаемого локуса. Так, ученые
из Китая [33] провели метаанализ, в котором по-
пытались выяснить взаимосвязь между поли-
морфным вариантом –82 A>G гена MMP12 и
риском развития злокачественных опухолей, в

Таблица 7. Сочетания аллелей/генотипов, ассоциированные с РЖ, полученные с помощью алгоритма APSampler

Примечание. MMP1.1 – rs1799750 гена MMP1; MMP1.2 – rs494379 гена MMP1; MMP3 – rs3025058 гена MMP3; MMP9.1 –
rs3918242 гена MMP9; MMP12 – rs2276109 гена MMP12; TIMP2 – rs8179090 гена TIMP2; TIMP3 – rs9619311 гена TIMP3.

Выборка Сочетание 
аллелей/генотипов

Частота, %
pperm OR 95% CI

больные контроль

Ру
сс

ки
е

Женщины MMP1.2*A/G + MMP3*6A +
+ TIMP3*T

38.18 9.09 0.0443 6.18 1.31–29.16

Мужчины MMP12*A + TIMP2*G/G 100.00 91.36 0.0470 7.69 1.70–34.86

Низко- и недифференциро-
ванный РЖ

MMP3*5A + MMP9.1*C 57.45 80.80 0.0071 0.32 0.15–0.67

Высоко- и умеренно-
дифференцированный РЖ

MMP1.1*2G +
+ MMP12*A + TIMP3*T

56.00 79.78 0.0108 0.32 0.15–0.69

Т
ат

ар
ы

Женщины MMP1.1*2G + MMP3*5A/6A 43.33 8.00 0.0047 8.79 1.90–40.71

MMP1.2*A/A + MMP12*G 3.33 18.52 0.0242 0.15 0.03–0.73

Мужчины MMP1.1*1G/2G + TIMP3*C 27.38 5.36 0.0029 6.66 1.89–23.44

Высоко- и умеренно-
дифференцированный РЖ

MMP1.1*2G + MMP1.2*G + 
+ MMP3*5A

55.07 20.00 0.00002 4.90 2.38–10.12

MMP1.2*A + MMP12*G 10.00 28.10 0.0184 0.28 0.12–0.68
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частности рассматривались девять нозологий, в
том числе аденокарцинома желудка. Авторам
удалось выявить ассоциацию только для эпители-
альной карциномы яичника; ученые обнаружи-
ли, что аллель rs2276109*G является генетическим
фактором риска развития данной патологии.
Связи между SNP –82 A>G гена MMP12 и воспри-
имчивостью к другим опухолям авторами не обна-
ружено [33]. S. VAN Nguyen с коллегами [34] провели
исследование, в котором оценивали связь между од-
нонуклеотидной заменой rs2276109 гена MMP12 и
колоректальным раком у шведских пациентов. В
работе показано, что генотип rs2276109*A/A гена
MMP12 связан с более высоким риском развития
диссеминированного колоректального рака [34].
В нашем исследовании обнаружено, что генотип
rs2276109*А/А гена MMP12 достоверно повышает
риск развития злокачественных опухолей желудка у
татар, а гетерозиготный генотип rs2276109*A/G яв-
ляется протективным в отношении изучаемой па-
тологии для данной этнической подгруппы.

В зарубежной литературе также имеется мно-
жество публикаций, в которых изучается роль по-
лиморфных локусов генов тканевых ингибиторов
матриксных металлопротеиназ в канцерогенезе
различной локализации. В недавнем исследова-
нии ученые из Турции, изучая роль полиморфно-
го локуса rs8179090 гена TIMP2 в наследственной
предрасположенности к раку мочевого пузыря, при-
шли к выводу, что полиморфный локус rs8179090 не
связан с риском развития данной патологии [35].
Результаты ученых из Индии показали повышен-
ный риск развития рака желчного пузыря у испы-
туемых, имеющих генотипы rs8179090*G/C и
(C/C + G/C) по сравнению с контрольной выбор-
кой [17]. В китайской популяции [36] носители
генотипа rs8179090 (C/C + G/C) имеют на 51% бо-
лее высокий риск развития РЖ по сравнению с
носителями генотипа rs8179090*G/G. Повышен-
ный риск был особенно очевиден у молодых ин-
дивидов в возрасте до 58 лет и у курильщиков [36].
В нашем исследовании значимых ассоциаций по-
лиморфного локуса rs8179090 гена TIMP2 с риском
развития РЖ для жителей РБ не обнаружено. Воз-
можным объяснением таких противоречивых ре-
зультатов является наличие этнос-зависимых ас-
социаций между аллелями генов и клиническими
особенностями изучаемой патологии.

