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Один из вопросов генетики посвящен роли наследственности в определении поведенческих при-
знаков человека и животных. Как считалось долгие годы, поведение определяется как действием
среды, так и плейотропным действием множества генов, и потому дискретные наследственные фак-
торы поведения являются неуловимыми. Целенаправленное получение и исследование мутантов
дрозофилы с измененным поведением, начатые более полувека назад Сеймуром Бензером, заложи-
ли основу направления, названного нейрогенетикой. Дальнейшее установление связи мутаций с
различными фенотипами позволило выявить роль генов в детерминации функций нервной систе-
мы и в соответствующей регуляции поведения. Один из таких генов был открыт благодаря новатор-
ским подходам Сеймура Бензера и его последователей, в частности Мартина Хайзенберга, в ходе ис-
следований мутантов дрозофилы – ген swiss cheese, контролирующий жизнеспособность нервных и
глиальных клеток. Многочисленные исследования этого эволюционно-консервативного гена и его
ортологов, вызванные интересом к анализу генетического контроля жизнедеятельности клеток
нервной ткани, расшифровке биологических механизмов действия фосфорорганических ядов и
изучению некоторых наследственных синдромов человека, позволили выявить аспекты роли гена
swiss cheese и его ортологов в метаболизме клеток, функционировании нервной системы, регуляции
поведения.

Ключевые слова: нейрогенетика, swiss cheese, NTE, PNPLA6, Сеймур Бензер, нейродегенерация.
DOI: 10.31857/S0016675821090071

ВВЕДЕНИЕ: К 100-ЛЕТИЮ 
СЕЙМУРА БЕНЗЕРА (1921–2007)

История науки знает множество примеров
блестящих личностей, определивших развитие той
или иной дисциплины, которые благодаря своей
особой проницательности и трудоспособности
открыли закономерности, кажущиеся теперь со-
вершенно обыденными явлениями. Среди таких
личностей в истории биологии XX в. встречаются
физики, мышление которых находило удачные ре-
дукционистские подходы, представляющие слож-
ные биологические процессы в виде простых
“атомарных” моделей. Одним из таких ученых
является “основатель нейрогенетики” Сеймур
Бензер, 100-летие со дня рождения которого при-
ходится на 2021-й год. Во время Второй мировой
войны он работал над разработкой германиевых
полупроводников в университете Пёрдью. Затем
стал интересоваться молекулярной биологией:
стажировался в Cold Spring Harbor, в Калифор-
нийском техническом институте, в институте Па-
стера. Вернувшись в Пёрдью, выполнил работу по

изучению “тонкой структуры” локуса rII у бакте-
риофага Т4: картировал тысячи мутаций, рассчиты-
вал рекомбинационные расстояния и вычислял ре-
альное расстояние в нуклеотидах. Так он доказал,
что фенотипически проявляющиеся мутации со-
ответствуют изменениям нескольких нуклеоти-
дов. Тем самым, сопоставив функциональный и
рекомбинационный тесты на аллелизм, он первый
показал связь между классической формальной
генетикой и моделью ДНК по Уотсону и Крику
[1–5]. Далее Бензер решил заняться еще одной
нерешенной проблемой генетики, а именно пробле-
мой генетической детерминации форм поведения.
К середине XX в. уже было проведено достаточно
много исследований по изучению наследуемости
различных поведенческих признаков, например
таланта и характера у человека, специфического
поведения у “вальсирующих” мышей, различных
форм поведения у крыс. Такие исследования, как
правило, заканчивались выводом, содержание
которого можно передать следующим тезисом:
“Поведенческие признаки определяются множе-
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ством (генетических) факторов” [6]. Такой ре-
зультат не удовлетворял Бензера, поэтому он хо-
тел найти элементарные факторы, определяющие
признаки поведения, и выбрал в качестве объекта
изучения плодовую мушку Drosophila melanogaster.
Благодаря работам лабораторий Вильяма Касла и
Томаса Ханта Моргана в первые два десятилетия
XX в. было изучено несколько форм поведения
дрозофилы: фото-, анемо- и геотаксис, реакция
на обонятельные стимулы, половое поведение.
Эксперименты второй четверти XX в. по изуче-
нию наследования признаков при постановке
разнообразных скрещиваний дрозофил и селек-
ции того или иного поведенческого признака в
ряду поколений приводили все к тому же выводу
о генетической многофакторности, определяю-
щей поведение. Например, Джерри Хирш утвер-
ждал, что поведенческие признаки определяются
как наследственными факторами, так и действием
окружающей среды. А существующие в инбред-
ных линиях дрозофилы индивидуальные отличия
детерминированы, тем не менее, генетической
гетерогенностью популяции [7]. Хотя некоторые
исследователи допускали, что поведение может
определяться даже одним геном, но не имели до-
статочных доказательств, чтобы подтвердить
свою гипотезу [8]. Эти и другие работы проводили,
используя уже известных мутантов white, brown,
eyeless, Bar, yellow, ebony, cut, vestigial, tan, и обнару-
живали различные особенности поведения мутант-
ных мух, объясняя это плейотропным действием
изучаемых генов [6]. Такие работы ничего не го-
ворили о роли нервной системы в регуляции по-
ведения. И потому идея Бензера заключалась в
возможности “микрохирургического препариро-
вания нервной системы с помощью изучения му-
тантов”, которую он воплотил впервые в 1967 г. в
Калифорнийском техническом институте: “Com-
plex as it is, much of the vast network of cellular func-
tions has been successfully dissected, on a microscopic
scale, by the use of mutants in which one element is al-
tered at a time” [9]. Тогда в практику вошел метод
химически индуцированного мутагенеза: самцов
дрозофилы пересаживали на среду, содержащую
смесь сахарозы и этилметансульфоната, и инку-
бировали в течение 24 ч при температуре 25°С [10,
11]. Затем каждого самца отсаживали отдельно к
виргинным самкам со сцепленными X-хромосома-
ми (генотип XXY), получая в первом поколении
самцов, унаследовавших свою мутантную X-хромо-
сому от отца, а нормальную Y-хромосому – от мате-
ри. Таким образом выводили линии, в которых
самцы несли мутации в X-хромосоме [9]. И про-
водили скрининг этих мутантов на наличие ка-
ких-либо поведенческих, электрофизиологиче-
ских или морфологических девиаций, для чего
разрабатывали соответствующие специальные
методы анализа, в частности метод “противоточ-
ного разделения”, принцип которого Бензер по-

заимствовал из хроматографии. Для этого он ис-
пользовал сдвоенные стаканчики, куда помещал
мух и скидывал их на дно, и в течение минуты
позволял мухам подниматься вверх, к источнику
света. Затем нижний стаканчик закрывал и брал
новый; повторял такую процедуру 15 раз. Нако-
нец, строил график зависимости числа оставших-
ся мух в нижнем стаканчике от порядкового но-
мера стаканчика [9]. Метод противоточного раз-
деления может быть использован для разделения
популяции мух на группы в зависимости от ответа
особей на различные стимулы, такие как: земное
притяжение, запах, звук, видимые образы. С помо-
щью принципиально нового подхода в лаборатории
Бензера или при его участии были получены и оха-
рактеризованы различные мутанты с измененными
характеристиками: period (циркадные ритмы),
dunce (обучаемость), fruitless (половое поведение),
sluggish-A (двигательная активность), sevenless
(дифференцировка фоторецепторных клеток),
methuselah (продолжительность жизни), comatose
и no action potential (температурно-чувствительный
паралич), drop-dead, spongecake, eggroll (морфоло-
гия мозга и продолжительность жизни).

Бензер оставил после себя десятки воодушев-
ленных учеников, коллег и последователей; про-
должал браться за новые задачи, описывал функции
разных генов дрозофилы, в последние годы инте-
ресовался моделированием нейродегенеративных
заболеваний человека у дрозофилы. Его блестящие
и элегантные экспериментальные подходы вскры-
ли “тонкую” структуру гена. Он обосновал роль
генов в контроле поведения, показал возмож-
ность разложения сложных поведенческих при-
знаков на элементарные, способствовал открытию
множества генов дрозофилы, показал их роль в
нервной системе и предложил способ выявления
участка нервной системы, ответственного за тот
или иной фенотип с помощью генетически мар-
кированных мозаиков. Потому Сеймура Бензера
называют одним из основоположников современ-
ной нейрогенетики. Однако заметим, что парал-
лельно с нейрогенетическими работами Бензера,
в России были заложены основы нейроэпигене-
тики М.Е. Лобашёвым. Им был предложен прин-
ципиально иной, эволюционно-физиологиче-
ский, подход к наследованию поведенческих
признаков и их изменчивости [12–14].

Значимый вклад в развитие нейрогенетиче-
ских исследований внес последователь Бензера
из университета Вюрцбурга – Мартин Хайзен-
берг, желавший сопоставить поведенческие фе-
нотипы с особенностями строения нервной си-
стемы. Традиционные подходы к решению такой
задачи основывались на хирургическом препари-
ровании нервной системы, что влекло за собой
два недостатка. Во-первых, гетерогенность мате-
риала, обусловленная невозможностью нанести
идентичные повреждения разным особям. Во-
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вторых, малое количество материала, обуслов-
ленное трудоемкостью процедуры. Пытаясь ре-
шить указанную проблему, Бензер получал набо-
ры различных мозаиков-гинандроморфов, где
мутантная (мужская гемизиготная) часть орга-
низма маркировалась внешне отличимыми фено-
типическими признаками (yellow, forked, white).
Тем самым он сделал первый шаг к определению
звена нервной системы, подверженного дей-
ствию мутации: определял части организма, му-
тация в которых ведет к характерному поведенче-
скому фенотипу. При этом Бензер замечал, что
внутренние ткани могут иметь генотип, отлич-
ный от генотипа внешних тканей, что сильно
ограничивает выводы, полученные при анализе
мозаиков [15]. Хайзенберг выбрал другой путь ре-
шения упомянутой проблемы, что привело к раз-
работке нового метода, который помог вести от-
бор мутантов еще по одному признаку – морфо-
логии головного мозга насекомых. Созданный
Хайзенбергом и его коллегами метод массового
гистологического скрининга позволил достаточно
быстро выявлять новых мутантов дрозофилы, у ко-
торых нарушалась морфология структур мозга или
его частей [16]. Например, среди обнаруженных в
таком исследовании мутантов был вариант, назван-
ный Vacuolar medulla, который характеризовался де-
генерацией нескольких нейронов в медулле и вто-
ром зрительном ганглии, униполярных нейронов
L1 и L2 ламины. Поведение мутантных особей
оказалось нарушено: они были не способны раз-
личать движущиеся объекты, реализовывать ре-
акцию посадки. Электроретинограмма выявила
отсутствие возбуждающих и тормозных реакций в
ламине, однако фоторецепторный потенциал не
отличался от нормального. А это уже означало
присутствие нарушений на уровне обработки
зрительной информации, но не ее сенсорного
восприятия [17]. Так Хайзенберг подошел к реше-
нию сложной проблемы расшифровки централь-
ного звена в анализе сенсорной информации.
Другие полученные Хайзенбергом мутанты ха-
рактеризовались изменениями грибовидного тела:
vacuolar pedunculi, beta lobes fused, mushroom body
defect, mushroom bodies deranged. Рассматривая ги-
потезы о причинах возникновения того или иного
фенотипа у указанных мутантов, Хайзенберг при-
близился к выявлению механизмов генетического
контроля процессов развития нервной системы,
поддержания ее жизнеспособности и функцио-
нирования [18]. Таким образом, нейрогенетические
исследования вышли на новый уровень. Схема экс-
перимента оставалась классической: индукция
генетических нарушений, селекция мутанта по фе-
нотипу, картирование гена, исследование его моле-
кулярных и клеточных функций. Но это оставалось
бы генетикой поведения, если бы свойства “гена
поведения” рассматривали вне контекста его ро-
ли в нервной системе. Метод Хайзенберга разре-

шил ограничение метода Бензера – гистологиче-
ский анализ наглядно показывал изменения струк-
тур нервной системы. Благодаря работам Бензера,
Хайзенберга и их коллег было открыто множество
генов, играющих роль в нервной системе.

Один из них – swiss cheese (sws, от англ. swiss
cheese – швейцарский сыр), названный по фено-
типу мутанта, полученного в 1979 г. в ходе гистоло-
гического скрининга [16, 19]. На срезах мозга му-
тантных особей было обнаружено множество
полостей; нейродегенерация прогрессировала с
возрастом. Нейроны мозга погибали путем апо-
птоза, также наблюдалась гибель глиальных клеток.
Заметнее всего последствия нейродегенерации
были видны в ламине. Мозг молодых мутантных
мух не отличался от нормального, однако на пя-
тый–шестой день их жизни обнаруживались пер-
вые полости. Кроме того, было показано, что гли-
альные клетки, оборачивающие тела и отростки
нейронов, образуют аберрантные мембранные
структуры и множественные слои, покрывающие
нейроны [19]. При этом оказалось, что sws является
аллельным вариантом гена olfE, обнаруженного в
1990 г. в скрининге индуцированных этилметан-
сульфонатом мутантов. Мухи с мутацией olfE харак-
теризовались нарушенным поведением в ответ на
запах бензальдегида [20]. Вскоре ген olfE был кло-
нирован [21], а уже в 1997 г. в комплементацион-
ном тесте доказан аллелизм sws и olfE [19].

Таким образом, был открыт ген, ответственный
за поддержание жизнеспособности нейронов и
глии, контролирующий обонятельную функцию.
А значит, открылись новые возможности для иссле-
дования особенностей жизнедеятельности нервной
ткани, в том числе и связанных с регуляцией пове-
дения. Исследованиям свойств гена swiss cheese и
его ортологов посвящено множество работ. В на-
стоящем обзоре мы попытались обобщить имею-
щуюся на сегодняшний день информацию об этом
гене и его ортологах, их роли в нервной системе.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНА sws
И ЕГО ОРТОЛОГОВ

Ген sws D. melanogaster картирован на X-хромо-
соме в положении 7D1. Его длина составляет
11417 п.н. Ген кодирует три транскрипта, два из
которых образуются вследствие альтернативного
сплайсинга: содержат либо 8-й, либо 9-й экзон.
Длина обоих транскриптов, названных sws-RA и
sws-RC, составляет 5571 нуклеотид (размер соот-
ветствующих белков – 1425 аминокислот). Тре-
тий транскрипт sws-RB образуется вследствие на-
личия альтернативной точки старта транскрип-
ции, не содержит 1–8-й экзоны, имеет длину 1928
нуклеотидов, кодирует белок длиной в 341 ами-
нокислоту (рис. 1,а, б). Показано, что ген sws яв-
ляется консервативным, его ортологи найдены у
различных видов от бактерий до человека. Сход-
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ство последовательностей продуктов этого гена
при сравнении между мышью и человеком со-
ставляет 96%, между мышью и дрозофилой – 36%
[22]. Белок SWS (обозначение заимствовано из
литературы и удобно, хоть оно и отходит от клас-
сической традиции обозначения белков дрозофи-
лы) имеет консервативный пататин-подобный
лизофосфолипазный (эстеразный) домен, поэтому
одно из названий белка-ортолога SWS у человека
и некоторых других животных – PNPLA6 (pata-
tin-like lysophospholipase domain containing 6).
Сходство эстеразных доменов SWS дрозофилы и
PNPLA6 человека составляет 61% [23]. Эстераз-
ный домен SWS образован аминокислотным
участком 952–1118, имеет два активных центра:
нуклеофильный Ser985 и протон-акцепторный

Asp1105, а также регуляторный мотив GXGXXG
(положение 956–961, рис. 1,в).

Кроме эволюционно-консервативного эстераз-
ного домена в структуре SWS есть сайты, связыва-
ющие циклические нуклеотидмонофосфаты. В
соответствующих белках у дрозофилы, человека,
мыши и большинства других Metazoa по три та-
ких сайта, у одноклеточных грибов Candida albi-
cans, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cer-
evisiae присутствует два сайта, у белощекого хох-
латого гиббона Nomascus leucogenys и бактерии
Mycobacterium tuberculosis только один, а у Esche-
richia coli они вовсе отсутствуют. В структуре SWS
дрозофилы нуклеотид-связывающие сайты зани-
мают следующие аминокислотные позиции: 174–
301; 482–609; 598–727 (рис. 1,в).

Рис. 1. Белок SWS и его ортологи. а – общая информация о цитогенетическом положении гена sws, длине известных
транскриптов и изоформ белка; б – структура известных изоформ белка SWS у дрозофилы. Указаны названия, основ-
ные структурные элементы и аминокислотная длина изоформ; в – названия генов-ортологов sws у разных видов,
структура канонических изоформ соответствующих белков и их длина в аминокислотах. Под трансмембранными,
нуклеотид-связывающими и эстеразными участками указано их аминокислотное положение в белке.

Сайты связывания
циклических

нуклеотидмонофосфатов
Трансмембранный

участок

a б

в

Ген: swiss cheese (sws)
Хромосома: Х
Цитогенетическое положение: 7D1
Длина: 11 417 н.
Транскрипты:
• А: 5571 н. (без экзона 8)
• С: 5571 н. (без экзона 9)
• В: 1928 н. (без экзонов 1–8)
Изоформы белка:
• А: 1425 а.к.
• С: 1425 а.к.
• В: 341 а.к.

Drosophilla melanogaster
Область низкой

сложности

Фосфорилированный
серин

Мотивы
активного центра

Патанин-подобный
лизофосфолипазный

домен

Изоформа А

Изоформа С

Изоформа В

PNPLA6 Homo sapiens

Pnpla6 Mus musculus

swiss cheese
Drosophila

melanogaster

NTE1 Saccharomyces
cerevisiae

Rv2565 Mycobacterium
tuberculosis

rssA Escherichia coli

1425 а.к.

1425 а.к.

341 а.к.

cNMP

cNMP

cNMP

cNMP

cNMP

cNMP

cNMP
GXGXXG

LSGYMPPLCDPK → IAGVFPPFCDYR

GYVNNL → CYTNNV

GXGXG

DGA/G

GXGXXG

GXGXG

DGA/G

cNMPcNMP 1375 а.к.
981−1147629−749511−633195−32260−80

cNMP
GXGXXG

GXGXG

DGA/G

cNMPcNMP 1355 а.к.
961−1127610−730492−614179−30644−64

cNMP

GXGXXG

GXGXG

DGA/G

cNMPcNMP 1425 а.к.
952−1118598−727482−609174−30135−55

cNMP

GXGXXG

GXGXG

DGA/G

cNMP 1679 а.к.
1373−1537943−1074

cNMP
GXGXXG

GXGXG

DGA/G

583 а.к.
309−469

GXGXXG

GXGXG

DGA/G

301 а.к.
8−168

24−140

803−947104−12450−70
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Белок SWS является интегральным, имеет
трансмембранный участок с 35-й по 55-ю амино-
кислоты, заякоривающий SWS в клеточной мембра-
не или в мембране эндоплазматического ретикулума
(ЭР) [24–26]. Длинный С-концевой фрагмент белка
обращен в цитоплазму. Белок может быть фосфо-
рилирован по остаткам Ser в позициях 444, 453,
1160 [27].

Функциональное сходство SWS дрозофилы и
PNPLA6 человека было продемонстрировано
при изучении мутанта sws5. Индуцированная с
помощью пищевой добавки RU486 экспрессия
гетерологичного PNPLA6 в нейронах взрослых ге-
нетически модифицированных особей sws5;GS-
elav-GAL4>UAS-PNPLA6 препятствовала развитию
характерных для мутантов sws5 нейропатологиче-
ских и поведенческих изменений. Более того, за-
метного улучшения удавалось добиться даже при
индукции экспрессии PNPLA6 на 5-й день жизни
особей, что предотвращало развитие дальнейшей
нейродегенерации [28]. Еще один эксперимент
показал функциональное сходство генов челове-
ка и Danio rerio. Подавление экспрессии гена pnp-
la6 рыбы с помощью введения морфолиновых
олигонуклеотидов ведет к нарушению ее эмбрио-
генеза, которое удается предотвратить инъекцией
мРНК PNPLA6 человека [29]. Эти данные свиде-
тельствуют о функциональной консервативности
ортологов гена sws.

ИЗУЧЕНИЕ ФУНКЦИЙ ОРТОЛОГОВ sws
С ПОМОЩЬЮ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ 

СОЕДИНЕНИЙ

Ортолог sws человека – ген PNPLA6 – имеет
еще одно название, историческое, а именно NTE
(от английских названий соответствующего белка:
neurotoxic esterase, neuropathy target esterase). Ген
NTE был предсказан в середине XX в. при иссле-
дованиях причин возникновения отсроченного
синдрома, вызванного отравлением токсичными
органическими соединениями фосфора (OPIDN,
organophosphorus compound induced delayed neu-
rotoxicity). Оказалось, что продукт этого гена яв-
ляется мишенью для действия ряда веществ, со-
держащих пятивалентный фосфор: фосфатов,
фосфонатов, фосфорамидатов, фосфинатов. Эти
соединения ковалентно связываются с активным
центром белка NTE (Ser966 для изоформы-2) через
атом фосфора, обратимо ингибируя фермент. Не-
которые из этих веществ способны участвовать во
второй реакции, называемой “старением”, в ходе
которой от атома фосфора отщепляется один из
боковых радикалов, в результате чего электрон-
ная плотность перераспределяется между атомом
фосфора и двумя связанными с ним атомами кис-
лорода. Такой интермедиат приобретает отрица-
тельный заряд и не может быть реактивирован да-

же сильными нуклеофилами. Реакция “старе-
ния” необратима, продолжается она несколько
минут.

Исследованные фосфорорганические соеди-
нения являются по своей природе эфирами. Было
предсказано, что ингибируемый ими фермент
взаимодействует с последними из-за их подобия
естественному субстрату (предположительно то-
же эфиру) [30–32]. Из этого следует, что сам фер-
мент является эстеразой.

Возможность взаимодействия белка NTE с не-
которыми фосфорорганическими эфирами поз-
волила разработать метод определения активно-
сти NTE (и его ортологов). Для этого используют
специальный субстрат (фенилвалерат), красящие
агенты (аминоантипирин-4 и гексацианоферрат(III)
калия) и колориметрически определяют долю рас-
щепившегося субстрата. Однако фениловый
эфир пентановой кислоты (фенилвалерат) может
быть расщеплен не только NTE, но и ацетилхо-
линэстеразой и бутирилхолинэстеразой. Поэтому
для определения активности NTE в биологическом
образце параллельно проводят два эксперимента с
добавлением в образец фосфорорганических инги-
биторов эстераз: только параоксона (ингибирует
эстеразы кроме NTE) или мипафокса (ингибиру-
ет NTE) вместе с параоксоном. Чувствительное к
мипафоксу, но устойчивое к параоксону расщеп-
ление субстрата в таком дифференциальном тесте
и вызвано активностью NTE [33, 34].

Накопленные токсикологические данные поз-
воляют предположить, что для развития синдро-
ма OPIDN необходимы два явления: во-первых,
ингибирование ферментативной активности NTE
более чем на 70% и, во-вторых, “старение” белка.
Считается, что “постаревший” интермедиат об-
ладает собственным токсическим эффектом. Не-
которые органофосфаты (фосфинаты), а также
сульфонаты и карбаматы (эти вещества относят к
типу ингибиторов “класса Б”) ингибируют NTE,
но не вызывают его “старения”. Поэтому даже если
падение активности фермента превышает 70%,
синдром OPIDN у модельных животных не разви-
вается. Более того, такие ингибиторы предотвраща-
ют последующее “старение” белка при добавлении
так называемых ингибиторов “класса А” (фосфа-
тов, фосфонатов, фосфорамидатов, вызывающих
“старение”). Например, один из органофосфатов,
способных индуцировать OPIDN, триортокрезил-
фоcфат (англ. TOCP) известен как соединение, вы-
звавшее отравление около 70000 человек в XX в.
Еще одним распространенным ингибитором
NTE является диизопропилфторфосфат (DFP), а
самым сильным ингибитором NTE является
этилоктилфторфосфонат (EOPF) [33, 34].

Изучение свойств белка с помощью фосфорорга-
нических соединений привело к идентификации
функций, которые белок выполняет в клетке.
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Оказалось, что подавление эстеразной активности
PNPLA6 мыши (здесь и далее в тексте мы будем
использовать современное название белка и со-
ответствующего гена у человека и мыши –
PNPLA6) с помощью органофосфатов как in vivo,
так и in vitro (в лизатах мозга) коррелирует со сни-
жением активности лизофосфолипазы (расщеп-
ляющей лизолецитин), из чего был сделан вывод,
что 1-пальмитоиллизофосфатидилхолин (лизо-
лецитин) является субстратом PNPLA6. Под-
тверждением этой гипотезы стал и факт того, что
в мозге гетерозиготных мышей с генотипом Pnp-
la6+/– активность лизофосфолипазы составила
59%, а эстеразная активность PNPLA6 в дифферен-
циальном тесте – 55% (от значений, полученных
для мышей дикого типа) [35]. Таким образом бы-
ла охарактеризована эстеразная функция белков-
ортологов SWS.

СВОЙСТВА ЭСТЕРАЗНОГО ДОМЕНА

Как было упомянуто выше, у дрозофилы ак-
тивным центром является Ser985, ответственный за
реализацию эстеразной функции SWS. Результа-
том экспрессии мутантного sws, полученного ме-
тодом направленного мутагенеза, приводящего к
замене Ser985Asp, стало отсутствие эстеразной ак-
тивности SWS в лизатах мозга дрозофилы при
анализе в дифференциальном тесте. Напротив,
гиперэкспрессия нормального sws в нейронах уве-
личивала активность эстеразы в 2 раза и не вызыва-
ла нейродегенерацию. Гиперэкспрессия функцио-
нального sws в глии повышала эстеразную актив-
ность в 12 раз и приводила к дегенерации глиальных
клеток (в особенности эпителиальной астроцито-
подобной глии) в ламине и в первой зрительной
хиазме [24].

Активность SWS выражается в гидролизе фос-
фатидилхолина (ФХ) до глицерофосфохолина и
двух молекул жирных кислот. Это означает, что
SWS выполняет функции фосфолипазы Б, рас-
щепляющей фосфолипиды по сайтам А1 и А2.
Мутантная линия sws1, у которой вследствие му-
тации c.[C1616A] появляется преждевременный
нонсенс-кодон Ser375*, характеризуется повы-
шенным содержанием ФХ. Линия с гиперэкс-
прессией sws дикого типа, напротив, имеет сни-
женный уровень ФХ по сравнению с линией ди-
кого типа CantonS [24].

Эксперименты in vitro доказали, что эстераз-
ный домен PNPLA6 человека (727–1216 а.к. в изо-
форме-2) расщепляет фосфолипиды, лизофосфоли-
пиды и моноацилглицериды, высвобождая жирные
кислоты. Бóльшая активность проявляется в sn-1
реакциях: в случае расщепления моноацилглице-
ридов скорость реакций по положению sn-1 в 8–
10 раз выше, чем по sn-2. Наибольшая скорость
реакции наблюдается при расщеплении лизофос-

фолипидов, в 10 раз превышающая значения из-
вестных специфических лизофосфолипаз. Жирные
кислоты высвобождаются еще быстрее из 1-паль-
митоил-лизоФХ – в 200 раз быстрее, чем если бы
субстратом был 1-пальмитоил-2-арахидонил-
ФХ [36].

СВОЙСТВА НУКЛЕОТИД-СВЯЗЫВАЮЩЕГО 
ДОМЕНА

Участок SWS, содержащий сайты связывания
циклических нуклеотидмонофосфатов, структурно
похож на фрагмент регуляторной субъединицы
R1α протеинкиназы А (PKA) дрозофилы и чело-
века. Нуклеотид-связывающий домен SWS взаи-
модействует с каталитической субъединицей C3
протеинкиназы PKA дрозофилы, но не с другими
субъединицами (С1 и С2). Любопытно, что то же
самое способен делать и белок PNPLA6 человека,
что вновь доказывает эволюционную консерва-
тивность молекулярных процессов, контролируе-
мых ортологами sws. Нормальный SWS ингибиру-
ет активность PKAС3: увеличение экспрессии sws в
нейронах у особей с генотипом elav-GAL4;UAS-sws+

ведет к снижению общей активности PKA [37].
Обнаружена колокализация PKAС3 и SWS в

нервных клетках мозга дрозофилы на мембранах
ЭР и цитоплазматических везикул. В клетках му-
тантной линии sws1 такого явления не замечено,
поэтому предполагают, что нормальный SWS ре-
крутирует PKAС3 к мембранам компартментов
клетки, обращенным в цитоплазму. Функцио-
нальные нарушения SWS, наблюдаемые в случае
мутации sws1, приводят к невозможности связы-
вания регуляторных субъединиц SWS c каталити-
ческими субъединицами PKAС3, в результате чего
последние становятся, как предполагают авторы
исследования [25], конститутивно активными.
Гиперэкспрессия гена, кодирующего PKAС3, в
мутантных особях sws1 приводит к усугублению
патологических процессов в мозге дрозофилы.
При этом не изменяется эстеразная активность
фермента SWS; т.е. к патологическим проявлени-
ям приводит именно измененная активность
PKAС3, а не нарушенная эстеразная активность
SWS. Удаление одной копии гена, кодирующего
PKAС3, не влияет на нейродегенерацию в цен-
тральном мозге у мутанта sws1. Более того, в кор-
тексе ламины наблюдается супрессия мутантного
фенотипа у таких мух [25]. Однако нокдаун гена
PKA-C3 сам по себе тоже способствует нейродеге-
нерации, проявляющейся на 30-й день жизни
имаго [37].

Показано, что PKAС3 мало похожа на другие
известные субъединицы (С1 и С2), и отсутствие
ее активности у мутантных D. melanogaster не может
быть компенсировано, например, дополнительной
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экспрессией гена PKA-С1. Экспрессия PKA-C3 об-
наружена у имаго в промежуточных натализин-
положительных нейронах, связывающих нейро-
ны мозга и мотонейроны брюшной нервной це-
почки. Оказалось, что мутантные по PKA-C3 сам-
цы не спариваются с самками, хотя их половое
поведение остается нормальным: они способны
проявлять реакцию “ухаживания” за виргинны-
ми самками; их локомоторная активность не отли-
чается от нормы [38].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ДОМЕНОВ
Любопытны результаты исследований взаимо-

действия доменов SWS (или его ортологов). На
культурах трансфицированных клеток фибробла-
стов почки зеленой мартышки (COS) была про-
анализирована эстеразная активность и локали-
зация белка PNPLA6 человека в зависимости от
наличия того или иного домена. Оказалось, что
отсутствие трансмембранного участка ведет к по-
паданию белка в цитоплазму и снижению эсте-
разной активности в 2 раза по сравнению с пол-
ноценным белком. Эстеразная активность
PNPLA6 не зависит ни от присутствия нуклео-
тид-связывающего домена, ни от цАМФ. Белок
без нуклеотид-связывающего домена колокали-
зуется с маркером ЭР, кальнексином, при этом
сам ЭР меняет морфологию, образуя тубулооб-
разные выпячивания. Такая же картина наблюда-
ется при экспрессии полноценного гена, а также
мутантного его варианта, имеющего замену S966A.
Следует заметить, что эти эксперименты прове-
дены на фоне нормальной активности эндоген-
ного PNPLA6, т.е. имела место “сверхэкспрес-
сия” генетической конструкции. Авторы предпо-
ложили, что вследствие гидрофобности
эстеразного домена белки PNPLA6 агрегируют С-
концами, притягивая мембраны ЭР друг к другу
[39]. Это явление было обнаружено и у дрожжей
Saccharomyces cerevisiae, белок NTE1 которых за-
якоривается в мембране гладкого ЭР. Гиперэкс-
прессия NTE1 ведет к образованию тубулообраз-
ных выпячиваний ЭР за счет межмолекулярных
взаимодействий гидрофобных эстеразных доме-
нов [40].

В другой работе исследователи проанализиро-
вали взаимодействие доменов PNPLA6 в клетках
нейробластомы человека (SH-SY5Y). Оказалось,
что эстеразный домен (в том числе и тот, актив-
ность которого отсутствовала вследствие замены
S966A) сам по себе способен взаимодействовать с
липидными каплями (или их предшественника-
ми) – специализированными органеллами, на-
капливающими в своем составе липиды, в первую
очередь триацилглицериды [41]. Несмотря на об-
наруженное сродство эстеразного домена к ли-
пидной фазе, реализация эстеразной активности
PNPLA6 не нуждается в липидном окружении

[36]. Нуклеотид-связывающий домен ингибирует
взаимодействие эстеразного домена с липидны-
ми каплями. Отсутствие первого ведет к тому, что
белок остается на поверхности ЭР, но собирается
в небольшие скопления рядом с липидными кап-
лями или их предшественниками, формирующи-
мися на мембране ЭР. Таким образом, полноцен-
ный PNPLA6 находится в мембране ЭР и не спо-
собен взаимодействовать с липидными каплями.
До сих пор неизвестно могут ли какие-либо воз-
действия изменить конформацию нормального
белка таким образом, чтобы он смог связать ли-
пидные капли. В работе [41] также было показа-
но, что дополнительный синтез эстеразного до-
мена приводил к увеличению количества липид-
ных капель в клетках SH-SY5Y, снижению уровня
ФХ, но не влиял на количество триацилглицери-
дов. Подавление экспрессии PNPLA6 на 70% с
помощью интерференции РНК не влияло ни на
уровень ФХ, ни на уровень триацилглицеридов,
ни на распределение липидных капель в клетках.
Это может означать, что в такой модели остаточ-
ный 30%-ный уровень мРНК обеспечивает нор-
мальную функцию PNPLA6. Однако эта гипотеза
остается недоказанной [41].

По-видимому, в норме нуклеотид-связывающий
участок влияет на эстеразную активность белка. Му-
тация sws5 у дрозофилы, имеющая вследствие за-
мены c.[G2431A] миссенс-эффект Gly648Arg в нук-
леотид-связывающем домене белка, вызывает
снижение эстеразной активности SWS. Это при-
водит к прогрессирующей с возрастом нейродеге-
нерации, выявляемой в мозге в виде образования
полостей; нарушению нормальной реакции отри-
цательного геотаксиса, наблюдаемому как на пер-
вой, так и на четвертой неделе жизни имаго; уско-
рению утомляемости мух, непрерывно скидывае-
мых на дно стаканчика в автоматизированной
установке. Например, если особи дикого типа
BerlinK перестают подниматься по стенкам ста-
канчика через 7 ч постоянного стряхивания, то
особи sws5 устают уже через 2 ч. Анализ кривых
продолжительности жизни показывает сокраще-
ние и этого показателя у мутантов по сравнению с
контролем [28].

С другой стороны, эстеразный домен, вероят-
но, влияет на нуклеотид-связывающий участок.
Ингибирование эстеразной активности SWS с
помощью TOCP приводит к снижению оной до
20% от первоначального уровня у особей дикого
типа (после их кормления TOCP в течение 16 ч) и
вызывает нейродегенерацию на 14-й день жизни
имаго. Заметнее всего последствия нейродегене-
рации видны в ламине. У самок с генотипом
sws1/CantonS снижена эстеразная активность на
50% по сравнению с особями дикого типа. Дей-
ствие на них TOCP не вызывает нейродегенера-
цию к 14-му дню жизни имаго. Гиперэкспрессия
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sws в нейронах, осуществляющаяся у особей с ге-
нотипом elav-GAL4;UAS-sws+, увеличивает эсте-
разную активность до 160% по сравнению с тако-
вой у особей дикого типа. Это не ведет к нейроде-
генерации. Кормление таких особей в течение 16 ч
TOCP вызывает у них гораздо более сильную ней-
родегенерацию на 14-й день жизни, чем у особей
дикого типа, принимавших TOCP. Сходные на-
блюдения оказались справедливыми и для пове-
денческого теста на фототаксис у всех перечис-
ленных особей, коррелируя с уровнем нейродеге-
нерации, выражающимся в доле полостей в мозге
особей [37]. Такие противоречивые результаты не
удается объяснить, рассматривая взаимодействие
TOCP только с эстеразным доменом.

Вместе с тем было обнаружено, что кормление
особей дикого типа TOCP в течение суток значи-
тельно снижает активность протеинкиназы А в
лизатах, полученных из голов имаго. Такой же
эффект имеет действие TOCP на культуру клеток
гиппокампа крысы. Напротив, не нейротоксич-
ный ингибитор эстераз параоксон (не ингибирует
SWS/PNPLA6) не вызывает подобных измене-
ний. Как было уже упомянуто, нокдаун PKA-C3 в
нейронах дрозофилы способствует нейродегене-
рации, наблюдаемой на 30-й день жизни имаго.
По-видимому, TOCP не только ингибирует эсте-
разную активность SWS/PNPLA6, связывая ак-
тивный центр Ser, но и приводит к удержанию
PKAC3, инактивируя ее [37]. Однако эту гипотезу
еще предстоит проверить.

КЛЕТОЧНЫЕ ПРОЦЕССЫ,
ЗАВИСИМЫЕ ОТ SWS И ЕГО ОРТОЛОГОВ

Главной и наиболее изученной функцией SWS
и его ортологов является (лизо)фосфолипазная,
реализуемая эстеразным доменом. Нарушение
этой функции приводит к различным патологиче-
ским эффектам вследствие гибели нервных кле-
ток. Но некоторые клетки способны адаптиро-
ваться к дисфункции такой липазы, среди них –
клетки дрожжей.

Эстеразный домен ортолога SWS у Saccharomy-
ces cerevisiae – NTE1 – на 39% похож на такой же
домен PNPLA6 у человека. Известно, что белок
дрожжей в среднем представлен 500 копиями на
клетку. С помощью метода измерения активности
фермента при дифференциальном ингибировании
эстераз фосфорорганическими соединениями бы-
ло показано, что NTE1 способен расщеплять фе-
нилвалерат, а замена в активном центре Ser1406 ве-
дет к отсутствию эстеразной активности. Этот бе-
лок чувствителен к действию “нейропатических”
фосфорорганических соединений, но в 5–10 раз
меньше, чем человеческий PNPLA6. Белок дрож-
жей способен расщеплять как лизоФХ, так и ФХ

и, по-видимому, является мажорной, если не
единственной, фосфолипазой Б у дрожжей по от-
ношению к ФХ. Однако нокаут NTE1 не влияет
ни на жизнеспособность, ни на рост клеток. Это
объясняется следующей динамикой метаболизма
холина. Если пометить холин изотопом [14C] и
выращивать дрожжи на содержащей его среде, а
затем перевести культуру на среду с немеченым
холином и выращивать их при температуре 37°С,
то у клеток-нокаутов по гену NTE1 [14C]-мечен-
ный холин попадает в клетку в 2 раза медленнее,
чем у клеток дикого типа. Холин используется для
образования промежуточного продукта – CDP-
холина, который нужен для синтеза ФХ. В экспе-
рименте у дрожжей-нокаутов концентрация ме-
ченого CDP-холина, как и ФХ, была в разы ниже,
чем у нормальных клеток. Полученный из CDP-
холина ФХ расщепляется в клетках дрожжей: в
норме через 1 ч при 37°С концентрация меченого
ФХ сокращается вдвое. У нокаутов она остается
практически неизменной. Основным (>85%) про-
дуктом расщепления ФХ является глицерофосфо-
холин. У нокаутов эта молекула отсутствовала в
течение 25 ч проведения эксперимента, т.е. они
были неспособны расщеплять ФХ с образовани-
ем глицерофосфохолина и двух жирных кислот.
Оказывается, однако, что общий уровень ФХ
одинаков у нормальных и мутантных клеток. Это
косвенно доказали в эксперименте, где сперва
дрожжи выращивали на [метил-14C]-метионине,
который служил источником для метилирования
фосфатидилэтаноламина, в результате чего обра-
зовывался меченый ФХ: его концентрация не от-
личалась у нокаута и дикого типа. Как показывают
исследования, изменение уровня ФХ токсично для
дрожжей. Поэтому при нокауте NTE1 замедляется
метаболизм ФХ – дрожжи меньше потребляют хо-
лин и медленнее синтезируют ФХ, так как медлен-
нее его расщепляют (активной остается только
фосфолипаза Д, отщепляющая холин от ФХ) [40].

Изменения липидома, вызванные дисфункцией
SWS/PNPLA6, могут влиять на различные свойства
клетки, например на электрическую проводимость
мембран. В эксперименте было показано, что по-
давление эстеразной функции с помощью нейро-
патических органофосфатов или при замене S966A
в активном центре ведет к изменению профиля
ионных токов через мембрану липосом, состоя-
щих из диолеилФХ и эстеразного домена PNPLA6
человека [42].

Локализованный в мембране ЭР белок SWS
может влиять и на эту органеллу. Было замечено,
что у мутантов sws1 с возрастом менялась форма
ЭР в нейронах, что выявили методом электрон-
ной микроскопии [24]. Позднее выяснилось, что
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дисфункция гена sws ведет к стрессовому ответу
ЭР. Мутация sws1 вызывает четырехкратное уве-
личение уровня сплайсированного транскрипта,
кодирующего транскрипционный фактор XBP1,
который отвечает за стресс ЭР посредством актива-
ции шаперонов, ферментов синтеза липидов, фак-
торов деградации белков. При этом увеличивается
количество шаперона ЭР GRP78/BiP в головах мо-
лодых мух (возраст которых составил 4–6 дней
жизни). Это сопровождается уменьшением уров-
ня кальциевой АТФазы сарко-ЭР (SERCA) и со-
ответствующим увеличением концентрации Ca2+ в
цитоплазме натализин-положительных нейронов,
экспрессирующих sws. В результате увеличивается
уровень моно- и полиненасыщенных форм ФХ, а
также различных форм лизоФХ [43].

Регуляция обнаруженных стрессовых реакций
способна уменьшить патологические проявле-
ния, наблюдаемые у мутанта sws1. Экспрессия в
нейронах дополнительного XBP1 снижала уро-
вень GRP78/BiP к нормальному. На 7-й день жиз-
ни такие мухи не имели отклонений в локомотор-
ной активности, анализируемой в тестах на отри-
цательный геотаксис; замедлялось развитие
нейродегенерации: на 14-й день жизни мух поло-
стей в мозге было больше, чем в норме, но мень-
ше, чем у мутантов. При этом снижался уровень
лизоФХ (но не достигал нормальных значений), в то
время как уровень ФХ не менялся. К подобным фе-
нотипическим эффектам приводила и дополни-
тельная экспрессия SERCA в нейронах, однако
она не влияла на уровень GRP78/BiP [43].

Нейродегенеративные и поведенческие изме-
нения, наблюдаемые у мутантов sws1, удалось
предотвратить, используя таурурсодеоксихоле-
вую кислоту (TUDCA), производное одной из
желчных кислот. TUDCA оказывает противоапо-
птотическое действие, предотвращая активацию
каспазы-3, высвобождение Bax и цитохрома C [43].

Еще одно исследование, посвященное изуче-
нию реакции организма на дисфункцию sws, по-
казало, что мутанты sws1 и swsolfE имеют более низ-
кую выживаемость при 96-часовой инкубации на
пище с окислителями (метилвиолет и перекись
водорода). Мутант swsolfE при этом характеризует-
ся бóльшим уровнем окисленных липидов (изме-
ренным с помощью тиобарбитуровой кислоты)
по сравнению с контролем, что свидетельствует о
возможном изменении окислительно-восстано-
вительного статуса клеток при нарушении функ-
ции гена sws [44].