Литературные данные относительно влияния
полиморфного локуса rs9619311 гена TIMP3 на
развитие онкопатологии также весьма противо-
речивы. H.-T. Tsai с соавт. [37] показали, что для
тайваньских женщин носительство генотипов
rs9619311*С/Т или rs9619311*С/С гена TIMP3 явля-
ется протективным в отношении гепатоцеллюляр-
ного рака по сравнению с женщинами, имеющими

генотип rs9619311*Т/Т. Коллективом авторов из
Польши [38] опубликованы результаты исследова-
ния, в котором показано, что генетические вариа-
ции полиморфного локуса rs9619311 гена TIMP3 не
связаны с высоким риском развития рака мочево-
го пузыря для польской популяции. В нашем ис-
следовании выявлено, что носительство генотипа
rs9619311*Т/Т гена TIMP3 достоверно повышает
риск развития злокачественных новообразова-
ний желудка у русских, а гетерозиготный генотип
rs9619311*С/Т является маркером пониженного
риска развития РЖ для данной этнической под-
группы. Полученные нами данные, а также резуль-
таты других исследований показывают, что влияние
полиморфного локуса rs9619311 гена TIMP3 на риск
развития злокачественных опухолей различной ло-
кализации требует дальнейшего изучения.

Особое внимание заслуживают исследования,
направленные на изучение влияния сочетаний
аллелей/генотипов полиморфных локусов генов
матриксных металлопротеиназ и их тканевых инги-
биторов на риск развития онкопатологии. Z. Rahimi
с коллегами [39], исследуя роль полиморфных ло-
кусов rs3918242 (–1562 C>T) гена MMP9 и rs2285053
(–735 C>T) гена MMP2, пришли к выводу, что со-
четание аллеля rs3918242*Т гена MMP9 с аллелем
rs2285053*С гена MMP2 значительно увеличивает
предрасположенность курдских женщин из За-
падного Ирана к раку молочной железы. Иссле-
дование, проведенное в Нидерландах [40], пока-
зало, что носительство аллеля G полиморфного
локуса –181 A>G гена MMP7 в сочетании с носи-
тельством аллеля Т полиморфного локуса 303 С>T
гена TIMP2 связано с более плохим прогнозом
выживаемости для больных РЖ. В проведенном
нами исследовании на выборке индивидов из РБ
показаны сочетания аллелей и генотипов поли-
морфных локусов генов матриксных металлопро-
теиназ и их тканевых ингибиторов, ассоцииро-
ванные с повышенным, а также с пониженным
риском развития РЖ (табл. 7). Полученные нами,
а также показанные другими учеными результаты
часто расходятся, тем не менее выявленные соче-
тания аллелей и генотипов в случае подтвержде-
ния полученных результатов на независимой вы-
борке могут служить основой для создания тест-
системы по идентификации лиц с высоким
риском развития онкопатологии.

Таким образом, в ходе проведенных исследо-
ваний нами получены статистически значимые
результаты, обладающие высокой научной но-
визной и практической значимостью, которые
позволяют глубже понять механизмы и молеку-
лярные основы патогенеза РЖ, а также иденти-
фицировать важные молекулярно-генетические
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маркеры риска развития заболевания для жите-
лей нашего региона.

Исследование поддержано РФФИ (грант
№ 17-44-020497 р_а) и программой поддержки
биоресурсных коллекций ФАНО.