Другие исследования показали связь sws и ми-
тохондрий. У особей с гиперэкспрессией sws в
нейронах (elav-GAL4;UAS-sws+) выявлено нару-
шение формы и распределения митохондрий в

нейронах, выявляемое методом электронной
микроскопии. И как было отмечено выше, ней-
родегенерация у таких мух не наблюдается [37].
Напротив, у мутантов sws1 наблюдается нейроде-
генерация, но не замечено изменение митохон-
дрий в нейронах [24]. Однако у личинок-мутан-
тов sws1, так же как и у личинок с нокдауном sws в
нейронах, в пресинаптических окончаниях ней-
ромышечных соединений заметно уменьшалось
количество митохондрий [45].

Представленные исследования показывают
множественность клеточных функций, зависи-
мых от действия гена sws, и указывают на слож-
ный ответ клетки при изменении работы гена sws.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ sws
С ДРУГИМИ ГЕНАМИ

Существуют данные о взаимодействии sws с
некоторыми другими генами. Например, иссле-
дования обонятельной функции у мутантов swsolfE

выявили взаимодействие sws с генами, кодирующи-
ми субъединицы интегринов: myospheroid и inflated.
Несмотря на то что использованные мутации в
этих генах рецессивны и не влияют на обоняние
будучи в гетерозиготном состоянии, в положении
транс-аллельного взаимодействия (дигетерози-
готное носительство) некоторые мутации ведут к
нарушению чувствительности мух как к бензаль-
дегиду, так и к изоамилацетату (восприятие кото-
рого нарушено у мутантов по гену myospheroid).
Однако мутация, определяющая полную дис-
функцию гена интегрина, не вызывает такие эф-
фекты. Подобные результаты получены и для ге-
на α2-субъединицы интегрина (inflated): транс-
дигетерозиготы хуже чувствовали бензальдегид,
чем моногетерозиготы [46].

Еще одна работа посвящена изучению двух ге-
нов, открытых при участии Сеймура Бензера. Было
показано, что нейродегенерация у мутанта sws1

усиливается при потере функции гена циркадных
ритмов per: увеличивались как количество, так и
площадь полостей в нейропиле дейтоцеребрума.
Это свидетельствует о взаимодействии указанных
генов по типу кумулятивной полимерии при рас-
смотрении нейродегенеративного фенотипа, а
значит, существует независимый контроль ими
клеточных функций [47]. В свою очередь это
говорит о сложных взаимодействиях генов, опре-
деляющих тот или иной фенотип, и предлагает
рассматривать более сложные модели в нейроге-
нетике.
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РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ sws
И ЕГО ОРТОЛОГОВ

Вопрос регуляции экспрессии sws пока остается
неизученным. На сегодняшний день нам известна
только одна работа, посвященная исследованию
контроля экспрессии ортолога sws, а именно гена
PNPLA6 человека. Добавление в питательную
среду к клеткам нейробластомы человека (SK-N-
SH) активатора протеинкиназы С – форбол-12-
миристат-13-ацетата – вело к снижению уровня
мРНК гена PNPLA6 на 60–70%, что обусловило
остаточный уровень белка и соответственно оста-
точную эстеразную активность на уровне около
1/3 от нормы. Ингибитор протеинкиназы C – ста-
уроспорин – не влиял на исследуемые показатели,
как и введение в клетки вектора для гиперэкспрес-
сии PNPLA6 под собственным промотором. Исходя
из полученных данных и информации о времени
жизни мРНК гена PNPLA6, авторы заключили,
что активация протеинкиназы С влияет на экс-
прессию эндогенного PNPLA6, но не на сам белок
или его мРНК [48].

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ sws
У ДРОЗОФИЛЫ

Длинные транскрипты гена sws (sws-RA и sws-
RC) появляются на первой–третьей стадиях эм-
бриогенеза в большом количестве, затем к стадии
личинки третьего возраста и куколки уровень
длинного транскрипта падает. У имаго длинные
транскрипты обнаружены как в теле, так и в голо-
ве. Короткий транскрипт (sws-RB) появляется
только у имаго в голове [21].

Исследование экспрессии sws с помощью
транскриптомных методов выявило, что тран-
скрипты sws можно обнаружить на всех стадиях
онтогенеза особей. Наибольший уровень мРНК
sws найден в первые часы развития эмбриона и у
взрослых особей. Низкая экспрессия sws харак-
терна для слюнных желез личинок, умеренный
уровень экспрессии наблюдается в пищевари-
тельной системе личинок и имаго, высокая экс-
прессия происходит в головах особей вне зависи-
мости от их возраста, и очень высокий уровень
транскриптов sws обнаружен в семенниках и жи-
ровом теле имаго [49, 50].

У личинок третьего возраста sws экспрессиру-
ется в нейронах и в глиальных клетках мозга и
брюшной нервной цепочки. С помощью иммуно-
гистохимического окрашивания белок SWS был
обнаружен в периферических нервах: аксонах
нейронов и в глиальных клетках, их окружающих,
а также в нейромышечных окончаниях [45].

Дисфункция sws влияет на развитие нейромы-
шечных контактов личинок. Так, у самцов sws1 и
особей с нокдауном sws в нейронах было обнару-
жено увеличение числа сателлитных бутонов и
нарушение цитоскелета. Вместе с тем количество
активных зон в одном бутоне, содержащих актив-
ные синапсы, оказалось уменьшенным у личинок
с нарушенной функцией sws. Хотя сам SWS рас-
полагается пресинаптически и отсутствует в
постсинапсе, было замечено снижение уровня
белка DLG – постсинаптического маркера – ор-
толога PSD-95 млекопитающих [45].

Экспрессия sws в мозге имаго D. melanogaster в
первые дни жизни происходит повсеместно, но с
возрастом ограничивается крупными клетками
[24]. Ген sws экспрессируется в фоторецепторных
клетках; его дисфункция ведет к прогрессирую-
щей с возрастом дегенерации фасеток [26].

Реакция нервных и глиальных клеток на дис-
функцию sws различается. Тканеспецифичная
экспрессия нормального аллеля sws в глии мутантов
sws1 препятствовала патологическому множе-
ственному обертыванию, однако нейроны про-
должали гибнуть. Экспрессия аллеля sws дикого
типа только в нейронах мутантных особей sws1, но не
в глии, приводила к отсутствию полостей в мозге,
однако морфология глиальных клеток имела фе-
нотип как у мутанта. Похожие явления были об-
наружены и при тканеспецифичной экспрессии у
дрозофилы мышиного Pnpla6, что вновь показы-
вает функциональное сходство соответствующих
белков [24]. Позднее выяснилось, что нокдаун sws
только в нейронах или только в глии не влияет на
образование множественных мембранных слоев,
образованных глиальными клетками, из чего сле-
дует, что для этого необходима дисфункция sws во
всех клетках нервной системы (проявляющаяся у
мутантов sws1) [19, 51]. Более того, для поддержа-
ния жизнедеятельности клеток требуется консти-
тутивная экспрессия sws. Использование факуль-
тативного промотора генов теплового шока для
экспрессии нормального sws не супрессировало
мутантный фенотип sws1 [24].

Ингибирование эстеразной активности SWS с
помощью TOCP имеет отсроченный нейродеге-
неративный эффект. После однодневного корм-
ления токсичным органофосфатом у только что
вылупившихся дрозофил фиксировали снижение
эстеразной активности SWS на 80%, и к 14-му
дню жизни этих особей образовывались полости
в мозге, нарушалась быстрая реакция фототакси-
са [37].

Действие TOCP на первичную культуру ней-
ронов дрозофилы вело к заметному сокращению
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длины отростков, прямо пропорционально зави-
сящему от дозы токсина [37].

Наличие глиального фенотипа у мутанта sws1

подтолкнуло исследователей к выявлению типов
глии, где экспрессируется sws. С помощью имму-
нофлуоресцентного окрашивания выявили белок
SWS в пограничной глии между кортексом и ней-
ропилем в протоцеребруме, фенестрированной
(периневральной) и сателлитной (кортексной)
глии ламины, глии нейропиля медуллы. В глии
нейропиля в протоцеребруме белок не был обна-
ружен таким методом, так же как и в гигантской
глии первой зрительной хиазмы, и в эпителиаль-
ной (астроцитоподобной) глии ламины [24].

Однако факт экспрессии гена в том или ином
типе клеток сам по себе не свидетельствует о
функциональной роли исследуемого гена в этих
клетках. Поэтому с помощью метода электрон-
ной микроскопии был проведен анализ влияния
подавления экспрессии гена sws в глии на морфоло-
гию этих клеток. Индуцированный интерференцией
РНК посттранскрипционный сайленсинг sws во
всех глиальных клетках (с помощью драйверов
экспрессии repo-GAL4 или loco-GAL4) вызывал
образование полостей, наиболее заметных в кор-
тексе ламины, на границе между ретиной и лами-
ной. Количество полостей увеличивалось с воз-
растом имаго, однако число глиальных клеток
при этом не менялось. Оказалось, что при подав-
лении экспрессии sws апоптоз глии происходит до
второго дня жизни имаго. У двухдневных мух чис-
ло глиальных клеток было ниже, чем у нормаль-
ных особей. Наибольшее снижение – до 58% – вы-
явили для глиальных клеток, окружающих опти-
ческие доли. В меньшей степени падало число
клеток эпителиальной (астроцитоподобной) глии
ламины [51].

К подобным изменениям приводило подавле-
ние экспрессии sws в отдельных типах глии, а
именно в субпериневральной или оборачиваю-
щей глии центральной нервной системы, но не в
астроцитоподобной или кортексной. При нокдау-
не sws в субпериневральной глии образовывались
крупные аберрантные мембранные структуры,
происходило это преимущественно в ламине. На-
против, подавление экспрессии sws в оборачива-
ющей глии центральной нервной системы вело к
дегенерации ее отростков в нейропиле ламины,
медуллы, лобулы и лобулярной пластинки, где
аксоны нейронов становились в результате ого-
ленными [51].

Авторы предположили, что именно недостаток
эстеразной функции SWS ведет к нарушениям жиз-
недеятельности глиальных клеток, так как синтез
дополнительного мутантного по активному цен-

тру SWS не влияет на развитие нейродегенерации
у особей с нокдауном sws, в то время как мутант-
ный по нуклеотид-связывающему домену белок
снижает темпы нейродегенерации. Обнаружен-
ная при дисфункции SWS в глии нейродегенера-
ция влияла на поведение особей – с возрастом
ухудшалась реакция фототаксиса. Такие изменения
наблюдались как при нокдауне sws во всех типах
глии, так и в оборачивающей и субпериневраль-
ной в отдельности, и прогрессировали с возрас-
том. При этом зрительная или моторная функция
не нарушалась, а страдало центральное звено об-
работки информации. Мухи с нокдауном sws во
всех типах глии хуже различали специальные
ориентиры в “Буридановом” эксперименте, и с
возрастом их гигантские интернейроны (giant fi-
bres, обрабатывают входящую зрительную ин-
формацию от сенсорных нейронов и передают
сигнал на моторные нейроны) хуже отвечали на
электрическое возбуждение. Нокдаун не влиял на
электроретинограмму или возбудимость моторных
нейронов. Не менялся и уровень маркера активных
зон нейромышечного синапса – белка Bruchpilot,
но увеличивался уровень белка CSP, ответственно-
го за Ca2+-индуцируемый экзоцитоз [51].

РОЛЬ ГЕНА sws В КОНТРОЛЕ ПОВЕДЕНИЯ

Выше мы уже отмечали, что связанная с дис-
функцией sws нейродегенерация может влиять на
нарушение поведения у D. melanogaster: подавлять
реакции положительного фототаксиса [37, 51]
или отрицательного геотаксиса [28]. Мутация
swsolfE была обнаружена у мух с нарушенным пове-
дением в ответ на запах бензальдегида [20]. Му-
тант olfE был изучен среди прочих (из группы му-
тантов olfactory) в исследовании группового пове-
дения мух, в ходе которого было показано, что в
группах более 50 особей есть мухи, которые ищут
пищу, а затем оставшиеся особи собираются во-
круг “первопроходцев”. Однако при описании
результатов работы авторы не указали данные,
полученные при исследовании мутанта olfE.
Утверждалось, что мутанты группы olf имеют бо-
лее низкие разработанные количественные пока-
затели для оценки такого поведения, чем кон-
трольные мухи Canton-Special [52].

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ
Pnpla6 У МЫШИ

У мыши экспрессия Pnpla6 начинается на 7-й день
жизни эмбриона и важна для его выживания [53].
Экспрессия гена у эмбрионов обнаружена в мезо-
нефросе, метанефросе, обонятельном, кишечном,
трахеальном эпителии, в языкоглоточном и трой-
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ничном ганглиях. Постнатальная экспрессия повсе-
местна в центральной нервной системе, однако с
возрастом сокращается до структур моста, нижних
бугров четверохолмия, гипоталамуса, зубчатого
ядра мозжечка, продолговатого мозга и коры. С
возрастом экспрессия Pnpla6 отчетливо выявля-
ется в крупных нейронах (например, в пирамид-
ных клетках гиппокампа и в клетках Пуркинье
мозжечка) [22]. Кроме того, экспрессия Pnpla6
обнаружена в гормон-продуцирующих клетках
семенников – клетках Лейдига [53].

Нокаут Pnpla6 имеет летальный эффект – осо-
би гибнут на 9-й день эмбриогенеза из-за дефек-
тов развития плаценты матери. Особи, несущие
лишь один нормальный аллель Pnpla6, жизнеспо-
собны и развиваются нормально, хотя и имеют
сниженную на 50% активность PNPLA6 [53, 54].

Гетерозиготные мыши Pnpla6+/– не имеют
нейропатологических изменений, характеризу-
ются нормальными обучаемостью и памятью.
Введение таким мышам малой дозы нейропатиче-
ского органофосфата EOPF вызывает увеличение
локомоторной активности, при этом ни в головном,
ни в спинном мозге не наблюдается патологических
изменений. Введение токсичных доз EOPF вызы-
вает снижение двигательной активности и судо-
роги [53].

Ингибирование PNPLA6 с помощью фосфор-
органического соединения MOCDPP при еже-
дневном (в течение пяти дней) добавлении токси-
на в пищу мышам вело к увеличению уровня ФХ
до 120% только через неделю после окончания
отравления, затем уровень восстанавливался до
нормального. Вместе с тем развивалась дегенера-
ция дистальных отделов сенсорных и моторных
нейронов в спинном мозге, но это не влияло на
двигательную активность особей [55].

Инактивация экспрессии Pnpla6 в нейронах
мыши также ведет к нейродегенерации – гибнут
клетки гиппокампа, таламуса, клетки Пуркинье
мозжечка [56]. У мышей с нокаутом Pnpla6 в ней-
ронах (nestin-cre:NTEfl/fl) происходит дегенера-
ция дистальных участков сенсорных и моторных
нейронов в спинном мозге уже у молодых особей
(возраст 1–3 мес.), эффект сохраняется и у взрослых
(возраст 6–12 мес.). При этом, как заметили авторы
работы [56], мыши страдают от двигательных нару-
шений в конечностях. Взятые у 7-дневных мышей
клетки гранулярных нейронов мозжечка характе-
ризовались сниженным образованием конститу-
тивно секретируемых sAPPα и рилина (до 80% от
нормального уровня). В мозге таких особей уро-
вень ФХ увеличивался до 120% от нормальных
значений [55].

В периферической нервной системе белок
PNPLA6 обнаружен в аксонах, а также в зрелых не-
миелинизирующих и миелинизирующих шваннов-
ских клетках. Белок локализован вокруг ядра.
Нормальный Pnpla6 не влияет на образование
миелиновой оболочки вокруг отростков нервных
клеток в периферической нервной системе, но
важен для образования шванновской оболочки
(Remak bundles) вокруг немиелинизированных
нервных волокон (Remak fibers). Дефицит PNPLA6
в немиелинизирующих шванновских клетках
способствует неполному обертыванию нервных
волокон и индуцирует их дегенерацию. При по-
вреждении нервного волокна значительно усилива-
ется экспрессия Pnpla6 в шванновских клетках, что
может играть роль в демиелинизации и защитных
функциях периферической глии [57].

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ
PNPLA6 У ЧЕЛОВЕКА

Согласно транскриптомным данным мРНК
гена PNPLA6 найдена практически во всех тканях
человека [58]. Эстеразная активность PNPLA6
обнаружена помимо нервной ткани в лимфоци-
тах [59] и тромбоцитах [60], плаценте [61], фиб-
робластах [62].

Ингибирование продукта гена PNPLA6, на-
блюдающееся у отравившихся TOCP, приводит к
развитию синдрома OPIDN, характеризующегося
дегенерацией длинных аксонов моторных нейро-
нов в пирамидном тракте спинного мозга. В
меньшей степени страдают сенсорные нейроны.
Это вызывает спастичность, поражающую ниж-
ние конечности сильнее, чем верхние.

Рецессивные мутации в гене PNPLA6 в состо-
янии гомозиготы или транс-дигетерозиготного
компаунда приводят к различным нейродегене-
ративным заболеваниям. При этом могут погибать
нейроны спинного мозга, мозжечка, гипофиза, фо-
торецепторные клетки. Это, в свою очередь, вызы-
вает спастичность, атаксию, гипогонадотропный
гипогонадизм, пигментный ретинит, хориорети-
нальную дистрофию. Более подробно роль гена
PNPLA6 в нейропатологиях человека описана в
нашем обзоре [63].

ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ЗНАЧЕНИЕ 
МУТАЦИЙ В ГЕНЕ PNPLA6

Обнаружение заболеваний, ассоциированных
с мутациями в гене PNPLA6, инициировало ряд
исследований по изучению функций “мутант-
ных” белков. Например, короткий белок
PNPLA6D376GfsX18, образующийся вследствие ин-
серции c2494_2495InsTGTGGGCCTGGGG у паци-
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ентов с синдромом Gordon Holmes [23], не явля-
ется функциональным. Экспрессия соответству-
ющего гена у мух-мутантов sws1 не улучшала ни
один из показателей: долю полостей в мозге мух,
параметры реакции быстрого фототаксиса, уро-
вень ФХ или лизоФХ [64].

Эксперименты по восстановлению эмбриоге-
неза Danio rerio с нокдауном гена pnpla6, индуци-
рованным с помощью введения морфолиновых
олигонуклеотидов, показали, что человеческая
мРНК PNPLA6 дикого типа почти полностью вос-
станавливает морфологию личинок, в отличие от
мутантных мРНК, ведущих к заменам в белке,
встречающимся у пациентов с синдромами Oliver–
McFarlane/Laurence–Moon. Наблюдаемые явления
подтверждают негативное влияние указанных
мутаций на функциональную состоятельность
белка PNPLA6 [29].

Оказалось, что мутации, обнаруженные у паци-
ентов с различными PNPLA6-ассоциированными
заболеваниями, по-разному влияют на функции
белка. Для проведения исследования анализиро-
вали гены, приводящие к заменам в нуклеотид-
связывающих доменах (L524P, G578W, T629R) или в
эстеразном домене (A1029T, R1099Q). Чтобы изучить
свойства дефектных вследствие мутаций белков,
экспрессировали соответствующие генетические
конструкции у мух, имеющих мутацию sws1. Что-
бы получить одинаковый уровень экспрессии
конструкций, трансгенез проводили с помощью
интегразы PhiC31, а затем подтверждали равен-
ство уровней белка в тканях головы с помощью
Вестерн-блоттинга. Оказалось, что белки с заме-
нами L524P и G578W, по-видимому, менее стабиль-
ны, так как экспрессия соответствующих генов не
приводила к образованию того же уровня белка,
что и в других вариантах [64].

Для изучения биологических функций различ-
ных вариантов PNPLA6 использовали систему
UAS-GAL4: в нейронах (с помощью драйвера
Appl-GAL4) у мутантных мух (sws1) экспрессиро-
вали варианты гена человека (UAS-PNPLA6). Рас-
щепляющий ФХ SWS не способен эффективно
делать это в случае мутации sws1. При этом экс-
прессия ни нормального аллеля PNPLA6, ни ка-
кого-либо из исследованных мутантных аллелей
не ведет к нормализации уровня ФХ у мух, воз-
раст которых составил 3–5 дней. Однако иная
картина обнаруживается с другим субстратом
SWS – лизоФХ. Если нормальный аллель PNPLA6
возвращает уровень лизоФХ к норме у мух того же
возраста, то ни один из изученных мутантных ал-
лелей делать это не способен. При этом 7-днев-
ные мухи с экспрессией какого-либо из мутант-
ных вариантов PNPLA6 имеют нормальную или

близкую к нормальной локомоторную актив-
ность в тесте на фототаксис. Но у 14-дневных мух
ни аллель дикого типа, ни мутантные аллели
PNPLA6 не способны восстановить поведение
мух до нормального. Тем не менее экспрессия ге-
на дикого типа или дефектных по фосфолипазно-
му домену вариантов “спасает” мух от нейродеге-
нерации, характерной для мутанта sws1. Кроме то-
го, если экспрессировать “мутантные”
конструкции в глиальных клетках (с помощью
драйвера loco-GAL4), то поведение таких мух в те-
сте на фототаксис не отличается от поведения
контрольных особей [64].

Результаты этих экспериментов показывают,
что нормальная функция SWS зависит как от эс-
теразного, так и от нуклеотид-связывающего
участка и в первую очередь связана с расщепле-
нием лизоФХ. Нормальный аллель PNPLA6 спо-
собствует восстановлению к норме как поведе-
ния, так и морфологии мозга. Мутантные аллели
PNPLA6 не способны восстанавливать ни уровень
лизоФХ на фоне дисфункции sws, ни поведение у
14-дневных особей; они по-нейродегенерации в
мозге. Известно уже множество мутаций, связан-
ных с различными PNPLA6-ассоциированными
синдромами у человека, и не замечено корреля-
ции клинической симптоматики и локализации
мутации. Авторы обсуждаемой статьи предпола-
гают, что отличия в клинических проявлениях
мутаций PNPLA6 вообще связаны с влиянием ге-
нетического фона, а не с вариабельностью функ-
ций белка в зависимости от поражения нуклео-
тид-связывающего или эстеразного домена [64].

Результаты другого исследования, в котором
анализировали эстеразную активность в фиб-
робластах, полученных от пациентов с различны-
ми PNPLA6-ассоциированными заболеваниями,
предлагают к рассмотрению альтернативную ги-
потезу. Полученные значения активности PNP-
LA6 в фибробластах разделили на четыре группы,
сделав вывод, что разные мутации по-разному
влияют на функцию белка [29]. Возможно, из-за
разной чувствительности к дисфункции PNPLA6
у пациентов страдают разные клетки (чем сильнее
снижение эстеразной функции, тем больше клеток
погибает). А значит, развиваются разные синдро-
мы. Однако эта любопытная гипотеза еще нуждает-
ся в тщательной экспериментальной проверке.

Так, в одной из работ изучали влияние мута-
ций PNPLA6 на эстеразную активность фермента
в первичных культурах фибробластов, получен-
ных от пациентов с наследственной спастической
параплегией (тип SPG39) или их родственников
[62]. Рецессивные гомозиготы, имеющие замену
M1012V, и гетерозиготные компаунды с заменой
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R890H и нарушенной структурой белка из-за ин-
серции c2946_2947InsCAGC имели сниженную эсте-
разную активность на 59–65% по сравнению с клет-
ками, имеющими хотя бы один нормальный аллель
PNPLA6. Однако снижения эстеразной активности,
как оказалось, недостаточно для развития заболева-
ния. Так, еще большее снижение эстеразной актив-
ности обнаружено в фибробластах двух здоровых
взрослых родственников пациентов, гетерозигот-
ных носителей аллеля c2946_2947InsCAGC [62]. Это
свидетельствует о неоднозначности связи клини-
ческих проявлений, эстеразной активности, ло-
кализации мутации в гене PNPLA6. А значит, не-
смотря на многочисленные исследования, мы
еще далеки от понимания механизмов развития
PNPLA6-ассоциированных патологий, роли это-
го гена (и его ортологов) в функционировании
разных структур нервной системы и поддержа-
нии жизнеспособности нервных и глиальных
клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За прошедшие 100 лет, с рождения Сеймура
Бензера, генетика человека и животных чрезвы-
чайно преобразилась. Казавшаяся когда-то неве-
роятной расшифровка геномов многих видов
значительно упростила и конкретизировала об-
щее представление о наследственной информа-
ции, определяющей различные, в том числе и по-
веденческие, свойства организма. Исследования
конкретных генов, обнаруженных вследствие
изучения мутантов, позволили описать многооб-
разные функции, находящиеся под контролем
изучаемых генов, на клеточном и молекулярном
уровнях, и связать эти дискретные единицы на-
следственности с поведенческими признаками.

На частном примере исследований гена sws
(открытого благодаря новаторским подходам
С. Бензера и М. Хайзенберга), а также его ортоло-
гов, выявляются успехи и проблемы современной
нейрогенетики, а также прослеживается история
ее развития. Ортолог гена sws впервые был открыт
у курицы [65], а затем у человека [66–68] в ходе
токсикологических исследований третьей чет-
верти XX в. [34]. Позднее, к концу XX в., описан
ген sws у дрозофил, полученных в скрининге ней-
родегенеративных мутантов [19]. И вскоре обна-
ружены несколько ортологов у кишечной палочки,
микобактерии, дрожжей, нематоды; показана их
эволюционная консервативность [69]; а затем ис-
следован ортолог у мыши [22]. Оказалось, что эти
гены контролируют функцию фосфолипазы Б и
именно ее дефицит ответствен за наблюдаемые
нейродегенеративные фенотипы. Однако более

подробное исследование структуры белка выявило
еще и необычную роль нуклеотид-связывающего
домена как в реализации эстеразной активности,
так и в развитии нейродегенерации. Таким обра-
зом, соотнесение структуры белка с его функциями
выявило, как минимум, роль метаболизма фос-
фатидилхолина в поддержании жизнеспособности
нервных клеток. В 2008 г. открыто первое наслед-
ственное заболевание, ассоциированное с орто-
логом sws у человека [70]. А в последующее деся-
тилетие, благодаря внедрению геномных иссле-
дований в медицину, обнаружено еще несколько
подобных синдромов [63]. Это, во-первых, спо-
собствовало более тонкому изучению функцио-
нальной структуры соответствующего белка и,
во-вторых, открыло его роль в нескольких отде-
лах нервной системы человека. Исследования
дрозофилы и мыши помогли открыть типы клеток
нервной системы, нуждающиеся в нормальной
работе sws/Pnpla6: как нервных, так и глиальных
[51, 57]. Так, анализ морфологии чувствительных
к дисфункции гена клеток привел к установле-
нию связи различных клеточных популяций с
контролем некоторых особенностей поведения.
Наконец, проведены исследования, касающиеся
ответа клетки на дисфункцию гена sws, и предло-
жен механизм как генетического, так и фармако-
логического вмешательства для подавления ха-
рактерных патогенных процессов [43]. Значит,
открываются перспективы для лечения редких
наследственных заболеваний человека, связан-
ных с геном PNPLA6. Это становится особенно
актуально в связи с тем, что функции sws и его ор-
тологов позволили открыть нейропатические
свойства целого ряда токсичных фосфороргани-
ческих соединений, используемых в качестве пе-
стицидов или рассматриваемых как потенциаль-
ное химическое оружие [33, 34, 66].

Как мы видим, редукционистский подход к
изучению нейрогенетики оказался чрезвычайно
плодотворным. Многие вопросы, однако, оста-
ются по-прежнему открытыми и возникают но-
вые проблемы, требующие решения. В частности,
не расшифрованы механизмы регуляции экс-
прессии гена sws (и его ортологов); не выявлены
все молекулярные события, происходящие при
дисфункции этих генов; неизвестна реакция всех
типов клеток организма на нарушение функции
генов; неизвестны причины гибели клеток; не яс-
но, какие именно нарушения в работе гена доста-
точны для развития патологии. Эти и другие во-
просы ожидают дальнейших исследований.

Но еще более важно понимание работы генома
как целого функционального комплекса. Ведь
показано, что дисфункция гена sws плейотропно
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влияет на различные процессы в клетке, а также
действует на проявление работы других генов.
Кроме того, разные клетки организма по-разно-
му чувствительны к дисфункции sws, вероятно, в
силу отличий на уровне реализации генетической
информации из-за дифференцированности кле-
точных популяций. Есть и тысячи других генов,
экспрессия которых необходима для работы нерв-
ной системы. Это означает, что нейрогенетику ждут
в будущем новые принципиальные изменения.
Требуется применение холистического подхода
для интеграции полученных частных знаний о
функциях конкретных генов, роли конкретных
клеток в реализации той или иной формы поведе-
ния. Методы биоинформатики, системной био-
логии и компьютерного моделирования, возможно,
смогут помочь в решении таких задач.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ в рамках научного проекта № 20-34-
90148.

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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A Private History of Neurogenetics: The swiss cheese Gene and Its Orthologs
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aKonstantinov Petersburg Nuclear Physics Institute, National Research Center “Kurchatov Institute”, Leningrad oblast, 
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One of genetic problems is devoted to the role of heredity in determination of behavioral traits of humans and
animals. As it was believed for many years, behavior is determined by both the environment and the pleiotro-
pic action of many genes, and therefore discrete hereditary factors of behavior are elusive. The purposeful ob-
taining and study of behavior-altered mutants in Drosophila, launched more than half a century ago by Sey-
mour Benzer, laid the foundation of the direction called neurogenetics. Further establishment of connection
between mutations and various phenotypes made it possible to reveal genes’ role in the determination of func-
tions of the nervous system and in the corresponding regulation of behavior. Among many genes discovered
by Seymour Benzerand his followers, in particular Martin Heisenberg, in the course of research on Drosophila
mutants is the swiss cheese gene, which regulates viability of neurons and glial cells. Numerous studies of this
evolutionary conservative gene and its orthologues, prompted by interest to analysis of genetic control of vi-
ability of nervous tissue cells, deciphering the biological mechanisms organophosphate poisons action, and
studies of some hereditary human syndromes have made it possible to identify aspects of the swiss cheese gene
and its orthologues role in cell metabolism, functioning of the nervous system, regulating behavior.

Keywords: neurogenetics, swiss cheese, NTE, PNPLA6, Seymour Benzer, neurodegeneration.
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Гемофилия В – это моногенное Х-сцепленное рецессивное заболевание, связанное с нарушением
свертываемости крови, вызванное мутациями в гене фактора свертывания IX (F9). Описана необычная
форма данного заболевания “гемофилия В Лейден”, обусловленная мутациями в промоторной области
гена F9, при которой происходит значительное, (до нормальных значений), увеличение фактора IX в
плазме после полового созревания больного. Мутации в промоторе группируются в дискретных участ-
ках связывания транскрипционных факторов и по-разному изменяют экспрессию гена F9 в процессе
развития. Данное заболевание иллюстрирует, как однонуклеотидные патогенные варианты в цис-
регуляторных регионах могут оказывать радикальное воздействие на экспрессию генов. В статье
представлены современные данные о структуре промотора гена F9 и результаты обследования трех
пациентов с гемофилией В Лейден, проходивших генетическое тестирование в лаборатории ДНК-
диагностики ФГБНУ “МГНЦ им. академика Н.П. Бочкова”.

Ключевые слова: гемофилия В, ген F9, промотор, мутация.
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Гемофилия В (MIM 306900) – это Х-сцеплен-
ное рецессивное заболевание, при котором про-
исходит нарушение свертываемости крови. Его
частота составляет 1 : 30000 мужчин [1]. Различают
легкую степень гемофилии В – уровень фактора IX
в плазме составляет 5–40%, среднюю степень тя-
жести – 1–5% и тяжелую – менее 1% (https://
www.ehc.eu/ru/). Заболевание обусловлено мута-
циями гена F9, которые влияют на экспрессию
или функцию фактора свертывания крови IX
(фактор Кристмаса). Фактор IX – это витамин
К-зависимая сериновая протеаза, которая совмест-
но с кофактором – фактором VIII участвует во
внутреннем пути коагуляции, активируя фактор
X. Ген F9 (MIM 300746) локализован на длинном
плече хромосомы Х в локусе Xq27. Белок синтези-
руется в печени [2], после чего подвергается мно-
жественным посттрансляционным модификациям
[3, 4]. Известно, что в норме у плода до 20-й нед.
гестации количество мРНК и белка фактора IX
составляет <10% от уровня взрослого человека [5]. В
постнатальный период уровень FIX составляет 50%,
а в раннем детстве – 75% от показателей у взрослых
[6]. Следующее значительное повышение содер-
жания фактора IX в плазме наблюдается у чело-
века после полового созревания, когда у обоих

полов зафиксировано увеличение экспрессии на
25% [6, 7].

В настоящее время нумерация нуклеотидов ге-
на F9, согласно рекомендациям HGVS (https://
varnomen.hgvs.org/), начинается со стартового ко-
дона трансляции, однако ранее нумерация велась от
основного стартового сайта транскрипции (major
transcription start site, TSS), который находится на
29 нуклеотидов ранее стартового кодона ATG.
Соответственно данные 29 нуклеотидов теперь
включены в промоторную некодирующую область,
что необходимо учитывать при изучении ранней
литературы, посвященной гену F9.

В 1970 г. в городе Лейден (Нидерланды) была
описана необычная форма гемофилии В [8]. Этот
подтип заболевания, получивший название “ге-
мофилия В Лейден”, имеет некоторую особенность
клинического течения. У больных мальчиков в воз-
расте до 15 лет отмечается значительное сниже-
ние уровня фактора IX:C в плазме (≤1–10%), а по-
сле пубертатного периода уровень данного фак-
тора восстанавливается со скоростью около 5% в
год практически до нормальных значений (мак-
симально до 40–80%) [9–11]. Клиническое тече-
ние заболевания в детстве может быть как мяг-
ким, умеренным, так и тяжелым, приводящим к
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частым кровотечениям, гемартрозам, и может
требовать заместительной терапии. На сегодняш-
ний день зарегистрировано более 100 случаев ге-
мофилии В Лейден [12].

При секвенировании кодирующей последова-
тельности гена F9, сайтов сплайсинга и регулятор-
ных областей у больных из семей с Лейден-подоб-
ными симптомами гемофилии В были выявлены
точковые мутации в области промотора данного

гена [9, 13–21]. В базах “The Human Gene Mutation
Database”, “Factor IX Gene Variant Database” и
“CHBMP” всего зарегистрировано 30 патоген-
ных вариантов промотора гена F9. Данные вари-
анты сгруппированы в три кластера: один в об-
ласти с.–55–48 пн, второй – с.–38–34 пн и тре-
тий – с.–24–17 пн выше стартового кодона
трансляции (рис. 1). Эти участки были признаны
потенциальными регуляторными элементами.
Известно, что помимо основных факторов тран-
скрипции, которые непосредственно связывают
РНК-полимеразу с промотором рядом со стартовой
точкой транскрипции, существуют транскрипцион-
ные факторы, которые называются активаторами.
Они узнают определенные короткие консенсус-
ные нуклеотидные последовательности промотора
(элементы ответа) или энхансера и повышают эф-
фективность связывания основного аппарата тран-
скрипции с промотором, т.е. определяют частоту
событий инициации транскрипции, поддерживая
ее на адекватном уровне. Было выдвинуто пред-
положение, что каждый кластер мутаций разрушает
сайт связывания белка-активатора транскрипции
и тем самым нарушает экспрессию гена F9, по
крайней мере до наступления половой зрелости.
Таким образом, результаты генетического тести-
рования пациентов с гемофилией В Лейден по-
служили важным материалом для изучения тран-
скрипции в печени человека. Влияние выявленных
у данных пациентов нуклеотидных замен в промо-
торе гена F9 на его экспрессию изучалось с помо-
щью функционального анализа in vitro на клеточных
линиях HeLa и HepG2 и in vivo на трансгенных мы-
шах [10, 22–25].

Мутации в промоторе генов интересны тем, что
демонстрируют, как изменения последовательно-
сти нуклеотидов в данной области могут приводить
к глубоким нарушениям экспрессии генов в разные
периоды развития организма. В частности, в случае
гена F9 экспрессия начинается только после поло-
вого созревания (рис. 2).

Рис. 1. Патогенные варианты в промоторе гена F9, описанные в базах “The Human Gene Mutation Database”, “Factor IX
Gene Variant Database”, “CHBMP”. Курсивом выделена неописанная нуклеотидная замена, выявленная в данном ис-
следовании.
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Рис. 2. Экспрессия гена F9 в норме, у больных гемо-
филией В Лейден и гемофилией В Бранденбург [26].
У здоровых людей (линия 1) уровень экспрессии гена
F9 постепенно растет в течение жизни. У больных ге-
мофилией В Лейден (линия 2) этот рост начинается
только после полового созревания согласно одной из
гипотез в связи с повышением активности экспрес-
сии гена при связывании с сайтом тестостерон-зави-
симого фактора андрогеновых рецепторов (AR). У
больных гемофилией В Бранденбург (линия 3) такого
роста не наблюдается и после полового созревания,
так как данный сайт связывания поврежден. Пунк-
тирные линии представляют собой экстраполяции
из-за отсутствия доступных клинических данных.
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Поиск транскрипционных факторов, которые
связываются с тремя функциональными цис-ре-
гуляторными элементами в промоторе гена F9,
начался в конце 1980-х гг., когда были идентифи-
цированы первые транскрипционные факторы
млекопитающих. Ген F9 экспрессируется пре-
имущественно в гепатоцитах. Печень – большой
и относительно однородный орган, поэтому она
была подходящей моделью для ранних исследова-
ний по выделению и очистке транскрипционных
факторов. Несколько исследовательских групп
успешно идентифицировали и клонировали кДНК
специфичных для печени ДНК-связывающих
белков [27, 28]. Были определены консенсусные
последовательности для этих факторов транскрип-
ции и соответственно были идентифицированы не-
которые кандидатные ДНК-связывающие белки,
регулирующие экспрессию фактора IX.

Первым открытым белком-активатором гена
F9 был CCAAT/энхансер-связывающий белок α
(C/EBPα), относящийся к транскрипционным
факторам из группы “лейциновых молний”.
Данный фактор связывается с сайтом TTGNNCAA,
последовательность которого похожа на –24–17
регион промотора гена F9 (рис. 1). После связы-
вания с ДНК данный белок может индуцировать
транскрипцию через свой активационный домен,
взаимодействуя с компонентами основного ап-
парата транскрипции. Более поздние исследова-
ния на мышах, нокаутированных по C/EBPα,
подтвердили, что данный фактор функциональ-
но необходим для нормального уровня экспрес-
сии гена [29].

Далее был открыт ядерный фактор гепатоцитов
4α (HNF4α). Ген HNF4A клонирован в начале
1990-х гг. [28]. Было показано, что очищенный
белок связывается с областью с.–56–48 промотора
гена F9 [22, 30], а известные мутации из данного
региона нарушают это связывание и ингибируют
трансактивацию посредством HNF4α. В настоя-
щее время данный ядерный рецептор широко из-
вестен как главный регулятор дифференцировки
печени, так как влияет на экспрессию большого
количества специфичных для гепатоцитов генов.

Примерно в то же время исследователи начали
изучать причину увеличения экспрессии гена F9 у
больных с гемофилией В Лейден после полового
созревания. Систематизированный анализ паци-
ентов с гемофилией В позволил выявить еще
один подтип заболевания, получивший название
“гемофилия В Бранденбург” [30]. Пациенты име-
ли очень низкий уровень фактора IX, и геморра-
гические симптомы наблюдались на протяжении
всей жизни. У данных пациентов были выявлены
мутации в положении с.–55 (рис. 1) [12, 30–34],
при которых, в отличие от других мутаций в про-

моторе F9, не происходит восстановления экс-
прессии гена в период полового созревания (рис. 2).
Было отмечено, что данный регион промотора
напоминает элемент андрогенного ответа (androgen
response element, ARЕ), т.е. сайт связывания для
транскрипционного фактора андрогенового рецеп-
тора (AR). Белок AR является транскрипционным
фактором из семейства рецепторов стероидных
гормонов. Он взаимодействует с последовательно-
стями ДНК, соответствующими консенсусу ARЕ, и
активирует транскрипцию в присутствии тестосте-
рона. Было показано, что AR может связываться с
областью вокруг позиции с.–55 и что мутации при
гемофилии B Бранденбург нарушают данное свя-
зывание [30]. При этом пациенты с патогенными
вариантами промотора гена F9 в позициях с.–48–50,
с.–38–34 и с.–24–17 действительно имели увели-
чение экспрессии фактора после полового созре-
вания, так как ARЕ оставался интактным. Следует
отметить, что сайты связывания факторов HNF4α и
AR частично перекрываются (на протяжении ше-
сти нуклеотидов) (рис. 1). Таким образом, при ге-
мофилии В Бранденбург повреждаются оба сайта
связывания – для HNF4α и для AR, обусловливая
такую форму гемофилии В, при которой не на-
блюдается улучшения клинической картины при
воздействии тестостерона [33]. Отсутствие в базах
данных описанных мутаций в позициях с.–57–65,
вероятно, свидетельствует о несущественном
влиянии на уровень экспрессии гена F9 нуклео-
тидных замен в сайте связывания только андроге-
нового рецептора.

Гипотеза о влиянии половых гормонов на экс-
прессию гена F9 была проверена на мышах [24].
Было выявлено, что у самцов линии Tfm, имеющих
укороченный белок AR, не способный связываться
с тестостероном, не происходит увеличения экс-
прессии фактора IX после полового созревания. В
дальнейшем у человека важность сайта ARE в
промоторе гена F9 также подтвердилась. Было
выявлено, что введение тестостерона подростку в
пре-пубертатном возрасте с гемофилией В Лейден
привело к увеличению уровня FIX:C [35]. Кроме
того, в литературе описан случай, когда мужчина
с гемофилией B Лейден использовал анаболиче-
ские стероиды для увеличения мышечной массы,
что побочно вызвало еще и повышение уровня
FIX:C в плазме [36]. Однако после прекращения
использования стероидов количество фактора IX
у него снизилось. Данные наблюдения дают весо-
мые аргументы в пользу причастности андроге-
нов к регуляции экспрессии гена F9.

В позициях c.–53 и с.–52, в которых также пе-
рекрываются сайты связывания AR и HNF4α, за-
регистрированы еще три миссенс-мутации (рис. 1).
К сожалению, у данных пациентов не было про-
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ведено лонгитюдного наблюдения, поэтому не-
возможно сделать вывод о влиянии данных нук-
леотидных вариантов на клиническое течение за-
болевания после полового созревания больного
[12, 37]. Вместе с тем описан пациент с делецией
c.–52del, которому диагноз гемофилия В был по-
ставлен в возрасте трех лет, и уровень фактора FIX:C
в его плазме был <1% [38]. После пубертатного
периода качество жизни больного значительно
улучшилось, FIX:C варьировал от 4 до 11%. Как ни
странно, у его племянника с такой же мутацией,
также страдающего гемофилией В (FIX:C < 1%),
повышение уровня фактора IX не произошло [39].
Исходя их данного семейного случая, можно
предположить, что дополнительные факторы –
генетические, эпигенетические, факторы внешней
среды – также могут влиять на симптомы и кли-
ническую тяжесть гемофилии B Лейден.

Несколько позже был предложен другой меха-
низм регуляции экспрессии фактора IX, обуслов-
ленный возрастом. Он был убедительно проде-
монстрирован в экспериментах Kurachi et al. на
трансгенных мышах [25]. Согласно данной гипоте-
зе, в регуляции задействован элемент возрастной
стабильности (ASE, age-related stability element),
расположенный в 5'-некодирующей области на
расстоянии 831 нуклеотида (802 нуклеотидов со-
гласно исторической номенклатуре) от промотора
гена F9. В экспериментах было показано специ-
фическое связывание ядерного белка ETS1 с данной
областью. ETS1 является транскрипционным
фактором, ранее известным своими протоонко-
генными свойствами [40]. В исследованиях Kurachi
et al. [25] была показана новая роль ETS1 в физио-
логической регуляции возрастной экспрессии
генов. Связывание данного транскрипционного
фактора с возрастным элементом стабильности
обусловлено действием гормона роста (соматро-
пином). Данное явление было продемонстрирова-
но на мышах, которым хирургическим путем был
резецирован гипофиз. Это позволило проанали-
зировать прямое действие экзогенно вводимых
гормонов и исключило возможность нисходящих
эффектов, опосредованных другими гормональ-
ными путями. Было показано, что при введении
дигидротестостерона или эстрадиола уровень FIX
восстанавливался только на 10% от показателей
до гипофизэктомии, однако при введении гормо-
на роста этот уровень восстанавливался на 80%.
Причем содержание фактора в плазме возрастало
как у самцов, так и у самок. Таким образом, была
установлена важная роль гормона роста в регуля-
ции возраст-зависимой экспрессии гена F9 неза-
висимо от пола. Результаты данных эксперимен-
тов на модельных животных в дальнейшем нашли
свое подтверждение у женщин – носительниц

мутаций гемофилии В Лейден. Например, была
описана семья, в которой у двух девочек с неравной
инактивацией хромосомы Х, имеющих мутацию
c.–22T>C в гетерозиготном состоянии, в возрасте
6 и 11 лет уровень фактора IX составлял 11 и 17%
соответственно [41]. При этом у первой пациент-
ки этот уровень увеличился к 16 годам до 21%, а у
второй пациентки к 14 годам – до 35%. Нормали-
зация уровня FIX:C наблюдалась и у двух носи-
тельниц мутации c.–35G>A из Ирландии [42].
Также было выявлено, что при серийном измере-
нии количества фактора IX в группе детей с мута-
цией c.–35G>A в течение первых трех лет жизни
наблюдается постепенное увеличение его содер-
жания в плазме от значений, соответствующих
тяжелой/среднетяжелой форме, до значений при
мягкой форме гемофилии В [43]. Причем данное
увеличение в столь раннем возрасте не может быть
обусловлено андрогенами, а, вероятно, связано с
постепенным повышением содержания гормона
роста от низких значений в раннем детстве до
максимальных пиковых значений в период поло-
вого созревания [44]. Несмотря на столь убеди-
тельные свидетельства в пользу данной гипотезы,
на сегодняшний день ни одной мутации из обла-
сти c.–831 не описано. Кроме того, гипотеза не
объясняет отсутствия улучшения состояния у
больных с гемофилией В Бранденбург.

Белок-активатор для третьего локуса, в кото-
ром располагается кластер мутаций (с.–38–34),
искали в течение 20 лет. Мотивация для поиска
этого белка была особенно сильной, потому что
на долю этого кластера приходится около поло-
вины всех случаев гемофилии В Лейден [12, 31].
Кроме того, разные нуклеотидные замены на
этом участке приводят к различной степени тяже-
сти течения заболевания [10, 12, 14, 16]. Понима-
ние данного механизма регуляции представляло
большой интерес. Указанная область содержит
динуклеотид CpG, который, как известно, явля-
ется горячей мутационной точкой как в гене F9,
так и в других локусах [45]. Загадка данного регу-
ляторного участка промотора была решена одно-
временно двумя исследовательскими группами,
которые совместно опубликовали свои результаты
[46]. Данные метода ChIP-Seq для транскрипци-
онного фактора ONECUT1 (также известного как
ядерный фактор гепатоцитов 6, HNF6) позволи-
ли предположить его в качестве кандидатного
белка для связывания с элементом с.–38–34 в
промоторе F9 [47]. Исследования показали, что
ONECUT1 специфически связывается с областью
с.–38–34 промотора F9 в гепатоцитах человека [46]
(рис. 1). Он также занимает проксимальный про-
мотор гена F9 в гепатоцитах мышей [48], а нокаути-
рованные по ONECUT1 эмбрионы мышей имеют
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пониженный уровень FIX [46]. Родственный фак-
тор ONECUT2 тоже связывается с сайтом с.–34–38
in vitro, а исследования на эмбрионах мышей с
двойным нокаутом Onecut1/Onecut2 подтвердили,
что при отсутствии обоих белков ген F9 не транс-
крибируется [46].

В базе HGMD описан еще один патогенный
вариант в позиции c.–5A>G у пациента с мягкой
формой гемофилии В Лейден. Данный вариант не
попадает ни в один из известных кластеров для
транскрипционных факторов [49]. Кроме того, в
базе Genome Aggregation Database (gnomAD, https://
gnomad.broadinstitute.org) у одной женщины в про-
моторе гена F9 в гетерозиготном состоянии встре-
тилась нуклеотидная замена c.–4G>T (частота алле-
ля 0.0005%), у другой женщины – c.–3G>T (частота
аллеля 0.0005%). Вероятно, они также являются
патогенными и могут нарушать транскрипцию
или процессинг РНК, тем не менее данных, под-
тверждающих их патогенность, на настоящий мо-
мент нет.

Существует предположение, что в природе могут
встречаться нуклеотидные варианты в промотор-
ной области гена F9, которые не имеют клиниче-
ских проявлений [46]. Однако в выборке gnomAD, в
которую включены результаты секвенирования
125748 экзомов и 15708 геномов людей без тяже-
лых патологий, в 5'-UTR области изучаемого гена
не представлено ни одного частого полиморфизма,
кроме упомянутых редких вариантов c.–3G>T и
c.–4G>T. В базе dbSNP в промоторе F9 зареги-
стрированы еще несколько вариантов с крайне низ-
кой частотой альтернативного аллеля: c.–7A>T
(rs1569481540), c.–13G>C (rs372382059), c.–15C>G
(rs375594466), c.–19C>T (rs761036720), c.–39A>C
(rs371045754), c.–41C>A (rs750827465), c.–44C>G
(913707665), но для них не установлено клиническо-
го значения и не представлены данные о клиниче-
ском статусе людей, у которых они были выявлены.
В выборке, включающей данные секвенирования
1223 экзомов пациентов, не страдающих коагуло-
патиями, обследованных в МГНЦ им. академика
Н.П. Бочкова, в промоторе гена F9 ни одной нук-

леотидной замены не обнаружено. Из этого мож-
но предположить, что изучаемая область гена F9
все же более консервативна, чем предполагалось.
Это также подтверждается филогенетической
консервативностью данной последовательности
у разных видов млекопитающих (рис. 3).

В некоторых исследованиях было предсказано
наличие еще одного сайта для связывания тран-
скрипционных факторов в локусе с.–231–248, с
которым в частности взаимодействует альбумин
D-сайт-связывающий белок (DBP) и GA-связы-
вающий белок (GABPα/β), которые также могут
влиять на регуляцию экспрессии фактора IX после
полового созревания [50, 51], хотя на сегодняшний
день ни одной мутации из этой области не описано.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В данной работе проведено генетическое те-
стирование трех пациентов, имевших/имеющих в
детстве диагноз “гемофилия В, тяжелая форма”.
От пациентов или их законных представителей
было получено информированное согласие на
проведение исследования.

Выделение ДНК из цельной крови, забранной
в пробирку с антикоагулянтом ЭДТА, проводили с
помощью набора реактивов Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, США) согласно прото-
колу производителя.

Секвенирование по Сенгеру ПЦР-продуктов,
полученных с праймеров, комплементарных по-
следовательности гена F9, фланкирующих экзоны
1–8 и промоторную область, проводили на при-
боре для капиллярного электрофореза 3130 ABI
genetic analyzer (Applied Biosystems, США). Частоту
выявленных вариантов гена F9 определяли по базам
данных dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/proj-
ects/SNP/) и Genome Aggregation Database (http://
gnomad.broadinstitute.org/), патогенность – по их
описанию в базах “The Human Gene Mutation Da-
tabase” (https://my.qiagendigitalinsights.com/bbp/)
и “Factor IX Gene Variant Database” (http://

Рис. 3. Промоторная область гена F9 у млекопитающих (https://genome.ucsc.edu). Пики отображают консервативность
данных последовательностей, которые являются кандидатными сайтами связывания транскрипционных факторов.
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www.factorix.org/), “CHBMP” (https://www.cdc.gov/
ncbddd/hemophilia/champs.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При обследовании пациентов с гемофилией В,

проходивших генетическое тестирование гена F9
в ФГБНУ “Медико-генетический научный центр
им. академика Н.П. Бочкова”, у троих были обна-
ружены мутации в промоторной области гена.

Пациент ГВ_382.1 2002 г. рождения. На мо-
мент обследования пациенту 14 лет. Наблюдается
у гематолога с 5 лет c диагнозом “гемофилия В”
(болезнь Кристмаса). При осмотре: нормальное
телосложение, умственное и физическое разви-
тие соответствует возрасту, выявлены коленные
гемартрозы. Из семейного анамнеза известно,
что в детстве у дедушки по материнской линии
наблюдались частые кровотечения, однако об-
следования он не проходил. К сожалению, более
подробный анамнез собрать не удалось из-за про-
живания больного в труднодоступной местности.
При проведении генетического тестирования в
гене F9 выявлена описанная ранее Reitsma et al.
мутация c.–17А>G в гемизиготном состоянии [9].
Родословная больного из семьи 382 схожа с родо-
словной американской семьи. У представленного
в статье [9] пробанда в детстве уровень фактора IX
в плазме был <1%, наблюдались частые кровоте-
чения, но после 14 лет кровотечения стали более
редкими, уровень FIX:C постепенно увеличивался
и к 18 годам достиг 24%, оставшись в дальнейшем
на постоянном уровне. Известно также о дяде боль-
ного по материнской линии с такими же клини-
ческими проявлениями, которому впервые об-
следование было проведено в 39 лет и FIX:C у него
составил 42%. У матери больного, которая явля-
лась носительницей данной мутации, FIX:C был
79%. Интересно, что у мужчин из одной семьи,
описанной в статье [9], после полового созревания
уровень фактора IX вырос в разной степени – у
пробанда остался диагноз “мягкая форма гемофи-
лии В”, а у дяди пробанда уровень фактора достиг
нормальных значений. На сегодняшний день из-
вестно, что данная мутация находится в сайте
связывания транскрипционного фактора C/EBPα.
Исходя из этого, а также из данных о семейном
анамнезе больного 382.1, можно предположить,
что в ближайшее время состояние данного паци-
ента улучшится.

Пациент ГВ_266.1 1985 г. рождения. На мо-
мент обследования пациенту 29 лет. Обследование
проводилось с целью дальнейшего уточнения ста-
туса сестры пробанда на предмет носительства ге-
мофилии В. Из анамнеза известно, что пациент с
5 лет наблюдался в НМИЦ гематологии г. Москвы

с клиническим диагнозом “тяжелая коагулопа-
тия, гемофилия В”. У больного в детстве наблю-
дались кровотечения из слизистых, геморрагии на
коже, гематомы мягких тканей, гемартрозы круп-
ных суставов. Больной получал гемостатическую
терапию концентратом фактора IX, несколько раз
проходил лечение в стационаре. В 16 лет пациенту
поменяли диагноз на “гемофилия В, легкая фор-
ма”, FIX:C в плазме составлял 13%, в 18 лет – 26%.
Далее больной перестал наблюдаться у гематолога в
связи с исчезновением клинических проявлений
заболевания. При проведении секвенирования гена
F9 у данного пациента был обнаружен ранее не
описанный вариант с.–48G>T. В 1995 г. Ketterling
в данной позиции описал вариант с.–48G>С у
12-летнего мальчика с гемофилией В средней тя-
жести (FIX:C 3%) [37]. Также известны патоген-
ные варианты в соседних нуклеотидах (c.–49T>A,
c.–49T>C, c.–50T>G, c.–50T>C) у больных со
схожим фенотипом [13, 21, 52, 53]. У всех больных
произошло значительное смягчение клинических
симптомов гемофилии В после полового созрева-
ния, как и у пробанда 266.1. Известно, что в пози-
циях с.–56–48 находится сайт связывания для
транскрипционного фактора HNF4α, при этом
только в позициях с.–50–48 он не перекрывается
с сайтом для андрогенового рецептора, что обес-
печивает увеличение концентрации фактора IX
после полового созревания. Вариант с.–48G>T
также выявлен у сестры пробанда в гетерозигот-
ном состоянии.

Пациент ГВ_401.1 2014 г. рождения. На момент
обследования пациенту 4 года, наблюдается у ге-
матолога с клиническим диагнозом “гемофилия В,
тяжелая форма”. Из анамнеза известно, что в 2016
г. он проходил стационарное лечение по причине
образовавшейся гематомы в области лба после
травмы и повторявшихся кровотечений из раны по-
сле проведенного вскрытия гематомы. Также были
отмечены множественные небольшие подкожные
кровоизлияния по всему телу и умеренное увеличе-
ние селезенки, суставы были не изменены. Выявле-
ны отклонения в коагулограмме: АЧТВ – 102.2 с,
фактор IX – 0.9%. На сегодняшний день ребенок
получает заместительную терапию плазматиче-
ским концентратом фактора IX. При генетиче-
ском тестировании у пациента был обнаружен ра-
нее описанный патогенный вариант в промоторе
гена F9 – c.–52C>T в гемизиготном состоянии.
Мать пробанда является гетерозиготной носитель-
ницей данного патогенного варианта. Согласно
описанным в литературе случаям при наличии у
больных мутации в этой области, выздоровления
после полового созревания не происходит в связи
с тем, что данная нуклеотидная замена попадает
на сайты связывания как фактора HNF4α, так и



ГЕНЕТИКА  том 57  № 10  2021

ГЕМОФИЛИЯ В ЛЕЙДЕН 1127

тестостерон-зависимого фактора AR. Однако да-
ет надежду разное течение заболевания у двух
больных из одной семьи с мутацией c.–52del, при
которой у одного из больных наступило улучше-
ние состояния [38].

Гемофилия В Лейден является примером гене-
тического заболевания, обусловленного мутация-
ми в промоторной области гена F9, при котором в
большинстве случаев происходит выздоровление
или облегчение состояния пациента после полового
созревания. Степень ингибирования транскрипции
и соответственно тяжесть течения гемофилии В за-
висят от мутации, в той или иной мере нарушающей
связывание белка-активатора с промотором. При
этом следует подчеркнуть, что на фенотип также
могут влиять дополнительные факторы (генети-
ческие, эпигенетические и др.), поэтому тяжесть
течения заболевания не может быть достоверно
предсказана только по выявленной мутации.

Были предложены две гипотезы, объясняющие
улучшение состояния больных в период полового
созревания. Обе они нашли подтверждение в ряде
проведенных экспериментов. Возможно, что оба
механизма – регуляция экспрессии гена F9 поло-
выми гормонами и гормоном роста – являются со-
ставными частями еще более сложного биологиче-
ского процесса. Поэтому причины выздоровления
при гемофилии В Лейден являются предметом
дальнейших исследований.

В настоящее время известно около 1600 факторов
транскрипции человека [54, 55]. Основополагаю-
щим для этого было клонирование практически
всех ДНК-связывающих белков и появление
ChIP-Seq метода. Современные методы позволя-
ют определять функциональное значение для все
большего количества SNPs и мутаций в регуля-
торных областях генов. Несомненно существуют
многочисленные сложности, которые затрудняют
этот процесс. Например, исследования ChIP-Seq
показали, что транскрипционные факторы обычно
связываются с тысячами сайтов по всему геному, и
многие такие события связывания считаются функ-
ционально несущественными [56]. Кроме того,
эухроматические цис-регуляторные области ча-
сто совместно заняты множеством транскрипцион-
ных факторов [56]. Таким образом, отличить
функционально значимые белки от тех, которые
связываются просто вследствие доступности хро-
матина, может оказаться затруднительным. Кро-
ме того, стандартные анализы ChIP-Seq обычно
определяют относительно широкую область, кото-
рая может содержать несколько предполагаемых
сайтов связывания для данного фактора тран-
скрипции. В таких случаях более точно сайты свя-
зывания могут быть идентифицированы только
путем последующего функционального анализа

или с помощью методов высокого разрешения, та-
ких как ChIP-exo [57]. Наконец, хотя число уста-
новленных факторов транскрипции человека уве-
личивается, определить их функцию в каждой
ткани и влияние на регуляцию генов in vivo остает-
ся сложной задачей. Тем не менее значительный
технический прогресс позволяет надеяться, что по-
степенно будет достигнуто понимание всех про-
цессов генной регуляции.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания Минобрнауки России.

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

От пациентов или их законных представителей
было получено информированное согласие на
проведение исследования и публикацию резуль-
татов на условии анонимности.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Haemophilia B Leyden: Literature and Own Data
T. S. Beskorovainayaa, *, V. V. Zabnenkovaa, R. A. Zinchenkoa, O. A. Shchaginaa, and A. V. Polyakova

aResearch Centre for Medical Genetics, Moscow, 115522 Russia
*e-mail: t-kovalevskaya@yandex.ru

Haemophilia B is a monogenic X-linked recessive disorder associated with blood clotting reduction caused
by mutations in the clotting factor IX gene (F9). An unusual form of this disorder, “haemophilia B Leyden”,
caused by mutations in the promoter region of the F9 gene, is described. There is a significant, within norm,
factor IX increase in plasma after the patient’s puberty with this form of haemophilia B. Mutations in the pro-
moter are grouped in discrete regions of transcription factor binding sites. They alter the F9 gene expression
in different ways during the development. This disorder illustrates how single-nucleotide pathogenic variants
in cis-regulatory regions can cause a dramatic impact on gene expression. In this article, we presentthe cur-
rent data on the F9 gene promoter structure and the examination results of three patients with haemophilia B
Leyden who underwent genetic testing in the DNA-diagnostics laboratory of the Research Centre for Medi-
cal Genetics.

Keywords: haemophilia B, gene F9, promoter, mutation.
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К ОПРЕДЕЛЕНИЮ РАННИХ БИОМАРКЕРОВ 
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Была изучена активность генов и некодирующих РНК у 183 мышей-гибридов (CBA × C57Bl) F1 по-
сле пролонгированного низкомощностного облучения (в течение 21 ч в дозе 12.6 Гр, при мощности
дозы 10 мГр/мин). Анализ исследуемых показателей проведен в костном мозге мышей на восьмой
и десятый месяцы после облучения. На десятый месяц у 14 из 94 животных обнаружены радиоинду-
цированные злокачественные лимфомы в печени, брюшной полости и подкожно. Исследуемые мо-
лекулярно-генетические показатели были разделены на две группы: онкогены и онкосупрессоры,
активация которых сравнивалась на восьмой и десятый месяцы после облучения. Выявлено, что в
группах мышей с опухолями активность онкосупрессоров (ген PTEN и длинная некодирующая
РНК lncp21) была ниже по сравнению с группой мышей без новообразований, тогда как активность
онкогенов (NFkB(p65), IkBα, iNOS, TAL1, CTCF, днРНК NEAT1 и miR-125b) повышалась. Исследу-
емые показатели можно рассматривать в качестве потенциальных биомаркеров радиоиндуцирован-
ного опухолеобразования.

Ключевые слова: биомаркеры, радиоиндуцированное опухолеобразование, длинные некодирующие
РНК, микроРНК.
DOI: 10.31857/S0016675821100076

Изменение активности определенных генов и
их регуляторов – некодирующих РНК, а также
баланса взаимодействия между ними при действии
радиации может сопровождаться развитием опухо-
лей. Выявление таких генетических структур может
служить пониманию механизмов формирования
патологии.

Прикладным аспектом этой проблемы является
необходимость создания панели биомаркеров для
прогнозирования опухолеобразования в условиях
различных радиационных воздействий на человека.
Необходимость таких исследований диктуется не
только возможностью аварий, подобных Черно-
былю или Фукусима, но и опасностью професси-
ональных радиационных воздействий, а также
некоторых диагностических процедур.

В последние несколько лет для прогноза и по-
нимания механизмов радиационного действия
используют профили экспрессии некодирующих
РНК: микроРНК (miR) и длинных некодирующих
РНК (днРНК), которые, обладая разной чувстви-
тельностью к радиации, могут регулировать ак-

тивность генов-мишеней, влияя на изменения
функций и развитие разных патологий, что может
служить показателем тяжести и прогноза заболева-
ния. С этой целью используют профили активности
генов, микро- и днРНК и их изменения после ради-
ационного воздействия.

МикроРНК являются классом эндогенных ма-
леньких некодирующих РНК (20–25 нуклеотидов),
которые регулируют гены-мишени, влияя на де-
градацию мРНК или репрессию трансляции. Они
включаются в регуляцию клеточных функций
(дифференциацию, пролиферацию, апоптоз).
Аберрантная экспрессия микроРНК может при-
водить к активации или ингибированию многочис-
ленных физиологических процессов. Профили экс-
прессии микроРНК могут отражать особенности
различных типов опухолей и потенциально диф-
ференцировать различные дозы гамма-радиации
[1–3]. Так была установлена связь уровней экспрес-
сии miR-26в-5Р и ее мишени TRPS1 с раком груди у
пациентов после аварии в Чернобыле [4]. Циркули-
рующие микроРНК используют как биомаркер ра-
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диационной экспозиции [5]. MiR-122 отражает
репрессию трансляции PEG-10 при гепатоцеллю-
лярной карциноме [6].

ДнРНК модулируют транскрипцию пост-
трансляционных процессов, принимая участие в ря-
де биологических событий (геномный импринтинг,
хромосомная дозовая компенсация, хроматиновая
модуляция и др.). ДнРНК состоят более чем из 200
нуклеотидов, которые не транслируются в протеи-
ны [7]. Их функции зависят от вида животных, типа
тканей и клеток. У человека обнаружено порядка
17000 днРНК [8]. Полагают, что днРНК, подобно
губке, связывают разные микроРНК, что может
ингибировать их функциональную активность.
Отмечена тесная связь активности днРНК с рядом
патологий (опухолеобразование, аутоиммунные
болезни и др.). Анализ профиля экспрессии
днРНК дает возможность рассматривать их как
потенциальные биомаркеры радиационных
осложнений [9, 10]. Было показано, что днРНК
PARTICLE модулирует экспрессию опухолевого
супрессора МАТ2А, регулируя локусспецифиче-
ское метилирование. Этот показатель может расце-
ниваться как возможный биомаркер подавления
процессов транскрипции генов при исследовании
плазмы пациентов после радиотерапии [11]. Связь
между днРНК и микроРНК была исследована в
свете патогенеза разных заболеваний и осуществля-
ет регуляцию разных клеточных процессов [12]. Ра-
диационно-индуцированные днРНК являются
прекрасной моделью для изучения динамики из-
менения их экспрессии в различных органах мы-
шей после облучения всего тела [13].

Исходя из вышеперечисленных данных, нами
были исследованы в комплексе активность генов,
днРНК и микроРНК на восьмой и десятый месяцы
в костном мозге мышей линии (CBA × C57Bl) F1
после пролонгированного облучения в дозе 12.6 Гр
(в отличие от других авторов, которые исследовали
или микроРНК, или днРНК в ответ на действие
радиации) [5]. При этом на десятый месяц была
исследована активность этих соединений у облу-
ченных мышей без опухоли и с образовавшимися
опухолями. Эти данные важны, с одной стороны,
для понимания механизмов радиоиндуцирован-
ного канцерогенеза, а с другой, исследованные ге-
ны и некодирующие РНК могут быть использованы
в качестве показателей риска развития опухоли, а
также могут служить в качестве биомаркеров это-
го процесса и возможных мишеней для терапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. В работе использовали
183 самца мышей-гибридов (CBA × C57Bl) F1
массой 20–24 г. Исследования проводили в соот-
ветствии с требованиями нормативно-правовых
актов.

Облучение животных. Низкомощностное про-
лонгированное облучение мышей в дозе 12.6 Гр
осуществляли на цезиевой гамма-установке Па-
норама-3С (с мощностью дозы 10 мГр/мин) в те-
чение 21 ч.

Получение биологического материала. Мышей
подвергали эвтаназии методом дислокации шей-
ных позвонков, после чего извлекали бедренные
кости. Концы костей удаляли, диафизы дважды
промывали 0.8 мл буфера RPMI-1640 с рН 7.2 с
содержанием в 0.1 мкл 0.5–2 × 106 клеток. Полу-
ченная суспензия костного мозга хранилась при
–70°С до использования.

Определение жизнеспособности клеток. Жизне-
способность клеток в экспериментальных груп-
пах оценивали с помощью набора Cell Counting Kit-
8 (CCK-8) (Dojindo Molecular Technologies, Inc.,
США). Для этого, не меняя среду, в ячейки план-
шета к 100 мкл клеточной суспензии добавляли 10
мкл раствора CCK-8, содержащего водораствори-
мую тетразолиевую соль WST-8 [2-(2-methoxy-4-
nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disul-fophe-
nyl)-2Htetrazolium, monosodium salt] и электронный
медиатор. Число живых клеток оценивали спек-
трофотометрически с помощью микропланшетного
ридера Bio Rad Elisa Reader (США) при длине
волны 450 нм (длина волны сравнения 690 нм).

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени
(ПЦР-РВ). Общую РНК получали из костного моз-
га у 89 и 94 мышей на восьмой и десятый месяцы
после облучения с использованием наборов фирмы
ООО “Лаборатория Изоген” (Россия) по стандарт-
ному протоколу фирмы-производителя. Конвер-
сию РНК в кДНК проводили с помощью набора
реагентов для проведения реакции обратной
транскрипции GenePak RT Core с использованием
рандомизированных праймеров. Реакцию обратной
транскрипции для микроРНК осуществляли по
технологии “stem loop” с использованием прай-
меров 5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAG-
GTATTCGCACTGGATACGACTCAACAT-3' для
miR-21 и 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCG-
GCAATTCAGTTGAGTCACAAGT-3' для miR-125b
(50 нМ). ПЦР-РВ осуществляли с применением
наборов “Thermo Scientific Maxima SYBR Green/
ROX qPCR Master Mix(2X)”. В качестве эндоген-
ного контроля экспрессии генов и их регуляторов
использовался ген GAPDH. Нуклеотидная после-
довательность праймеров для исследуемых генов,
а также условия ПЦР-РВ представлены в табл. 1.

Уровень экспрессии исследуемых показателей
нормировали относительно мРНК гена GAPDH.
Расчет относительной экспрессии исследуемых
показателей проводили с использованием метода
ΔΔCt [14].

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с помощью программы “STATISTI-
CA7.0”. Для оценки значимости различий приме-
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МИХАЙЛОВ и др.

няли непараметрический критерий Манна–Уитни.
Различия считали значимыми при уровне показате-
ля р < 0.05. Результаты представлены в виде медиан
изменения экспрессии показателей в группах “Об-
лучение” и “Облучение + опухоль”, выраженных
по отношению к медиане группы “Биоконтроль”,
принятой за единицу. В эксперименте “Биокон-
троль” представляет собой контрольную группу
интактных мышей, “Облучение” – группу мышей,
подвергающихся низкомощностному пролонги-
рованному облучению, “Облучение + опухоль” –
мышей, у которых на десятый месяц после облу-
чения обнаружены опухоли (14 мышей).

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис. 1 и 2 представлено относительное со-

держание мРНК генов, днРНК и микроРНК (ме-
диана и квартили) в группах “Биоконтроль”,
“Облучение”, “Облучение + опухоль” в костном
мозге мышей на восьмой и десятый месяцы после
облучения.

Акцент сделан на особенностях экспрессии
отдельно взятых онкогенов и онкосупрессоров.

Из данных на рис. 1 видно, что через восемь
месяцев после облучения отмечается статистиче-
ски значимое повышение экспрессии онкогенов
NFkB(р50), NFkB(р65) и их генов-мишеней: G-SCF
и iNOS в группе “Облучение” в 1.27, 1.23, 1.19 и
1.32 раза (p < 0.05) соответственно, в то время как
изменение активности остальных исследуемых
генов и некодирующих РНК не выявлено.

Через десять месяцев после облучения у 14 из
94 мышей гистологически были выявлены лим-

фомы в печени, брюшной полости и подкожно.
При этом значительно изменялась экспрессия
различных генов и их регуляторов. В частности,
отмечалось снижение функциональной активности
генов NFkB(р65) и iNOS в 1.15 и 1.17 раз (p < 0.05) в
группах “Облучение” и “Облучение + опухоль”
соответственно, а для гена iNOS – в 1.62 раза (p <
< 0.05) в группе “Облучение + опухоль” по отноше-
нию к группе “Биоконтроль” (рис. 2). Полученные
результаты свидетельствуют о том, что в нормаль-
ных клетках костного мозга мышей независимо
от образования опухоли статистически значимо
снижалась активность гена NFkB.

Из рис. 2 видно, что экспрессия генов PTEN,
iNOS, CTCF, TAL1, днРНК lncp21, NEAT1 и мик-
роРНК miR-125b снижена в группе “Облучение +
+ опухоль” (p < 0.05) и подавлялась активность
генов IkBα, TAL1 и микроРНК miR-125b в группе
“Облучение”.

Снижение экспрессии днРНК NEAT1 было
показано также при раке желудка [15], однако бы-
ло отмечено и увеличение ее активности при раке
гортани [16], что ассоциировалось с неблагопри-
ятным прогнозом и метастазированием опухолей.
Это свидетельствует о специфичности ответа на
действие радиации.

В клетках костного мозга мышей после про-
лонгированного облучения отмечалось подавле-
ние активности микроРНК. Так, экспрессия
miR-125b снижалась в 8.3 и в 4.3 раза (p < 0.05) на
восьмой и десятый месяц соответственно в груп-
пе “Облучение” и в 33 раза в группе “Облучение +
+ опухоль” на десятый месяц. В литературе пока-
зано, что miR-125b проявляет свойства онкосу-

Рис. 1. Содержание мРНК генов, микроРНК и днРНК (медиана и квартили) в костном мозге мышей через восемь ме-
сяцев после облучения. к – необлученная группа (“Биоконтроль”), γ – группа облученных мышей (“Облучение”), * –
указывает на достоверные статистические изменения (p < 0.05) по критерию Манна–Уитни между группами “Облу-
чение” и “Биоконтроль”. Медиана группы “Биоконтроль” принята за единицу.
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прессора при немелкоклеточном раке легкого и
раке молочной железы [17]. Наши данные также
свидетельствуют о вовлеченности в процесс опу-
холеобразования miR-125b.

ОБСУЖДЕНИЕ

Одним из направлений радиобиологических
исследований является поиск биомаркеров для
ранней диагностики опухолей и оптимизация лу-
чевой терапии при онкопатологиях. Важным во-
просом остается определение профиля экспрес-
сии генов и некодирующих РНК как регуляторов,
принимающих участие в опухолевом процессе.

На примере активности гена NFkB на восьмой
и десятый месяцы после облучения можно рас-
смотреть механизм его изменений и возможность
его использования как раннего показателя опухо-
леобразования. При анализе активности гена
NFkB в костном мозге мышей нами показано уве-
личение его экспрессии на восьмой месяц после об-
лучения. Из литературы известно, что транскрип-
ционный фактор (ТФ) NFkB может активироваться
двумя различными путями. В отсутствие стрессо-
вых сигналов NFkB находится в цитоплазме клетки
в связанном состоянии с его ингибитором IkBα.
Активация NFkB связана с деградацией IkBα за
счет фосфорилирования IkBα-киназы в ответ на
внешние или внутренние воздействия на клетку,
такие как провоспалительные цитокины (напри-

мер, TNFα), бактериальные и вирусные агенты, а
также ионизирующее излучение (ИИ). В ответ на
эти воздействия запускается канонический путь
передачи сигналов, в результате которого свобод-
ный NFkB транслоцируется в ядро, где активирует
транскрипцию своих генов-мишеней, в том числе
гена IkBα. Ингибитор IkBα по механизму отрица-
тельной обратной связи тормозит транскрипци-
онный ответ NFkB, связываясь с его димерами и
удерживая их в цитоплазме. Таким образом, за-
пускается активация адаптивного иммунитета,
клеточное деление, воспалительные и опухоле-
вые процессы [18]. Второй путь активации NFkB
осуществляется через протеинкиназу АКТ. АКТ
инициируется в PI3K-сигнальном пути и приводит
к клеточному росту, образованию белков теплового
шока и делению клеток, а также АКТ способна бло-
кировать процессы апоптоза. Это осуществляется
за счет фосфорилирования и последующей транс-
портировки белка mdm2 внутрь ядра с последую-
щим блокированием активности Р53. С другой сто-
роны, киназа АКТ фосфорилирует белок ikk, что
приводит к деградации комплекса NFkB–IkBα и
транслокации NFkB в ядро. Функционирование
NFkB-системы контролируют активные формы
кислорода, в частности iNOS, которая ассоцииро-
вана с оксидативным стрессом и генерацией сво-
бодных радикалов, оказывающих генотоксическое
воздействие и участвующих в онкогенезе [19].

Рис. 2. Содержание мРНК генов, микроРНК и днРНК (медиана и квартили) в костном мозге мышей через десять ме-
сяцев после облучения. Для рис. 2, 3: к – необлученная группа (“Биоконтроль”), γ – группа облученных мышей (“Об-
лучение”), о – группа облученных мышей с опухолями (“Облучение + опухоль”), * – указывает на достоверные ста-
тистические изменения (p < 0.05) по критерию Манна–Уитни между группами “Облучение” и “Биоконтроль” или
“Облучение + опухоль” и “Биоконтроль”. ** – указывает на достоверные статистические изменения (p < 0.05) по кри-
терию Манна–Уитни между группами “Облучение + опухоль” и “Облучение”. Медиана группы “Биоконтроль” при-
нята за единицу.
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Показано, что после ИИ в течение 30 мин ди-
меры NFkB (р50 и р65) транслоцируются в ядро,
где активируют свои гены – мишени [20].

С другой стороны, деградация комплекса
NFkB–IkBα осуществляется в ответ на актива-
цию MAPK-пути под воздействием ИИ и сопро-
вождается последующей инициацией клеточной
пролиферации как нормальных, так и опухоле-
вых клеток [21]. Кроме того, активация NFkB-си-
стемы в клетках различных типов рака может
быть связана с устойчивостью опухолей к радио-
и химиотерапии [22], а блокирование активности
NFkB в различных клеточных линиях включает
процессы апоптоза и снижает рост опухоли [23].

Таким образом, основные процессы, возника-
ющие как результат ответа клеток на пролонгиро-
ванное облучение, были связаны с изменениями
NFkB-системы воспалительного ответа и его ге-
нов-мишеней – антиапоптотических генов, таких
как IAP1 и IAP2, активирующие процессы про-
грессии и развития опухолевых клеток и, кроме
того, увеличивающие резистентность злокаче-
ственных новообразований к терапии.

Подавление NFkB-активности может быть до-
стигнуто за счет сверхэкспрессии его главного ре-
гулятора – IkBα, что увеличивает радиочувстви-
тельность опухолей при терапии. Однако через
десять месяцев после облучения нами выявлено
снижение активности гена NFkB. Аналогичные
результаты изменения экспрессии гена NFkB были
выявлены при воздействии повреждающей острой
дозы (5 Гр) на нормальные лимфоциты человека
и клетки линии Jurkat [24]. Пониженная экспрессия
гена NFkB также наблюдалась и после радиотерапии
рака слизистой оболочки рта, что, скорее всего,
было связано со снижением активности процессов
деления, поскольку NFkB является ТФ для гена
CCND1, вовлеченного в процессы клеточного
цикла [25]. Следовательно, ген NFkB может рас-
сматриваться как ранний показатель опухолеоб-
разования.

Кроме того, к десятому месяцу после облучения
было показано снижение содержания мРНК гена
PTEN. Функциональная инактивация PTEN может
происходить в раковых клетках посредством то-
чечной мутации, делеции гена или эпигенетических
механизмов. Мутации гена также могут влиять на
рецепторы тирозинкиназы, факторы роста, Ras и
субъединицу PI3K p110, что приводит к аномальной
сигнальной активности, характерной для опухо-
левых клеток. Следовательно, многие из генов и
белков этого метаболического пути могут быть
мишенями при лечении рака. Помимо этого,
PTEN взаимодействует с Р53 через различные меха-
низмы. Первый из них заключается в ингибирова-
нии геном PTEN активности MDM2, который в
нормальных клетках нацелен на деградацию Р53.
Благодаря внешним воздействиям (например, ИИ)

происходит подавление активности MDM2, раз-
рушение его связи с Р53, следствием чего является
активация последнего. Второй путь активируется
за счет индукции повреждений ДНК, что приво-
дит к накоплению белка р53 и активации тран-
скрипции PTEN, который по механизму положи-
тельной обратной связи защищает Р53 от деграда-
ции [26]. Таким образом, ген PTEN имеет важное
значение в процессах опухолеобразования и мо-
жет являться биомаркером этого процесса.

В работах по изучению днРНК и микроРНК
показано, что они играют важную роль в инициа-
ции и развитии опухолей, а дисрегуляция экспрес-
сии обнаружена в различных типах рака. Наиболее
значимые изменения были описаны для днРНК
lncp21, NEAT1 и miR-125b [27–29].

В наших экспериментах было показано недо-
стоверное повышение экспрессии lncp21 в костном
мозге мышей на десятый месяц после облучения в
группе “Облучение” и снижение содержания этой
днРНК в группе “Облучение + опухоль” (p < 0.05).

Известно, что lncp21 является прямой мише-
нью гена Р53, а ее экспрессия понижается при ра-
ке желудка. Кроме того, продемонстрирована
сверхэкспрессия lncp21 после ИИ, что приводило
к подавлению пролиферации опухолевых клеток
желудка и увеличению радиочувствительности
злокачественных клеток. Таким образом, lncp21
проявляла свойства онкосупрессора [27].

Как видно из рис. 2, экспрессия днРНК
NEAT1 в группе “Облучение + опухоль” снижалась
по сравнению с контрольной группой. В литературе
показана его роль и как онкогена [16, 28], и как
онкосупрессора [30].

В отношении микроРНК miR-125b нами отме-
чено снижение ее экспрессии как на восьмой месяц
после облучения (в 8.3 раза) в группе “Облучение”,
так и на десятый месяц (в 4.3 и 25 раз) в обеих ис-
следуемых группах “Облучение” и “Облучение +
+ опухоль”. Аналогичные данные были получены
при исследовании экспрессии miR-125b в клетках
рака шейки матки [31]. MiR-125b является тригге-
ром активации NFkB-патологического пути, ко-
торый запускает процессы клеточной пролифера-
ции, миграции и инвазии за счет воздействия на
PI3K/Akt/mTOR патологический путь [29]. Можно
полагать, что miR-125b также может служить как
показатель ответа на действие радиации.

Оценка активности генов и некодирующих
РНК обсуждается при разных патологиях человека
в качестве показателей ответа на действие радиации.
По этой причине предлагается использовать разные
генные структуры в качестве ранних биомаркеров
развития патологии, в том числе опухолеобразова-
ния, а также ответа на терапию. Некоторые авторы
предлагают в качестве чувствительных к радиа-
ции мишеней микроРНК. МикроРНК репрезен-
тативны при действии облучения. Так, при иссле-
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Рис. 3. Содержание мРНК онкогенов и онкосупрессоров (медиана), имеющих статистически значимые различия
между изученными группами в костном мозге мышей через десять месяцев после облучения.
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довании 576 микроРНК в клетках печени 21 из
них могли быть предикторами облучения, что было
доказано при использовании девяти разных мето-
дов оценки их активности. Преимуществом этих
структур является возможность выявления их ак-
тивности в разных биологических материалах
(плазма, слюна, слезы, даже при экстракции из па-
рафинизированных материалов). МикроРНК до-
статочно стабильны в организме по сравнению с
другими молекулами [1].

Другими авторами сделан акцент на днРНК,
являющиеся регуляторами генов, поскольку их
роль особенно высока в иммунном ответе на ра-
диационное воздействие, что считается главным
вкладом в положительные эффекты радиации
при разных патологических процессах [10].

Нами использован комплекс генетических
структур при анализе изменения экспрессии генов,
микроРНК и днРНК как возможных ранних пре-
дикторов радиоиндуцированных опухолей.

Исследованные гены и некодирующие РНК
были разделены на структуры, обладающие по су-
ществующим представлениям онкогенными или
супрессорными функциями. На рис. 3 представ-
лены только статистически значимые данные по
активности генов, микроРНК и днРНК на деся-
тый месяц после облучения мышей с опухолями и
без них.

Суммируя данные по результатам изменения
активности исследуемых показателей, можно
прийти к выводу о комплексном участии ряда ге-
нов, микроРНК и днРНК в радиоиндуцированном
опухолеобразовании (рис. 4). За счет активации ге-
на NFkB под воздействием ИИ активируются также
его гены-мишени (TNFα, G-SCF, IAP-1, IAP-2, IkBα,
iNOS, CTCF), параллельно с этим происходит по-

давление активности гена Р53 и его мишеней –
гена PTEN и днРНК lncp21. В случае микроРНК
miR-125b отмечался разнонаправленный эффект.
Так, на восьмой месяц после облучения актив-
ность гена NFkB возрастала, при сниженной ак-
тивности miR-125b, проявляющей свойства как
онкогена, так и онкосупрессора, однако к десятому
месяцу экспрессия гена NFkB снижалась, в то
время как активность miR-125b оставалась пони-
женной. Такие изменения могут быть связаны не
только с ответом клетки на воздействие ИИ, но и
с проникновением в костный мозг “онкосом”,
выделяемых опухолью.

К восьмому месяцу после облучения 46% онко-
генов (6 из 13) проявили свою активность в ответ на
действие ИИ (G-SCF, IkBa, iNOS, NFkB(р50),
NFkB(р65) и CTCF) и лишь 31% – подавлялись.
Для 60% онкосупрессоров (3 из 5) было характер-
но ингибирование их экспрессии (PTEN, lncp21,
miR-125b). К десятому месяцу после облучения в
группе “Опухоль” подавлялись все онкосупрес-
соры и онкогены (100%). Таким образом, к вось-
мому месяцу после облучения преобладало число
активированных онкогенов, что связано с выхо-
дом опухолей к десятому месяцу.

Информация о механизмах действия радиации
на генетические структуры может быть использова-
на для создания панели биомаркеров конкретных
опухолей. Полученные показатели об изменении
генных структур в дальнейшем могут служить ми-
шенью для специфической терапии.