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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The Role of Polymorphic Variants of Several Genes
of Matrix Metalloproteinases and Their Tissue Inhibitors
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The main function of matrix metalloproteinases is the degradation of the extracellular matrix and participa-
tion in signal transduction. In addition, it is known that they are involved in all stages of the progression of
the tumor process. The activity of metalloproteinases can be regulated by interactions with specific inhibitors
of matrix metalloproteinases, so the latter are also able to participate in tumor growth. The genes of matrix
metalloproteinases and their inhibitors, as well as many other genes, are characterized by polymorphism. We
have analyzed the frequency distribution of the alleles and genotypes of the polymorphic loci rs1799750 and
rs494379 of the MMP1 gene, rs2285053 of the MMP2 gene, rs3025058 of the MMP3 gene, rs3918242 and
rs17576 of the MMP9 gene, rs2276109 of the MMP12 gene, rs8179090 of the TIMP2 gene and rs9619311 of
the TIMP3 gene in 314 patients with gastric cancer, as well as in 339 unrelated healthy individuals living in the
Republic of Bashkortostan. It was shown that markers of the increased risk of developing gastric cancer for
Tatars are the genotypes rs1799750*1G/2G of the MMP1 gene and rs2276109*A/A of the MMP12 gene, for
Russians – the genotype rs9619311*T/T of the TIMP3 gene. Were found associations of the allele rs494379*G
of the MMP1 gene with a risk of developing malignant tumors of the stomach in men. Using the APSampler
algorithm were identified combinations of alleles/genotypes are associated with an increased and a reduced
risk of developing gastric oncopathologies. The obtained results confirm the influence of the studied poly-
morphic variants of the genes of matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors on the risk of developing
gastric cancer and are important for understanding the genetic structure of the studied pathology.

Keywords: gastric cancer, matrix metalloproteinases, tissue inhibitors of matrix metalloproteinases, associa-
tion, polymorphic variant.
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В работе проведен репликативный анализ ассоциаций с ожирением 53 полиморфных генетических
маркеров, связанных по результатам полногеномных исследований с вариабельностью индекса
массы тела и/или ожирением. Впервые в популяции русских показана ассоциация с ожирением по-
лиморфных маркеров rs3810291 гена ZC3H4, rs12940622 локуса RPTOR, rs1800437 гена GIPR и
rs13021737, локализованного в межгенном регионе 2-й хромосомы. Обсуждаются возможные моле-
кулярные механизмы вовлечения изученных генов в патогенез заболевания.
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Ожирение – хроническое заболевание, гетеро-
генное по этиологии и клиническим проявлени-
ям, прогрессирующее при естественном течении
и характеризующееся избыточным отложением
жировой массы в организме. Ожирение и ассоци-
ированные с ним метаболические нарушения яв-
ляются актуальной проблемой современной ме-
дицины, поскольку приводят к развитию целого ря-
да тяжелых осложнений и заболеваний. В мире, по
опубликованным в 2016 г. сведениям Всемирной
организации здравоохранения, более 650 млн
взрослых старше 18 лет страдали данной патологи-
ей, включая 23.5 млн лиц с ожирением в России [1].

На сегодняшний день генетическая компо-
нента полигенной формы ожирения исследована
достаточно подробно – описано более 500 гене-
тических маркеров, ассоциированных с ожире-
нием и/или индексом массы тела (ИМТ) в рамках
полногеномномного анализа ассоциаций (GWAS)
[2]. Однако, несмотря на огромное число работ по
этой тематике, выполненных в ведущих лабора-
ториях по всему миру, данные об ассоциации тех
или иных полиморфных генетических маркеров с
развитием ожирения и вариабельностью показа-
теля ИМТ в большинстве случаев носят противо-
речивый характер и требуют репликации в раз-
личных популяционных когортах. В настоящей
работе в популяции г. Томска был проведен ре-

пликативный анализ ассоциаций с ожирением
полиморфных маркеров, связанных по результа-
там GWAS с вариабельностью индекса массы тела
и/или ожирением.

Анализ ассоциаций генетических маркеров в
дизайне случай–контроль был проведен при
сравнении больных ожирением (303 неродствен-
ных индивида со средним возрастом 49.0 ± 2.7 лет
с ИМТ ≥ 30 кг/м2) и контрольной группы (N = 252,
средний возраст составил 42.2 ± 1.5 года, ИМТ
менее 22.07 кг/м2). Формирование выборки ин-
дивидуумов с ожирением и контрольной группы
проводилось на базе Центра клинических иссле-
дований Неббиоло и НИИ медицинской генети-
ки ТНИМЦ в соответствии со следующими кри-
териями включения и невключения.