Анализ представленных результатов позволяет
сделать предварительный вывод о том, что оценка
активности генетических показателей (NFkB(р65),
iNOS, CTCF, TAL1, днРНК lncp21, NEAT1 и miR-
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125b) может быть использована для раннего про-
гноза радиоиндуцированного опухолеобразования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы развития ядерной медицины “АО
Наука и инновация” ГК Росатом и по теме Ин-
ститута общей генетики им Н.И. Вавилова РАН
(госзадание № 0112-2019-0002).
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Activity of Genes and Non-Coding RNA as an Approach to Early Biomarkers 
Determination of Radiation-Induced Cancer in Mice

V. F. Mikhailova, †, D. V. Saleevaa, *, L. M. Rozhdestvenskya,
L. V. Shuleninaa, N. F. Raevaa, and G. D. Zasukhinaa, b

aBurnasyan Federal Medical Biophysical Center, Moscow, 123098 Russia
bVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: dasha_saleeva@inbox.ru

The activity of genes and non-coding RNAs was studied in 183 hybrid mice (CBA × C57Bl) F1 after low-
power prolonged irradiation (during 21 hours with a dose of 12.6 Gy, with a dose rate of 10 mGy/min). The
parameters in the bone marrow of mice at eight and ten months after irradiation were analyzed. After ten
months, 14 of the 94 studied animals were found to have radiation-induced lymphomas in the liver, abdom-
inal cavity and subcutaneously. Genetic parameters were divided into two groups: oncogenes and tumor sup-
pressors, the activation of which was compared at eight and ten months after irradiation. We found out, that
the activity of tumor suppressors (PTEN and lncp21) in the groups of mice with tumors was lower in compar-
ison with the group of mice without cancer, while the activity of oncogenes (NFkB (p65), IkBa, iNOS, TAL1,
CTCF, lncRNA NEAT1 and miR-125b) increased. These parameters can be considered as potential bio-
markers of radiation-induced cancer.

Keywords: biomarkers, radiation-induced cancer, long non-coding RNAs, microRNAs.
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В печени крыс-самцов линии Wistar, получавших в течение 63 сут рационы c избытком жира и фрук-
тозы и добавками l-карнитина, ресвератрола, тирозина или триптофана, изучали дифференциаль-
ную экспрессию 30584 генов, представленных на микрочипе, методом полнотранскриптомного
профилирования по протоколу Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Low In-
put Quick Amp Labeling (version 6.8). Для выявления метаболических путей (KEGGS), являющихся
мишенями применявшихся диетических воздействий, транскриптомные данные анализировали ме-
тодами биоинформатики в среде “R”. Полученные данные позволяют предположить, что поступле-
ние в организм биологически активных веществ – модуляторов липидного обмена, включая l-Кар,
Рес и ароматические аминокислоты Тир и Трп, несмотря на явные различия в первичных мишенях
их воздействия и фенотипических последствиях для организма на тканевом и органном уровне, за-
действует на промежуточных стадиях комплекс во многом сходных и взаимосвязанных по своей
функции генов, участвующих в регуляции клеточного цикла, пролиферации, апоптоза, межклеточ-
ных взаимодействий, иммунной реакции и воспаления, причем знак ДЭ каждого из этих генов, взя-
тых по отдельности, не позволяет однозначно прогнозировать направленность процессов, проявля-
ющихся в усилении или, напротив, ослаблении липогенеза и наблюдаемого накопления жировых
включений в клетках печени. Новым не описанным в доступной литературе стал дифференциро-
ванный эффект между l-Кар, Рес и Тир, с одной стороны, и Трп, с другой, на метаболический путь
арахидоновой кислоты, включая процессы образования из нее оксилипинов (липоксинов), проста-
гландинов и тромбоксанов.

Ключевые слова: транскриптом, крысы, ресвератрол, l-карнитин, тирозин, триптофан.
DOI: 10.31857/S0016675821100131

Использование минорных биологически ак-
тивных веществ (БАВ), способных активно влиять
на процессы липидного и углеводно-энергетиче-
ского обмена, модулировать пищевое поведение,
создавать условия для повышения физической
активности в сценариях повседневной деятель-
ности, рассматривается как одно из магистраль-
ных направлений развития диетотерапии ожире-
ния и связанных с ним алиментарно-зависимых
заболеваний (метаболического синдрома, сахар-
ного диабета 2-го типа, артериальной гипертонии,
атеросклероза и др.) [1–3]. Диетическое приме-

нение различных групп таких веществ в персони-
фицированной терапии затруднено без понима-
ния природы и механизмов их воздействия на об-
менные процессы у больных, различающихся как
по своему генотипу, так и по тяжести и развитию
патологического процесса. В роли наиболее по-
пулярных БАВ, потенциальных модуляторов жи-
рового и углеводно-энергетического обмена, вы-
ступают: 1) l-карнитин (l-Кар), витаминоподоб-
ное вещество с функцией транспорта жирных
кислот через двойную мембрану митохондрий,
действие которого механистически трактуется в

УДК 577.214.5:612.392.98:613.24:616-092.9
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качестве “сжигателя жира” [4, 5]; 2) полифеноль-
ные соединения, традиционно рассматриваемые
по характеру своего действия как антиоксиданты,
в том числе кверцетин и ресвератрол (Рес) [6, 7];
3) большие нейтральные аминокислоты, роль ко-
торых сводится к модуляции транспорта через ге-
матоэнцефалический барьер тирозина (Тир) и
триптофана (Трп) − предшественников нейро-
трансмиттеров дофамина и серотонина, играющих
ключевую роль в центральной регуляции систем
вознаграждения, пищевого поведения и направ-
ленности метаболических реакций [8]. Вместе с
тем исследования последних лет позволяют пред-
положить, что природа действия указанных БАВ
на организм больного не исчерпывается приве-
денными простыми механистическими объясне-
ниями, а связана со сложной группой факторов,
включая экспрессию целого комплекса генов.
Этим может объясняться неоднозначность ре-
зультатов клинического применения БАВ в дие-
тическом и специализированном питании [9, 10].

Цель настоящего исследования – выявление
новых нутригеномных механизмов воздействия
БАВ (l-Кар, Рес, Тир, Трп) на организм крыс, по-
лучающих избыточный по удельной энергетиче-
ской ценности рацион, с использованием метода
полнотранскриптомного профилирования ткани
печени.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использованы 48 самцов крыс (воз-

раст 8 нед., исходная масса тела 200 ± 10 г) аут-
бредной линии Wistar, полученных из питомника
“Столбовая”. Работу с животными выполняли в
соответствии с международными рекомендация-
ми [11]. Дизайн эксперимента был одобрен Ко-
митетом по этике ФГБУН “ФИЦ питания и био-
технологии” (протокол № 4 от 20.04.2017 г.).

Крысы были разделены на шесть групп равной
численностью по восемь особей. Средняя масса
тела в сформированных группах изначально до-
стоверно не различалась (p > 0.1; ANOVA). Живот-
ные 1-й (контрольной) группы получали сбаланси-
рованный полусинтетический рацион по AIN93М с
некоторыми модификациями [12] и очищенную об-
ратным осмосом питьевую воду, 2-й группы – вы-
сокоуглеводный, высокожировой рацион, в кото-
ром по сравнению с контрольным рационом бы-
ло повышено до 30% по массе сухих веществ
содержание жира (в форме смеси 1 : 1 подсолнеч-
ного масла и свиного лярда) и питьевая вода за-
менена на 20%-ный раствор фруктозы (ВУВЖР),
3-й группы − ВУВЖР с добавлением l-Кар (про-
изводства фирмы Wirud (Германия), 98% чистоты
по данным ВЭЖХ) в расчетной дозе 300 мг/кг
массы тела (м.т.), 4-й группы − ВУВЖР с добав-
лением Рес (производства фирмы DSM, Голлан-
дия, торговая марка resVida®, 98% чистоты по

данным ВЭЖХ) в расчетной дозе 25 мг/кг м.т.,
5-й и 6-й групп − ВУВЖР с добавлением соответ-
ственно Тир в расчетной дозе 1250 мг/кг м.т. и
Трп в расчетной дозе 250 мг/кг м.т. Аминокисло-
ты Тир и Трп производства компании Wirud име-
ли показатели чистоты 99.5% по данным ВЭЖХ.

Крыс содержали по две особи в клетках из по-
ликарбоната при температуре 21 ± 1°С и режиме
освещения 12/12 ч. Общая продолжительность
кормления рационами составила 63 сут. На протя-
жении эксперимента ежедневно определяли коли-
чество потребленного корма и выпитой жидкости,
еженедельно − м.т. животных с точностью ±0.1 г,
наблюдали за внешним видом, активностью, со-
стоянием шерстного покрова, особенностями по-
ведения.

Выведение животных из эксперимента осу-
ществляли на 64-е сут путем декапитации под
эфирной анестезией. Отбирали две пробы ткани
печени, первую из которых фиксировали в раство-
ре 3.7%-ного формальдегида в 0.1 М натрий-фос-
фатном буфере рН 7.00 ± 0.05, дегидратировали в
спиртах восходящей концентрации, пропитывали
ксилолом и заливали гомогенизированной пара-
финовой средой Histomix. Парафиновые срезы
толщиной 3–4 мкм изготавливали на микротоме
Microm HM355s (Leica, Германия), окрашивали
гематоксилином и эозином по стандартной мето-
дике и исследовали в микроскопе AxioImager Zl
(Zeiss, Германия) с цифровой фотокамерой при
ув. ×200.

Из второй пробы печени выделяли тотальную
РНК с помощью набора Agilent Total RNA Isola-
tion Mini Kit (Agilent Technologies, США). Навес-
ку 20 мг печени гомогенизировали в стеклянном
гомогенизаторе Поттера-Эдельвейма в 500 мкл
лизирующего буфера (с добавлением 5 мкл β-мер-
каптоэтанола на 500 мкл буфера) при температуре
0–2°С. Дальнейшие процедуры проводили в со-
ответствии со стандартным протоколом [13]. Полу-
ченную тотальную РНК дополнительно обрабаты-
вали ДНКазой I для удаления следов геномной
ДНК. Концентрацию РНК определяли на спектро-
фотометре NanoDrop 1000, после чего разбавляли ее
водой без нуклеаз до концентрации 200 нг/мкл и
проводили анализ степени фрагментации на Agi-
lent Bioanalyzer 2100 с определением показателя RIN
(RNA Integrity Number). РНК хранили в воде, сво-
бодной от нуклеаз, или в виде изопропанольных
осадков при –80°С.

Полнотранскриптомное профилирование пе-
чени на микрочипах, входящих в состав Gene Ex-
pression Hybridization Kit (Agilent Technologies),
проводили по протоколу Agilent One-Color Mi-
croarray-Based Gene Expression Analysis Low Input
Quick Amp Labeling, version 6.8 [14]. В работе ис-
пользовали микрочипы SurePrint G3 Rat Gene Ex-
pression v2 8x60K Microarray Kit (каталожный номер
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G4852A-074036). Согласно информации произво-
дителя на микрочипе представлены олигонуклео-
тидные зонды длиной 60 нуклеотидов для покрытия
30584 генов крысы. На трех микрочипах представ-
лены 24 независимых образца РНК печени по четы-
ре образца из каждой группы. Сканирование
микрочипов выполняли на приборе SureScan Mi-
croarray Scaner производства Agilent Technologies.
Величину дифференциальной экспрессии (ДЭ) вы-
ражали в виде логарифма по основанию 2 (log2FC)
возрастания или убывания флуоресценции по срав-
нению с контрольной группой или по сравнению с
внутренними контролями микрочипа (Spike-In).
Достоверность изменения экспрессии оценивали
путем анализа логарифмов интенсивности флуо-
ресценции, нормализованных по внутренним кон-
тролям (Spike-In) с использованием Т-теста с мно-
жественной коррекцией Benjamini–Hochberg [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Интегральные показатели животных

В ходе эксперимента крысы всех групп посто-
янно прибавляли в массе тела, были активными,
имели нормальный внешний вид, нормальное со-
стояние шерстного покрова и слизистых оболо-
чек; заболеваемость и летальность отсутствовали.
Животные всех групп, получавших ВУВЖР, по-
требляли на 35–45% больше энергии рациона в
расчете на единицу массы тела в сравнении с кон-
трольной группой на протяжении всего экспе-
римента (p < 0.05, t-тест Стьюдента для попарно
связанных среднегрупповых значений). Энерге-
тическая ценность рациона, потребляемого кры-
сами групп ВУВЖР и ВУВЖР со всеми добавками,
различалась в пределах ±10–15%. Крысы, полу-
чавшие только ВУВЖР, характеризовались наи-
большими прибавками массы тела, а добавка к
этому рациону Трп и l-Кар приводила к достовер-
ному снижению скорости прибавки массы тела
(p < 0.05, t-тест Стьюдента). При выведении из
эксперимента (см. ниже) крысы всех групп, полу-
чавших ВУВЖР, характеризовались увеличенной
относительной массой печени и забрюшинного бе-
лого жира по сравнению с контрольной группой,
независимо от применявшихся добавок (p < 0.05,
ANOVA, по фактору “рацион”).

Морфологическое исследование печени
Светооптическое морфологическое исследо-

вание печени (рис. 1) показало в целом нормальную
структуру ткани органа у крыс контрольной группы
с небольшим количеством жирозапасающих кле-
ток, свойственным животным данного возраста
(рис. 1,а). У крыс, получавших ВУВЖР, отмечается
выраженная картина жировой дистрофии печени
с резким возрастанием объема вакуолей в жиро-
запасающих клетках (рис. 1,б). Добавка l-Кар при-

водила к значительному сокращению проявлений
жирового гепатоза, однако сопровождалась уси-
ленной пролиферацией эозинофилов (рис. 1,в).
При потреблении добавки Рес признаки жировой
дистрофии печени изменялись (рис. 1,г), а именно
жирозапасающие клетки распределялись неравно-
мерно, концентрируясь в основном в периваскуляр-
ной области печеночных долек. Введение в рацион
добавки Тир приводило (рис. 1,д) к небольшому
ослаблению выраженности жировой дистрофии,
судя по количеству и объему жирозапасающих
клеток, что согласуется с данными, полученными
нами ранее на крысах линий Wistar и DAT-KO
[12], свидетельствующими о влиянии дофамина
(предшественником которого является Тир) как
на метаболические процессы в печени, так и ли-
пидный и углеводный обмен в целом. Наконец, в
условиях потребления Трп (рис. 1,е) признаки
жирового гепатоза (c признаками стеатоза) зна-
чительно усиливались с появлением крупных жи-
ровых вакуолей, не имеющих хорошо различи-
мых ядер и другой внутриклеточной структуры.

Полнотранскриптомное профилирование печени

Из числа проанализированных генов диффе-
ренциальная экспрессия по сравнению с контролем
на уровне |log2FC| ≥ 0.5 (в сторону как усиления, так
и ослабления, по сравнению с показателями для
контрольной группы 1), вызванная потреблением
экспериментальных рационов в группах 2–6, по-
лучавших ВУВЖР и соответствующие добавки
БАВ, установлена в общей сложности для 213
(0.7% от общего количества), 179 (0.6%), 415
(1.4%), 355 (1.2%) и 357 (1.2%) генов соответственно.
По сравнению с группой 2, получавшей ВУВЖР, в
группах крыс с 3-й по 6-ю, получавших добавки
БАВ, выявлена ДЭ для 26, 12, 19 и 19 генов (0.085,
0.039, 0.062 и 0.062% от общего количества). Та-
ким образом, общая величина ответа транскрип-
тома печени (по числу ответивших генов) оказы-
вается многократно большей на потребление соб-
ственно ВУВЖР, чем на потребление любой из
изученных добавок по сравнению с ВУВЖР без
добавки.

Двумерное распределение изученных генов по
величине их ДЭ, в зависимости от статистиче-
ской достоверности (pvalue) результата в виде т.н.
“Volcano plots” приведено на рис. 2. Эти данные
показывают, что степень выраженности ответа
транскриптома, определяемая количеством генов
в верхних левом и правом квадрантах диаграмм,
намного выше на потребление ВУВЖР, чем на
потребление всех применявшихся добавок.

Общее число генов с ДЭ большей 0.5 по моду-
лю, по группам животных, получавших четыре
вида БАВ, по сравнению с группой 2, получавшей
ВУВЖР (с учетом дублирования генов в ряде
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Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии срезов печени крыс: а – контрольная группа (1-я); б – группа, получав-
шая ВУВЖР (2-я); в – группа, получавшая добавку l-Кар (3-я); г – группа, получавшая добавку Рес (4-я); д – группа,
получавшая добавку Тир (5-я); е – группа, получавшая добавку Трп (6-я). Окраска гематоксилин-эозином. Микро-
скоп AxioImager Zl (Zeiss), ув. ×200.

а б

в г д е

групп), составило 39 генов. Их теоретико-множе-
ственное распределение (диаграмма Венна) пред-
ставлено на рис. 3.

Как показывает диаграмма, в группе 3 (l-Кар),
выявлено 11 генов, уникально ответивших на по-
требление этой добавки, в группе 4 (Рес) − пять
генов, в группе 5 (Тир) − четыре гена и в группе 6
(Трп) − пять генов. Общими ответившими только
для групп 3 и 5, групп 5 и 6 были по два гена, для
групп 3 и 4; 3 и 6; 4 и 5; 3, 4 и 5; 4, 5 и 6 – по одному
гену, 3, 5 и 6 – четыре гена. Общим ответившим
во всех группах, получавших БАВ, был только
один ген – Proser2, функция которого в печени
недостаточно изучена. Перечень дифференци-
ально ответивших генов, с указаниями их ДЭ,
приведен в табл. 1.

Как следует из полученных данных, имеется
только очень ограниченное соответствие между
генами крыс, ответившими достоверной ДЭ

(adj.p.value < 0.05) на потребление ВУВЖР (по
сравнению с контрольным рационом) и на потреб-
ление всех тестируемых БАВ. Так, в случае l-Кар
(группа 3) выявлен только один такой ген (Defb43),
для Рес (группа 4) – два (Defb43 и один неиденти-
фицированный транскрипт), для Трп (группа 6) –
один (Abcg8). Для Тир такие гены не выявлены.
На рис. 4 представлена “тепловая” карта (heat map)
экспрессии генов во всех экспериментальных груп-
пах животных по отношению к внутренним кон-
тролям (Spike-In), которая демонстрирует степень
сходства либо различия вызванных диетическими
факторами изменений в генной экспрессии, про-
изошедших во всех экспериментальных группах.
Видно, что по данному показателю группы жи-
вотных 3 и 5, получавшие l-Кар и Тир, входят в
один тесный кластер, к ним примыкает группа 6,
получавшая Трп, и в меньшей степени группа 4
(Рес). Сходство в ДЭ генов на всех видах добавок
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Рис. 3. Диаграмма Венна распределения числа генов, ответивших достоверной ДЭ на применяемые диетические воз-
действия (добавки l-Кар, Рес, Тир, Трп), по сравнению с группой крыс, получавших ВУВЖР.

Ресвератрол Тирозин

Триптофанl-Карнитин
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(0%)
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(0%)

1
(2.1%)

13
(27.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

1
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с таковым в группе, получавшей только ВУВЖР,

практически отсутствует.

Анализ профилей ДЭ генов по группам живот-

ных в среде “R” позволил выявить 28 метаболиче-

ских путей (KEGGs), являющихся мишенями

воздействия применяемых экспериментальных

условий (табл. 2). Из числа затронутых под воз-

действием БАВ метаболических путей наиболь-

шее число (9) относится к путям липидного мета-

болизма, шесть – пищеварения (полостного и

внутриклеточного), четыре – иммунного ответа и

распознавания, по три – обмена стеринов, кле-

точной пролиферации и дифференцировки, два –

метаболизма ксенобиотиков, один – мембранно-

го транспорта.

Обращает на себя внимание, что PPAR- и JAK-

STAT-сигнальные пути, являющиеся согласно ра-

нее полученным данным [16, 17] объектами воз-

действия избытка жира, фруктозы и холестерина

рациона, в условиях данного эксперимента моди-

фицируются только под действием l-Кар и Рес

соответственно. Для добавки Тир характерным

является влияние на метаболизм ксенобиотиков

и лекарственных препаратов (системы цитохро-

мов Р450 (CYP450)) и сопряженный с ним мета-

болизм стероидных гормонов в печени, а также на

метаболизм ретиноидов, являющийся, по данным

[18], также мишенью воздействия избытка жира и

углеводов в рационе. Метаболический путь биосин-

теза стероидных гормонов (rno00100) оказывается

затронутым у крыс, получавших добавки Рес и обе-

их аминокислот, а метаболизм арахидоновой кис-

лоты и ее производных (rno00590) – под влиянием

всех диетических воздействий. Метаболических

путей, являющихся специфическими мишенями

воздействия Трп (но не других БАВ), выявлено не

было.

Анализ влияний, оказываемых различными

БАВ на идентифицированные метаболические пу-

ти, показывает, что направленность этих измене-

ний является в большом числе случаев противопо-

ложной той, которая наблюдается под влиянием

ВУВЖР по сравнению с контрольным рационом. В

качестве примера можно привести метаболический

путь окисления арахидоновой кислоты (rno00590),

продуктами которого являются различные липо-

ксины (оксилипины), представляющие собой гид-

роксиэйкозатриеновые и гидроксиэйкозатетраено-

вые кислоты, простагландины и тромбоксаны. Как

следует из данных, представленных на рис. 5, при

потреблении ВУВЖР наблюдается метаболиче-

ский блок в образовании простациклина, 6-keto-

PGF1α и 6-keto-PGE1 из PGH2. Под действием Рес,

Тир и в относительно меньшей степени l-Кар, но не

Трп, данный метаболический блок преодолевает-

ся. Помимо этого, у крыс, получающих ВУВЖР,

снижена экспрессия фосфолипазы А2 (лецитина-

за, код фермента (КФ) 3.1.1.4), осуществляющей
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Таблица 1. Список генов крыс с дифференциальной экспрессией в печени в ответ на применяемые диетические
воздействия

Группа
Гены

обозначение функция** ДЭ (lgFC)****

Гены с дифференциальной экспрессией по сравнению с контролем (группой 1)

Группа 2* Oat Ornithine aminotransferase 2.00

Abcg8 ATP binding cassette subfamily G member 8 1.92

Cyp7b1 Cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 1.86

Inmt Indolethylamine N-methyltransferase 1.62

Dhrs7l1 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7-like 1 1.51

Nrep Neuronal regeneration related protein 1.50

Akr1c3 Aldo-keto reductase family 1, member C3 1.35

Gpt Glutamic-pyruvic transaminase 1.34

Cyp3a9 Cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 9 1.28

Obp3 Alpha-2u globulin PGCL4 1.24

Apof Apolipoprotein F –2.00

Tnfrsf9 TNF receptor superfamily member 9 –2.03

Mthfd2 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2 –2.04

Psat1 Phosphoserine aminotransferase 1 –2.25

Adm2 Adrenomedullin 2 –2.84

Pla2g2a Phospholipase A2 group IIA –2.88

Asns Asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) –3.25

Cib2 Calcium and integrin binding family member 2 –3.44

Asns Asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) –3.80

Phgdh Phosphoglycerate dehydrogenase –4.75

Гены с дифференциальной экспрессией по сравнению с группой 2 (ВУВЖР)

Только группа 3 

(l-Кар)

Insig1 Insulin-induced gene 1 1.34

Sez6 Seizure-related 6 0.856

Btg1 b-Cell translocation gene 1 0.586

Car5a Carbonic anhydrase va –0.847

Pheta1 Family with sequence similarity 109, member a –0.521

Hist1h1d h1 histone family, member d –0.537

Zkscan7 Zinc finger protein with krab and scan domains 1 –0.576

Nedd4l Ubiquitin protein ligase nedd4-like –0.579

Ajuba Ajuba lim protein –0.732

Tnfaip2 Tumor necrosis factor-alpha-induced protein 2 –0.753

Ablim3 Actin-binding lim protein family, member 3 –1.088

Только группа 4

(ресвератрол)***

Trappc3l Trafficking protein particle complex 3-like –0.734

Tns1 Tensin 1 –0.783

Plk2 Polo-like kinase 2 –0.797

Evc2 Evc ciliary complex subunit 2 –0.975
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мобилизацию арахидоновой кислоты из фосфо-

липидов мембран. Все четыре вида изученных

БАВ (в наименьшей степени – Трп) способству-

ют снятию данного метаболического блока. С

другой стороны, в условиях потребления ВУВЖР

наблюдается положительная ДЭ ряда оксидоре-

дуктаз, принадлежащих к семейству CYP450 и от-

вечающих за образование оксилипинов 11,14,15- и

11,12,15-THETA; 5,6-, 8,9-, 11,12- и 14,15-DHETA.

Введение в рацион добавок l-Кар, Рес, Тир и в

меньшей степени Трп приводит к отмене этих эф-

фектов, что может, предположительно, привести к

подавлению синтеза указанных оксилипинов.

Аналогичным образом добавки l-Кар, Рес и

Тир (но не Трп) приводили к обращению ДЭ, вы-

званной потреблением ВУВЖР, для ряда метабо-

лических звеньев PPAR-сигналинга (rno03320)

(рис. 6) и β-окисления жирных кислот (rno00071).

При этом для l-Кар было характерно обращение

или отмена ряда эффектов ВУВЖР в отношении

связывания и транспорта липидов и жирных кис-

лот факторами CD36, FATP и FABP, липогенеза

(D6-десатураза, малик-энзим, ацил-КоА-синта-

за), системы трансмембранного переноса жир-

ных кислот в митохондрии (l-Кар-пальмитоил-

трансфераза 1-го, но не 2-го типа) (рис. 6). В ме-

* По 10 генов с наибольшей по модулю положительной и отрицательной ДЭ.
** Согласно OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man) [https://www.omim.org/about].

*** Без указания неидентифицированных транскриптов.
**** Данные через слэш (/) для указанных групп соответственно.

Только группа 5 

(тирозин)

Mfsd2a Major facilitator superfamily domain containing 2A 1.851

Ankrd37 Ankyrin repeat domain 37 0.658

Hba1 Hemoglobin, alpha 1 –0.713

Только группа 6 

(триптофан)

Exosc5 Exosome component 5 –0.530

Nlrp12 NLR family, pyrin domain containing 12 –0.556

Gata4 GATA binding protein 4 –0.614

Dhcr24 24-Dehydrocholesterol reductase –0.784

Abcg8 ATP binding cassette subfamily G member 8 –1.446

Общие только 

для групп 3 и 4

Defb43 Defensin beta 43 –0.847/–0.775

Общие только

для групп 3 и 5***

Per1 Period circadian regulator 1 1.602/2.112

Car2 Carbonic anhydrase 2 –0.846/–0.971

Общие только 

для групп 3 и 6

Lpin1 Lipin 1 1.908/1.757

Общие только

для групп 5 и 6

Calr Calreticulin 0.811/0.823

Baiap2 BAI1-associated protein 2 –0.605/–0.603

Общие для групп 

3–5

Rasgef1b RasGEF domain family, member 1B 1.285/1.226/1.792

Общие для групп 

3, 5, 6

Irf2bp2 Interferon regulatory factor 2 binding protein 2 1.697/1.261/1.316

Gadd45b Growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 0.983/1.120/1.234

Jdp2 Jun dimerization protein 2 0.699/0.792/0.790

Lpar6 Lysophosphatidic acid receptor 6 –0.670/–0.902/–0.676

Общие для групп 

4–6

Cebpd CCAAT/enhancer binding protein delta 0.740/0.945/0.868

Общие для всех 

групп 3–6

Proser2 Proline and serine rich 2 0.810/0.707/0.950/0.783

Группа
Гены

обозначение функция** ДЭ (lgFC)****

Таблица 1. Окончание
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таболическом пути β-окисления жирных кислот

добавки l-Кар, Рес и Тир (но не Трп) приводили к

обращению эффекта, оказываемого ВУВЖР на

экспрессию еноил-КоА гидратазы (КФ 4.2.1.17).

Для метаболического пути процессинга и презен-

тации антигенов (rno04612) было характерно по-

давление экспрессии белков главного комплекса

гистосовместимости MHCI и II, тогда как при ис-

пользовании всех четырех видов добавок их ДЭ

меняла знак на положительный.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты позволяют сделать

ряд выводов о специфическом для каждого из ис-

следованных БАВ характере влияния на обмен-

ные процессы, приводящие на фенотипическом

уровне к различному влиянию на картину жирового

перерождения печени, вызванного потреблением

ВУВЖР. Ранее в работе [18] нами было показано,

что полифенольное соединение кверцетин при вве-

дении в рацион крыс линии ZuckerFa способно мо-

дулировать экспрессию большого числа генов,

включая участвующие в процессах липогенеза и

β-окисления жирных кислот, метаболизме рети-

ноидов, стероидов, арахидоновой и линолевой

кислот. На модели крыс Wistar, являющихся от-

носительно более резистентными к развитию

ожирения в сравнении с вышеуказанной линией,

для примененных БАВ выявлен ряд как сходных,

так и принципиально различных эффектов.

Особенностью действия l-Кар на транскрип-

томном уровне стало повышение экспрессии ря-

да генов, включая Insig1. По данным [19] продукт

данного гена представляет собой белок эндоплаз-

матического ретикулума (ЭР), который связывает

чувствительный к стеролам домен SREBP, акти-

Рис. 4. “Тепловая” карта экспрессии генов во всех экспериментальных группах животных по отношению к внутрен-
ним контролям (Spike-In).
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Таблица 2. Список метаболических путей (KEGGs), идентифицированных как мишени воздействия применяе-
мых БАВ у крыс, получавших ВУВЖР

Группа

Метаболические пути

обозначение функция pvalue

Только группа 3

(l-Кар)

rno03320 PPAR signaling pathway 0.010

rno04973 Carbohydrate digestion and absorption 0.040

Только группа 4

(ресвератрол)

rno04630 Jak-STAT signaling pathway 0.033

rno02010 ABC transporters 0.033

Только группа 5

(тирозин)

rno00982 Drug metabolism – cytochrome P450 0.004

rno00830 Retinol metabolism 0.007

rno01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids 0.018

rno04974 Protein digestion and absorption 0.018

rno00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 0.022

rno00140 Steroid hormone biosynthesis 0.028

rno04972 Pancreatic secretion 0.031

rno04146 Peroxisome 0.042

Только группы 4 и 5 rno00900 Terpenoid backbone biosynthesis 0.005/0.015

Только группы 4 и 5 rno04380 Osteoclast differentiation 0.025/0.050

Только группы 5 и 6 rno00591 Linoleic acid metabolism 0.011/0.034

rno00565 Ether lipid metabolism 0.047/0.044

Группы 3, 4 и 5 rno00071 Fatty acid metabolism 0.008/0.015/0.005

rno04976 Bile secretion 0.020/0.004/0.16

rno04920 Adipocytokine signaling pathway 0.030/0.032/0.017

Группы 3, 5 и 6 rno04975 Fat digestion and absorption 0.040/0.042/0.040

Группы 3, 4 и 6 rno04062 Chemokine signaling pathway 0.040/0.040/0.012

Группы 4, 5 и 6 rno00100 Steroid biosynthesis 0.005/0.012/0.022

Все группы rno04145 Phagosome 0.003/0.001/0.010/0.001

rno04514 Cell adhesion molecules (CAMs) 0.003/0.0002/0.013/0.007

rno04612 Antigen processing and presentation 0.005/0.0003/0.003/0.001

rno04640 Hematopoietic cell lineage 0.007/0.019/0.028/0.0132

rno04672 Intestinal immune network for IgA production 0.003/0.011/0.017/0.006

rno00590 Arachidonic acid metabolism 0.004/0.041/0.006/0.027
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Рис. 5. Сопоставление изменений в метаболическом пути “rno00590 Arachidonic acid metabolism”, вызываемом добав-
ками: а – ВУВЖР, б – l-Кар, в – Рес, г – Тир, д – Трп. Диаграммы здесь и на рис. 6 получены с использованием данных
ресурса https://www.genome.jp/kegg/pathway.html.

д
–

1
0

1

D
a

ta
 o

n
 K

E
G

G
 g

ra
p

h
R

e
n

d
e
re

d
 b

y
 p

a
th

v
ie

w

A
ra

c
h

id
o

n
ic

 a
c
id

 m
e
ta

b
o

li
sm

L
T

F
4

L
T

F
4

L
T

D
4

L
T

C
4

L
T

A
4

L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

E
4

2
0

-C
O

O
H

-L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

B
4

2
.3

.2
.–

2
.3

.2
.–

1.
14

.1
3
.3

4

11
-D

e
h

y
d

ro
-

T
X

B
2

15
-K

e
to

-P
G

F
2
�

T
X

B
2

T
X

A
2

1.
1.

1.
1
9

6

1.
11

.1
.2

0

1.
1.

1.
–

P
G

F
2
�

3
.4

.1
9
.1

4

4
.4

.1
.2

0

3
.3

.2
.6

3
.3

.2
.7

5
.4

.4
.–

A
L

O
X

12
A

L
O

X
1
2

B
A

L
O

X
1
5

B
5

.4
.4

.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.–

3
.1

.1
.4

1.
14

.1
4
.9

4

5
.3

.9
9

.5

1.
1
4

.9
9

.1
1.

1
4

.9
9

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1
1.

1
4

.1
4

.1

1.
11

.1
.9

1.
13

.1
1.

3
3

1.
13

.1
1.

–
1.

13
.1

1.
–

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

4
0

1.
1.

1.
18

4
1.

1.
1.

18
9

1.
1.

1.
18

8

1.
1.

1.
2
3

2

5
.3

.9
9

.3

5
.3

.9
9

.2

5
.3

.9
9

.4

5
-H

E
T

E

1
9

(S
)-

H
E

T
E

8
(S

)-
H

E
T

E
9

(S
)-

H
E

T
E

11
(R

)-
H

E
T

E
1
2

(R
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
P

E
T

E
12

(R
)-

H
P

E
T

E
11

(R
)-

H
P

E
T

E
9

(S
)-

H
P

E
T

E
9

(S
)-

H
P

E
T

E

15
(S

)-
H

E
T

E
15

(S
)-

H
P

E
T

E

8
(R

)-
H

P
E

T
E

1
6

(R
)-

H
E

T
E

8
(R

)-
H

E
T

E

5
-O

x
o

E
T

E

1
5

-O
x
o

E
T

E

2
0

-H
E

T
E

C
Y

P
4

A

C
Y

P
4

A

C
Y

P
2

E

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
4

F
8

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2

J

C
Y

P
4

F

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2
C

19

C
Y

P
4
A

11
1
.1

1
.1

.9

5
-H

P
E

T
E

E
ic

o
sa

n
o

id
s

L
e
c
it

h
in

H
e
p

o
ri

li
n

 A
3

H
e
p

o
ri

li
n

 B
3

1
2

-O
x
o

E
T

E

A
ra

c
h

id
o

n
a

te

L
in

o
le

ic
 a

n
d

 m
e
ta

b
o

li
sm

1
2

-K
e
to

-L
T

B
4

P
G

H
2

P
G

E
2

P
G

G
2

P
G

A
2

P
G

C
2

P
G

B
2

P
G

J2
P

G
D

2

�1
2
-P

G
J2

1
5

-D
e
o

x
y

-�
1
2

,1
4
-P

G
J2

11
-e

p
i-

P
G

P
2
�P
ro

st
a

c
y
c
li

n

6
-K

e
to

-
P

G
F

1
�

6
-K

e
to

-P
G

E
1

11
H

-
1
4

,1
5

-E
E

T
A

1
5

H
-

11
,1

2
-E

E
T

A

11
,1

4
,1

5
-

T
H

E
T

A
11

,1
2

,1
5

-
T

H
E

T
A

L
X

A
4

L
X

B
4

T
ri

o
x

il
in

 A
3

T
ri

o
x

il
in

 B
3

1
4

,1
5

-
E

E
T

11
,1

2
-

E
E

T
8

,9
-

E
E

T
5

,6
-

E
E

T

8
-i

so
-

p
ro

st
a

n
e

D
ih

y
d

ro
x

y
e
p

o
x

y
e
ic

o
sa

d
ie

n
o

ic
 a

c
id

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

2
�

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

1
�

5
,6

-E
p

o
x

y
-

te
tr

a
e
n

e

1
4

,1
5

-
D

E
E

T
11

,1
2

-
D

E
E

T
8

,9
-

D
E

E
T

5
,6

-
D

E
E

T

T
e
tr

a
h

y
d

ro
fu

n
a

r 
d

io
ls

а
–

1
0

1

D
a

ta
 o

n
 K

E
G

G
 g

ra
p

h
R

e
n

d
e
re

d
 b

y
 p

a
th

v
ie

w

A
ra

c
h

id
o

n
ic

 a
c
id

 m
e
ta

b
o

li
sm

L
T

F
4

L
T

F
4

L
T

D
4

L
T

C
4

L
T

A
4

L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

E
4

2
0

-C
O

O
H

-L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

B
4

2
.3

.2
.–

2
.3

.2
.–

1.
14

.1
3
.3

4

11
-D

e
h

y
d

ro
-

T
X

B
2

15
-K

e
to

-P
G

F
2
�

T
X

B
2

T
X

A
2

1.
1.

1.
1
9

6

1.
11

.1
.2

0

1.
1.

1.
–

P
G

F
2
�

3
.4

.1
9
.1

4

4
.4

.1
.2

0

3
.3

.2
.6

3
.3

.2
.7

5
.4

.4
.–

A
L

O
X

12
A

L
O

X
1
2

B
A

L
O

X
1
5

B
5

.4
.4

.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.–

3
.1

.1
.4

1.
14

.1
4
.9

4

5
.3

.9
9

.5

1.
1
4

.9
9

.1
1.

1
4

.9
9

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1
1.

1
4

.1
4

.1

1.
11

.1
.9

1.
13

.1
1.

3
3

1.
13

.1
1.

–
1.

13
.1

1.
–

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

4
0

1.
1.

1.
18

4
1.

1.
1.

18
9

1.
1.

1.
18

8

1.
1.

1.
2
3

2

5
.3

.9
9

.3

5
.3

.9
9

.2

5
.3

.9
9

.4

5
-H

E
T

E

1
9

(S
)-

H
E

T
E

8
(S

)-

H
E

T
E

9
(S

)-

H
E

T
E

11
(R

)-

H
E

T
E

1
2

(R
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
P

E
T

E
12

(R
)-

H
P

E
T

E

11
(R

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

15
(S

)-
H

E
T

E
15

(S
)-

H
P

E
T

E

8
(R

)-

H
P

E
T

E

1
6

(R
)-

H
E

T
E

8
(R

)-

H
E

T
E

5
-O

x
o

E
T

E

1
5

-O
x
o

E
T

E

2
0

-H
E

T
E

C
Y

P
4

A

C
Y

P
4

A

C
Y

P
2

E

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
4

F
8

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2

J

C
Y

P
4

F

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2
C

19

C
Y

P
4
A

11
1
.1

1
.1

.9

5
-H

P
E

T
E

E
ic

o
sa

n
o

id
s

L
e
c
it

h
in

H
e
p

o
ri

li
n

 A
3

H
e
p

o
ri

li
n

 B
3

1
2

-O
x
o

E
T

E

A
ra

c
h

id
o

n
a

te L
in

o
le

ic
 a

n
d

 m
e
ta

b
o

li
sm

1
2

-K
e
to

-L
T

B
4

P
G

H
2

P
G

E
2

P
G

G
2

P
G

A
2

P
G

C
2

P
G

B
2

P
G

J2
P

G
D

2

�1
2
-P

G
J2

1
5

-D
e
o

x
y

-�
1
2

,1
4
-P

G
J2

11
-e

p
i-

P
G

P
2
�P

ro
st

a
c
y
c
li

n

6
-K

e
to

-

P
G

F
1
�

6
-K

e
to

-P
G

E
1

11
H

-

1
4

,1
5

-E
E

T
A

1
5

H
-

11
,1

2
-E

E
T

A

11
,1

4
,1

5
-

T
H

E
T

A
11

,1
2

,1
5

-

T
H

E
T

A

L
X

A
4

L
X

B
4

T
ri

o
x

il
in

 A
3

T
ri

o
x

il
in

 B
3

1
4

,1
5

-

E
E

T

11
,1

2
-

E
E

T

8
,9

-

E
E

T

5
,6

-

E
E

T

8
-i

so
-

p
ro

st
a

n
e

D
ih

y
d

ro
x

y
e
p

o
x

y
e
ic

o
sa

d
ie

n
o

ic
 a

c
id

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

2
�

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

1
�

5
,6

-E
p

o
x

y
-

te
tr

a
e
n

e

1
4

,1
5

-

D
E

E
T

11
,1

2
-

D
E

E
T

8
,9

-

D
E

E
T

5
,6

-

D
E

E
T

T
e
tr

a
h

y
d

ro
fu

n
a

r 
d

io
ls

б
–

1
0

1

D
a

ta
 o

n
 K

E
G

G
 g

ra
p

h
R

e
n

d
e
re

d
 b

y
 p

a
th

v
ie

w

A
ra

c
h

id
o

n
ic

 a
c
id

 m
e
ta

b
o

li
sm

L
T

F
4

L
T

F
4

L
T

D
4

L
T

C
4

L
T

A
4

L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

E
4

2
0

-C
O

O
H

-L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

B
4

2
.3

.2
.–

2
.3

.2
.–

1.
14

.1
3
.3

4

11
-D

e
h

y
d

ro
-

T
X

B
2

15
-K

e
to

-P
G

F
2
�

T
X

B
2

T
X

A
2

1.
1.

1.
1
9

6

1.
11

.1
.2

0

1.
1.

1.
–

P
G

F
2
�

3
.4

.1
9
.1

4

4
.4

.1
.2

0

3
.3

.2
.6

3
.3

.2
.7

5
.4

.4
.–

A
L

O
X

12
A

L
O

X
1
2

B
A

L
O

X
1
5

B
5

.4
.4

.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.–

3
.1

.1
.4

1.
14

.1
4
.9

4

5
.3

.9
9

.5

1.
1
4

.9
9

.1
1.

1
4

.9
9

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1
1.

1
4

.1
4

.1

1.
11

.1
.9

1.
13

.1
1.

3
3

1.
13

.1
1.

–
1.

13
.1

1.
–

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

4
0

1.
1.

1.
18

4
1.

1.
1.

18
9

1.
1.

1.
18

8

1.
1.