Выборка с ожирением: ИМТ ≥ 30 кг/м2; воз-
раст 18 лет и старше; подписание формы информи-
рованного согласия на участие в исследовании; па-
циенты на момент обследования не принимали
оральных кортикостероидов в дозе эквивалентной
15 мг преднизолона и более в течение более 30 дней,
антипсихотических препаратов, препаратов ли-
тия; у субъекта в настоящее время или в анамнезе
нет диагноза тяжелой депрессии, психоза, остро-
го маниакального или депрессивного эпизода би-
полярного расстройства; небеременная (для
субъектов женского пола); нет значительной по-

УДК 575.174:616-056.52
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тери веса (4 кг и более) в результате какого-либо
медицинского состояния; нет застойной сердеч-
но-сосудистой недостаточности.

Контрольная группа: ИМТ менее 22 кг/м2 на
момент обследования; текущее значение ИМТ
субъекта менее 40 процентилей нормы для его по-
ла и возраста; отсутствие в анамнезе субъекта по-
вышения ИМТ более 50 процентилей нормы для
его возраста и пола в течение более чем двухлет-
него непрерывного периода (включая временное
увеличение веса, связанное с беременностью);
возраст 18 лет и старше; подписание формы ин-
формированного согласия; у субъектов в анамне-
зе не было диагноза анорексии, булимии, ком-
пульсивного переедания или других расстройств
пищевого поведения; субъект не принимал меди-
цинских препаратов или растительных пищевых
добавок для снижения веса; в анамнезе нет диа-
гноза тяжелой депрессии, психоза или острого
маниакального или депрессивного эпизода бипо-
лярного расстройства; нет значительной потери
веса за последние 6 месяцев (4 кг или более) в ре-
зультате медицинского состояния (беремен-
ность, гормональная терапия и т.д.). У всех субъ-
ектов были собраны анамнез жизни, медицин-
ский анамнез, демографические показатели и се-
мейная история; история изменения веса на
протяжении жизни; проведено стандартное лабо-
раторное обследование, включающее анализ ряда
гематологических и биохимических показателей,
биоимпедансометрию. Группы больных и кон-
троля не различались по половому составу и сред-
нему возрасту. Все участники исследования отно-
сились к европеоидной расе и проживали на тер-
ритории г. Томска.

Генетические маркеры (53 однонуклеотидных
полиморфных варианта (SNP)) для анализа были
выбраны из каталога GWAS, где показали стати-
стически значимые ассоциации с вариабельно-
стью ИМТ и/или ожирением в двух и более ис-
следованиях [3]. ДНК выделяли методом фенол-
хлороформной экстракции из цельной венозной
крови. Генотипирование проводили методом
MALDI-TOF масс-спектрометрии.

Индекс массы тела был рассчитан по формуле:
ИМТ = вес (кг)/рост (м2). Тестирование равнове-
сия Харди–Вайнберга (РХВ) и расчет ожидаемой
гетерозиготности выполняли общепринятыми
методами популяционной биометрии. Сравнение
частот аллелей и генотипов в группах проводили
с помощью критерия максимального правдопо-
добия χ2 или точного теста Фишера. Силу ассоци-
аций оценивали в значениях показателя соотно-
шения шансов OR и его 95%-ного доверительно-
го интервала (95% CI).

В проанализированном массиве данных из 106
распределений генотипов (53 маркера в двух вы-
борках) как в группе контроля, так и у больных

наблюдалось два случая отклонения от равнове-
сия Харди–Вайнберга (для маркеров rs17381664 и
rs657452). В табл. 1 приведены частоты аллелей
изученных 53 SNP в выборке пациентов с ожире-
нием и контрольной группе (данные по частотам
генотипов доступны по запросу у авторов). В це-
лом частоты аллелей у больных и в контроле
близки и находятся в пределах вариаций, наблю-
даемых в европеоидных популяциях по данным
проектов “HapMap” и “1000 геномов”.

При сравнении исследованных выборок по ча-
стотам генотипов статистически значимая ассо-
циация с ожирением выявлена для четырех из 53
изученных SNP: rs1800437 гена GIPR, rs12940622
локуса RPTOR, rs3810291 гена ZC3H4 и rs13021737,
локализованного в межгенном регионе локуса
2p25.3 (табл. 2).

Так, в группе больных ожирением по сравне-
нию с контрольной выборкой нами наблюдалось
статистически значимое повышение частоты ге-
нотипа GG (значение критерия χ2 составило 4.64,
p = 0.032; OR = 1.49, CI:1.04–2.15) и аллеля G (зна-
чение критерия χ2 составило 4.75, p = 0.034; OR =
= 1.31, CI:1.03–1.66) полиморфного маркера
rs12940622 гена RPTOR, ассоциация которого с
вариабельностью ИМТ была показана и в работе
Mokry и коллег [4]. Результаты масштабного ас-
социативного исследования “PROMIS”, прове-
денного в пакистанской популяции (изучены 95
SNP у 16157 индивидов), также согласуются с эти-
ми данными [5].

Известно, что ген RPTOR кодирует субъедини-
цу мишени для рапамицина, обнаруженную у мле-
копитающих (mTOR), которая принимает участие
в росте клеток в ответ на повышение уровней пи-
тательных веществ и инсулина, а также измене-
ние окислительно-восстановительного статуса
клеток. Кодируемый белок образует стехиомет-
рический комплекс с киназой mTOR, ингибируя
ее функциональную активность [6]. Учитывая цен-
тральную роль киназы mTOR в контроле клеточно-
го метаболизма, пролиферации, роста, выжива-
ния и старения, предположительно mTOR явля-
ется ключевым регулятором ряда разветвленных
сигнальных сетей. Важность данных процессов
для жизнедеятельности клеток подтверждается
тем, что функция и компоненты сигнального пу-
ти TOR одинаковы у всех эукариот – от дрожжей
до млекопитающих [7]. Наряду с этим результаты
ряда эволюционно-генетических исследований,
демонстрирующих значимую корреляцию между
частотами аллелей и географическими или клима-
тическими факторами, свидетельствуют о вероят-
ной роли полиморфных маркеров гена RPTOR в
адаптивных процессах в популяциях человека [8, 9].
Показано, что компоненты сигнального пути
mTOR посредством фосфорилирования субстрата
инсулинового рецептора-1 (IRS-1) серином вы-
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Таблица 1. Распределение частот предковых аллелей в обследованных группах

№ Полиморфный 
маркер Ген Предковый 

аллель

Больные 
ожирением 

(N = 303)

Контрольная 
выборка
(N = 252)

Значение 
критерия χ2

Уровень 
значимости

1 rs10938397 м/р A 0.529 0.575 2.139 0.144
2 rs1121980 FTO A 0.477 0.424 2.871 0.091
3 rs11847697 м/р C 0.975 0.972 0.016 0.899
4 rs12446632 LOC105371116 G 0.864 0.844 0.748 0.388
5 rs12463617 м/р A 0.163 0.196 1.839 0.176
6 rs1421085 FTO T 0.538 0.580 1.806 0.179
7 rs1558902 FTO T 0.533 0.520 0.137 0.711
8 rs17381664 ZZZ3 T 0.597 0.631 0.268 0.606
9 rs17782313 м/р T 0.770 0.813 2.810 0.094