1.
2
3

2

5
.3

.9
9

.3

5
.3

.9
9

.2

5
.3

.9
9

.4

5
-H

E
T

E

1
9

(S
)-

H
E

T
E

8
(S

)-

H
E

T
E

9
(S

)-

H
E

T
E

11
(R

)-

H
E

T
E

1
2

(R
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
P

E
T

E
12

(R
)-

H
P

E
T

E

11
(R

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

15
(S

)-
H

E
T

E
15

(S
)-

H
P

E
T

E

8
(R

)-

H
P

E
T

E

1
6

(R
)-

H
E

T
E

8
(R

)-

H
E

T
E

5
-O

x
o

E
T

E

1
5

-O
x
o

E
T

E

2
0

-H
E

T
E

C
Y

P
4

A

C
Y

P
4

A

C
Y

P
2

E

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
4

F
8

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2

J

C
Y

P
4

F

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2
C

19

C
Y

P
4
A

11
1
.1

1
.1

.9

5
-H

P
E

T
E

E
ic

o
sa

n
o

id
s

L
e
c
it

h
in

H
e
p

o
ri

li
n

 A
3

H
e
p

o
ri

li
n

 B
3

1
2

-O
x
o

E
T

E

A
ra

c
h

id
o

n
a

te L
in

o
le

ic
 a

n
d

 m
e
ta

b
o

li
sm

1
2

-K
e
to

-L
T

B
4

P
G

H
2

P
G

E
2

P
G

G
2

P
G

A
2

P
G

C
2

P
G

B
2

P
G

J2
P

G
D

2

�1
2
-P

G
J2

1
5

-D
e
o

x
y

-�
1
2

,1
4
-P

G
J2

11
-e

p
i-

P
G

P
2
�P

ro
st

a
c
y
c
li

n

6
-K

e
to

-

P
G

F
1
�

6
-K

e
to

-P
G

E
1

11
H

-

1
4

,1
5

-E
E

T
A

1
5

H
-

11
,1

2
-E

E
T

A

11
,1

4
,1

5
-

T
H

E
T

A
11

,1
2

,1
5

-

T
H

E
T

A

L
X

A
4

L
X

B
4

T
ri

o
x

il
in

 A
3

T
ri

o
x

il
in

 B
3

1
4

,1
5

-

E
E

T

11
,1

2
-

E
E

T

8
,9

-

E
E

T

5
,6

-

E
E

T

8
-i

so
-

p
ro

st
a

n
e

D
ih

y
d

ro
x

y
e
p

o
x

y
e
ic

o
sa

d
ie

n
o

ic
 a

c
id

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

2
�

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

1
�

5
,6

-E
p

o
x

y
-

te
tr

a
e
n

e

1
4

,1
5

-

D
E

E
T

11
,1

2
-

D
E

E
T

8
,9

-

D
E

E
T

5
,6

-

D
E

E
T

T
e
tr

a
h

y
d

ro
fu

n
a

r 
d

io
ls

в
–

1
0

1

D
a

ta
 o

n
 K

E
G

G
 g

ra
p

h
R

e
n

d
e
re

d
 b

y
 p

a
th

v
ie

w

A
ra

c
h

id
o

n
ic

 a
c
id

 m
e
ta

b
o

li
sm

L
T

F
4

L
T

F
4

L
T

D
4

L
T

C
4

L
T

A
4

L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

E
4

2
0

-C
O

O
H

-L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

B
4

2
.3

.2
.–

2
.3

.2
.–

1.
14

.1
3
.3

4

11
-D

e
h

y
d

ro
-

T
X

B
2

15
-K

e
to

-P
G

F
2
�

T
X

B
2

T
X

A
2

1.
1.

1.
1
9

6

1.
11

.1
.2

0

1.
1.

1.
–

P
G

F
2
�

3
.4

.1
9
.1

4

4
.4

.1
.2

0

3
.3

.2
.6

3
.3

.2
.7

5
.4

.4
.–

A
L

O
X

12
A

L
O

X
1
2

B
A

L
O

X
1
5

B
5

.4
.4

.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.–

3
.1

.1
.4

1.
14

.1
4
.9

4

5
.3

.9
9

.5

1.
1
4

.9
9

.1
1.

1
4

.9
9

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1
1.

1
4

.1
4

.1

1.
11

.1
.9

1.
13

.1
1.

3
3

1.
13

.1
1.

–
1.

13
.1

1.
–

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

4
0

1.
1.

1.
18

4
1.

1.
1.

18
9

1.
1.

1.
18

8

1.
1.

1.
2
3

2

5
.3

.9
9

.3

5
.3

.9
9

.2

5
.3

.9
9

.4

5
-H

E
T

E

1
9

(S
)-

H
E

T
E

8
(S

)-

H
E

T
E

9
(S

)-

H
E

T
E

11
(R

)-

H
E

T
E

1
2

(R
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
P

E
T

E
12

(R
)-

H
P

E
T

E

11
(R

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

15
(S

)-
H

E
T

E
15

(S
)-

H
P

E
T

E

8
(R

)-

H
P

E
T

E

1
6

(R
)-

H
E

T
E

8
(R

)-

H
E

T
E

5
-O

x
o

E
T

E

1
5

-O
x
o

E
T

E

2
0

-H
E

T
E

C
Y

P
4

A

C
Y

P
4

A

C
Y

P
2

E

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
4

F
8

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2

J

C
Y

P
4

F

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2
C

19

C
Y

P
4
A

11
1
.1

1
.1

.9

5
-H

P
E

T
E

E
ic

o
sa

n
o

id
s

L
e
c
it

h
in

H
e
p

o
ri

li
n

 A
3

H
e
p

o
ri

li
n

 B
3

1
2

-O
x
o

E
T

E

A
ra

c
h

id
o

n
a

te L
in

o
le

ic
 a

n
d

 m
e
ta

b
o

li
sm

1
2

-K
e
to

-L
T

B
4

P
G

H
2

P
G

E
2

P
G

G
2

P
G

A
2

P
G

C
2

P
G

B
2

P
G

J2
P

G
D

2

�1
2
-P

G
J2

1
5

-D
e
o

x
y

-�
1
2

,1
4
-P

G
J2

11
-e

p
i-

P
G

P
2
�P

ro
st

a
c
y
c
li

n

6
-K

e
to

-

P
G

F
1
�

6
-K

e
to

-P
G

E
1

11
H

-

1
4

,1
5

-E
E

T
A

1
5

H
-

11
,1

2
-E

E
T

A

11
,1

4
,1

5
-

T
H

E
T

A
11

,1
2

,1
5

-

T
H

E
T

A

L
X

A
4

L
X

B
4

T
ri

o
x

il
in

 A
3

T
ri

o
x

il
in

 B
3

1
4

,1
5

-

E
E

T

11
,1

2
-

E
E

T

8
,9

-

E
E

T

5
,6

-

E
E

T

8
-i

so
-

p
ro

st
a

n
e

D
ih

y
d

ro
x

y
e
p

o
x

y
e
ic

o
sa

d
ie

n
o

ic
 a

c
id

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

2
�

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

1
�

5
,6

-E
p

o
x

y
-

te
tr

a
e
n

e

1
4

,1
5

-

D
E

E
T

11
,1

2
-

D
E

E
T

8
,9

-

D
E

E
T

5
,6

-

D
E

E
T

T
e
tr

a
h

y
d

ro
fu

n
a

r 
d

io
ls

г
–

1
0

1

D
a

ta
 o

n
 K

E
G

G
 g

ra
p

h
R

e
n

d
e
re

d
 b

y
 p

a
th

v
ie

w

A
ra

c
h

id
o

n
ic

 a
c
id

 m
e
ta

b
o

li
sm

L
T

F
4

L
T

F
4

L
T

D
4

L
T

C
4

L
T

A
4

L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

E
4

2
0

-C
O

O
H

-L
T

B
4

2
0

-O
H

-L
T

B
4

2
.3

.2
.–

2
.3

.2
.–

1.
14

.1
3
.3

4

11
-D

e
h

y
d

ro
-

T
X

B
2

15
-K

e
to

-P
G

F
2
�

T
X

B
2

T
X

A
2

1.
1.

1.
1
9

6

1.
11

.1
.2

0

1.
1.

1.
–

P
G

F
2
�

3
.4

.1
9
.1

4

4
.4

.1
.2

0

3
.3

.2
.6

3
.3

.2
.7

5
.4

.4
.–

A
L

O
X

12
A

L
O

X
1
2

B
A

L
O

X
1
5

B
5

.4
.4

.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.–

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.1

0
3

.3
.2

.1
0

3
.3

.2
.–

3
.1

.1
.4

1.
14

.1
4
.9

4

5
.3

.9
9

.5

1.
1
4

.9
9

.1
1.

1
4

.9
9

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1

1.
1
4

.1
4

.1
1.

1
4

.1
4

.1

1.
11

.1
.9

1.
13

.1
1.

3
3

1.
13

.1
1.

–
1.

13
.1

1.
–

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

3
4

1.
13

.1
1.

4
0

1.
1.

1.
18

4
1.

1.
1.

18
9

1.
1.

1.
18

8

1.
1.

1.
2
3

2

5
.3

.9
9

.3

5
.3

.9
9

.2

5
.3

.9
9

.4

5
-H

E
T

E

1
9

(S
)-

H
E

T
E

8
(S

)-

H
E

T
E

9
(S

)-

H
E

T
E

11
(R

)-

H
E

T
E

1
2

(R
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
E

T
E

1
2

(S
)-

H
P

E
T

E
12

(R
)-

H
P

E
T

E

11
(R

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

9
(S

)-

H
P

E
T

E

15
(S

)-
H

E
T

E
15

(S
)-

H
P

E
T

E

8
(R

)-

H
P

E
T

E

1
6

(R
)-

H
E

T
E

8
(R

)-

H
E

T
E

5
-O

x
o

E
T

E

1
5

-O
x
o

E
T

E

2
0

-H
E

T
E

C
Y

P
4

A

C
Y

P
4

A

C
Y

P
2

E

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
2

C
Y

P
4

F
8

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2

J

C
Y

P
4

F

C
Y

P
2

U

C
Y

P
2
C

19

C
Y

P
4
A

11
1
.1

1
.1

.9

5
-H

P
E

T
E

E
ic

o
sa

n
o

id
s

L
e
c
it

h
in

H
e
p

o
ri

li
n

 A
3

H
e
p

o
ri

li
n

 B
3

1
2

-O
x
o

E
T

E

A
ra

c
h

id
o

n
a

te L
in

o
le

ic
 a

n
d

 m
e
ta

b
o

li
sm

1
2

-K
e
to

-L
T

B
4

P
G

H
2

P
G

E
2

P
G

G
2

P
G

A
2

P
G

C
2

P
G

B
2

P
G

J2
P

G
D

2

�1
2
-P

G
J2

1
5

-D
e
o

x
y

-�
1
2

,1
4
-P

G
J2

11
-e

p
i-

P
G

P
2
�P

ro
st

a
c
y
c
li

n

6
-K

e
to

-

P
G

F
1
�

6
-K

e
to

-P
G

E
1

11
H

-

1
4

,1
5

-E
E

T
A

1
5

H
-

11
,1

2
-E

E
T

A

11
,1

4
,1

5
-

T
H

E
T

A
11

,1
2

,1
5

-

T
H

E
T

A

L
X

A
4

L
X

B
4

T
ri

o
x

il
in

 A
3

T
ri

o
x

il
in

 B
3

1
4

,1
5

-

E
E

T

11
,1

2
-

E
E

T

8
,9

-

E
E

T

5
,6

-

E
E

T

8
-i

so
-

p
ro

st
a

n
e

D
ih

y
d

ro
x

y
e
p

o
x

y
e
ic

o
sa

d
ie

n
o

ic
 a

c
id

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

2
�

2
,3

-D
in

o
r-

8
-i

so
 P

G
F

1
�

5
,6

-E
p

o
x

y
-

te
tr

a
e
n

e

1
4

,1
5

-

D
E

E
T

11
,1

2
-

D
E

E
T

8
,9

-

D
E

E
T

5
,6

-

D
E

E
T

T
e
tr

a
h

y
d

ro
fu

n
a

r 
d

io
ls



1152

ГЕНЕТИКА  том 57  № 10  2021

ТРУСОВ и др.

Рис. 6. Сопоставление изменений в метаболическом пути “rno03320 PPAR signaling pathway”, вызываемом добавками:
а – ВУВЖР, б – l-Кар.
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вирующий расщепление белка SCAP, и стабили-

зирующий комплекс SCAP/SREBP. Ввиду этого

Insig1 играет центральную роль в гомеостазе холе-

стерина. Согласно Li et al. [20] белок INSIG1

ограничивает липогенез в зрелых адипоцитах и

блокирует дифференцировку в преадипоцитах в

жировой ткани нормальных мышей при ожире-

нии, вызванном высокожировым рационом.

Другим геном, активируемым под действием

добавки l-Кар, является Lpin1 (липин), подавление

продукции которого наблюдается при развитии ме-

таболического синдрома [21]. Отмечается совмест-

ная экспрессия Lpin1 с генами Per1, Rasgef1b [22],

также ответившими положительной ДЭ на по-

требление l-Кар. Per1 − это один из основных бел-

ков циркадного ритма, экспрессия которого подав-

ляется при избытке углеводов [23]. Продукция

PER1 по данным [24] может повышаться под дей-

ствием полифенольных соединений пищи при по-

средстве транскрипционного фактора Bmal1.

Rasgef1b играет, по-видимому, важную роль в ре-

гуляции клеточной адгезии и пролиферации [25].

В числе генов, ответивших выраженной отри-

цательной ДЭ на потребление l-Кар, следует ука-

зать на Ablim3, участвующий в формировании

аномальных “стрессорных” филаментов F-акти-

на в немышечных клетках [26], и TNFAIP2, необ-

ходимый для реализации функции провоспали-

тельных цитокинов TNFα и IL-1β. Последнее

указывает на роль иммунного компонента в рез-

орбции жирозапасающих клеток в печени под

действием l-Кар.

Экспрессия гена Defb43 подавляется под влия-

нием как l-Кар, так и Рес. Кодируемый им белок

дефензин участвует в обеспечении неспецифиче-

ского иммунитета на слизистых оболочках [27].

Пониженная экспрессия данного белка может

рассматриваться как маркер ослабления воспали-

тельного процесса [28].

Ген Cebpd, экспрессия которого специфически

повышается под действием Рес, функционально

связан с протоонкогенами Fos, JunB, Spi1 и Myc
[29]. По данным [30] образование его транскрип-

та контролируется деацетилазами гистонов (сир-

туинами). Мишенями действия CEBPD являются

гены инсулиноподобного фактора роста (IGF) и

рецепторов эстрогенов.

В числе генов, характеризуемых достоверно

пониженной экспрессией при воздействии до-

бавки Рес, идентифицированы Tns1 (тензин 1) и

Plk2. Первый из них кодирует актин-связываю-

щий белок, влияющий на функцию JNK, TNFα и

инсулинового рецептора IRS2 [31]. Продуктом

экспрессии второго из этих генов является проте-

инкиназа SNK, отвечающая за удвоение центро-

сом в G1/S-фазе клеточного цикла [32], а также

являющаяся негативным регулятором белков се-

мейства Rap [33], к которым принадлежит рас-

смотренный выше продукт экспрессии Rasgef1b.

К генам, ответившим ДЭ исключительно на

добавку Тир, относятся Mfsd2a, Ankrd37 и Hba1.
Mfsd2a кодирует мембранный транспортер лизо-

фосфатидов. Его повышенная экспрессия марки-

рует повышение активности CD8+ (Treg) лимфоци-

тов и может свидетельствовать о противовоспали-

тельном действии [34]. По данным [35] MFSD2A,

отвечающий за перенос через мембраны длинно-

цепочечных ПНЖК семейства ω3, способствует

усилению синтеза их противовоспалительных

производных из группы оксилипинов. Понижение

эктопической экспрессии Hba1 (α-цепь гемоглоби-

на) может быть связано с модуляцией сигнального

пути, опосредуемого оксидом азота [36].

Все специфические только для добавки Трп

гены (Exosc5, Gata4, Dhcr24, Abcg8 и Nlrp12) отве-

тили на его потребление отрицательной ДЭ. Из них

Dhcr24 (3-beta-hydroxysterol delta-24-reductase) ко-

дирует один из ключевых ферментов метаболизма

холестерина, обладающий также плейотропным

действием благодаря способности связывать про-

апоптотический фактор p53 [37]. Abcg8 отвечает за

синтез АТФ-зависимого транспортера стероидов,

нарушение синтеза которого приводит к ано-

мальному накоплению холестерина в тканях [38].

Продукт экспрессии Gata4 является фактором,

повышающим мембранный потенциал митохон-

дрий и способствующим защите клеток от гипо-

ксии и окислительного стресса [39]. Nlrp12 коди-

рует белок, который ингибирует альтернативный

(опосредуемый Toll-рецепторами) сигнальный

путь NF-κB, приводящий к усилению воспале-

ния [40]. Функция в печени остальных генов, яв-

ляющихся мишенями воздействия Тир и Трп, не-

достаточно изучена.

Обобщая полученные данные, можно предпо-

ложить, что потребление дополнительных коли-

честв Тир приводит к активации в ткани печени

группы генов, оказывающих противовоспалитель-

ное действие, в то время как под влиянием Трп экс-

прессия ряда противовоспалительных факторов

подавляется, отражением чего возможно являет-

ся противоположный характер влияния этих до-

бавок на развитие жирового гепатоза, вызванного

ВУВЖР.

Биоинформатический анализ позволил полу-

чить информацию о влиянии ВУВЖР и применяе-

мых биологически активных веществ на ряд мета-

болических путей (KEGGs). Полученные данные

согласуются с исследованиями [41–46], в которых

при индуцированном диетой ожирении у мышей
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и крыс происходит изменение метаболических

путей метаболизма липидов, защитных реакций

на стресс, функции цитоскелета и клеточной ад-

гезии, инсулинового и PPAR-сигналинга, метабо-

лизма стероидов и аминокислот. Большинство этих

метаболических путей явились мишенями воздей-

ствия биологически активных веществ (l-Кар, Рес,

Тир и Трп). При этом для l-Кар, характеризуемо-

го наиболее благоприятным влиянием на накоп-

ление жира в печени при условии потребления

ВУВЖР, было также в наибольшей степени харак-

терно влияние на метаболические пути PPAR-сиг-

налинга, а для Рес, оказывающего по ряду показате-

лей выраженное иммунотропное действие [47], –

на JAK-STAT-сигнальный путь. Наиболее харак-

терными мишенями действия добавки Тир яви-

лись метаболические пути, связанные с экспрес-

сией различных генов семейства CYP450 и с мета-

болизмом ретиноидов.

Новым не описанным в доступной литературе

стал дифференцированный эффект между l-Кар,

Рес и Тир, с одной стороны, и Трп – с другой, на ме-

таболический путь арахидоновой кислоты, включая

процессы образования из нее оксилипинов (липо-

ксинов) [48, 49], простагландинов и тромбоксанов.

Дисбаланс различных оксилипинов рассматривает-

ся как причина хронического системного воспале-

ния при ожирении, диабете 2-го типа, гипертензии,

коронарной болезни сердца, аутоиммунных и дру-

гих алиментарно-зависимых заболеваниях [50,

51]. Такой представитель класса эйкозаноидов

как простациклин выступает в роли ведущего ре-

гулятора разрастания жировой ткани [52]. Моду-

ляция синтеза различных классов оксилипинов и

эйкозаноидов рассматривается и в качестве уни-

версального механизма биологического действия

Рес [7].

Таким образом, проведенные исследования

показали, что действие на организм таких нутрицев-

тиков как l-Кар, Рес и ароматические аминокисло-

ты характеризуется специфическим для каждого из

этих БАВ изменением экспрессии сложного ком-

плекса генов. Критическими “точками приложе-

ния” действующих веществ являются метаболиче-

ские пути, охватывающие процессы биосинтеза и

деградации жирных кислот, стеринов и ретинои-

дов, внутриклеточного транспорта, рецепции, меж-

клеточного распознавания, программируемой

клеточной гибели (апоптоза), иммунного ответа.

Выявленные эффекты далеко не исчерпываются

постулируемыми для изученных БАВ механизма-

ми, такими как интенсификация окисления жира

для l-Кар, антиоксидантный эффект Рес, влияние

Тир и Трп на обмен биогенных аминов. Диффе-

ренцированный учет разнообразных эффектов

воздействия БАВ на генную экспрессию необхо-

дим при их персонифицированном назначении в

составе специализированных продуктов и диет в

диетотерапии ожирения, с учетом генотипа боль-

ного, тяжести и причин развития заболевания.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-

сийского научного фонда № 17-16-01043 “Поиск

эффекторных звеньев метаболизма, регулируе-

мых алиментарными факторами при ожирении,

для разработки инновационных специализиро-

ванных пищевых продуктов”.

Все применимые международные, националь-

ные и/или институциональные принципы ухода

и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-

тересов.
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Effect of Сarnitine, Resveratrol and Aromatic Amino Acids Supplements
in the Diet with Excess Fat and Fructose on Gene Expression in Liver of Rats:

Full Transcriptome Analysis
N. V. Trusova, *, S. A. Apryatina, V. A. Shipelina, b, A. A. Shumakovaa,

I. V. Gmoshinskia, **, D. B. Nikityuka, c, and V. A. Tutelyana, c

aFederal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety, Moscow, 109240 Russia
bPlekhanov Russian University of Economics, Moscow, 117997 Russia

cSechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991 Russia
*e-mail: nikkitosu@yandex.ru

**e-mail: gmosh@ion.ru

The differential expression of 30584 genes was studied in the liver of male Wistar rats fed diets with excess fat
and fructose and supplemented with l-carnitine, resveratrol, tyrosine or tryptophan for 63 days. For this pur-
pose the method of full transcriptome profiling by the Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expres-
sion Analysis Low Input Quick Amp Labeling protocol (version 6.8) was used. To identify metabolic path-
ways (KEGGs) that are targets of the applied dietary treatments, the transcriptome data were analyzed by
bioinformatics methods in the “R” environment. The obtained data suggest that the intake of biologically ac-
tive substances – modulators of lipid metabolism, including l-Car, Res and aromatic amino acids Tyr and
Trp, despite the obvious differences in the primary targets of their impact and phenotypic consequences for
the body at the tissue and organ levels, involves at intermediate stages a complex of genes that are largely sim-
ilar and interrelated in their function, which are involved in the regulation of the cell cycle, proliferation,
apoptosis, intercellular interactions, immune response and inflammation. The differential expression sign of
each of these genes, taken separately, does not allow unambiguous prediction processes manifested in the
strengthening or, on the contrary, weakening of lipogenesis and the observed accumulation of fatty inclusions
in liver cells. New, not described in the available literature, is the differentiated effect between l-Car, Res and
Tyr, on the one hand, and Trp, on the other, on the metabolic pathway of arachidonic acid, including the for-
mation of oxylipins (lipoxins), prostaglandins and thromboxanes.

Keywords: transcriptome, rats, resveratrol, l-carnitine, tyrosine, tryptophan.
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ИНВАЗИВНЫЕ ПОПУЛЯЦИИ ЦИКАДОК Metcalfa pruinosa 
(Hemiptera: Flatidae) И Arboridia kakogawana (Hemiptera: Cicadellidae)
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Появление и быстрое распространение в России новых инвазивных видов цикадовых Metcalfa pru-
inosa (Say, 1830) и Arboridia kakogawana (Matsumura, 1932) требует изучения как причин инвазий, так
и вероятных последствий этих инвазий для виноградарства. Особенный интерес представляет изу-
чение возможной роли новых для ампелоценозов России видов цикадок в распространении пато-
генных бактерий фитоплазмозов винограда. В настоящее время эти вопросы являются малоизучен-
ными. Изучили изменчивость BOLD-фрагмента митохондриального гена COI в популяционных
выборках M. pruinosa и A. kakogawana из Крыма и черноморского побережья Кавказа. Методом ПЦР на
специфические гены был проведен поиск заражeнности цикадок бактериями фитоплазмоза винограда
из группы столбура Candidatus Phytoplasma solani и внутриклеточными симбиотическими бактериями
Wolbachia, Rickettsia и Spiroplasma. Обнаружили цикадку M. pruinosa только на черноморском побережье
Кавказа. Популяция M. pruinosa близка к мономорфности. Цикадка A. kakogawana обнаружена нами и
в Крыму, и на Кавказе. Выявили две новые формы этого вида в России. Не выявили возбудителя
фитоплазмоза винограда и внутриклеточных симбиотических бактерий в изученных популяциях
цикадок.

Ключевые слова: инвазивные популяции, Vitis vinifera, COI, цикадки, фитоплазма.
DOI: 10.31857/S0016675821100027

Природные популяции M. pruinosa (Say, 1830)
существуют в Северной Америке на обширной
территории от южных районов Канады до Фло-
риды и Мексики включительно [1]. В Европе ин-
вазивная популяция M. pruinosa впервые была за-
мечена в 1979 г. [2]. Однако наличие покоящейся
стадии в жизненном цикле M. pruinosa и много-
численность видов культурных растений, на ко-
торых она развивается в Северной Америке, поз-
воляет обоснованно предполагать, что этот вид
цикадок завозился случайно в Европу множество
раз до его натурализации в конце XX в. Генетиче-
ские отличия инвазивной популяции M. pruinosa
от природных популяций неизвестны, но, веро-
ятно, существуют. После обнаружения первой ев-
ропейской популяции M. pruinosa ее ареал актив-
но расширялся [3–5]. На территории России
M. pruinosa впервые найдена в 2009 г. на черно-
морском побережье Кавказа (в окрестностях Сочи)

и на Северном Кавказе [6, 7]. Цикадка белая являет-
ся полифагом, развивается на древесно-кустар-
никовой растительности, крапиве и на винограде.
В Европе развитие цикадки отмечено на 110 видах
цветковых растений [8]. В условиях Краснодар-
ского края M. pruinosa дает одно поколение в год.
Развитие включает пять личиночных стадий. Зи-
мует M. pruinosa на стадии яйца, которые откла-
дываются осенью в трещины коры растений [9].

Arboridia kakogawana обитает в Японии, Корее
и на Дальнем Востоке России [10, 11]. Появление
инвазивной популяции A. kakogawana в Красно-
дарском крае отмечено в 1999 г., а уже к 2004 г.
вид стал массовым на виноградниках Северного
Кавказа [12, 13]. В Крыму A. kakogawana впервые
найдена в 2008 г., а распространилась по всему
полуострову к 2012 г. [14]. A. kakogawana питается
и может развиваться только на растениях вино-
града. В условиях Крыма и Краснодарского края

УДК 634.8:632.75
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A. kakogawana даeт три поколения. Яйца отклады-
ваются в ткани жилок листа, после чего сразу на-
чинается их развитие. Цикадки зимуют на стадии
имаго. Перед зимовкой имаго A. kakogawana по-
кидают растения винограда [15].

Вредоносность самих цикадок для растений
винограда как правило незначительна, большие
опасения вызывает возможность переноса цикад-
ками патогенных бактерий, вызывающих фито-
плазмозы. Наиболее эффективным переносчи-
ком фитоплазменного золотистого пожелтения
винограда (Flavecsеnce dorée) и фитоплазменного
почернения древесины винограда (Bois noir) явля-
ется цикадка Scaphoideus titanus (Ball, 1932). Пере-
носчиками фитоплазм являются, по крайней мере,
те формы этой цикадки, которые встречаются в
Западной Европе [16]. Цикадка Hyalesthes obsoletus
(Signoret, 1865) встречается в Крыму и переносит
фитоплазму столбура на картофеле и помидорах.
Известны случаи переноса фитоплазмы столбура
на виноград этой цикадкой в Западной Европе [17].
Эффективность переноса фитоплазм для боль-
шинства видов цикадок неизвестна, но, по всей
видимости, должна быть невелика с учетом оби-
лия цикадок в природе и сравнительной редкости
фитоплазменных болезней растений. Фактов пе-
редачи фитоплазменных заболеваний с участием
цикадок A. kakogawana и M. pruinosa не обнаружено.

Следует отметить, что до настоящего времени
определение видов инвазивных видов цикадок
A. kakogawana и M. pruinosa в России проводилось
только по морфологическим признакам. В насто-
ящем сообщении мы впервые получили данные
по нуклеотидной изменчивости BOLD-фрагмен-
та митохондриального гена COI в популяционных
выборках цикадок A. kakogawana и M. pruinosa на
территории Южного берега Крыма и на черно-
морском побережье Кавказа в России. Показана
мономорфность вида M. pruinosa по изученному
маркeру. Более сложная картина наблюдается в
отношении A. kakogawana. Кавказская выборка
разделяется на два типа с различиями, соответству-
ющими межвидовому уровню. В Крыму присут-
ствует только один из этих типов, что свидетель-
ствует в пользу предположения о происхождении
крымской популяции A. kakogawana от популяции
Кавказа. Оба типа A. kakogawana из России отлича-
ются от известных типов этого вида из Северной
Америки на межвидовом уровне изменчивости.

Мы не обнаружили инфицирования обоих ви-
дов цикадок бактериями возбудителя фитоплаз-
моза винограда из группы столбура подгруппы
16SrXII-A Candidatus Phytoplasma solani и внутри-
клеточными симбиотическими бактериями Wol-
bachia, Rickettsia и Spiroplasma.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сборы цикадок

Цикадок собирали в июне и июле 2019 г. в
Крыму на территории виноградника филиала
“Ливадия” – ГУП РК “ПАО “Массандра” на тех-
ническом сорте винограда “Бастардо магарачский”.
На Кавказе цикадок собирали на приусадебных
виноградниках в двух локальностях на территории
большого Сочи. Имаго цикадок индивидуально
собирали в пластиковые пробирки в спирт и
транспортировали в них в лабораторию для выде-
ления суммарной ДНК. Точки сбора цикадок
распределяли равномерно по территории вино-
градника для репрезентативного представления
популяции. Сбор проводился только для массо-
вых видов. В Крыму собрано 45 имаго цикадок с
растений винограда и 18 имаго с сорной расти-
тельности по краю виноградника. На Кавказе со-
брано 41 имаго цикадок с растений винограда и
20 имаго с сорной растительности по краю вино-
градника. Все собранные имаго цикадок анализи-
ровались индивидуально.

Выделение ДНК и ПЦР

Тотальную ДНК из имаго цикадок выделяли фе-
нол-хлороформным методом [18]. После очист-
ки ДНК растворяли в деионизованной воде.
Концентрация ДНК определялась спектрофото-
метрическим методом с использованием Implen
NanoPhotometer NP80. Чистоту препарата ДНК
тестировали по величине отношения 260/280 нм.
Концентрацию ДНК в препаратах выравнивали
до 4 нг/мкл. ПЦР проводили в конечном объеме
25 мкл с использованием наборов для амплифи-
кации “EncycloPlus PCR kit” (Евроген, Россия) в
соответствии с инструкцией фирмы-производи-
теля.

BOLD-фрагменты митохондриального гена
COI получали с помощью стандартных фолмеров-
ских праймеров: LCO1490 и HCO2198 в условиях,
описанных ранее [19]. Полученные фрагменты
секвенировали. Идентификацию внутриклеточ-
ных симбиотических бактерий Wolbachia, Rickettsia
и Spiroplasma проводили методом ПЦР на специ-
фические гены. Ген fbpA использовался для обна-
ружения Wolbachia [20]. Последовательности
праймеров: fbpA_F1, fbpA_R1 и условия ПЦР
приведены в статье [21]. Ген gltA использовался
для обнаружения Rickettsia. Последовательности
праймеров RicF141, RicR548 и условия ПЦР опи-
саны в работе [22]. Рибосомный повтор ITSI ис-
пользовался для обнаружения Spiroplasma [23].
Последовательности праймеров SP-ITS-JO4, SP-
ITS-N5550 и условия ПЦР описаны в работе [22].
Фрагмент гена 16S rDNA для идентификации
16SrXII-A Candidatus Phytoplasma solani получали с
праймеров fU5/rU3 [24]. В качестве положительных
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контролей для идентификации бактерий Wolba-
chia, Rickettsia и Spiroplasm использовались препа-
раты ДНК Harmonia axyridis, инфицированные
соответствующим бактериальным симбионтом
[21, 22]. В качестве положительного контроля на
фитоплазму использовалась суммарная ДНК из
флоэмы растений винограда с явными признаками
заболевания (почернением древесины), получен-
ная из лаборатории органического виноградарства
Всероссийского национального научно-исследо-
вательского института виноградарства и виноде-
лия “Магарач” РАН.

Элюция продуктов амплификации
Фрагменты, полученные в результате ампли-

фикации, очищали в 1.5%-ном агарозном геле.
Элюция фрагментов из геля проводилась с ис-
пользованием набора для элюции Zymoclean™
Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, США) в
соответствии с инструкцией фирмы-производи-
теля.

Секвенирование
Нуклеотидную последовательность ПЦР-

фрагментов определяли с прямого и обратного
праймеров на приборе ABI PRISM 3500 с исполь-
зованием реагентов BigDye®Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) соглас-
но рекомендациям фирмы-производителя.

Биоинформационный анализ
Анализ хроматограмм проводили с помощью

программы CromasPro 13.3 (Technelysium, Australia).
Выравнивание последовательностей, полученных в
результате секвенирования, с последовательно-
стями, размещенными в базах данных, было вы-
полнено с использованием ресурсов NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Для построения дендро-
грамм применяли программу MEGA7 [25] c ис-
пользованием метода ближайших соседей (NJ) и

p-дистанцию как модель нуклеотидных замен.
Статистическую достоверность полученных де-
ревьев оценивали при помощи величины бутстр-
эп-поддержки с числом репликаций 1000.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В табл. 1 представлен результат определения
митохондриальных гаплотипов всех собранных
экземпляров цикадок. Единственным массовым
видом цикадок на растениях винограда в Крыму в
2019 г. была цикадка A. kakogawana. Все получен-
ные сиквенсы фрагмента гена цитохромоксидазы
этого вида идентичны. Митохондриальный гап-
лотип (Yal-1), обнаруженный у A. kakogawana из
Крыма оказался самым массовым в выборке ци-
кадок из Сочи. В Сочи найдены два митохондри-
альных гаплотипа A. kakogawana (Yal-1 и Laz-1).
Имаго A. kakogawana с разными митохондриальны-
ми гаплотипами морфологически неразличимы, но
степень дивергенции нуклеотидных последова-
тельностей между гаплотипами оказалась необычно
высокой. Хотя величина изменчивости нуклео-
тидных последовательностей митохондриального
гена COI между близкородственными видами и
внутривидовыми формами у насекомых сильно
колеблется, значение в 3% часто принимается в
качестве порога для внутривидовой изменчивости
[26]. При сравнении двух гаплотипов A. kakogawana
эта величина оказалась равной 16%. Как и в случае с
гаплотипом Yal-1, все последовательности отно-
сящиеся к гаплотипу Laz-1 идентичны.

Помимо A. kakogawana на винограде и окружа-
ющей сорной растительности в Сочи была обна-
ружена белая цитрусовая цикадка M. pruinosa.

Мы провели сравнения полученных нами ми-
тохондриальных гаплотипов с наиболее сходными
последовательностями, зарегистрированными в
GenBank. Дендрограмма, построенная в программе
MEGA7, представлена на рис. 1. В качестве внеш-
ней группы были добавлены последовательности
генов цитохромоксидазы видов цикадок-фитофа-

Таблица 1. Характеристика выборок цикадок в окрестностях Ялты на территории южного берега Крыма и в рай-
оне большого Сочи на Кавказе

№ Место сбора
Вид цикадки по 

морфологическим 
признакам имаго

COI миохондриальный 
гаплотип (в скобках 

число особей с данным 
гаплотипом)

GenBank,
ID

1 Ялта – виноградник Arboridia kakogawana Yal-1 (45) MW301812
2 Ялта – сорная растительность по краю виноградника Psammotettix confinis Rub-1 (18) MW301811
3 Сочи – виноградник Arboridia kakogawana Yal-1 (24) MW301812
4 То же Arboridia kakogawana Laz-1 (7) MW301813
5 » Metcalfa pruinosa Vit-1 (10) MW301809
6 Сочи – сорная растительность по краю виноградникаtl Metcalfa pruinosa Vit-1 (16) MW301809
7 То же Metcalfa pruinosa Hed-2 (4) MW301810
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гов винограда, которые образуют природные попу-
ляции в Крыму [14].

M. pruinosa с Кавказа и из Северной Америки
оказалась исключительно мономорфной, с вели-
чиной нуклеотидной изменчивости не более 1%.
Сравнение продуктов трансляции in silico разных
митохондриальных гаплотипов M. pruinosa пока-
зывает их идентичность. Совершенно отличная си-
туация выявлена для A. kakogawana. Нуклеотидные
последовательности BOLD-фрагмента митохон-
дриального гена COI Arboridia kakogawana ранее не
были депонированы в GenBank. Наибольшее
сходство с нашими последовательностями обна-
руживается у неидентифицированного вида ци-
кадок из Северной Америки, относящегося к ро-
ду Arboridia. Гаплотипы A. kakogawana из Крыма и
Кавказа отличаются друг от друга и от гаплотипов
североамериканских видов из рода Arboridia даже не
на межвидовом, а на межродовом уровне в 16–18%.
Дивергенция полученных гаплотипов от близкого
рода цикадок Eratoneura из Северной Америки
даже несколько менее – около 13%.

Те же препараты ДНК цикадок, которые были
использованы для получения BOLD-фрагмента

митохондриального гена COI, были тестированы на
наличие маркерных последовательностей внут-
риклеточных симбиотических бактерий Wolbachia,
Rickettsia и Spiroplasma и бактерии-возбудителя
фитоплазмоза винограда из группы столбура под-
группы 16SrXII-A. Положительные сигналы были
получены только в препаратах положительных
контролей. Мы не обнаружили инфицирования
обоих видов цикадок бактериями возбудителя
фитоплазмоза винограда из группы столбура,
подгруппы 16SrXII-A Candidatus Phytoplasma solani
и внутриклеточными симбиотическими бактери-
ями Wolbachia, Rickettsia и Spiroplasma.

ОБСУЖДЕНИЕ

Появление в районах виноградарства России
новых инвазивных видов цикадок A. kakogawana и
M. pruinosa поднимает вопросы о точной иденти-
фикации инвазивных форм этих видов и о воз-
можном влиянии этих видов на виноградарство.
Полученные нами данные по нуклеотидной из-
менчивости BOLD-фрагмента митохондриально-
го гена COI в популяционных выборках цикадок

Рис. 1. Изменчивость BOLD-фрагмента митохондриального гена COI у цикадок фитофагов винограда в России. Тре-
угольниками отмечены нуклеотидные последовательности, полученные в настоящем исследовании и перечисленные
в табл. 1. Нуклеотидные последовательности, взятые для срвавнения, приведены с номером из GenBank.
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A. kakogawana и M. pruinosa на территории Южно-
го берега Крыма и на черноморском побережье
Кавказа в России показывают мономорфность
вида M. pruinosa и наличие двух форм A. kakogawana,
которые следует рассматривать как возможные
виды-близнецы. Для подтверждения видового ста-
туса найденных форм необходимы дальнейшие ис-
следования их экологии и генетики, поскольку
молекулярная идентификация не вызывает про-
блем. В настоящее время в базах данных GenBank
отсутствуют похожие последовательности. Сле-
довательно, источник инвазии A. kakogawana на
территорию России неизвестен.

Практическое значение цикадок во многом
определяется их возможной ролью как векторов
фитоплазмозов винограда. Впервые фитоплаз-
менное заболевание столбуром винограда в Крыму
было отмечено в 2012 г. [27]. Предполагается, что
фитоплазма – возбудитель почернения древесины,
переносится на виноград с вьюнка полевого, повоя
заборного и крапивы двудомной цикадкой Hyal-
esthes obsoletus [17]. Однако это предположение в
отношении российских популяций H. obsoletus не
доказано и маловероятно. Цикадка H. obsoletus
обитает в Крыму [15]. Если бы H. obsoletus осуществ-
ляла местную передачу фитоплазмы с дикоросов и
культурных пасленовых (картофеля и томатов) на
виноград с заметной эффективностью, зараженны-
ми оказалось бы значительное число виноградных
растений. Однако в Крыму столбуром инфициро-
ваны только те растения винограда, которые проис-
ходят от посадочного материала из разных европей-
ских стран [27]. Поэтому хотя любой вид цикадок
можно рассматривать в качестве предполагаемого
переносчика возбудителя фитоплазмоза винограда,
это отнюдь не означает доказанного факта пере-
носа фитоплазмы.

Мы не обнаружили инфицирования инвазив-
ных популяций цикадок внутриклеточными сим-
биотическими бактериями Wolbachia, Rickettsia и
Spiroplasma. Этот результат, вероятно, закономерен.
Ранее нами было показано, что инвазивные попу-
ляции жука Harmonia axyridis, в отличие от популя-
ций нативного ареала, так же не инфицированы
внутриклеточными симбиотическими бактериями
[21, 22]. Бактерии Wolbachia, Rickettsia и Spiroplasma,
вероятно, являются формой генетического груза,
освобождение от которого обеспечивает повыше-
ние жизнеспособности и конкурентоспособности
инвазивной популяции, а значит и ее устойчиво-
сти в новых местообитаниях.
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Invasive Populations of Cicadas Species Metcalfa pruinosa (Hemiptera: Flatidae)
and Arboridia kakogawana (Hemiptera: Cicadellidae)

are Not Infected with Intracellular Symbiotic Bacteria
B. V. Andrianova, c, *, D. A. Romanova, and E. A. Matveykinaa, b

aVavilov Institute of General Genetics Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bAll-Russian National Research Institute of Viticulture and Winemaking “Magarach”

Russian Academy of Sciences, Yalta, 298600 Russia
cMoscow Region State University, Moscow oblast, Mytishi, 141014 Russia
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Appearance and rapid spread of new invasive cicadas species: Metcalfa pruinosa (Say, 1830) and Arboridia ka-
kogawana (Matsumura, 1932) in Russia requires studying both the causes of the invasion and consequences
of invasion for viticulture. Of particular interest is the study of the possible role of new cicadas’ species in the
spread of pathogenic bacteria of grape phytoplasmosis. At present, these issues are poorly studied. We char-
acterized the variability of the BOLD fragment of mitochondrial COI gene in the population samples of
M. pruinosa and A. kakogawana from the populations of the Crimea and Black Sea coast of Caucasus. With
the help of PCR for specific genes we searched for cicadas’ infected by bacteria of phytoplasmosis of grapes
from the group of stolbur (Candidatus Phytoplasma solani) and intracellular symbiotic bacteria: Wolbachia,
Rickettsia, and Spiroplasma. We found M. pruinosa only on the Black Sea coast of Caucasus. The M. pruinosa
populations are close to monomorphism. We found A. kakogawana in both the Crimea and Caucasus regions.
We have identified two new forms of this species in Russia. We have not found pathogenic bacteria of phyto-
plasmosis of grapes and intracellular symbiotic bacterias’ in studied cicadas’ populations.

Keywords: invasive populations, Vitis vinifera, COI, Cicadellidae, phytoplasma.
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И ТУВИНСКИХ ПОРОД КОЗ (Capra hircus) НА ОСНОВЕ ПОЛИМОРФИЗМА 
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Впервые на основе полиморфизма гипервариабельной области D-петли мтДНК и гена SRY прове-
дено сравнительное исследование гаплотипического и нуклеотидного разнообразия, генетической
дифференциации и филогении тувинских шерстных (двух популяций, n = 34) и монгольских пухо-
вых коз (пяти популяций, n = 94). Проведен внутрипородный, в том числе межпопуляционный,
анализ в сравнении с референсными последовательностями ДНК коз других пород. Выявлен высо-
кий уровень генетического разнообразия исследуемых выборок. Оценка молекулярной дисперсии
показала, что основной вклад в генетическое разнообразие исследуемых пород вносит внутрипопу-
ляционное разнообразие (98.84%) и лишь 1% обусловлен межпородными отличиями. Наиболее
распространена среди коз монгольской и тувинской пород гаплогруппа А мтДНК, также были об-
наружены особи, относящиеся к гаплогруппам С и F; другие гаплогруппы (B, D и G) у данных вы-
борок не обнаружены. Большинство самцов монгольской породы на основе полиморфизма гена
SRY имели гаплотипы Y1A (66.7%) и Y2A (25%), в популяциях алтай улаан и три красавицы были вы-
явлены особи с редким гаплотипом Y2B (8.3%). Все исследованные самцы тувинской породы коз
относились к гаплотипу Y2A.

Ключевые слова: коза, Capra hircus, генетическое разнообразие, D-петля, Тыва, Монголия, порода,
SRY, мтДНК.
DOI: 10.31857/S0016675821100155

Козоводство – одно из наиболее древних и в то
же время интенсивно развивающихся отраслей
животноводства в мире. Рост интереса к козовод-
ству обусловлен высокими вкусовыми и диетиче-
скими свойствами продуктов питания, получаемых
от этих животных, их сравнительной неприхотли-
востью, а также рядом экономических причин, в
частности высоким индексом молочности коз,
качеством пуха [1]. Несмотря на важную роль и су-
щественный потенциал козоводства в сельском хо-
зяйстве, изучение генома козы все еще находится в
зачаточном состоянии по сравнению с другими
сельскохозяйственными животными: крупным
рогатым скотом, овцами и свиньями и т.п. Одо-
машнивание безоарового козла началось около
10 тыс. лет назад [2]. Современные данные иссле-
дований биологии коз показали, что первые гене-
тические отличия домашних коз были связаны с
изменением работы иммунной системы, пищева-
рения (адаптацией к ксенобиотикам), а также с

адаптацией к перепаду температур. Интересно,
что далеко не последнюю роль в вышеуказанных
процессах, судя по результатам анализа древней
ДНК, мог сыграть поток или интродукция “диких”
генов свободноживущих сородичей. Известным
примером служит появление активного варианта
гена MUC6 у ряда филогенетических ветвей домаш-
них коз [3]. Данный ген, белковый продукт которо-
го служит эффективной защитой от микробных и
паразитических инвазий, исходно “принадлежал”
не безоаровому козлу, а кавказскому туру, обита-
ющему на влажных и теплых территориях, бога-
тых подобными патогенами [4].

Вплоть до начала XIX в. селекция коз была сла-
боинтенсивной. Тем не менее козы как вид пред-
ставлены большим числом пород – около 600, что
составляет примерно 12% от общего числа пород
всех млекопитающих [5]. По всей видимости, та-
кое породное разнообразие возникло в результате
как естественного отбора (в основном при адапта-
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ции к различным условиям существования: высоко-
горье, засушливые равнины, жаркие летом и холод-
ные зимой степи, каменистые долины, практически
лишенные растительности), так и искусственного,
направленного на избирательное улучшение от-
дельных качеств животных, в основном молоч-
ной, мясной и шерстной продуктивности.

Ярким примером приспособляемости коз, а
также их связи с жизнью различных народов, слу-
жат тувинские и монгольские аборигенные козы.
Они прекрасно адаптированы к суровым клима-
тическим и кормовым условиям, имеют крепкую
конституцию, неприхотливы, не требуя при этом
затрат на производство и хранение растительных
кормов. Монгольские и тувинские козы приспо-
соблены к круглогодичной отгонно-пастбищной
системе содержания. Такой способ, в отличие от
интенсивного типа разведения, положительно ска-
зывается на экологическом состоянии агро- и фи-
тосистем региона, которые в целом крайне чувстви-
тельны к любому антропогенному воздействию.

В настоящее время тувинские и монгольские
козы слабоизучены с генетической точки зрения.
Очевидно, что уникальный генофонд местных
коз охарактеризован недостаточно. Широко ис-
пользуемые во всем мире методы оценки филоге-
нии на основе мтДНК и Y-хромосомы никогда не
применялись для тувинских коз и крайне редко для
монгольских. Продемонстрирован низкий уро-
вень генетической дифференциации и географи-
ческой структуры монгольских коз при высоком
уровне гаплотипического разнообразия D-петли
мтДНК (0.977) [6]. В отличие от других азиатских
пород, таких как японские, индийские [7], казах-
станские [8], у монгольской и тувинской пород
коз не проводилась оценка отцовского генетиче-
ского разнообразия на основе полиморфизма
SRY.

Таким образом, можно выделить три основные
задачи данного исследования: выявление гаплоти-
пического разнообразия, филогенетических взаи-
моотношений между исследуемыми популяциями,
оценка генетических рисков для тувинской и мон-
гольской пород.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследуемые популяции.
Сбор образцов и получение ДНК

Первичным материалом для определения гап-
лотипов мтДНК и гена SRY служили образцы
крови домашних коз (n = 453) двух аборигенных
пород: тувинской шерстной (n = 188) и монголь-
ской пуховой (n = 255).

Образцы крови коз тувинской шерстной поро-
ды были получены в двух сельскохозяйственных
производственных кооперативах (СПК) Респуб-

лики Тыва: “Артыш” (n = 70, Кызылский кожуун)
и “Уургай” (n = 118, Эрзинский кожуун).

Образцы крови животных монгольской пухо-
вой породы были получены в частных хозяйствах
Монголии. Эти выборки в данной работе были
названы в соответствии с их географической лока-
лизацией. Всего было получено пять выборок: три
красавицы (n = 48, гурван эгч, аймак Умнеговь),
дархатская (n = 52, аймак Хубсугул), бурая завхан
(n = 52, аймак Завхан), ульгий улаан (n = 62, аймак
Увс) и алтай улаан (n = 51, аймак Ховд) (рис. 1 – кар-
та сбора образцов).

Протокол исследования № 3 был одобрен на
заседании этического комитета ИОГен РАН от
14.12.2020. Забор крови осуществлялся ветерина-
ром с использованием одноразовых стерильных
наборов в вакуумные пробирки с К3 ЭДТА Vacuette
(Greiner Bio-One, Австрия) согласно ветеринарным
и этическим нормам. Для дальнейшего анализа бы-
ли отобраны исключительно неродственные особи
на основе микросателлитных данных оценки род-
ства с использованием программы ML-Relate [9].

Выделение ДНК проводилось из цельной крови
наборами реагентов Magna Prep 200 (ООО “Лабо-
ратория Изоген”, Москва) позволяющими полу-
чить высокомолекулярную ДНК с концентрацией
40–60 нг/мкл, согласно инструкции изготовителя.
Для секвенирования D-петли мтДНК было ото-
брано по 20 образцов из каждой выборки, для ге-
на SRY – от 4 до 14 в зависимости от числа самцов
в выборке (табл. 1).

Амплификация и секвенирование D-петли мтДНК

Для амплификации гипервариабельного
участка D-петли мтДНК коз были выбраны прай-
меры, рекомендованные в публикациях [10, 11]:
CAP-F (5'-CTGATTAGTCATTAGTCCATC-3'),
CAP-R (5'-CTGATTAGTCATTAGTCCATC-3').
Оптимизация условий ПЦР проводилась на ампли-
фикаторе MiniAmp Plus (Thermo Fisher Scientific,
США) с зоной Veriflex, позволяющей одномомент-
но проводить амплификацию в трех различных
температурных областях для подбора наилучшей
температуры отжига праймеров. В качестве реак-
тивов для постановки ПЦР были использованы
коммерческие наборы 5X MasDDTaqMIX-2025
(Диалат Лтд, Россия), содержащие термостабиль-
ную “hot-start” полимеразу SmarTaq. Результатом
оптимизации стала следующая программа ампли-
фикации участка D-петли мтДНК: 94°C – 10 мин,
35 циклов: 94°C – 30 с, 61°C – 30 с, 72°C – 30 с;
элонгация 72°C – 5 мин.

Очистку фрагментов, а также определение
прямой и обратной нуклеотидной последователь-
ности в исследуемом фрагменте проводили в
компании Евроген (Москва, РФ) методом авто-
матического секвенирования на генетическом
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анализаторе ABI Prism 3130xl (Applied Biosystems,
США) с использованием наборов Big DyeTM Ter-
minator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystem).
Для дальнейшего анализа было отобрано 128 ам-
пликонов размером 598 пн, расположенных меж-
ду позициями 15653 и 16250 мтДНК коз.

Амплификация и секвенирование области гена SRY

Для секвенирования фрагмента длиной 543 пн
гена SRY у самцов из двух выборок из Тувинской

Республики и четырех из Монголии были подо-
браны праймеры (SRY-F 5'-CAAAGGCACGCT-
TTATCTCA-3', SRY-R 5'-GGCAGCAAAACTG-
GCTTTTTCAC-3') в соответствии с работами Waki
и соавт. [7] и Vidal и соавт. [12].

Оптимизация условий ПЦР для амплифика-
ции фрагмента гена SRY проводилась на ампли-
фикаторе MiniAmp Plus (Thermo Fisher Scientific,
США) с использованием наборов 5X
MasDDTaqMIX-2025 (Диалат Лтд, Россия), со-
держащих термостабильную “hot-start” полиме-

Рис. 1. Географическое расположение мест обитания исследуемых выборок монгольских и тувинских коз.
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БулганБулганБулган

ЦэцэрлэгЦэцэрлэгЦэцэрлэг

ЖинстЖинстЖинст

БогдБогдБогд

БугатБугатБугат ТэгрэгТэгрэгТэгрэг
ЦогтЦогтЦогт

БигэрБигэрБигэр

Таблица 1. Генетическое разнообразие мтДНК коз (Capra hircus) монгольской и тувинской пород

Примечание. n – число образцов, H – гаплотипическое разнообразие, π – нуклеотидное разнообразие, n (гап.) – число гап-
лотипов в выборке, А – число особей из гаплогруппы А, C – число особей из гаплогруппы C, F – число особей из гаплогруппы F.

Порода Выборка Код n H π n гап. A C F

Тувинская Артыш Artysh 15 0.980 ± 0.028 0.029 ± 0.004 14 13 3 –
Уургай Uurgay 19 0.950 ± 0.027 0.032 ± 0.005 11 19 – –

Монгольская Три красавицы Tri_kras 18 0.990 ± 0.023 0.028 ± 0.007 15 14 3 –
Дархатская Darhat 19 0.940 ± 0.03 0.012 ± 0.001 11 13 5 –
Бурая завхан Buraya 20 0.960 ± 0.033 0.014 ± 0.001 16 14 6 –
Алтай улаан AK 20 1.000 ± 0.018 0.022 ± 0.003 17 20 – –
Ульгий улаан YK 17 0.990 ± 0.023 0.025 ± 0.004 15 13 3 1
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разу SmarTaq. В результате оптимизации темпе-
ратуры отжига праймеров и концентрации реак-
тивов итоговая программа имела следующий вид:
94°C – 5 мин, 35 циклов: 94°C – 30 с, 58°C – 30 с,
72°C – 1 мин 30 с; элонгация 72°C – 5 мин.

В результате прямого и обратного секвени-
рования в компании Евроген (Москва, РФ) и
первичной обработки данных были получены
38 последовательностей гена SRY для пяти выбо-
рок (уургай и артыш тувинской породы коз, увс,
ховд, дархат и три красавицы монгольской поро-
ды коз). Для дальнейшего анализа были отобраны
30 последовательностей, не имеющих артефактов
секвенирования.

Анализ данных

Редактирование нуклеотидных последователь-
ностей осуществлялось в программном пакете R
(sangeranalyzeR) [13], выравнивание – в программах
UGENE Unipro v1.28.1 [14] и MEGA7 v7.0.26 [15]. С
использованием программы Arlequin v3.5.2.2 [16]
были посчитаны H, π и их SD, а также Fst с 1000
повторностей для получения p-значения. Гапло-
типы мтДНК были определены с помощью
DnaSP [17] и с добавлением последовательностей
HV1 из баз данных GenBank. Байесовское дерево
гаплотипов было построено в программе
MrBayes3.2.7 [18], число поколений MCMC
2000000, модель замен определена с помощью
PartitionFinder 2 [19]. Филогенетическая сеть на
основе алгоритма TCS была построена и визуали-
зирована в программе PopART v1.7 [20].

Гаплотипы SRY были определены с использо-
ванием последовательностей ДНК из GenBank в
соответствии со статьями Waki и др. [7], Vidal и др.
[12] и Tabata и др. [8]. Для построения сетей был
использован алгоритм Median-joining с равным

весом всех замен в программе NETWORK
v10.1.0.0 [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Вариабельность D-петли мтДНК

В результате секвенирования были определе-
ны 128 последовательностей D-петли мтДНК
длиной 506 пн у коз из семи выборок монголь-
ской и тувинской аборигенных пород. Выявлено
18 полиморфных сайтов с общим числом мутаций
31, из которых 22 транзиции и 9 трансверсий. На
основе данных вариаций (мутаций) было выявле-
но 76 гаплотипов D-петли мтДНК. Большинство
коз принадлежали гаплогруппе A (n = 107), 20 жи-
вотных – гаплогруппе C и одна особь – гапло-
группе F (табл. 1).

Анализ гаплотипического и нуклеотидного
разнообразия (табл. 1) выявил высокий уровень
изменчивости исследуемых выборок: H от 0.940
до 1.000 для монгольской породы и 0.950–0.980
для тувинской; π от 0.012 до 0.025 для монголь-
ской и 0.029–0.032 для тувинской. Наименьшие
значения данных статистик были получены для
дархатской выборки (H = 0.940 и π = 0.012), наи-
большее значение гаплотипического разнообра-
зия отмечено у выборки алтай улаан (H = 1.000), а
наибольшее нуклеотидное разнообразие – у ту-
винской уургай (π = 0.032). 

Оценка генетической дифференциации выбо-
рок монгольской и тувинской пород была прове-
дена с помощью сравнения попарных значений
индекса фиксации Fst (табл. 2) и позволила вы-
явить незначительный уровень дифференциации
исследуемых популяций (Fst = 0.000–0.080). До-
стоверно отличалась лишь монгольская дархат-
ская от бурой завхан (Fst = 0.065) и от алтай улаан
(Fst = 0.080).

Таблица 2. Попарные значения индекса фиксации Fst для монгольских и тувинских коз (Capra hircus) на основе
анализа последовательностей D-петли мтДНК

Примечание. Полужирным шрифтом выделены значения Fst достоверные при р < 0.05.

Порода Артыш Уургай Три 
красавицы Дархат Бурая

завхан
Алтай 
улаан

Ульгий 
улаан

Артыш 0.000

Уургай 0 0.000

Три красавицы 0 0 0.000

Дархатская 0.005 0 0 0.000

Бурая завхан 0.007 0.047 0.035 0.065 0.000

Алтай улаан 0 0.037 0.034 0.080 0.013 0.000

Ульгий улаан 0 0 0 0 0.014 0.015 0.000
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Анализ филогенетических связей
и представленности гаплогрупп мтДНК

монгольской и тувинской пород коз

Филогенетические взаимоотношения среди
выборок были продемонстрированы с использо-
ванием байесовского анализа. Все исследован-
ные нами образцы принадлежали к гаплогруппе
А, С и F, другие гаплогруппы (B, D и G) у данных
выборок не обнаружены. Гаплогруппа А наибо-
лее широко представлена среди коз различных
пород, например у оманских пород коз с частотой
более 0.80 [11], у казахской породы – 0.97 [8], а
также у различных российских пород с частотой
более 0.95 [22]. Возможно, более редкие гаплоти-
пы не попали в исследованные нами выборки или
в целом не представлены у монгольской и тувин-
ской пород.

Монгольская и тувинская породы не формиру-
ют отдельные кластеры на дендрограмме (рис. 2),
так как у коз нет породоспецифичных гаплотипов –
отличается лишь частота их встречаемости в раз-
личных популяциях.

Построение TCS-сети в программе PopART
позволило визуализировать филогенетические
отношения среди исследуемых выборок (рис. 3).
Высокий уровень разнообразия и большое число
гаплотипов отражается в отсутствии сформиро-
ванных породоспецифичных кластеров сети – у
монгольской и тувинской пород встречаются раз-
личные гаплотипы, а популяции также отличают-
ся лишь частотами их встречаемости.

На основании анализа AMOVA (популяции
были разделены на две группы по породам – мон-
гольскую и тувинскую, табл. 3) было выявлено,

Рис. 2. Байесово филогенетическое дерево на основе гаплотипов мтДНК монгольской и тувинской коз (Capra hircus),
а также референсных последовательностей. В качестве внешней группы была использована последовательность
мтДНК коровы (Bos taurus). Для внутренних узлов приведены апостериорные вероятности (число поколений MCMC
2000000).
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что основной вклад в генетическое разнообразие
исследуемых пород вносит внутрипопуляцион-
ное разнообразие (98.84%) и лишь 1% относится к
межпородным отличиям. Для пород, обитающих
в близких к естественным условиях и не находя-
щихся под давлением селекции (искусственного
отбора), типичны низкий уровень дифференциа-
ции и высокий уровень внутрипородного разно-
образия.

Анализ разнообразия гаплотипов Y-хромосомы
на основе полиморфизма гена SRY

В данном исследовании определены гаплоти-
пы Y-хромосомы монгольских и тувинских коз по

гену SRY на основе 30 полученных нуклеотидных
последовательностей длиной 548 пн. Полученные
последовательности сравнивались с опубликован-
ными ранее [7, 23, 24]. Обнаружены четыре поли-
морфных сайта гена SRY: g.2603A>T, g.2670A>G,
g.2863T>A и g.2990A>G. Среди изученных попу-
ляций встречались три основных гаплотипа: наи-
более распространенный среди азиатских пород
Y1A (53.3%, n = 16), часто встречающийся у евро-
пейских пород Y2A (40%, n = 12) и редко встреча-
ющийся азиатский гаплотип Y2B (6.6%, n = 2)
(табл. 4).

Большинство исследованных коз принадлежа-
ли к двум самым распространенным гаплотипам
Y1A и Y2A, составив 53 и 45% соответственно.

Рис. 3. TCS-cеть, отображающая генетические взаимоотношения между гаплогруппами мтДНК коз (Capra hircus). Раз-
мер круга соответствует числу входящих в него образцов. В качестве внешней группы использована последователь-
ность мтДНК коровы (Bos taurus). Число прерывистых полос на линиях отражает число мутаций между двумя гапло-
типами.

Артыш

Ульгий улаан
Бурая

Уургай

Дархат
Три красавицы

Алтай улаан

Нар_46

Нар_34
Нар_45

Нар_1

Нар_2

Нар_7

Нар_3 Нар_5

Нар_4
Нар_10

Нар_28

Нар_38

Нар_6

Нар_8
Нар_9

Нар_11

Нар_12

Нар_13

Нар_14

Нар_15

Нар_19

Нар_20

Нар_25

Нар_22

Нар_27

Нар_30

Нар_37

Нар_31

Нар_35

Нар_36

Нар_40

Нар_42

Нар_43

Нар_33

Нар_44

Нар_39

Нар_16
Нар_17

Нар_32

Нар_18

Нар_21

Нар_24

Нар_41
Нар_29

Нар_23

Нар_26

Bos_taurus
10 samples

1 samples

Таблица 3. Генетическое разнообразие тувинских и монгольских коз (Capra hircus) на основе анализа молекуляр-
ной дисперсии (AMOVA) последовательностей D-петли мтДНК

Примечание. d.f. – число степеней свободы, SS – сумма квадратов, VC – компоненты изменчивости.

Источник изменчивости d.f. SS VC Процент 
изменчивости

Между группами 1 25.93 0.17 1.02

Между популяциями внутри групп 5 85.81 0.02 0.14

Внутри популяций 121 2025.29 16.74 98.84

Всего 127 2137.03 16.93
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(табл. 4, рис. 4). Гаплотип Y1B не был обнаружен
среди проанализированных животных: он с невы-
сокой частотой встречается в основном в евро-
пейских популяциях коз. У монгольской породы
коз встречается гаплотип Y2A, не обнаруженный
в Индии, странах Юго-Восточной Азии и Япо-
нии, а также гаплотип Y2B, отсутствующий за-
паднее Бутана, что по версии группы ученых из
института Кобе [7] может быть вызвано сильным
эффектом основателя на последних стадиях ми-
грации одомашненных коз на восток. Самым рас-
пространенным гаплотипом среди монгольских
популяций, исследованных нами, оказался гап-
лотип Y1A.

Среди тувинской породы коз был выявлен ис-
ключительно гаплотип Y2A, который наиболее
полно представлен на территории Европы и Аф-
рики. Данный гаплотип также присутствует у
монгольских и казахских коз (рис. 4). Вероятно,
для выявления большего числа гаплотипов Y-хро-
мосомы требуется увеличить число выборок и ис-
следуемых образцов тувинской породы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные в настоящем исследовании дан-

ные (в частности, высокие значения гаплотипи-
ческого разнообразия от 0.940 до 1.000 и низкие
значения Fst от 0 до 0.080), как и результаты по-
добных исследований, проводимых в Монголии в
последние годы [6], свидетельствуют о слабой
меж- и внутрипородной дифференциации ло-
кальных пород коз. Результаты микросателлит-
ного анализа также свидетельствуют в пользу
низкого уровня дифференциации тувинских и
монгольских популяций коз [25, 26]. Дифферен-
циация между монгольскими выборками коз со-
ставляла от 1.7 до 3.5%, что характерно для сво-
бодно скрещивающихся животных, не находя-
щихся под давлением селекции.

Для монгольских коз характерен широкий
спектр полиморфизма фенотипических призна-

ков, начиная от разнообразия мастей (черная, бу-
рая, белая, красная, пегая, чубарая и др.), формы
рогов (винтовые или прямые) и их наличия/от-
сутствия (комолость), бороды и заканчивая разно-
образием промеров, молочной и пуховой продук-
тивности [27]. Для отдельных популяций различа-
ются частоты встречаемости данных признаков,
например для коз улгий улаан (YK) характерна
красная масть, однако встречаются и особи крас-
но-коричневого и коричневого окраса. Многие
породы монгольских коз в XX в. были получены
путем скрещивания российских пород с абори-
генными монгольскими, в том числе южно-го-
бийская порода три красавицы была выведена на
основе местных коз и коз донской породы [27].

Дархатская (darhat) популяция монгольских
коз значимо отличается от бурой (buraya) и алтай
улаан (AK) (Fst 0.065 и 0.080 соответственно), что
является следствием географической удаленности,
а также разведения дархатской породы “в себе”, что
также отражается в низком уровне гаплотипическо-

Таблица 4. Число гаплотипов Y-хромосомы на основе
вариабельности гена SRY у монгольских и тувинских
пород коз

Порода Y1A Y2A Y2B

Дархат 7 0 0

Ульгий улаан 6 2 0

Алтай улаан 1 0 1

Три красавицы 2 4 1

Уургай 0 3 0

Артыш 0 3 0

Всего 16 12 2

Рис. 4. Сеть гаплогрупп Y-хромосомы на основе вариабельности гена SRY коз. Обозначения гаплотипов указаны под
кругами. Размер круга отражает число входящих в него образцов. На линиях отмечены позиции мутаций.
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го и нуклеотидного разнообразия (H = 0.940 и π =
= 0.012).

Все исследованные нами особи тувинской и
монгольской породы принадлежат к гаплогруппам
А, С и F, другие гаплогруппы (B, D и G) у данных
выборок не обнаружены. Полученные результаты
согласуются с данными других работ [6], гаплогруп-
па А наиболее часто встречается (90.8%) среди мон-
гольских пород коз. Низкий уровень дифференциа-
ции тувинских и монгольских пород коз отражается
в отсутствии сформированных породоспецифич-
ных кластеров сети TCS – у монгольской и тувин-
ской пород встречаются различные гаплотипы, а
популяции незначительно отличаются лишь ча-
стотами их встречаемости. Вклад межпородного
разнообразия в уровень изменчивости составил
лишь 1%, в то время как различия между особями
внутри популяций составили 98%.

Анализ последовательности гена SRY, локали-
зованного на Y-хромосоме, позволил выявить три
гаплотипа, присутствующих у монгольских попу-
ляций коз. Большинство самцов имели гаплотипы
Y1A (66.7%) и Y2A (25%), распространенные сре-
ди азиатских и европейских пород соответствен-
но. Также в монгольских популяциях алтай улаан
(АК) и три красавицы (Tri_kras) были выявлены
два самца с гаплотипом Y2B (8.3%), редко встре-
чающимся только у азиатских пород коз [8]. Все
исследованные самцы тувинской породы коз от-
носились к гаплотипу Y2A, преобладающему в
основном у европейских пород, что может кос-
венно свидетельствовать об интрогрессии запад-
ных пород коз и требует увеличения выборки для
проверки данной гипотезы.

Видимое благополучие – высокий уровень ге-
нетического разнообразия, в том числе высокая
численность животных, продукция от которых
служит основным источником прибыли региона,
может маскировать под собой критическую ситу-
ацию. Суть проблемы заключается в размывании
породных характеристик и возможной потери
уникальных сочетаний аллелей, которые опреде-
ляли ценные качества коз тувинской и монголь-
ской аборигенных пород. Вероятно, что опреде-
ленный селекционный прогресс отрасли козо-
водства в регионе в последние годы обусловлен
эффектом гетерозиса, возникшим в результате
завоза в Тыву и Монголию коз трансграничных
пород в объеме нескольких миллионов особей, и
последующим их скрещиванием с местными по-
родами [28]. В результате получены синтетиче-
ские популяции. Косвенным подтверждением
реальности этих процессов может служить резкое
снижение выживаемости коз в особенно суровые
зимы (“дзуд”), в результате которых гибли мил-
лионы животных и страна скатывалась в затяж-
ной экономический кризис [29].

Таким образом, генетический статус изучен-
ных животных остается неопределенным, что в
будущем может сыграть негативную роль для дан-
ных пород. Потенциальная утрата породных ка-
честв, таких как крайне широкая адаптируемость
к климатическим условиям и местной кормовой
базе, сведет на нет пока еще экономическую це-
лесообразность разведения данных аборигенных
пород [30]. В то же время настоящее исследование
показало, что наиболее изолированные популяции,
в частности козы котловины Дархат, имеют наи-
большую степень генетической автономности, при
этом отличаясь наибольшей выносливостью и
наиболее широким диапазоном физиологической
адаптивности. Таким образом, не только жители
Монголии и Тывы, но научное и мировое сообще-
ство в целом должно быть заинтересовано в сохра-
нении генофонда аборигенных коз, в изучении их
физиологии и адаптивности. С социокультурной
точки зрения сохранение биоразнообразия абори-
генных пород коз – почти настолько же важная за-
дача, как и сохранение находящихся под угрозой
исчезновения малых народов Дархатской доли-
ны. Без пуха аратских коз в условиях типичной
резко континентальной зимы с температурами до
–45–50°С выживать будет значительно сложнее.

Полученные в настоящем исследовании дан-
ные о низкой дифференциации и высоком уровне
генетического разнообразия на основе анализа
нуклеотидных последовательностей митохондри-
альной ДНК и гена SRY могут привлечь внимание
к проблеме генетической сохранности абориген-
ных пород и быть полезны при составлении про-
грамм сохранения местных пород коз Саяно-Ал-
тайского региона.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РНФ (проект № 19-76-20061).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Haplotype Diversity of Mongolian and Tuvan Goatbreeds (Capra hircus) Based
on mtDNA and Y-Chromosome Polymorphism
V. N. Voronkovaa, *, A. K. Piskunova, E. A. Nikolaevaa,

M. T. Seminaa, E. A. Konorova, b, and Yu. A. Stolpovskya

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bGorbatov Federal Scientific Center for Food Systems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 109316 Russia

*e-mail: valery.voronkova@gmail.com

For the first time, a comparative study of haplotype and nucleotide diversity, genetic differentiation, and phy-
logeny of Tuvan woolly (two populations, n = 34) and Mongolian cashmere goats (five populations, n = 94)
was carried out on the basis of polymorphisms of the hypervariable region of the mtDNA D-loop and the
SRY gene. An intrabreed, interpopulation analysis was carried out, including in comparison with the refer-
ence sequences of goats of other breeds. A high level of genetic diversity of the studied samples was revealed.
The assessment of molecular variance showed that the main contribution to the genetic diversity of the stud-
ied breeds is made by intrapopulation diversity (98.84%) and only 1% is due to interbreed differences. The
most common among Mongolian and Tuvan goats was haplogroup A of mtDNA; individuals belonging to
haplogroups C and F were also found; other haplogroups (B, D, and G) were not found in these samples.
Most of the males of the Mongolian breed, based on the SRY gene polymorphism, had haplotypes Y1A
(66.7%) and Y2A (25%); in the populations of Altai Ulaan and three beauties, individuals with a rare haplo-
type Y2B (8.3%) were identified. All studied males of the Tuvan breed of goats belonged to the Y2A haplo-
type.

Keywords: goat, Capra hircus, genetic diversity, D-loop, Tuva, Mongolia, breed, SRY, mtDNA.
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Для исследования современной структуры генофонда соболя южной части ареала использована па-
нель из 15 микросателлитных локусов. Определен высокий уровень дифференциации популяций.
Выявлено существование нескольких популяционных кластеров соболя на обширной территории
от Западной Сибири до Забайкалья. Эта часть ареала вида отличается высокой численностью соболя,
другая особенность – разрешенные к промыслу территории чередуются со значительным числом
заповедных. Определены возможности идентификации особей по популяционной и региональной
принадлежности. В исследовании дана оценка надежности прогноза популяционной принадлеж-
ности (SCOR-коэффициент) особей к объединенной выборке, показавшая, что при увеличении
числа локусов с 8 до 15 значимо возрастает точность (количество правильно идентифицированных
особей) и надежность идентификации в среднем для каждой отдельной особи. Результаты исследо-
вания дополняют референтную базу генетических данных популяций географических регионов вида,
позволяют решить ряд проблем, связанных с промыслом на территориях, граничащих с заповедными,
что способствует сохранению внутривидового разнообразия соболя.

Ключевые слова: географические популяции соболя, интродукция, промысел, микросателлитные
локусы, филогенетический анализ, генетическая структура, ДНК-идентификация.
DOI: 10.31857/S0016675821100052

Ареал соболя Евразии занимает обширную
территорию от западных склонов гор Урала до по-
бережья Дальнего Востока, включая и некоторые
острова Охотского моря. Промысел соболя – это
традиционное занятие населения таежных посел-
ков. Значительное снижение численности вида в
первой половине ХХ в. привело к запрету на про-
мысел соболя, однако после восстановления чис-
ленности популяций запрет был снят. Сравни-
тельный анализ промысловой пушнины из раз-
личных регионов показал, что соболь относится к
видам с хорошо выраженной географической из-
менчивостью. Данные накапливались с XVI в. и
касаются признаков, имеющих товарную ценность,
таких как окрас и качество меха, размер животных.
Наиболее ценные по окрасу меха географические
типы соболя обитают в районе оз. Байкал. Наибо-

лее крупный по размеру соболь обитает в равнин-
ной тайге Западной Сибири и на Дальнем Восто-
ке (п-ов Камчатка). Соболь южной части ареала
(Алтае-Саянский регион) значительно отличает-
ся от соболей соседних географических регионов
Среднесибирского плоскогорья и Западной Сиби-
ри [1, 2]. Таксономический статус соболя этого
региона был определен по ряду количественных
признаков как подвид Martes zibellina averini Ba-
zhanov, 1943 [3–5].

Выявленные различия на основе морфологи-
ческих признаков между популяциями географи-
ческих регионов сохраняются до настоящего вре-
мени [2, 6]. Популяции сохранили присущие им
признаки, несмотря на фрагментацию ареала в
период снижения численности и последующие

УДК 575.174.015.3:599.742.4
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мероприятия по интродукции соболя [7]. Диффе-
ренциация популяций географических регионов
подтверждается исследованиями с применением
генетических маркеров. Исследования генетиче-
ской структуры выборок из смежных регионов
позволили выявить особенности популяций, ми-
грационные потоки и уровень изоляции отдель-
ных популяций [8, 9].

Южную часть ареала вида населяют несколько
географических популяций: соболь северо-запада
Алтая, баргузинский соболь и другие [10]. Осо-
бенностью региона является наличие как разре-
шенных к промыслу территорий, так и значитель-
ного количества заповедных, всякая деятельность
в пределах которых запрещена (рис. 1). Создание
надежной референтной базы генетических данных
южной части ареала вида позволит определить спе-
цифический набор маркеров для выявления попу-
ляционной принадлежности пушнины, добывае-
мой промыслом. В дальнейшем это позволит обос-

новать размер промысла и поддерживать баланс
численности уникальных географических попу-
ляций.

Исследования генетической идентификации
природных популяций выполнены для многих
видов хищных млекопитающих, например для
русского волка [11], норки [12], хорька [13], а также
европейской и американской куниц [14, 15]. Анализ
популяционной принадлежности и генетическая
индивидуализация особей соболя проведены
впервые, но исследования генетической структуры
популяций даны ранее [8, 9]. Эти результаты легли в
основу создания референтной базы данных вида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор биологического материала

Сбор биологического материала южной части
ареала вида проведен в период 2014–2018 гг. (табл. 1,

Рис. 1. Карта выборок географических популяций соболя, охваченных промыслом, и заповедных территорий южной
части ареала вида. Синий маркер: 1 – Саяны, 2 – Алтай-3, 3 – Алтай-4, 4 – Алтай-1, 5 – Алтай-2, 6 – Алтай-5, 7 –
Томск-2, 8 – Томск-1, 9 – Баргузин; красный маркер: 1 – гос. природный заповедник “Юганский”, 2 – Катунский
биосферный резерват, 3 – Сайлюгемский национальный парк, 4 – гос. природный заповедник “Кузнецкий Алатау”,
5 – Шорский национальный парк, 6 – Алтайский гос. природный биосферный заповедник, 7 – гос. природный запо-
ведник “Убсунурская котловина”, 8 – Саяно-Шушенский гос. природный заповедник, 9 – гос. природный заповед-
ник Азас, 10 – Тунгусский гос. природный заповедник, 11 – Тункинский национальный парк, 12 – Витимский гос.
природный заповедник, 13 – биосферный резерват “Катон-Карагай”, 14 – национальный парк “Алтай-Таван-Богд”,
15 – национальный парк оз. Хувсгул, 16 – Джергинский гос. природный заповедник, 17 – Баргузинский гос. природ-
ный биосферный заповедник им. К.А. Забелина.
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рис. 1). Выборки Алтай-1, Алтай-2 и Алтай-5 со-
браны на территориях северо-западной провин-
ции Алтайской горной области. Выборка Алтай-4
представляет популяции северо-восточной части
Горного Алтая, выборка Алтай-3 – восточной части
Горного Алтая. Саянская ландшафтная область
представлена выборкой из популяции централь-
ной части этого региона Саяны. Западная Сибирь
представлена двумя выборками: одна выборка
Томск-2 – из района среднего течения р. Чичка-Юл
(правый приток Чулыма). В период депрессии
численности здесь сохранялись жизнеспособные
очаги местного “чулымского” соболя [1], в даль-
нейшем именно они стали основой современной
нативной популяции соболя. Другая выборка
Томск-1 – из района р. Васюган (левый приток
р. Обь), в период восстановления численности
вида сюда было завезено значительное количе-
ство восточносибирского соболя [7]. Выборка
Баргузин формировалась в районе Станового на-
горья северовосточнее оз. Байкал.

Образцы депонированы в коллекции Инсти-
тута общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН.

Выделение ДНК и фрагментарный анализ

В настоящей работе проанализированы девять
выборок соболя, генотипирование проведено по

15 микросателлитным локусам (Ma1, Ma3, Ma8,
Ma15, Ma18, Ma19, Mer041, Mvi072, Mar08, Mar21,
Mar36, Mar43, Mar53, Mar58, Mar64). Описание
всех используемых маркеров было дано в [16–18].
Методы выделения ДНК, проведения ПЦР, про-
цедуры фрагментного анализа и идентификации
аллелей микросателлитных локусов описаны ра-
нее [8, 19].

Статистический анализ

Обработка данных фрагментного анализа
микросателлитных локусов была выполнена с по-
мощью программных пакетов, разработанных в
программной среде R [20]. Основные популяци-
онно-генетические показатели (число аллелей на
локус, число аллелей на выборку, расчет попарных
значений индекса Fst для оценки генетической
дифференциации между популяциями) были по-
лучены с использованием пакета Adegenet [21]. В
пакете PopGenReport были рассчитаны показатели
аллельного богатства (allelic richness), а также ча-
стоты встречаемости аллелей [22]. Для оценки
распределения частот аллелей использовали пакет
DiveRsity [23]. Также с его помощью рассчитывали
показатели ожидаемой и наблюдаемой гетерози-
готности для каждой выборки, коэффициент ин-
бридинга и р-значение для равновесного теста

Таблица 1. Районы сбора биологического материала из популяций соболя южной части ареала

Часть ареала Выборка Географическое положение Административный 
округ

Координаты
(ш., д.)

Южная

Саяны Западные Саяны, Саянская ландшафтная 
область

Курагинский район,
Красноярский край 53.89°, 92.67°

Алтай-3 Алтайская ландшафтная область Улаганский район,
Республика Алтай 50.63°, 87.96°

Алтай-4 » Турочакский район,
Республика Алтай 51.79°, 87.26°

Алтай-1 »
Усть-Коксинский 
район, Республика 
Алтай

50.27°, 85.62°

Алтай-2 »
Поселок Усть-Кан,
р. Чарыш в Республике 
Алтай

50.93°, 84.76°

Алтай-5 » Чарышский район,
Алтайский край 51.39°, 83.56°

Юго-западная
Томск-2 Чулымская равнина Первомайский район,

Томская область 57.71°, 86.30°

Томск-1 Васюганская равнина Каргасокский район,
Томская область 58.88°, 80.67°

Юго-восточная Баргузин Забайкалье, Становое нагорье
Северо-Байкальский
район, Республика 
Бурятия

56.07°, 111.45°
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Харди–Вайнберга. Для количественной оценки
микросателлитных локусов использовали показа-
тель уровня полиморфизма (рolymorphism informa-
tion content, PIC), рассчитанного в программном
приложении Cervus 3.0.7 [24], значения которого
основаны не только на числе аллелей в локусе, но
и на распределении аллелей в популяциях [25].

Кластеризацию популяций строили методом
UPGMA с оценкой надежности узлов путем бут-
стреп-анализа (100000 итераций) на базе генети-
ческих расстояний Нея [26] в пакете PopprR [27].
На основе байесовского подхода была оценена
вероятность принадлежности каждой из проана-
лизированных особей к той или иной географи-
ческой выборке. Расчет выполняли по алгоритму
“Rannala & Mountain” в программе GeneClass2
[28, 29]. На основе коэффициента Мантеля в про-
грамме Arlequin 3.1 [30] оценивали уровень корреля-
ции межпопуляционных генетических дистанций и
географических расстояний (тест изоляции рас-
стоянием, Isolation by distance).

Значимость коэффициента линейной регрес-
сии (R2) определяли с помощью уровня значимо-
сти (α) по распределению Фишера.

SCOR-коэффициент, выступающий в качестве
показателя надежности прогноза популяционной
принадлежности особи, рассчитывали по формуле:

где k – количество выборок, Li, l – вероятность то-
го, что i-тая особь принадлежит выборке l.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Генетическая изменчивость

Всего было генотипировано 218 образцов из
девяти выборок южной части ареала соболя (рис. 1,
табл. 1). Число аллелей в 15 локусах варьировало
от 3 до 22 (среднее A = 11.067), наблюдаемая гете-
розиготность – от 0.431 до 0.893 (среднее Ho = 0.703,
среднее He = 0.783) (табл. 2). Исходя из значений
PIC, локус Ma18 был наиболее информативным
(0.893), а Ma3 – наименее информативным
(0.460). В среднем по всем локусам показатель по-
лиморфного информационного содержания со-
ставил 0.753, что свидетельствует о высокой ин-
формативности используемой микросателлитной
панели (табл. 2). Отклонение от равновесия Харди–
Вайнберга для всей совокупности исследуемых
особей зафиксировано в четырех локусах Mar53,
Mar64 (p < 0.0001) и Ма3, Mvi072 (p < 0.001). От-
клонение от равновесия Харди–Вайнберга может
проявляться по разным причинам, но практиче-
ски по каждому локусу выявлен дефицит гетеро-
зигот (табл. 2), что предполагает наличие субпо-
пуляционной структуры и инбридинга, проявление
эффекта Валунда [31].

Анализ изменчивости выборок (табл. 3) показал,
что аллельное богатство (Ar), рассчитанное для 15
локусов, изменялось от 5.19 (Aлтай-2) до 5.77 (Бар-
гузин). В популяциях Алтай-1 и Саяны выявлено
максимальное количество общих аллелей (74.95 и
74.65%). В четырех популяциях (Саяны, Алтай-1,
Алтай-5, Томск-1) выявлено отклонение от рав-
новесия Харди–Вайнберга.

В выборке из Забайкалья Баргузин обнаруже-
но четыре собственных аллеля (private alleles):
Ma8 – 114, 130, Mar36 – 206, Mar64 – 193, что может
быть связано с возможным влиянием миграций из
рефугиума юго-восточной части ареала [8].

Наличие трех приват-аллелей в выборке
Tомск-2 (Ma8 – 106, Mar53 – 235, Mar64 – 179) ве-
роятно является результатом частичной изоляции
популяции соболя этого региона. Три собственных
аллеля выявлены в северо-западной части ареала
соболя Алтая (Aлтай-1, Ma1 – 228, Ma18 – 164,
Ma18 – 174), что связано с высокой степенью изо-
ляции популяций соболя этой части ареала. В вы-
борках Саяны и Aлтай-5 также обнаружены три

,
.

,
1

SCOR ,i l
i l k

i j
j

L

L
=

=



Таблица 2. Уровень изменчивости используемых локу-
сов южной части ареала вида

Примечание. A – число выявленных аллелей, Ho – наблюда-
емая гетерозиготность, He – ожидаемая гетерозиготность,
PIC – показатель полиморфного информационного содер-
жания, HWE – отклонение от равновесия Харди–Вайнберга
(NS – незначимо, ** – значимо при p < 0.001, *** – значимо
при p < 0.0001).

Локус A Ho He PIC HWE

Ma1 12 0.849 0.874 0.859 NS

Ma3 3 0.431 0.548 0.460 **

Ma8 14 0.784 0.818 0.795 NS

Ma15 8 0.638 0.670 0.629 NS

Ma18 22 0.826 0.902 0.893 NS

Ma19 12 0.697 0.785 0.758 NS

Mer041 9 0.771 0.817 0.791 NS

Mvi072 11 0.702 0.816 0.792 **

Mar08 10 0.679 0.765 0.729 NS

Mar21 5 0.592 0.657 0.605 NS

Mar36 13 0.716 0.827 0.802 NS

Mar43 11 0.748 0.846 0.826 NS

Mar53 12 0.729 0.867 0.851 ***

Mar58 14 0.706 0.766 0.747 NS

Mar64 10 0.665 0.785 0.751 ***
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собственных аллеля (Саяны: Ma15 – 212, Mar43 –
151; Алтай-5: Ma18 – 172), что в данном случае
может быть результатом влияния миграционных
потоков северных популяций Среднесибирского
плоскогорья, не задействованных в настоящем
исследовании.