10 rs1800437 GIPR G 0.818 0.783 1.902 0.168
11 rs2030323 BDNF A 0.187 0.202 0.300 0.585
12 rs2033529 м/р A 0.671 0.726 3.502 0.062
13 rs2112347 LOC441087 G 0.392 0.442 2.612 0.107
14 rs2206277 TFAP2B C 0.722 0.736 0.196 0.659
15 rs2207139 м/р A 0.733 0.740 0.044 0.834
16 rs2531995 ADCY9 C 0.395 0.408 0.133 0.716
17 rs2568958 LOC105378797 G 0.308 0.319 0.097 0.756
18 rs3101336 LOC105378797 T 0.310 0.320 0.093 0.761
19 rs7141420 NRXN3 T 0.623 0.590 1.136 0.287
20 rs7195386 RBBP6 C 0.490 0.520 0.865 0.353
21 rs7498665 SH2B1 G 0.427 0.416 0.104 0.747
22 rs7531118 LOC105378797 T 0.386 0.404 0.293 0.589
23 rs7647305 м/р T 0.181 0.176 0.018 0.893
24 rs887912 м/р C 0.776 0.757 0.476 0.491
25 rs9540493 м/р A 0.418 0.379 1.599 0.207
26 rs9568867 м/р G 0.902 0.901 0.003 0.954
27 rs9941349 FTO C 0.557 0.590 1.068 0.302
28 rs10182181 м/р G 0.462 0.418 1.924 0.166
29 rs1167827 HIP1 G 0.521 0.498 0.472 0.492
30 rs12429545 м/р G 0.886 0.902 0.630 0.428
31 rs12940622 RPTOR A 0.395 0.460 4.753 0.034
32 rs13021737 м/р A 0.005 0.090 – <0.000001
33 rs13107325 SLC39A8 C 0.942 0.940 0.012 0.91
34 rs13191362 PRKN A 0.935 0.946 0.98 0.532
35 rs1514175 LRRC53,

FPGT-TNNI3K, 
TNNI3K

A 0.417 0.356 3.938 0.051

36 rs1516725 ETV5 C 0.906 0.902 0.011 0.915
37 rs16851483 RASA2 G 0.895 0.916 1.168 0.280
38 rs17094222 м/р T 0.772 0.797 0.821 0.365
39 rs3810291 ZC3H4 G 0.334 0.379 2.086 0.149
40 rs3817334 MTCH2 C 0.547 0.572 0.602 0.438
41 rs571312 м/р C 0.770 0.817 3.366 0.067
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Примечание. м/р – межгенный регион. Для локуса rs13021737 приводится уровень значимости, полученный при сравнении с
помощью точного теста Фишера. Полужирным шрифтом выделены статистически значимые отличия.

42 rs633715 м/р T 0.785 0.825 2.516 0.113

43 rs6567160 м/р T 0.770 0.811 2.508 0.114
44 rs657452 AGBL4 A 0.363 0.377 0.055 0.815
45 rs6804842 RARB A 0.329 0.382 3.078 0.080
46 rs6864049 LOC105379158 G 0.498 0.532 1.113 0.292
47 rs7138803 м/р G 0.542 0.582 1.631 0.202
48 rs7164727 м/р C 0.337 0.351 0.162 0.688
49 rs7903146 TCF7L2 T 0.216 0.223 0.046 0.832
50 rs8050136 FTO A 0.455 0.416 1.537 0.216
51 rs9641123 CALCR G 0.596 0.566 0.913 0.340
52 rs9816226 м/р T 0.831 0.837 0.027 0.870
53 rs987237 TFAP2B A 0.723 0.741 0.379 0.539

№ Полиморфный 
маркер Ген Предковый 

аллель

Больные 
ожирением 

(N = 303)

Контрольная 
выборка
(N = 252)

Значение 
критерия χ2

Уровень 
значимости

Таблица 1. Окончание

Таблица 2. Распределение частот генотипов полиморфных маркеров, ассоциированных с ожирением в популя-
ции русских

Примечание. Для локуса rs13021737 приводится уровень значимости, полученный при сравнении с помощью точного теста
Фишера. Полужирным шрифтом выделены статистически значимые отличия.

Полиморфный 
маркер

Генотипы/пред-
ковый аллель

Больные 
ожирением

(N = 303)

Контрольная 
выборка (N = 252)

Значение 
критерия χ2

Уровень 
значимости

rs1800437

GG 0.659 0.633

6.567 0.038GC 0.318 0.299

CC 0.023 0.068

G 0.818 0.783 1.902 0.168

rs12940622

AA 0.147 0.191

5.239 0.073AG 0.497 0.538

GG 0.357 0.271

A 0.395 0.460 4.753 0.034

rs13021737

AA 0.000 0.000

– <0.000001AG 0.011 0.179

GG 0.989 0.821

A 0.005 0.090 – <0.000001

rs3810291

GG 0.130 0.117

7.114 0.029AG 0.410 0.522

AA 0.461 0.360

G 0.334 0.379 2.086 0.149
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зывают инсулинорезистентность, способствую-
щую прогрессированию ожирения [10].