Генетическая дифференциация

Анализ парной дифференциации выборок
(табл. 4) показал низкую дифференциацию меж-
ду выборками внутри географического региона
Северо-Западного Алтая: Алтай-2 и Алтай-5 (Fst =
= 0.015, р = 0.172). Между выборками восточной
части региона Алтай-3 и Алтай-4 также значения
коэффициента низкие (Fst = 0.016, р = 0.047), что
может свидетельствовать о существовании в этом
регионе только двух популяционных группиро-
вок соболя. Низкий коэффициент дифференциа-

ции выявлен между группами Саяны и Баргузин
(Fst = 0.022, р = 0.040), хотя географическое рас-
стояние между ними составляет около 1240 км.
Это обусловлено тем, что популяция Саяны нахо-
дится под влиянием миграционных потоков, в
том числе и из восточной части ареала [8]. Срав-
нительно высоко дифференцированы популяции
западной части ареала соболя Tомск-1 и Tомск-2:
коэффициент дифференциации Fst = 0.033 (p =
= 0.003). Объяснение значительной дифференциа-
ции популяций соболя одного географического
региона можно найти в истории восстановления
популяций Западной Сибири. В данном случае
популяция Tомск-1 создавалась при значитель-
ных интродукциях соболя из восточной части
ареала [7], в то время как популяция Томск-2 вос-
становлена на основе местных популяций.

Несмотря на относительную географическую
близость выборок Aлтай-1 и Aлтай-3 (около 160 км),
коэффициент Fst = 0.038 (p = 0.001), что связано с
изолированностью популяций Северо-Западного
Алтая.

Глобальная оценка дифференциации между
исследуемыми выборками составила Fst = 0.0463.
Наибольший вклад в подразделенность вносят
локусы Ma3 (Fst = 0.111) и Mar64 (Fst = 0.102), наи-
меньший – Ma19 (Fst = 0.021), что соответствует
различию в 5 раз (табл. 5).

Помимо коэффициента фиксации Райта (Fst)
[32, 33], нами также был произведен расчет гло-
бальных значений подразделенности и с помо-
щью других тестов: Gst = 0.178, D = 0.140. В данном
случае Gst – адаптированный Неем [26] индекс
фиксации (Fst) для мультиаллельных маркеров,
рассчитанный в качестве подтверждающей оцен-
ки и показавший сопоставимые с ним результаты.
Индекс D, рассчитанный по Йосту [34], был при-
менен в качестве уточняющей меры, поскольку
по мнению ряда авторов индексы Fst и Gst могут
вводить в заблуждение при расчете для мультиал-

Таблица 3. Популяционно-генетическая характеристика
выборок соболя южной части ареала вида

Примечание. N – число образцов в выборке, A – число алле-
лей в выборке, % – процент общих аллелей, Ar – аллельное
богатство, Ho – наблюдаемая гетерозиготность, He – ожида-
емая гетерозиготность, HWE – отклонение от равновесия
Харди–Вайнберга (NS – незначимо, ** – значимо при p < 0.01,
*** – значимо при p < 0.0001).

Популяция N A % Ar Ho He HWE

Саяны 23 117 74.65 5.67 0.73 0.76 ***
Алтай-3 14 104 64.32 5.63 0.71 0.74 NS
Алтай-4 24 113 70.42 5.68 0.74 0.75 NS
Алтай-1 33 116 74.95 5.58 0.67 0.72 **
Алтай-2 10 92 59.79 5.19 0.7 0.72 NS
Алтай-5 28 119 74.48 5.75 0.7 0.75 ***
Томск-2 30 111 71.32 5.32 0.7 0.72 NS
Томск-1 24 118 72.32 5.67 0.69 0.71 **
Баргузин 32 118 72.96 5.77 0.7 0.74 NS

Таблица 4. Парные значения Fst и соответствующие p-значения между выборками соболя южной части ареала

Примечание. Под диагональю – значения Fst, над диагональю – соответствующие им p-value (различия значимы при p < 0.05).

Выборки Саяны Алтай-3 Алтай-4 Алтай-1 Алтай-2 Алтай-5 Томск-2 Томск-1 Баргузин

Саяны 0.001 0.010 0.001 0.001 0.001 0.002 0.002 0.040
Алтай-3 0.030 0.047 0.001 0.001 0.002 0.001 0.005 0.006
Алтай-4 0.022 0.016 0.002 0.002 0.004 0.001 0.001 0.035
Алтай-1 0.036 0.038 0.030 0.008 0.011 0.001 0.001 0.001
Алтай-2 0.031 0.037 0.026 0.025 0.172 0.001 0.001 0.009
Алтай-5 0.034 0.028 0.027 0.023 0.015 0.001 0.001 0.001
Томск-2 0.027 0.034 0.040 0.044 0.036 0.046 0.003 0.002
Томск-1 0.031 0.027 0.032 0.046 0.043 0.038 0.033 0.005
Баргузин 0.022 0.028 0.022 0.049 0.030 0.040 0.036 0.035



ГЕНЕТИКА  том 57  № 10  2021

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ПОПУЛЯЦИЙ СОБОЛЯ (Martes zibellina L.) 1179

лельных случаев [35–37], в частности при нали-
чии более чем двух аллелей коэффициенты Райта
(Fst) и Нея (Gst) не будут достигать единицы даже
при отсутствии между популяциями общих алле-
лей, поскольку в популяциях всегда будет присут-
ствовать некоторая гетерозиготность. В отличие
от этого показатель дифференциации D, который
измеряет долю аллельных вариаций среди попу-
ляций, будет равен 1 при полной дифференциа-
ции и нулю при ее отсутствии даже при высокой
вариации внутри популяций.

Однако в то время как Gst ограничивается низ-
кими значениями при высокой гетерозиготности,
D чувствителен к высокополиморфным маркерам
(в частности к таким, скорость мутаций которых
выше 10–8) и в случае микросателлитов может быть
смещен вверх при наличии большого количества
популяций. Одним из дополнительных решений,
часто рекомендуемых для оценки структуры попу-
ляции с использованием маркеров высокой мута-
ции, является расчет как Gst, так и D. Маркеры,
где Gst недооценивает дифференциацию, должны
иметь значительно повышенные значения D.

В нашем случае противоречия между значения-
ми Fst, Gst и D не наблюдается: попарные значения
Gst и D для всех исследуемых выборок пропорци-
ональны соответствующим значениям Fst и p-value,
приведенным в табл. 4.

Идентификация

Наличие базы данных по частотам микроса-
теллитных локусов для ряда популяций вида дает
возможность идентифицировать отдельных особей
с неизвестным происхождением. Для этого необхо-
димо знать разрешающую способность имеющейся
базы данных, т.е. долю правильно идентифициро-
ванных особей. Для решения данной задачи требу-
ется протестировать имеющуюся базу данных: про-
вести симуляционный анализ и определить долю
правильно и ошибочно идентифицированных осо-
бей среди особей с известным происхождением.

При этом необходимо иметь в виду существова-
ние двух типов ошибок идентификации. Первый
тип ошибки – это доля особей, ошибочно отне-
сенных к несоответствующим им популяциям,
т.е. доля неправильно идентифицированных осо-
бей среди всех особей, отнесенных программой к
какой-нибудь популяции. Второй тип ошибки
идентификации – это доля особей, ошибочно не
включенных в соответствующие им популяции,
т.е. неправильно идентифицированных особей сре-
ди животных с известным происхождением.

На практике при идентификации особей с неиз-
вестным происхождением обе эти ошибки имеют
значение: первый тип ошибки дает представление о
количестве “как минимум” особей, а второй – о ко-
личестве “как максимум” особей конкретной
группы среди всех животных с неизвестным про-
исхождением. Так, при идентификации 70 особей
с неизвестным происхождением с использованием
протестированной базы данных было выявлено
40 особей, отнесенных программой к западно-ал-
тайской группировке. Разрешающая способность
базы данных при использовании первого типа
ошибки для западно-алтайской группировки –
87.9%. То есть среди 40 особей как минимум 87.9%
(35.2 особи) действительно относятся к западно-
алтайской группировке. Разрешающая способность
базы данных при использовании второго типа
ошибки для западно-алтайской группировки –
81.7%, т.е. 35.2 особи составляют 81.7% от макси-
мального количества особей данной популяции. От-
сюда максимально возможное количество (100%)
особей западно-алтайской группировки среди 70
анализируемых животных будет равно 43.1 особей
(43.1 = (35.2 × 100%)/81.7%). Таким образом, сре-
ди 70 животных с неизвестным происхождением
к западно-алтайской группировке может отно-
ситься от 35.2 до 43.1 особей.

Девять выборок соболя были выделены в
шесть популяционных групп: Северо-Западный
Алтай (Алтай-1, Алтай-2, Алтай-5), Восточный
Алтай (Алтай-3, Алтай-4), Саяны, Томск-1,
Томск-2, Баргузин. При формировании популяци-
онных групп учитывались как оценки генетической
дифференциации выборок, так и результаты кла-
стеризации по расстояниям Нея (рис. 2).

Таблица 5. Значения F-статистик Райта используемых
15 микросателлитных локусов

Локус Fis Fst Fit

Ma1 0.0058 0.0270 0.0326
Ma3 0.1270 0.1106 0.2235
Ma8 0.0126 0.0321 0.0443
Ma15 0.0040 0.0584 0.0547
Ma18 0.0668 0.0219 0.0872
Ma19 0.0945 0.0213 0.1138
Mer041 0.0302 0.0305 0.0597
Mvi072 0.1025 0.0470 0.1447
Mar08 0.0694 0.0519 0.1177
Mar21 0.0676 0.0392 0.1042
Mar36 0.0861 0.0607 0.1416
Mar43 0.0892 0.0339 0.1201
Mar53 0.1384 0.0273 0.1619
Mar58 0.0256 0.0600 0.0840
Mar64 0.0687 0.1015 0.1632
Среднее 0.0648 0.0463 0.1081
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Несмотря на то что выборка Алтай-1 значимо
отличается от всех других выборок, ее генетический
профиль близок к выборкам Алтай-2 и Алтай-5. В
связи с этим мы обозначили данную группу выбо-
рок как Северо-Западный Алтай. Перечисленные
шесть групп были взяты за основу для индивиду-
альной идентификации особей.

В процессе симуляционного анализа особь,
которая в данный момент идентифицировалась,
исключалась из базы. Анализ проводился для ба-
зы данных по 8, 10, 12 и 15 локусам.

Анализ проведен для выяснения оптимального
числа микросателлитных локусов при определе-
нии популяционной принадлежности особи. Для
10 и 12 локусов использовались все возможные
комбинации (т.е. стандартная панель из восьми
локусов (Ma1, Ma3, Ma8, Ma15, Ma18, Ma19,
Mer041, Mvi072) [8, 19] плюс возможные комби-
нации из оставшихся семи локусов (Mar08,
Mar21, Mar36, Mar43, Mar53, Mar58, Mar64)). Та-
ким образом, для 10 локусов использовались
средняя оценка точности и ошибки идентифика-
ции из 21 варианта возможных панелей микросател-
литных локусов, а для 12 локусов использовались
средняя оценка точности и ошибки идентифика-
ции по 35 возможным вариантам панели микро-
сателлитных локусов.

Была проведена оценка точности идентифика-
ции особей отдельно для каждой из шести выде-
ленных групп соболя: Северо-Западный Алтай
(Алтай-1, Алтай-2, Алтай-5), Восточный Алтай
(Алтай-3, Алтай-4), Западные Саяны (Саяны),

две региональные группировки Западной Сибири
(Томск-2 нативный, Томск-1 интродуцирован-
ный) и баргузинский соболь (Баргузин). Анализ
показал, что для некоторых группировок точность
идентификации незначительно увеличивается при
увеличении числа локусов: например, Северо-За-
падный Алтай и Томск-2. Для Томска-2 (натив-
ный) точность идентификации как по первому (I)
типу ошибки, так и по второму (II) типу не изме-
нилась при увеличении числа локусов (рис. 3, 4;
табл. 6).

Для других группировок точность идентифи-
кации значительно возросла: так, по I типу ошибки
для популяции Саяны, баргузинского соболя
(Баргузин) и Томск-2 (интродуцированный) на
21, 18.7 и 16.4% соответственно (рис. 3), по II типу
ошибки для Томск-2 и Саяны на 29.2 и 17.4% со-
ответственно (рис. 4).

Помимо точности идентификации (количе-
ство правильно идентифицированных особей)
для характеристики базы данных также важен та-
кой показатель, как надежность идентификации
особи. В качестве такого показателя может высту-
пать SCOR-коэффициент. Он отражает надеж-
ность прогноза популяционной принадлежности
особи и оценивает долю вероятности принадлеж-
ности особи к данной популяции, в общей сумме
всех возможных вероятностей.

В работе было рассчитано среднее значение
индивидуальных SCOR-коэффициентов по всем
выборкам для панели микросателлитных локусов из
8, 10, 12 и 15 локусов (средний SCOR – 77.44 ± 1.34,

Рис. 2. UPGMA-кластеризация выборок соболя южной части ареала вида. Значения бутстрепа приведены в узлах ветв-
ления.

0.12 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0

83.1

62.6 55.7

100

79.7

81.9

Алтай-4

Алтай-3

Томск-1

Саяны

Баргузин

Томск-2

Алтай-5

Алтай-2

Алтай-1



ГЕНЕТИКА  том 57  № 10  2021

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ПОПУЛЯЦИЙ СОБОЛЯ (Martes zibellina L.) 1181

81.42 ± 0.96, 84.86 ± 0.90, 88.74 ± 1.13 соответ-
ственно). Была проведена оценка парной линей-
ной зависимости средней величины SCOR и числа
локусов. Коэффициент детерминации R2 = 0.9993
(оценка значима, α = 0.0004), т.е. можно утвер-
ждать, что при увеличении числа локусов до 15
надежность прогноза значимо возрастает в среднем
для каждой особи (средний SCOR изменяется с
77.44 ± 1.34 (для восьми локусов) до 88.74 ± 1.13
(для 15 локусов)).

Далее мы провели анализ среднего SCOR-ко-
эффициента отдельно для особей, которые были
“верно идентифицированы” (т.е. им присвоена та
же выборка, из которой особь была взята), и для
“неверно идентифицированных” особей (т.е. им
присвоена не та выборка, из которой особь была
взята) в целом по всем группам. Такой анализ был
проведен для восьми и для 15 локусов (табл. 7).
Было отмечено, что средний SCOR-коэффициент
для “верно идентифицированных” особей досто-

верно выше, чем для “неверно идентифициро-
ванных” особей как для восьми (α = 5.93 × 10–9),
так и для 15 локусов (α = 2.64 × 10–6).

В тоже время для 15 локусов средний SCOR-
коэффициент достоверно выше по обоим катего-
риям особей, чем для панели из восьми локусов
(для “неверно идентифицированных” особей α =
= 0.0004; для “верно идентифицированных” особей
α = 4.82 × 10–6).

ОБСУЖДЕНИЕ

К середине ХХ в. численность соболя в России
была восстановлена, на всей территории обитания
вида был организован лицензионный промысел.
Анализ результатов многолетнего промысла по-
казал, что численность вида в целом стабильна.
Международный союз охраны природы (МСОП)
присвоил соболю статус “Не вызывающий беспо-
койства” (Least concern). Но вид на территории
страны представлен рядом географических попу-
ляций и подвидов, ценность пушнины которых
различается между собой в несколько раз. Это
приводит к разной интенсивности промысла в ре-
гионах. Кроме этого, на исследуемой нами части
ареала разрешенные к промыслу территории че-
редуются с заповедными, всякая деятельность в
которых запрещена. Так, промысловый район
Северо-Западного Алтая граничит с заповедной
территорией Катунского биосферного резервата
(Россия) и Биосферного резервата “Катон-Кара-
гай” (Казахстан). Выборки из Восточного Алтая гра-
ничат с Алтайским государственным природным
биосферным заповедником. Рядом с забайкальским
промысловым районом (восточнее оз. Байкал) рас-
полагаются три заповедные территории (Джергин-
ский государственный природный заповедник; Ви-
тимский государственный природный заповедник;
Баргузинский государственный природный био-
сферный заповедник им. К.А. Забелина) (рис. 1).

Несмотря на миграционную активность соболя,
между популяциями существует генетическая

Рис. 3. Оценки точности идентификации особей по
базе данных частот 8, 10, 12 и 15 микросателлитных
локусов соболя для каждой группировки с учетом
I типа ошибки (%).
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Таблица 6. Коэффициенты детерминации (R2) и уровни значимости (α) парной линейной регрессии (зависи-
мость точности идентификации от числа локусов) для каждой выборки для I и II типов ошибок

* – незначимые коэффициенты детерминации (α > 0.05), т.е. статистически поддержанной зависимости нет.

Популяции
I тип ошибки II тип ошибки

R2 α R2 α

Саяны 0.9959 0.0021 0.9607 0.0198
Восточный Алтай (Aлтай-3, -4) 0.9979 0.0011 0.8383* 0.0844
Северо-Западный Алтай (Aлтай-1, -2, -5) 0.9957 0.0022 0.9480 0.0263
Tомск-2 0.0385* 0.8038 0.8043* 0.1032
Tомск-1 0.9877 0.0062 0.9677 0.0163
Баргузинский соболь (Баргузин) 0.9531 0.0237 0.9946 0.0027
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дифференциация, обусловленная в том числе
изоляцией расстоянием – основным фактором
формирования межпопуляционных различий на
большей части ареала. Тест Мантеля показывает
значимую корреляцию между межпопуляцион-
ными генетическими дистанциями и географи-
ческим расстоянием, разделяющим места обита-
ния соболя (cor = 0.528, p = 4.18 × 10–7). Анализ
генетической структуры популяций южной части
ареала показал значительный уровень дифферен-
циации между популяциями (табл. 4). Максималь-
ные значения Fst (0.044–0.049) выявлены между
изолированной популяцией Северо-Западного Ал-
тая (выборки Aлтай-1, Aлтай-2, Aлтай-5) как с по-
пуляциями Западной Сибири (Tомск-1, Томск-2),
так и восточной части исследуемого ареала (попу-
ляцией Забайкалья Баргузин). Результаты диффе-
ренциации подтверждаются кластерным анализом
по методу невзвешенных парногрупповых средних
(UPGMA), показано разделение выборок на не-
сколько кластеров (рис. 2). Основываясь на этих
данных и предыдущих работах [9], были выделены
шесть групп соболя, оптимально отражающих
популяционно-генетическую структуру вида на
изученной части ареала (табл. 1).

Оценка идентификационной способности базы
данных с разным числом локусов показала, что точ-
ность идентификации для одних групп может не
измениться, для других сильно возрасти. Так, для
Томска-2 точность идентификации не изменилась
при увеличении числа локусов. Аналогичные дан-
ные получены при идентификации изолированной
группировки Северо-Западного Алтая (объеди-
ненные выборки Aлтай-1, Aлтай-2, Aлтай-5). Это
может свидетельствовать о том, что полученные
оценки точности являются максимально возмож-
ными и дальнейшее увеличение числа локусов не
даст ожидаемых результатов. Эти две группы на-
ходятся в значительной степени изоляции и ми-
грационные потоки здесь ограничены.

Для других группировок точность идентифи-
кации значительно возросла при увеличении числа
локусов до 15. Например, по I типу ошибки для по-
пуляций Саяны, баргузинского соболя и Томск-1
на 21, 18.7 и 16.4% соответственно (рис. 3), по II ти-
пу ошибки для Томск-1 и Саяны на 29.2 и 17.4%
соответственно (рис. 4).

Таким образом, при увеличении числа локусов
с восьми до 15 значимо возрастает точность инди-

видуальной идентификации соболя (количество
правильно идентифицированных особей).

Анализ среднего значения SCOR-коэффици-
ентов показал, что при увеличении числа локусов
с восьми до 15 значимо возрастает надежность ин-
дивидуальной идентификации в среднем для каж-
дой отдельной особи (средний SCOR изменяется с
77.44 ± 1.34 – для восьми локусов до 88.74 ± 1.13 –
для 15 локусов) (табл. 7).

Средний SCOR-коэффициент “верно иденти-
фицированных” особей по 15 локусам составил
91.65%, что является достаточно хорошей харак-
теристикой базы данных. Более низкий средний
SCOR-коэффициент у “неверно идентифициро-
ванных” особей может свидетельствовать о том,
что данные особи сложно идентифицируются и
их генетический профиль трудно однозначно от-
нести к какой-либо популяции в силу того, что
(1) их популяция отсутствует в базе данных, (2) сте-
пень дифференциации разных популяций невели-
ка, (3) такие особи могут быть гибридами. В на-
стоящий момент все эти три причины могут иметь
место в базе данных соболя. Следует также отметить,
что среди “неверно идентифицированных” особей
присутствовали особи с высоким значением SCOR-
коэффициента, такие особи могут являться реаль-
ными мигрантами.

В работе было показано, что при использовании
базы данных частот аллелей микросателлитных ло-

Таблица 7. Средний SCOR-коэффициент для объединенной популяции южной части ареала соболя

Число
локусов

“Неверно идентифицированные” 
особи

“Верно идентифицированные”
особи

8 67.18 ± 2.16 82.94 ± 1.51
15 79.46 ± 2.63 91.65 ± 1.15

Рис. 4. Оценки точности идентификации особей по
базе данных частот 8, 10, 12 и 15 микросателлитных
локусов соболя для каждой группировки с учетом
II типа ошибки (%).
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кусов для индивидуальной идентификации особей
соболя наиболее высокими показателями иденти-
фикации обладает база данных из 15 локусов. По
результатам анализа был разработан алгоритм
идентификации группы особей неизвестного про-
исхождения. Была оценена идентификационная
(или разрешающая) способность базы данных для
каждой из шести группировок. При использова-
нии панели из 15 микросателлитных локусов до-
стоверно снижается количество неправильно
идентифицированных особей и достоверно воз-
растает надежность идентификации в среднем для
каждой отдельной особи по сравнению с панелью
из восьми локусов. Точность идентификации из-
меняется от 65 до 76% в целом для всей базы, а
ошибка идентификации уменьшается в 1.5 раза.
Также при использовании базы данных из 15 локу-
сов возрастает надежность идентификации в сред-
нем для каждой отдельной особи (SCOR = 88.74).

Одной из задач настоящего исследования яв-
лялось определение генетического профиля по-
пуляций соболя, обитающих на юге Сибири, что
позволило создать референтную базу данных для
индивидуальной идентификации особей, обита-
ющих на промысловых и заповедных территориях.
В перспективе это позволит сохранить биологи-
ческое разнообразие вида и составляющих его-
географических популяций.
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A panel consisting of 15 microsatellite loci was employed to study the modern structure of the sable gene pool.
In the southern part of its range, the high level of differentiation among the species’ populations was revealed.
Several population clusters of the sable samples were found in a vast territory from Western Siberia to Trans-
baikalia. This part of the species range is distinguished by the sable’s high abundance as well as by the fact that
controlled hunting areas alternate with numerous reserves. Possibilities of identification of individuals by
population and regional affiliations were determined. The study assessed the reliability of the prediction of
population belonging (SCOR-coefficient) of individuals in the pooled sample, which showed that with an in-
crease in the number of loci from 8 to 15, the accuracy of identification (the number of correctly identified
individuals) and the reliability of identification on average for each individual increase significantly. The re-
sults allow one to expand the reference database of genetic data, contribute to the preservation of the intra-
specific diversity of the sable and solve a number of problems associated with hunting in the territories bor-
dering with nature conservation areas.

Keywords: geographic populations of sable, introduction, hunting, microsatellite analysis, phylogenetic anal-
ysis, genetic structure, DNA identification.
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Изучены гендерные особенности ассоциаций функционально значимых полиморфных локусов ге-
нов матриксных металлопротеиназ с развитием язвенной болезни (ЯБ) у населения европейской
части России. В исследование включены 305 мужчин (больные ЯБ – 188, контрольная группа – 117)
и 441 женщина (больные ЯБ – 211, контрольная группа – 230). Проведено генотипирование десяти
функционально значимых полиморфных локусов генов матриксных металлопротеиназ: rs1799750
MMP1, rs243865 MMP2, rs679620 MMP3, rs1940475 MMP8, rs3918242, rs3918249, rs17576, rs3787268,
rs2250889, rs17577 гена MMP9. Ассоциации полиморфных локусов генов MMP с ЯБ изучались мето-
дом логистической регрессии (оценивались доминантная, рецессивная и аддитивная генетические
модели взаимодействия аллелей). Установлено, что факторами риска возникновения ЯБ у мужчин
были аллели С rs3918249 (ОШ = 1.61, pperm = 0.048) и G rs17576 (ОШ = 1.48–2.08, pperm ≤ 0.042) гена
MMP9. У женщин протективное значение для развития заболевания имел аллель 2G rs1799750 гена
MMP1 (ОШ = 0.74, pperm = 0.047). Полиморфные локусы, ассоциированные с ЯБ у мужчин и жен-
щин, проявляют выраженные эпигенетические эффекты (влияют на афинность мотивов ДНК к
различным транскрипционным факторам, расположены в регионе промоторов и энхансеров в же-
лудке и двенадцатиперстной кишке, связаны с экспрессией генов в различных отделах пищевари-
тельной системы). Выявлены гендерные особенности ассоциаций полиморфизма генов MMP с раз-
витием ЯБ: rs3918249 и rs17576 гена MMP9 определяют подверженность к развитию ЯБ у мужчин, а
rs1799750 гена MMP1 – у женщин.

Ключевые слова: язвенная болезнь, матриксные металлопротеиназы, полиморфизм, ассоциации, пол.
DOI: 10.31857/S0016675821100088

Язвенная болезнь (ЯБ) желудка и двенадцати-
перстной кишки продолжает оставаться одним из
наиболее часто встречающихся заболеваний пи-
щеварительной системы в различных странах ми-
ра [1]. В Соединенных Штатах Америки ежегодно
регистрируется до 500 тыс. новых случаев заболе-
ваемости ЯБ [2]. Согласно официальным стати-
стическим материалам Росстата за 2018 г. язвенная
болезнь желудка и двенадцатиперстной кишки
была зарегистрирована у 834.8 на 100000 жителей
России. При этом в последние годы в РФ наблю-
дается тенденция некоторого снижения заболевае-
мости язвенной болезнью желудка и двенадцати-
перстной кишки с 95.6 случаев с впервые установ-
ленным диагнозом на 100000 населения в 2010 г. до
71.9 на 100000 населения в 2018 г. [3]. Имеются
гендерные особенности встречаемости ЯБ: считает-
ся, что среди пациентов с дуоденальными язвами

преобладают мужчины, а среди больных с язвами
желудка соотношение женщин и мужчин оказы-
вается примерно одинаковым [4].

В соответствии с современными представле-
ниями об этиопатогенезе ЯБ при развитии забо-
левания происходит нарушение в равновесии
между факторами агрессии (кислотно-пептиче-
ское содержимое желудка) и защитными меха-
низмами слизистой оболочки желудка и двена-
дцатиперстной кишки [4]. В настоящее время
ключевое значение в развитии ЯБ отводится бак-
териям H. pylori [5]. Эти микроорганизмы проду-
цируют различные ферменты – уреазы, протеазы,
фосфолипазы, повреждающие защитный барьер
слизистой оболочки. Также H. pylori вырабатывает
цитотоксины, индуцирующие высвобождение в
слизистой оболочке желудка различных цитоки-
нов (факторов некроза опухолей, интерлейкинов
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и др.), вызывающих развитие в ней воспалительно-
го процесса [4, 5]. Согласно литературным данным
с Н. pylori ассоциировано около 80% язвенных по-
ражений двенадцатиперстной кишки и 60% язв
желудка [6].

Следует отметить, что возникновение воспа-
лительного процесса в слизистой оболочке же-
лудка и двенадцатиперстной кишки обусловливает
вовлечение в патогенез ЯБ матриксных металло-
протеиназ (MMP), которые играют ключевую роль
в деградации и ремоделировании внеклеточного
матрикса во время процессов воспаления и рано-
заживления, и в том числе при H. pylori инфекции
[7, 8]. В ряде работ показаны более высокие уровни
матриксных металлопротеиназ (ММР3, MMP9
и др.) в месте локализации язвенного дефекта и
их корреляция с уровнями IL1β, IL6 и IL8, а также
снижение содержания ММР при эффективном
лечении ЯБ [9–13]. Важно подчеркнуть, что одну
из ключевых ролей в индукции синтеза ММР иг-
рает H. pylori инфекция [11, 12]. Продемонстриро-
вана значимая связь полиморфизма генов MMP с
восприимчивостью к язвенной болезни [13, 14].
При этом следует отметить, что в Российской Фе-
дерации выполнена лишь одна работа по изуче-
нию ассоциаций полиморфизма генов матрикс-
ных металлопротеиназ с развитием ЯБ у жителей
Республики Башкортостан [14], что является недо-
статочным и диктует необходимость проведения
дальнейших молекулярно-генетических исследова-
ний ЯБ в различных этно-территориальных попу-
ляциях РФ и в том числе направленных на выяв-
ление гендерных особенностей вовлеченности
полиморфизма генов MMP в развитие ЯБ.

Цель настоящей работы – анализ гендерных
особенностей ассоциаций полиморфных локусов
генов матриксных металлопротеиназ с формиро-
ванием язвенной болезни желудка и двенадцати-
перстной кишки у населения Центрального Чер-
ноземья России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выборка для данного исследования включала

746 человек. Среди них мужчины составляли 305
человек (больные ЯБ – 188, контрольная группа –
117), а женщины – 441 человек (больные ЯБ – 211,
контрольная группа – 230). Среди женщин, боль-
ных ЯБ, 149 индивидуумов имели язвенную бо-
лезнь желудка (70.61%) и 62 пациента – язвенную
болезнь двенадцатиперстной кишки (29.39%). Сре-
ди мужчин, больных ЯБ, данные показатели соста-
вили 68 (36.17%) и 120 (63.83%) человек соответ-
ственно. Выборка для исследования формировалась
из индивидуумов русской национальности, родив-
шихся и проживающих в Центральном Черноземье
РФ [15, 16], не состоящих в родстве между собой.
Пациенты включались в исследование только по-
сле установления диагноза, подтвержденного с

помощью клинических и лабораторно-инстру-
ментальных методов обследования [1]. Диагностика
язвенной болезни проводилась на базе отделения га-
строэнтерологии Белгородской областной кли-
нической больницы Святителя Иоасафа. Всем
пациентам было выполнено эндоскопическое
исследование желудка и двенадцатиперстной
кишки (гастродуоденоскопия) с последующей
биопсией. Для определения Н. pylori проводилось
морфологическое исследование биоптатов сли-
зистой оболочки. Н. pylori была выявлена у 202
больных ЯБ (50.62% от всех больных), в том числе
у 100 мужчин с ЯБ (53.19% от всех мужчин, больных
ЯБ) и у 102 женщин с ЯБ (48.34% от всех женщин,
больных ЯБ). В контрольную группу включались
индивидуумы соответствующего группе больных
пола, без клинических и эндоскопических призна-
ков язвенной болезни, сопоставимые с больными
по возрасту. Средний возраст изучаемой группы
мужчин, больных ЯБ, и контрольной группы со-
ставил 48.24 ± 13.63 и 48.64 ± 13.52 лет соответ-
ственно (р > 0.05), среди женщин средний возраст
был равен 49.04 ± 12.53 лет (больные ЯБ) и 49.23 ±
± 12.75 лет (контрольная группа) (р > 0.05). Исследо-
вание проводилось под контролем этического ко-
митета медицинского института Белгородского го-
сударственного национального исследовательского
университета с информированного согласия всех
обследуемых индивидуумов.

Материалом для молекулярно-генетического
исследования послужили образцы ДНК, выде-
ленные из периферической венозной крови фе-
нольно-хлороформным методом. Для исследова-
ния были отобраны десять полиморфных локусов
генов матриксных металлопротеиназ: rs1799750
MMP1, rs243865 MMP2, rs679620 MMP3, rs1940475
MMP8, rs3918242, rs3918249, rs17576, rs3787268,
rs2250889, rs17577 гена MMP9. Включенные в ис-
следование локусы являются регуляторными по-
лиморфными вариантами (rSNP) [17, 18], согласно
базе данных HaploReg (v4.1.) (http://archive.broa-
dinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) они
имеют значимый регуляторный потенциал. Ам-
плификацию полиморфных локусов проводили с
помощью полимеразной цепной реакции на ам-
плификаторе CFX96 (Bio-Rad) методом TaqMan
зондов (использовались наборы, синтезирован-
ные ООО “Тест-Ген” (Ульяновск)).

Ассоциации полиморфных локусов генов
MMP с ЯБ изучались методом логистической ре-
грессии (оценивались доминантная, рецессивная
и аддитивная генетические модели взаимодей-
ствия аллелей) с использованием программы
PLINK v 2.050 (http://pngu.mgh.harvard.edu/Èpur-
cell/plink). Характер ассоциаций оценивался на
основе показателя отношения шансов (ОШ) и его
95%-ного доверительного интервала (95% ОШ).
Коррекцию на множественные сравнения прово-
дили с использованием адаптивного пермутацион-
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ного теста (pperm). Статистически значимым считали
уровень pperm < 0.05.

Для полиморфных локусов генов MMP, пока-
завших значимые ассоциации с ЯБ, рассмотрены
их эпигенетические эффекты (использовались
базы данных HaploReg (http://archive.broadinsti-
tute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) и GTEx-
portal (http://www.gtexportal.org/) по ранее пред-
ставленной методике [19–22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Данные по распределению частот генотипов и
аллелей в исследуемых группах мужчин и жен-
щин с ЯБ и контроля, а также в рассматриваемой
выборке в целом представлены в табл. 1. По всем
изученным десяти локусам генов MMP наблюдае-
мое распределение генотипов соответствовало
ожидаемому распределению согласно закону
Харди–Вайнберга (pbonf > 0.05).

Выявлены особенности ассоциации поли-
морфных локусов генов MMP с развитием ЯБ у
мужчин и женщин (табл. 2). Так, у мужчин с фор-
мированием заболевания были ассоциированы
два полиморфных локуса гена MMP9 – rs3918249,
rs17576, тогда как у женщин с развитием заболева-
ния связан полиморфный локус rs1799750 гена
MMP1. При этом факторами риска возникнове-
ния ЯБ у мужчин были аллели С rs3918249 (со-
гласно доминантной модели ОШ = 1.61, 95% ОШ
1.01–2.59, p = 0.047, pperm = 0.048) и G rs17576 (со-
гласно аддитивной модели ОШ = 1.48, 95% ОШ
1.06–2.07, p = 0.023, pperm = 0.024 и рецессивной
модели ОШ = 2.08, 95% ОШ 1.03–4.19, p = 0.040,
pperm = 0.042). У женщин аллель 2G rs1799750 гена
MMP1 в соответствии с аддитивной моделью име-
ет протективное значение при развитии заболева-
ния (ОШ = 0.74, 95% ОШ 0.57–0.96, p = 0.021,
pperm = 0.047). Таким образом, согласно получен-
ным нами данным полиморфизм rs3918249 и
rs17576 гена MMP9 определяет подверженность к
развитию ЯБ у мужчин, а rs1799750 гена MMP1 –
у женщин.

Проведенный анализ эпигенетической роли
полиморфных локусов, вовлеченных в формирова-
ние ЯБ у мужчин и женщин, показал следующее.
Во-первых, локусы rs3918249 и rs17576 гена MMP9
влияют на афинность мотивов ДНК к четырем и
одному факторам транскрипции соответственно
(Hmx, Hoxb8, Arid3a, Pax-5 и Pax-4 соответственно).
Причем аллельные варианты этих локусов, ассо-
циированные с повышенным риском развития
ЯБ у мужчин (аллели С rs3918249 и G rs17576),
определяют более высокое сродство к транскрип-
ционным факторам Hmx (ΔLOD scores для алле-
лей С и Т rs3918249 равен 1.9), Hoxb8 (ΔLOD = 2.9)
и низкую афинность мотивов ДНК к Arid3a

(ΔLOD = –0.7), Pax-5 (ΔLOD = –3.9) и Pax-4
(ΔLOD scores для аллелей G и A rs3918249 равен –2.1).

Во-вторых, полиморфный локус rs3918249 на-
ходится в регионе белков-гистонов, которые мар-
кируют регуляторные области (промоторы, энхан-
серы) гена MMP9 в слизистой оболочке желудка
(H3K4me1_Enh) и двенадцитиперстной кишки
(H3K4me3_Pro), гладкой мускулатуре желудка
(H3K4me3_Pro) и двенадцатиперстной кишки
(H3K4me1_Enh и H3K4me3_Pro) взрослого орга-
низма. Выраженный регуляторный потенциал
имеет и rs17576, локализованный в области про-
моторных и энхансерных участков гена MMP9 в
различных отделах пищеварительной системы
как плода (желудок – H3K4me1_Enh), так и
взрослого организма: слизистая оболочка желуд-
ка (H3K4me1_Enh) и двенадцатиперстной кишки
(H3K4me1_Enh и H3K4me3_Pro), гладкая муску-
латура желудка (H3K4me1_Enh и H3K4me3_Pro) и
двенадцатиперстной кишки (H3K4me1_Enh и
H3K4me3_Pro).

В-третьих, однонуклеотидный полиморфизм
rs3918249 гена MMP9 ассоциирован с экспрессией
ряда генов (PLTP, NEURL2, RP3-337O18.9) в раз-
личных отделах пищеварительной системы: же-
лудке (PLTP, β = –0.25, р = 1.7 × 10–5, pFDR ≤ 0.05),
пищеводе (PLTP, β = –0.13, р = 6.2 × 10–5, pFDR ≤
≤ 0.05), толстом кишечнике (PLTP, β = –0.25, р =
= 1.7 × 10–5, pFDR ≤ 0.05; NEURL2, β = –0.22, р = 4.9 ×
× 10–5, pFDR ≤ 0.05; RP3-337O18.9, β = –0.28, р =
= 3.5 × 10–6, pFDR ≤ 0.05). Важное eQTL значение
для разных отделов пищеварительной системы
имеет и полиморфизм rs17576 гена MMP9 – он
связан с экспрессией трех генов PLTP, NEURL2,
RP3-337O18.9 в пищеводе (PLTP, β = –0.15, р = 2.7 ×
× 10–6, pFDR ≤ 0.05; NEURL2, β = –0.25, р = 1.8 ×
× 10–5, pFDR ≤ 0.05; RP3-337O18.9, β = –0.23, р =
= 7.4 × 10–5, pFDR ≤ 0.05) и толстом кишечнике
(PLTP, β = –0.18, р = 5.6 × 10–7, pFDR ≤ 0.05; NEURL2,
β = –0.23, р = 1.3 × 10–5, pFDR ≤ 0.05; RP3-337O18.9,
β = –0.28, р = 1.9 × 10–10, pFDR ≤ 0.05). При этом об-
ращает на себя внимание факт того, что аллельные
варианты этих локусов, ассоциированные с повы-
шенным риском развития ЯБ у мужчин (аллели С
rs3918249 и G rs17576), связаны с более низкой экс-
прессией (β < 0) всех трех вышерассмотренных
генов (PLTP, NEURL2, RP3-337O18.9) в разных
отделах пищеварительного тракта.

В-четвертых, выраженные эпигенетические
эффекты характерны и для полиморфного локуса
rs1799750 гена MMP1, определяющего подвер-
женность к развитию ЯБ у женщин: он влияет на
сродство мотивов ДНК к 21 фактору транскрип-
ции (AP-1, CHX10, DMRT2, Hoxb4, PLZF и др.),
расположен в области модифицированных гисто-
новых белков, которые маркируют энхансеры
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Таблица 1. Частоты аллелей и генотипов полиморфных локусов генов MMP в исследуемых группах мужчин и
женщин с язвенной болезнью и в контроле

Локус

Генотип, 
минорный 

аллель, 
соответствие 

HWE

Женщины (n = 441) Мужчины (n = 305)
Итого

(n = 746)
% (n)

контроль
(n = 230)

% (n)

больные
(n = 211)

% (n)

контроль
(n = 117)

% (n)

больные
(n = 188)

% (n)

rs1940475 
MMP8

CC 26.52 (61) 32.23 (68) 30.17 (35) 25.00 (46) 28.34 (210)

CT 45.65 (105) 41.71 (88) 45.69 (53) 49.46 (91) 45.48 (337)

TT 27.83 (64) 26.06 (55) 24.14 (28) 25.54 (47) 26.18 (194)

T 50.65 46.92 46.98 50.27 48.92

pHWE 0.19 0.02 0.36 0.88 0.02

rs1799750 
MMP1

1G1G 28.89 (65) 37.62 (76) 29.82 (34) 24.72 (45) 30.43 (220)

1G2G 44.44 (100) 43.56 (88) 48.25 (55) 50.56 (92) 46.33 (335)

2G2G 26.67 (60) 18.81 (38) 21.93 (25) 24.72 (45) 23.24 (168)

2G 48.89 40.59 46.05 50.00 46.40

pHWE 0.11 0.19 0.85 1.00 0.07

rs679620
MMP3

TT 26.52 (61) 29.81 (62) 24.35 (28) 19.89 (37) 25.71 (190)

TC 48.69 (112) 47.11 (98) 50.43 (58) 50.00 (93) 48.85 (361)

CC 24.78 (57) 23.08 (48) 25.22 (29) 30.11 (56) 25.44 (188)

C 49.13 46.63 50.43 55.11 49.86

pHWE 0.69 0.46 1.00 1.00 0.55

rs243865
MMP2

CC 61.40 (140) 57.77 (119) 48.69 (56) 55.92 (104) 57.24 (419)

CT 31.58 (72) 35.44 (73) 44.35 (51) 34.95 (65) 35.66 (261)

TT 7.02 (16) 6.79 (14) 6.96 (8) 7.53 (14) 7.10 (52)

T 22.81 24.51 29.13 25.41 24.93

pHWE 0.13 0.57 0.50 0.43 0.20

rs3918242 
MMP9

CC 68.72 (156) 69.71 (145) 70.69 (82) 67.94 (125) 69.12 (508)

CT 28.19 (64) 27.40 (57) 25.86 (30) 31.52 (58) 28.43 (209)

TT 3.08 (7) 2.89 (6) 3.45 (4) 0.54 (1) 2.45 (18)

T 17.18 16.59 16.38 16.30 16.67

pHWE 0.82 0.81 0.50 0.06 0.59

rs3918249 
MMP9

TT 37.83 (87) 32.68 (67) 47.83 (55) 36.22 (67) 37.55 (276)

TC 43.48 (100) 53.66 (110) 40.00 (46) 48.65 (90) 47.07 (346)

CC 18.69 (43) 13.66 (28) 12.17 (14) 15.13 (28) 15.38 (113)

C 40.43 40.49 32.17 39.46 38.91

pHWE 0.13 0.15 0.39 0.88 0.82

rs17576 MMP9

AA 37.83 (87) 34.60 (73) 47.41 (55) 37.10 (69) 38.22 (284)

AG 47.39 (109) 47.87 (101) 42.24 (49) 43.55 (81) 45.76 (340)

GG 14.78 (34) 17.53 (37) 10.35 (12) 19.35 (36) 16.02 (119)

G 38.48 41.47 31.47 41.13 38.90

pHWE 1.00 0.89 0.83 0.17 0.32
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rs3787268
MMP9

GG 59.65 (136) 58.57 (123) 68.38 (80) 60.87 (112) 61.03 (451)

GA 35.96 (82) 37.62 (79) 28.20 (33) 34.78 (64) 34.91 (258)

AA 4.39 (10) 3.81 (8) 3.42 (4) 4.35 (8) 4.06 (30)

А 22.37 22.62 17.52 21.74 21.52

pHWE 0.70 0.33 0.75 1.00 0.39

rs2250889
MMP9

CC 76.55 (173) 80.86 (169) 81.03 (94) 83.16 (153) 80.14 (589)

CG 20.80 (47) 16.75 (35) 16.38 (19) 16.30 (30) 17.82 (131)

GG 2.65 (6) 2.39 (5) 2.59 (3) 0.54 (1) 2.04 (15)

G 13.05 10.77 10.78 8.70 10.95

pHWE 0.23 0.07 0.12 1.00 0.02

rs17577 MMP9

GG 68.75 (154) 69.42 (143) 70.69 (82) 66.67 (120) 68.73 (499)

AG 27.23 (61) 28.15 (58) 25.86 (30) 32.22 (58) 28.51 (207)

AA 4.02 (9) 2.43 (5) 3.45 (4) 1.11 (2) 2.76 (20)

А 17.63 16.50 16.38 17.22 17.01

pHWE 0.36 1.00 0.50 0.11 0.89

Локус

Генотип, 
минорный 

аллель, 
соответствие 

HWE

Женщины (n = 441) Мужчины (n = 305)
Итого

(n = 746)
% (n)

контроль
(n = 230)

% (n)

больные
(n = 211)

% (n)

контроль
(n = 117)

% (n)

больные
(n = 188)

% (n)

Таблица 1. Окончание

(H3K4me1_Enh) и “активные” энхансеры
(H3K27ac_Enh) в желудке и тонком кишечнике пло-
да, слизистой оболочке желудка (H3K4me1_Enh)
и двенадцатиперстной кишки (H3K4me1_Enh),
гладкой мускулатуре желудка (H3K27ac_Enh) и
двенадцатиперстной кишки (H3K27ac_Enh) взрос-
лого организма, находится в регионе взаимодей-
ствия с двумя регуляторными белками – CFOS и
GATA2. При этом следует отметить, что лишь для
шести факторов транскрипции (AP-1, Dbx1, En-1,
Evi-1, HMG-IY, Pou3f2) аллель 2G rs1799750 гена
MMP1, связанный с низким риском развития ЯБ
у женщин, повышает афинность ДНК (ΔLOD > 0),
тогда как для подавляющего числа транскрипци-
онных факторов – 16 (CHX10, DMRT2, Hoxb4,
PLZF, Pax-4, Pax-6 и др.) данный полиморфизм
снижает сродство регуляторных мотивов ДНК
(ΔLOD < 0).