В настоящей работе достоверное повышение
частоты гомозиготы по производному аллелю в
группе больных было зафиксировано также для
локуса rs3810291 гена ZC3H4 (значение критерия χ2

составило 5.57, p = 0.019; OR = 1.52, CI:1.07–2.15),
кодирующего член семейства белков, содержащих
домен цинкового пальца CCCH, который связы-
вается с нуклеиновыми кислотами. Известно, что
протеины данной группы участвуют в посттран-
скрипционной регуляции экспрессии генов [11].
Кроме того, показано, что кольцевая РНК ZC3H4
(circZC3H4) и белок ZC3H4 участвуют в SiO2-ин-
дуцированной активации макрофагов, которые
стимулируют пролиферацию и миграцию фиброб-
ластов посредством сигнального пути circZC3H4
RNA/ZC3H4 [12].

Другой полиморфный маркер rs13021737, про-
демонстрировавший высокодостоверную ассоци-
ацию с ожирением в нашей работе (значение OR
для генотипа GG составило 19.72, CI:6.03–64.47, для
аллеля G – 17.88, CI:5.50–58.01, уровень значимо-
сти для точного теста Фишера p < 0.00001), также
может быть вовлечен в молекулярные механизмы
ожирения посредством процессов, связанных с ре-
гуляцией экспрессионной активности генов. Из-
вестно, что локус rs13021737 расположен в межген-
ном регионе генома вблизи промоторной области
гена TMEM18, ассоциированного с ожирением по
результатам многочисленных исследований [13–
16]. Известно, что ген TMEM18 расположен при-
близительно в 670 тпн от конца короткого плеча
второй хромосомы (2p25) и кодирует трансмем-
бранный белок 18, недостаточно охарактеризован-
ный на сегодняшний день с точки зрения его функ-
циональной активности. Предполагается, что белок
TMEM18, физически взаимодействуя с ключевыми
компонентами комплексов ядерных пор в цен-
тральной нервной системе, является наиболее ве-
роятным медиатором, опосредующим вклад ряда
генетических вариантов в развитие ожирения че-
ловека [17]. Так, показана значимая корреляция
между экспрессией локуса TMEM18 в префрон-
тальной области коры и массой тела у крыс, сви-
детельствующая о потенциальной роли TMEM18 в
когнитивных особенностях, связанных с пищевым
поведением [18]. Функциональные исследования,
проведенные Jurvansuu и Goldman [19], показали,
что TMEM18 локализуется в ядерной оболочке
нервных стволовых клеток, участвует в миграции
клеток и изолирует ДНК вдоль ядерной мембра-
ны, одновременно подавляя транскрипцию. Ин-
тересными представляются результаты Wang и
соавт. [20], демонстрирующие наличие общего ге-
нетического компонента в структуре наследствен-
ной предрасположенности к повышенному ИМТ и
курению, реализуемого за счет эффекта плейотро-

пии 12 полиморфных маркеров (rs13021737 гена
TMEM18, rs1528435 локуса AC009478.1, rs11583200
гена ELAVL4, rs3888190 гена ATP2A1, rs11165643
гена PTBP2, rs11030104 гена BDNF, rs6990042 ге-
на SGCZ, rs7550711 гена GPR61, rs929641 локуса
LINC01122, rs12016871 гена MTIF3, rs12220375 ге-
на NT5C2 и rs9275595, локализованный в межген-
ном регионе генома) из 241 изученного.

Из четырех ассоциированных с ожирением
SNP протективный эффект в отношении разви-
тия ожирения был показан нами только для поли-
морфного маркера rs1800437 гена GIPR: статисти-
чески значимое повышение частоты генотипа СС
было обнаружено в контрольной группе по срав-
нению с больными (значение критерия χ2 соста-
вило 6.55, p = 0.011; OR = 0.33, CI:0.13–0.80). Из-
вестно, что ген GIPR кодирует рецептор для глю-
козозависимого инсулинотропного пептида (ГИП),
связанный с G-белком. Высказано предположе-
ние, что ГИП, представляющий собой желудочно-
кишечный гормон из 42 аминокислот, выделяемый
эндокринными К-клетками из двенадцатиперст-
ной кишки в ответ на прием пищи, может быть во-
влечен в сахарный диабет типа 2 и ожирение. Ос-
новной механизм действия ГИП – стимуляция
глюкозозависимой секреции инсулина, являющей-
ся избыточной при ожирении на фоне инсулиноре-
зистентности [21]. Показано, что медиаторы, кото-
рые могут выступать в качестве антагонистов ГИП
(например, GIP(3–30)NH2), снижают ожирение
и резистентность к инсулину, а пациенты с ожи-
рением, подвергшиеся бариатрической хирургии
(включает в себя обход части тонкой кишки и
следовательно снижение секреции ГИП), проде-
монстрировали восстановление нормальной то-
лерантности к глюкозе до потери веса [22].

Известно, что ГИП реализует свою функцию
через взаимодействие со специфическим рецеп-
тором – GIPR. Инактивация GIPR приводит к
нарушению передачи сигналов от GIP. Так, при
нормальной диете у мышей, нокаутированных по
локусу GIPR (Gipr–/–), не наблюдается измене-
ний в массе тела, но они имеют меньшую жиро-
вую массу по сравнению с мышами дикого типа
(WT) и нормальные уровни глюкозы и инсулина.
В условиях диеты с высоким содержанием жиров
мыши Gipr –/– имеют сниженный жировой запас
и у них не развиваются ожирение, инсулинорези-
стентность, сахарный диабет, нарушение толе-
рантности к глюкозе и жировой гепатоз, по срав-
нению с мышами WT [21].

Известно, что носители функционального ва-
рианта Glu354 (rs1800437) гена GIPR имеют более
высокий уровень глюкозы в плазме крови через
2 ч после приема углеводов, что позволяет пред-
положить, что вариант 354Gln снижает эффект ГИП
и таким образом может способствовать уменьше-
нию риска ожирения [23]. В контексте обсуждения
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плейотропного действия генов при ожирении инте-
ресными представляются данные, демонстрирую-
щие ассоциацию полиморфизма rs1800437 гена
GIPR с сердечно-сосудистыми заболеваниями
(ССЗ) [24], сахарным диабетом второго типа [25],
а также риском переломов и минеральной плот-
ностью костной ткани [23].

Таким образом, впервые в популяции русских
нами показана ассоциация с ожирением поли-
морфных маркеров rs3810291 гена ZC3H4, rs12940622
локуса RPTOR, rs1800437 гена GIPR и rs13021737,
локализованного в межгенном регионе локуса
2p25.3. Возможные патогенетические механизмы
реализации фенотипического эффекта данных
SNP на развитие ожирения предположительно
связаны с регуляцией транскрипционной актив-
ности генов и процессами, вовлеченными в фор-
мирование инсулинорезистентности. Однако
данное предположение требует дальнейших ис-
следований с привлечением методов функцио-
нальной геномики, транскриптомики и метабо-
ломики. Кроме того, перспективным в рамках
изучения генетической архитектуры ожирения
представляется анализ ген-генных и ген-средо-
вых взаимодействий.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
(проект № 18-04-00758).

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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Replicative Association Analysis of Genetic Markers
of Obesity in the Russian Population
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A replicative analysis of associations with obesity of 53 polymorphic markers associated with the results of ge-
nome-wide studies with variability of the body mass index and/or obesity was performed. For the first time
in the Russian population, an association with obesity of polymorphic markers rs3810291 of the ZC3H4 gene,
rs12940622 of the RPTOR locus, rs1800437 of the GIPR gene and rs13021737 located in the intergenic region
of the genome is shown. Possible molecular mechanisms for the involvement of the studied genes in the
pathogenesis of the disease are discussed.
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