В-пятых, с транскрипционной активностью
гена MMP1 в пищеварительной системе (пищевод)
ассоциирован и rs1799750 гена MMP1 (β = –0.30,
р = 2.8 × 10–7, pFDR ≤ 0.05). При этом аллель 2G
rs1799750, имеющий протективное значение при
развитии ЯБ у женщин, связан с более высоким
уровнем экспрессии гена MMP1 (для референсного
ему аллеля 1G β < 0).

Итак, полученные нами данные указывают на
выраженные эпигенетические эффекты поли-

морфных локусов rs3918249 и rs17576 гена MMP9,
и rs1799750 гена MMP1, которые они проявляют в
различных отделах пищеварительной системы и в
том числе органах-мишенях, поражаемых при яз-
венной болезни, – желудке и двенадцатиперстной
кишке. Следует отметить, что полиморфные ло-
кусы rs3918249 и rs17576 гена MMP9 находятся на
расстоянии 2.1 тыс. пн друг от друга и сильно
сцеплены между собой (r2 = 0.99, D' = 0.99), по-
этому их функциональные эффекты могут пере-
крываться.

Следует отметить, что в доступной нам литерату-
ре представлены лишь единичные работы, посвя-
щенные изучению роли полиморфизма генов MMP
в формировании язвенной болезни [13, 14, 23, 24],
среди которых на модели российской популяции
выполнено лишь одно исследование. Так, в работе
Шаймардановой и др. [14] были изучены ассоци-
ации с развитием ЯБ в популяции Республики
Башкортостан трех из десяти изученных в нашей ра-
боте полиморфных локусов генов MMP: rs1799750
гена MMP1, rs3918242 и rs17576 гена MMP9. Для
двух из этих трех полиморфных локусов авторы
установили ассоциации с заболеванием: генотип
1G/2G rs1799750 гена MMP1 являлся фактором
риска развития ЯБ у татар (OR = 1.94, p = 0.02), а
rs17576 гена MMP9 ассоциирован с развитием ЯБ
у татар (для генотипа А/A OR = 0.49, p = 0.007 и
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для генотипа А/G OR = 2.19, p = 0.003), формиро-
ванием язвенной болезни двенадцатиперстной
кишки (для генотипа А/G OR = 1.57, p = 0.009) и
развитием ЯБ у татар на фоне H. pylori инфекции
(для генотипа А/A OR = 0.54, p = 0.03 и для гено-
типа А/G OR = 2.23, p = 0.009).

Полученные нами данныe о рисковом значе-
нии для развития ЯБ у мужчин аллеля G rs17576 и
соответственно протективной роли в формирова-
нии заболевания референсного для него аллеля А
полностью согласуются с результатами работы
Шаймардановой и др. [14], но отличаются от ма-
териалов, полученных в исследованиях Yeh et al.
[13] и Hellmig et al. [23]. В работе Yeh et al. [13] не
выявлено значимых ассоциаций rs17576 MMP9 с
развитием H. pylori-позитивной язвенной болезни
желудка и язвенной болезни двенадцатиперстной
кишки в тайваньской популяции, а в исследовании
Hellmig et al. [23], проведенном в популяции Герма-
нии, наоборот, обнаружено рисковое значение для
возникновения H. pylori-позитивной язвенной бо-
лезни желудка аллеля A rs17576. В работе Shan et al.
[24], так же как и в нашем исследовании, не установ-
лено статистически значимых связей rs3918242 гена
MMP9 с формированием язвенной болезни две-
надцатиперстной кишки у детей в китайской по-
пуляции.

Имеются многочисленные исследования, ука-
зывающие на связь рассматриваемых в настоя-
щей работе полиморфных локусов генов MMP1 и
MMP9 с онкологическими заболеваниями пище-
варительной системы [25–33]. Наибольшее коли-
чество данных, подтверждающих вовлеченность
в формирование злокачественных заболеваний
пищеварительного тракта, получено для rs1799750
гена MMP1: выявлена связь данного полимор-
физма с раком пищевода (аденокарцинома пище-
вода) [25–28] и раком желудка [29–32]. В работе
Okada et al. [33] показаны ассоциации rs17576 MMP9
с раком желудка как самостоятельно, так и в составе
гаплотипа CAA rs3918242–rs17576–rs17577 MMP-9.
Таким образом, можно сделать заключение о на-
личии общих генетических механизмов (в виде
функционально значимых полиморфных локусов
генов MMP1 и MMP9), определяющих предрас-
положенность как к язвенной болезни, так и к он-
кологическим заболеваниям пищеварительной
системы.

Установлены гендерные особенности ассоци-
аций полиморфизма генов MMP с развитием ЯБ:
rs3918249 и rs17576 гена MMP9 определяют под-
верженность к развитию ЯБ у мужчин, а rs1799750
гена MMP1 – у женщин. Факторами риска воз-
никновения ЯБ у мужчин являются аллели С
rs3918249 (ОШ = 1.61, pperm = 0.048) и G rs17576
(ОШ = 1.48–2.08, pperm ≤ 0.042) гена MMP9. У
женщин протективное значение для развития
заболевания имеет аллель 2G rs1799750 гена

MMP1 (ОШ = 0.74, pperm = 0.047). Полиморфные
локусы, ассоциированные с ЯБ у мужчин и жен-
щин, проявляют выраженные эпигенетические эф-
фекты (влияют на афинность мотивов ДНК к раз-
личным транскрипционным факторам, расположе-
ны в регионе промоторов и энхансеров в желудке и
двенадцатиперстной кишке, связаны с экспрес-
сией генов в различных отделах пищеваритель-
ной системы).

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Президента Российской Федерации для
ведущих научных школ Российской Федерации
(проект НШ-2609.2020.7).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального
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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Gender-Specific Features of Associations of Polymorphism of Matrix Metalloproteinase 
Genes with the Development of Peptic Ulcer Disease in the Population

of the Central Chernozem Region of Russia
O. N. Minyayloa, I. V. Ponomarenkoa, and M. I. Churnosova, *

aBelgorod State University, Belgorod, 308015 Russia
*e-mail: churnosov@bsu.edu.ru

Gender-specific features of associations of functionally significant polymorphic loci of matrix metallopro-
teinase genes with the development of peptic ulcer disease (PUD) in the population of the European part of
Russia were studied. The study included 305 men (patients with PUD–188, control group–117) and 441 women
(patients with PUD – 211, control group – 230). Ten functionally significant polymorphic loci of matrix
metalloproteinase genes were genotyped: rs1799750 MMP1, rs243865 MMP2, rs679620 MMP3, rs1940475
MMP8, rs3918242, rs3918249, rs17576, rs3787268, rs2250889, rs17577 of the MMP9 gene. Associations of
polymorphic loci of MMP genes with PUD were studied by logistic regression (dominant, recessive and ad-
ditive genetic models of allele interaction were evaluated). It was found that alleles C rs3918249 (OR = 1.61,
pperm = 0.048) and G rs17576 (OR = 1.48–2.08, pperm ≤ 0.042) of the MMP9 gene were risk factors for the
occurrence of PUD in men. In women, the 2G rs1799750 allele of the MMP1 gene had a protective value for
the development of the disease (OR = 0.74, pperm = 0.047). Polymorphic loci associated with PUD in men
and women exhibit pronounced epigenetic effects (they affect the affinity of DNA motifs to various transcrip-
tion factors, are located in the region of promoters and enhancers in the stomach and duodenum, and are as-
sociated with gene expression in various parts of the digestive system). Gender-specific features of associa-
tions of polymorphism of MMP genes with the development of PUD were revealed: rs3918249 and rs17576 of
the MMP9 gene determine the susceptibility to the development of PUD in men, and rs1799750 of the MMP1
gene – in women.

Keywords: peptic ulcer disease, matrix metalloproteinases, polymorphism, associations, gender.
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Анализируются закономерности случайной дивергенции фамильного состава популяции ограни-
ченного размера, приближенно рассматриваемой в дискретном времени с неперекрывающимися
поколениями. Предполагается, что фамилии передаются потомкам патрилинейно. На относитель-
но малом промежутке времени t/NE(t), где NE(t) – средний гармонический эффективный размер
популяции за t поколений, систематическими давлениями можно пренебречь. Фамильный состав
очередного поколения τ формально является случайной выборкой размера Ne(τ)/2 из фамилий
мужской составляющей родительской популяции, размера в 4 раза меньшего, чем количество гамет
2Ne(τ), формирующих новое поколение, Ne(τ) – эффективный размер популяции в поколении τ. В
результате фамильная микроэволюция приближенно рассматривается как аналог процесса случай-
ного генного дрейфа, одновременно протекающего в той же самой популяции с вчетверо меньшей,
чем для фамилий, интенсивностью. Роль концентрации гомозигот при анализе фамильной струк-
туры играет вероятность случайной встречи индивидуума с однофамильцем, а гетерозигот – веро-
ятность встречи индивидуумов с разными фамилиями. Результаты не предполагают монофилии фа-
милий и описывают умозрительную теоретическую совокупность популяций-реплик, как бы про-
шедших заново микроэволюционную историю рассматриваемой популяции в тех же условиях.
Введено понятие фамильного аналога коэффициента инбридинга. Он практически превышает в
4 раза традиционный показатель инбридинга С. Райта. Оценивание коэффициента инбридинга ре-
альных подразделенных популяций дает представление о статистической корреляции гомологич-
ных генов объединяющихся гамет и не дифференцирует ситуации механической смеси субпопуля-
ций или их общего происхождения. Лишь когда микроэволюция реальных субпопуляций с общим
корнем независима, коэффициент инбридинга прямо связан с идентичностью генов по происхож-
дению.

Ключевые слова: теоретическая популяционная генетика, популяции с неперекрывающимися поко-
лениями, коэффициент инбридинга, дрейф фамилий, случайный генный дрейф, математические
модели.
DOI: 10.31857/S001667582110009X

Интерес к популяционным фамильным дан-
ным у человека связан с задачами истории, гео-
графии заселения и миграций, происхождения,
генеалогии населения [1, 2] и обусловлен просто
вниманием людей к своим корням. Особенно ва-
жен также генетический аспект изучения фа-
мильной структуры популяций [3–7]. Обширная
библиография применения фамилий в популяци-
онно-генетических исследованиях представлена
в [8], критические моменты использования дан-
ных по изонимным бракам подчеркиваются в [9].
Применению моделей популяционной генетики
в анализе фамильной структуры посвящены ра-
боты [10, 11] и др.

Во многом направления фамильных исследо-
ваний объединяет ожидание кровнородственной
связи (патрилинейная передача фамилий соот-
ветствует передаче Y-хромосомы) между людьми
с одной фамилией (изонимными) и возможность
получения информации о внутри- и межпопуля-
ционном родстве [12]. С формализацией родства
в терминах идентичности генов по происхожде-
нию можно познакомиться в [13, 14].

При изучении фамилий особый интерес вызы-
вает связь коэффициента родства и инбридинга
популяции с распространенностью в ней однофа-
мильцев. Как известно, между передачей потом-
кам фамилии и передачей родительских генов
имеются параллели. В определенной степени фа-
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милии являются аналогами множественных алле-
лей аутосомного локуса. Одним из показателей
родства служит коэффициент инбридинга попу-
ляции, важный, например, для понимания струк-
туры наследственной отягощенности населения
[15]. Фамильные данные вносят свой вклад в оцени-
вание инбридинга популяции и генетической струк-
туры [4]. Здесь сделаем замечание относительно ин-
терпретации коэффициента инбридинга. Данный
показатель был введен С. Райтом в 1921, 1922 гг. для
диаллельных локусов (см., например, [14]) как ста-
тистическая корреляция между гомологичными ге-
нами объединяющихся гамет в генотипе особи.
Позднее широкое распространение получило
определение коэффициента инбридинга как ве-
роятности идентичности по происхождению ал-
лелей (т.е. точных копий аллеля общего предка)
индивидуума.

Понятно, что возникновению инбредности
благоприятствует подбор родительских пар, свя-
занных родством, например, при искусственном
отборе. Может показаться неожиданным, но при
случайном выборе супруги в популяции ограничен-
ного размера вероятность идентичности аллелей по
происхождению будет ненулевой. Объяснением
возникающей инбредности в такой популяции слу-
жит случайный генный дрейф, приводящий к нена-
правленным колебаниям концентраций аллелей
от поколения к поколению. При относительно
малом количестве поколений процесс дрейфа фа-
милий отличается от генного дрейфа тем, что для
первого из них время течет приближенно в 4 раза
быстрее. В дальнейшем мы целиком фокусируемся
на анализе возникновения инбредности популяции в
результате случайного дрейфа как фактора увели-
чения вероятности идентичности аллелей по про-
исхождению и дивергенции популяций.

Цель настоящей серии работ в адаптации анализа
генного дрейфа применительно к распределению фа-
милий в популяциях, в систематическом изложении
соответствующих результатов относительно фа-
мильной структуры и коэффициента инбридинга в
статике, динамике и асимптотике на относительно
малом времени дивергенции (малых коэффициентах
инбридинга), а также в выявлении связи между ха-
рактеристиками фамильной и генетической струк-
тур. Показано, что при относительно малом време-
ни доминирующим фактором динамики является
случайный выборочный дрейф, приводящий к
дивергенции популяции от начального состояния
и дивергенции друг от друга популяций с общим
происхождением на начальным этапе их микроэ-
волюции.

В последующих частях данной работы планиру-
ется анализ зависимости от времени характеристик
дивергенции возможных фамильных состояний,
получение точных в рамках модели зависимостей
характеристик от времени и их аппроксимаций

при относительно малой длительности дивер-
генции. Использование понятия относительно-
го времени и его связи с фамильным аналогом ко-
эффициента инбридинга показывает, что время для
фамильного дрейфа течет в 4 раза быстрее, чем для
одновременно протекающего в популяции дрейфа
генов.

В дальнейших публикациях для анализа фамиль-
ного дрейфа будет применяться преобразование со-
стояний для стабилизации темпа дивергенции. При
использовании углового расстояния между началь-
ным и текущим состояниями случайные изменения
расстояний будут изотропны, и приближенно у
квадрата расстояния будет распределение хи-
квадрат, что позволяет оценивать коэффициент
фамильного инбридинга (который вчетверо больше
коэффициента инбридинга С. Райта, традиционно-
го в популяционной генетике). Кроме того, деталь-
но анализируется связь вероятности случайной
встречи двух изонимных индивидуумов с вероят-
ностью идентичности по происхождению гомо-
логичных аллелей объединяющихся гамет в ди-
плоидных генотипах индивидуумов.

Кратко коснемся обозначений и терминологии.
Под концентрациями фамилий в популяции под-
разумеваются концентрации однофамильцев. Если
используется информация о фамилиях мужчин и
женщин, то у женщин имеются в виду девичьи фа-
милии. Термины “вероятность наблюдения пары
однофамильцев, вероятность случайной встречи
двух однофамильцев, появление изонимной пары в
результате случайного выбора двух индивидуумов”
являются синонимами. Векторы набраны полу-
жирным шрифтом, к обозначениям фамильных
аналогов популяционно-генетических характери-
стик добавлено окончание s. Характеристики ин-
дивидуумов и их пар пишутся строчными буквами,
а популяционные характеристики – заглавными
(например, f и F), символ ◄ обозначет конец дока-
зательства.

О СЛУЧАЙНОМ ВЫБОРОЧНОМ
ДРЕЙФЕ ФАМИЛИЙ

Чтобы проанализировать связь динамики рас-
пределения фамилий в популяции с передачей по-
томкам наследственной информации, желательно
хорошо представлять себе особенности этих про-
цессов изолированно. В определенной степени
фамилии являются аналогами множественных
аллелей одного аутосомного локуса. Публикаций
по однолокусной генетической структуре попу-
ляций конечного размера гораздо больше, чем по
особенностям распределения фамилий. Поэтому
обратимся к анализу фамильной структуры.

Проведем ее исследование в максимально про-
стой ситуации с выполнением предположений, ис-
пользуемых в популяционной генетике. Пусть по-
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коления не перекрываются. Конечно, у человека
существует перекрывание, но использование ре-
зультатов, полученных для модели с неперекры-
вающимися поколениями (например, закона
Харди–Вайнберга), обычно не приводит к проти-
воречиям и эффективно при анализе генетиче-
ской структуры популяций человека.

Положим, что фамилии передаются патрили-
нейно от отца к сыну без изменений, в браке супру-
га принимает фамилию мужа. Очевидно, после за-
ключения браков фамильная структура у супругов
как мужчин, так и женщин одинакова, и учет фами-
лий женщин после брака (дублей фамилий супру-
гов) неинформативен. Все это свидетельствует о
том, что можно отказаться от использования данных
по фамилиям женщин и изучать только фамиль-
ную структуру мужчин – ведь даже если бы фа-
мильный состав женщин изменялся произвольно
это не оказывало бы никакого влияния на фами-
лии у мужчин в последующем.

Однако в некоторых отношениях использова-
ние девичьих фамилий женщин целесообразно,
например при анализе изонимных браков. Доба-
вим к этому дополнительные соображения о роли
женщин в анализе фамильного состава. Рассмот-
рим популяцию в произвольном поколении τ. В
нем фамильный состав совместно мужчин и деви-
чьих фамилий у женщин в популяции размера N(τ)
является случайной выборкой с возвращением объ-
ема N(τ) (включающей выборки фамилий по каж-
дому полу) из совокупности фамилий у родите-
лей-мужчин предыдущего поколения. Если наша
задача состоит в оценивании фамильного состоя-
ния в предыдущем поколении τ – 1, то источником
информации будут как фамилии мужчин, так и де-
вичьи фамилии женщин общим количеством N(τ)
– размером всей случайной выборки из фамилий
у родителей-мужчин.

Если же задача состоит в предсказании свойств
фамильного состояния в следующем поколении, то
они определяются размером N(τ + 1)/2 случайной
выборки (дающей фамильный состав мужчин в
очередном поколении τ + 1) из фамилий мужчин
в момент τ. Таким образом, оценивание предыду-
щего состояния точнее, чем предсказание следую-
щего, если не принимать во внимание динамику
численности.

Итак, при изучении динамики фамильной
структуры можно ограничиться анализом данных
только по мужчинам, численность которых при
образовании семей обозначим как N/2. Именно к
стадии заключения браков будем относить фа-
мильное состояние, или фамильную структуру
популяции – концентрации фамилий среди муж-

чин. Хотя далее будем говорить об N как общем раз-
мере популяции с учетом обоих полов, эта интерпре-
тация условна и базовой величиной является N/2.

Динамика распределения фамилий обусловле-
на различиями в количестве детей, оставляемых
родительскими парами, точнее различиями в числе
сыновей. В этом отношении носителей фамилий
полагаем равнозначными (нейтральными), а разли-
чия в размере семей чисто случайными. Каждый
индивидуум следующего поколения с равной ве-

роятностью  является потомком любого из

N/2 родителей-отцов предыдущего поколения.
Повторим, что при этом фамильный состав (фа-
мильное состояние) мужчин следующего поколе-
ния удовлетворяет условиям случайной выборки
с возвращением размера N/2 из совокупности фа-
милий родительского поколения. Понятно, что
фамильный состав поколения потомков наследу-
ет родительский с выборочной ошибкой, накап-
ливающейся в поколениях.

Эта схема известна в популяционной генетике
как модель Райта–Фишера. В ней генетический
состав нового поколения диплоидной популяции
является результатом 2N случайных испытаний
(N – размер популяции с учетом женщин и 2N –
количество гамет, формирующих N диплоидных
потомков). Вероятность при каждом из 2N испы-
таний получить i-ю гамету равна ее концентрации
pi в пуле гамет родителей. У нас аналогично но-
вый фамильный состав мужской части популяции
размера N/2 на следующем шагу является случай-
ной выборкой N/2 фамилий родителей с прису-
щими выборкам отклонениями от состояния ро-
дительского поколения.

Здесь имеется полное сходство с генетической
моделью гаплоидной популяции (или диплоидной
со случайным скрещиванием), рассматриваемой в
отношении одного (аутосомного) локуса с множе-
ственными аллелями. Роль фамилий играют аллели.
Аналогом пар индивидуумов с разными фамилия-
ми (следовательно, с разными родоначальниками)
являются гетерозиготы, а аналогом пар однофа-
мильцев будут гомозиготы. Согласно свойствам
независимых биномиальных испытаний с веро-
ятностью успеха pi дисперсия V(xi) возможных
значений доли xi успехов в выборке размера K, т.е.
дисперсия концентрации i-й фамилии находится
как V(xi) = pi(1 – pi)/K.

Отсюда для одной и той же популяции при оди-
наковых фамильном и генетическом состояниях ин-
тенсивность выборочных колебаний при смене поко-
ления (дисперсия) концентраций фамилий в 4 раза
больше, чем у одновременно протекающего в попу-

1
2
N
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ляции генного дрейфа (выборка фамилий вчетверо
меньше, чем выборка гамет).

В дальнейшем мы воспользуемся следующим
свойством [16] класса моделей стохастических
процессов со случайными и систематическими
изменениями состояния, которому принадлежит
модель Райта–Фишера.

Замечание 1. Пусть состояние популяции разме-
ра N с неперекрывающимися поколениями меняется
за счет независимых случайных выборочных колеба-
ний при смене поколений с дисперсией σ2 порядка
1/N и неслучайного давления систематических
факторов микроэволюции, также вызывающих из-
менения порядка 1/N за поколение.

Тогда, при малой величине отношения t/N, где t
обозначает длительность процесса динамики состоя-
ния популяции в поколениях, давлением систематиче-
ских факторов (отбора, миграций, мутаций) можно
пренебречь.

Доказательство. Для конкретности рассмотрим
модель Райта–Фишера. У нее изменения состояния
популяции за поколение (шаг) не направлены и
случайны. Поэтому среднее значение выборочно-
го отклонения состояния за шаг не характеризует
темп динамики, так как оно равно нулю. Скорость
можно охарактеризовать, например, средним аб-
солютным отклонением за поколение, которое для
отдельной координаты состояния (концентрации
отдельной фамилии) примерно равно 0.8 от средне-
го квадратического отклонения σ в случае нормаль-
ного и близких к нему распределений. Скорость из-
менений квадрата отклонения ненаправленного
случайного процесса можно измерять дисперсией
σ2 состояний за шаг.

В случае некоррелирующих случайных измене-
ний состояний при сменах поколений дисперсия
суммарного отклонения через небольшое количе-
ство t поколений увеличится примерно в t раз, как и
величина систематического отклонения. Значит
среднее абсолютное отклонение будет порядка

=  а порядок систематического 
Для их отношения имеем

Следовательно, когда t мало по сравнению с N,
систематическим отклонением можно прене-
бречь как много меньшим по сравнению с абсо-
лютным. ◄

2tσ 1 ,t N 1 .t N

1 ( 1 )

1 при 1 (при 1).

t N t N

N t N t t N

× × =
= @ @ !

ФИНАЛЬНЫЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ 
ПОСЛЕДСТВИЯ ВЫБОРОЧНЫХ 

КОЛЕБАНИЙ ФАМИЛЬНОГО
СОСТАВА ПОПУЛЯЦИИ

Рассмотрим гипотетическую исходную (родона-
чальную) популяцию (без предположения о монофи-
лии фамилий, но на промежутке времени, когда му-
тациями и миграциями фамилий можно пренебречь).
Пусть pi обозначает концентрацию i-й фамилии
среди родоначальников. Фамильный состав по-
пуляции в следующем поколении моделируется
как состав случайной выборки с возвращением из
фамилий родителей. Очевидно, что вероятность
выбрать i-ю фамилию из совокупности, где ее кон-
центрация равна pi, совпадает с pi. Изменчивость
вклада родоначальников в концентрацию i-й фами-
лии в следующем поколении обусловлена случай-
ностью результатов ряда биномиальных испытаний
с вероятностью успеха pi (появления потомка с i-й
фамилией) и неудачи 1 – pi (появления потомка с
любой другой фамилией). Обозначим через xi
концентрацию i-й фамилии в следующем поколе-
нии. Напомним, что согласно свойствам биноми-
альных испытаний у выборки размера K будут
следующие характеристики:

(1)

где E{xi} обозначает теоретическую среднюю ве-
личину (математическое ожидание) для случай-
ных значений xi (E{xi|pi} – математическое ожида-
ние xi при условии вероятности успеха pi), а V(xi) –
дисперсия случайной величины xi (у нас диспер-
сия возможных концентраций i-й фамилии xi в
выборке, т.е. новом поколении).

Ремарка 2. Термин “ожидаемая величина (ма-
тематическое ожидание)” понимается следую-
щим образом. Пусть в одних и тех же условиях из
родительской популяции многократно и незави-
симо производятся случайные выборки одного и
того же размера. У каждой выборки может быть
свой фамильный состав, т.е. у нас состав популя-
ции нового поколения, отличающийся в общем
случае от состава другой выборки. Такие популя-
ции-реплики образуют умозрительную теорети-
ческую совокупность. Ее характеризуют среднее
(ожидаемое) значение xi (или каких-либо характе-
ристик популяции, выражающихся через x ≡ {xi}), а
также дисперсия значений xi. Точно так же на-
блюдаемые результаты случайного процесса мик-
роэволюции популяции при его повторении в тех
же условиях не совпадут друг с другом. Здесь теоре-
тическую совокупность образует множество воз-
можных результатов-реплик популяции, повторя-

2

{ } { }

( ) {
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ющей заново микроэволюцию. Среднее значение xi
в теоретической совокупности является математи-
ческим ожиданием xi. Ee характеристики обычно
находятся математически.

Ожидаемую величину x, обозначаемую как E{xi},
следует отличать от выборочной средней величины

 (это сумма наблюдаемых величин, деленная на
число наблюдений). Значение E{xi} является кон-
стантой (для биномиальных испытаний она равна
вероятности успеха p), а  является случайной ве-
личиной, варьирующей от выборки к выборке (у
нас  совпадает с концентрацией фамилии, рав-
ной суммарному количеству однофамильцев с
данной фамилией, деленному на размер выбор-
ки, причем дисперсия  равна p(1 – p)/K).

Теоретически выборочные колебания концен-
траций xi приводят в конце концов к такому фа-
мильному состоянию популяции, когда она будет
целиком состоять из однофамильцев (см. далее).
Разумеется, данный теоретический предел не до-
стигается в реальности, хотя бы потому, что предпо-
сылки модели не могут строго выполняться неогра-
ниченно долго. Промежуточные стадии процесса
случайного дрейфа многократно наблюдались в ма-
лых деревнях России, где резко преобладала одна
или несколько фамилий. Такая ситуация описы-
валась не раз в художественной литературе упо-
минаниями типа “у нас в деревне все Смирновы”.
Меня поражала картина, когда большинство жи-
телей деревни оказываются однофамильцами.
Например, при изучении популяций европейского
севера России [17] встретилась деревня с 91% одно-
фамильцев при общем числе жителей 126 человек.
Для городского человека такая ситуация парадок-
сальна. Так, когда я учился в школе в подмосков-
ном городе с населением порядка 45 тыс. человек,
в моем классе совсем не было однофамильцев.

Результат 3. Пусть фамильные (генетические)
состояния популяции с неперекрывающимися поко-
лениями формируются как последовательности не-
зависимых случайных выборок с возвращением (вло-
женных выборок) фамилий (аллелей) из фамилий
(аллелей) родительского поколения. Тогда:

1) закономерности случайного процесса измене-
ний фамильного состава популяции определяются
ее мужской составляющей и соответствуют про-
цессу генного дрейфа по одному аутосомному локусу
с множественными аллелями (аналогами фамилий)
в той же самой популяции;

2) хотя закономерности дрейфа фамилий такие
же, как для синхронно идущего в популяции генного
дрейфа, интенсивность дрейфа фамилий, фигураль-
но говоря, вчетверо выше, чем дрейфа генов, при
одинаковых фамильном и генетическом состояниях.

x

x

x

x

Доказательство. 1. Выборочная природа колеба-
ний фамильного состава популяции воспроизводит
свойства популяционно-генетической модели слу-
чайного генного дрейфа в популяции ограничен-
ной численности при панмиксии. Это доказывает
соответствие между процессами генного дрейфа и
дрейфа фамилий, закономерности которых пред-
ставляют собой закономерности последователь-
ности вложенных выборок.

2. Как показано выше, в одной и той же попу-
ляции процесс генного дрейфа соответствует по-
следовательности вложенных выборок в 4 раза
большего размера (численности гамет), чем вы-
борок в процессе дрейфа фамилий (численности
мужчин). Тем самым интенсивность дрейфа фа-
милий, если измерять ее дисперсией возможных
концентраций фамилии (аллеля) в выборке, будет
вчетверо больше, чем для дрейфа генов при оди-
наковых фамильном и генетическом состояниях. ◄

Для вычисления математических ожиданий
полезна следующая формула полного математиче-
ского ожидания какой-либо числовой характери-
стики X:

(2)

Здесь A – объединение событий {Ai}, представля-
ющих собой полную систему несовместимых слу-
чайных событий, реализующихся с вероятностя-
ми {Pr(Ai)} и таких, что обязательно происходит
одно из событий системы; E{X|Ai} обозначает
условное (условие пишем после вертикальной
черты) математическое ожидание для X при усло-
вии реализации соответствующего случайного
события Ai. Например, в искусственной ситуации,
когда полная система состоит из городских и сель-
ских жителей, средний рост населения E {рост} ра-
вен E {рост|житель города} ⋅ Pr(житель города) +
+ E{рост|житель села} ⋅ Pr(житель села).

Результат 4. Пусть в популяции с неперекрываю-
щимися поколениями при заключении браков жена по-
лучает фамилию мужа. Положим, что фамилии на-
следуются патрилинейно, равноценны (нейтральны) в
отношении их передачи потомкам, у каждого из ко-
торых с равной вероятностью отцом может быть
любой из родительского поколения, а мутациями и
миграциями фамилий можно пренебречь. Тогда:

1) в любом поколении (времени) вероятность слу-
чайно встретить индивидуума с i-й фамилией в на-
угад выбранной популяции из теоретической сово-
купности равна ее концентрации pi в родоначальной
популяции, i = 1, 2, …;

2) в предположении, что с течением времени в
конкретной популяции останутся только однофа-

( ) { { }} { } ( ).i iE X E E X A E X A Pr A= = 
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мильцы, вероятность фиксации i-й фамилии равна
ее концентрации pi среди родоначальников.

Доказательство. Разумеется, в конкретной по-
пуляции концентрация фамилии (вероятность
встречи в ней индивидуума с данной фамилией)
варьирует по поколениям, а постоянно лишь ее
ожидаемое значение на возможных траекториях
динамики. Динамика фамильного состава начина-
ется с формирования первого поколения, состав
которого соответствует результату независимых ис-
пытаний, в каждом из которых потомок с i-й фами-
лией появляется с вероятностью pi (вероятностью
успеха), равной концентрации данной фамилии
среди родоначальников. Пусть xi обозначает кон-
центрацию i-й фамилии в новом поколении. Со-
гласно свойствам биномиальных испытаний (1)
среднее (ожидаемое) значение для доли успехов
E{xi} в испытаниях равно вероятности успеха, т.е.
у нас среди популяций-реплик ожидаемое значе-
ние концентрации i-й фамилии в новом поколе-
нии равно pi. Значит у концентраций и фамилий
нет определенного тренда в отклонениях от своих
начальных значений.

Возможные реализации биномиальных испы-
таний можно интерпретировать как мыслимые
(теоретически возможные) фамильные составы по-
пуляций-реплик, фамильное разнообразие кото-
рых получено в результате повторных случайных
выборок из той же самой родительской популяции.
Тогда E{xi} имеет смысл ожидаемой для популя-
ций-реплик концентрации i-й фамилии и является
функцией начального состояния xi(0) = pi: E{xi(1)} =
= E{xi(1)|xi(0) = pi} = pi.

1. Очевидно, в поколении τ значение концен-
трации i-й фамилии в популяции является слу-
чайной величиной. В следующем поколении τ + 1
при условии xi(τ) для распределения очередного
значения концентрации xi(τ + 1) имеем E{xi(τ +
+ 1)|xi(τ)} = xi(τ) согласно свойствам (1) биноми-
альных испытаний. По формуле полного матема-
тического ожидания (2)

2. Найдем вероятность фиксации i-й фамилии
в предположении случайной утери со временем
всех фамилий, кроме одной (см. далее). Поскольку
E(xi(τ)) = pi в любом поколении, это равенство
выполняется и когда в популяции осталась только
одна из фамилий. Например, пусть i-я фамилия
фиксировалась с неизвестной вероятностью Ui
(тогда ее концентрация xi в популяции равна еди-

{ ( )} { { ( ( ))}} { ( )}
{ ( )} {

1 1 ,
– 1 .( )} (0)

i i i i

i i i i

E x E E x x E x
E x E x x p

τ + = τ + τ = τ
τ = τ = … = ≡

нице) и утерялась с вероятностью 1 – Ui (тогда ее
концентрация равна нулю). Отсюда согласно (2)

ОПИСАНИЕ ДИВЕРГЕНЦИИ
ФАМИЛЬНОЙ СТРУКТУРЫ 

ПОДРАЗДЕЛЕННЫХ ПОПУЛЯЦИЙ

Напомним известные из биометрии свойства
дисперсии случайных величин. Для любой слу-
чайной величины (например, для x с дисперсией
V(x)) имеем

(3)

Перед анализом фамильной структуры обра-
тимся к использованию концепции идентично-
сти по происхождению (ИПП) гомологичных генов
(т.е. точных копий гена некоторого общего пред-
ка) применительно к определению коэффициента
инбридинга. Коэффициентом инбридинга индиви-
дуума f ≥ 0 называется вероятность ИПП его гомо-
логичных генов. Понятно, что согласно данному
определению коэффициент инбридинга f является
случайной величиной, принимающей (как веро-
ятность) значения от 0 до 1 и варьирующей от ин-
дивидуума к индивидууму. Коэффициентом ин-
бридинга популяции F ≥ 0 называется ожидаемый
коэффициент инбридинга у случайно выбранного из
популяции индивидуума (F ≡ E{f} ≥ 0).

В инбредной популяции с концентрациями
{pi} аллелей аутосомного локуса концентрации
{pii} гомозиготных генотипов имеют вид (см., на-
пример, [18]):

Соответственно концентрация  всех го-
мозигот находится как

Концентрацией H(p, F) ≡ 1 –  всех ге-
терозигот будет

{
1 1 0 1 .
} { }

{ }( ) ( )
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Таким образом, инбридинг проявляется в умень-
шении концентрации гетерозигот и увеличении
гомозиготности по сравнению со значениями,
соответствующими соотношениям Харди–Вайн-
берга.

Коэффициент инбридинга можно выразить
через дисперсии концентраций аллелей в популя-
циях-репликах или дисперсии по субпопуляциям
в подразделенной популяции (см. далее).

Проиллюстрируем картину дивергенции фа-
милий в статике (в некоторый фиксированный
момент) на примере умозрительного или реаль-
ного множества из нескольких субпопуляций со
своими фамильными составами из k фамилий.
Такое множество часто называют подразделенной
популяцией. Ее субпопуляции составляют теоре-
тическую или реальную обследованную совокуп-
ность. Обозначим концентрации фамилий по

всем субпопуляциям через xi ≡  Здесь верх-

ний индекс у  дает номер субпопуляции, а
нижний – номер фамилии.

Положим, что у распределения концентрации
i-й фамилии xi по субпопуляциям среднее значе-
ние равно pi, а дисперсия – Vs(xi). Статическую кар-
тину дивергенции фамильного состава в данном
множестве субпопуляций будем описывать с помо-
щью дисперсий {Vs(xi)} и вероятностей {Hsi(x)}
встреч двух индивидуумов с i-й фамилией и с ка-
кой-либо другой, а также с использованием веро-
ятности Hs(x) случайной встречи двух индивиду-
умов с разными фамилиями. Повторим, что ана-
логом для Hsi(x) в популяционной генетике
является концентрация гетерозигот с i-м аллелем,
а для Hs(x) – концентрация всех гетерозигот.

Сделаем небольшое отступление, касающееся
смысла Hs и H. Hs является теоретической кон-
цепцией, относящейся к случайному событию
(наблюдению разных фамилий у пары индивиду-
умов), которое могло произойти или нет, тогда
как H относится к наблюдениям фактически реа-
лизовавшихся событий (и находится подсчетом
гетерозигот). Вероятность Hs можно понимать
двояко. С одной стороны, эту вероятность можно
определить с учетом порядка фамилий как xi(1 – xi),
где xi – концентрация i-й фамилии во всей сово-
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купности популяций как едином целом. С другой
стороны, ее можно понимать как вероятность слу-
чайно выбрать одну из (различающихся) популя-
ций совокупности, скажем с концентрацией xi, за-
тем вычислить в ней значение E{Hsi|x} = xi(1 – xi)
согласно закону Харди–Вайнберга, а уже потом
найти итоговую вероятность результата извлечений
с учетом всевозможных выборов популяции по
формуле (2) полного математического ожидания
E{Hsi} = E{E{Hsi|x}}.

Например, если представить себе, что у всех
субпопуляций одна и та же независимая микро-
эволюционная история после отделения от общего
корня, то состояние j-й субпопуляции соответ-
ствует состоянию на j-й из возможных траекторий
динамики, играющих роль популяций-реплик. В
фиксированный момент времени имеем как бы срез
траекторий, и E{E{Hsi|x}} дает ожидаемое значение
Hsi на траекториях в данный момент. В простейшем
случае M субпопуляций и равновероятного выбо-
ра любой из них значение E{E{Hsi|x}} = E{ (1 –

– )} находится как  Далее
вероятности Hs(x) и Hsi(x) случайных встреч двух
индивидуумов с разными фамилиями, например
Hsi, определим как E{E{Hsi|x}} и будем для этого
использовать более прозрачное обозначение
E{Hsi(x)}.

Стимулом для предлагаемой формы записи,
приложимой также к широко распространенному
обозначению H для концентрации гетерозигот по
аутосомному локусу в генетике популяций, служит
многозначность данного символа. Так, в популя-
ционной генетике H может относиться к концен-
трации гетерозигот в одной свободно скрещиваю-
щейся популяции, в подразделенной популяции,
состоящей из таких субъединиц, наконец и в умо-
зрительной совокупности популяций с возмож-
ными генетическими состояниями.

Теоретически выводимые свойства статики
умозрительной совокупности популяций сходны
со свойствами реально существующих подразде-
ленных популяций, состоящих из отдельных сво-
бодно скрещивающихся единиц. При первона-
чальном знакомстве с генетикой популяций мне
потребовались усилия, чтобы разобраться можно
ли теоретическую формулу H = 2pi(1 – pi)(1 – F) для
концентрации гетерозигот в популяции со свобод-
ным скрещиванием при накопленной инбредности
прилагать к одной реальной популяции. Ведь в по-
следней согласно закону Харди–Вайнберга H =
= 2pi(1 – pi). Суть противоречия в том, что в первом
случае H фактически подразумевает E{H}, т.е. ха-

( )j
ix

( )j
ix ( )( ) ( )

1
1 .

M j j
i ij

x x M
=

−



ГЕНЕТИКА  том 57  № 10  2021

К АНАЛИЗУ СЛУЧАЙНЫХ ПРОЦЕССОВ ИЗОНИМИИ 1201

рактеристику распределения H по субпопуляци-
ям, а не свойство одной из них.

В приведенных рассуждениях вероятности
Hsi(x), Hs(x) и Hi(x), H(x) рассматривались как
случайные величины. Хотя в реальной подразде-
ленной популяции состояния субпопуляций фик-
сированы, случайность вносит процедура выбора
субпопуляций, например при вычислении мате-
матического ожидания, и можно говорить о веро-
ятности Hsi(x) случайной встречи двух потомков
разных родоначальников (с i-й фамилией и ка-
кой-либо иной). Вернемся к описанию фамильной
дивергенции в заданном множестве субпопуляций с
использованием вероятностного подхода. По фор-
муле полного математического ожидания (2)

где E{Hsi|x} – условное математическое ожидание
Hsi. При условии концентрации xi у i-й фамилии в
популяции с учетом порядка фамилий в паре зна-
чение вероятности Hsi(x) находится однозначно
как xi(1 – xi) аналогично использованию закона
Харди–Вайнберга в популяционной генетике.
Отсюда согласно (3)

где Fs – фамильный аналог F. Когда концентрация

i-й фамилии в j-й популяции равна  то для нее

рассматриваемая вероятность Hsi равна (1 –

). В то же время выбор популяции является
случайным, и Hsi(x) находится с учетом выборов

всевозможных популяций как E{ (1 – )}.
Чтобы подчеркнуть, что подразумевается вычис-
ление ожидаемого значения при случайном вы-
боре популяции (при изменчивости по верхнему
индексу, номеру популяции) этот индекс припи-
шем к символу математического ожидания E как Ej.

Замечание 5. Пусть дана совокупность субпопу-

ляций с концентрациями фамилий  где i – но-
мер фамилии, а j – номер субпопуляции. Обозначим
вектор средних концентраций фамилий для распре-
делений концентраций по субпопуляциям во всей со-
вокупности через p = {pi}, а вектор дисперсий как
{Vs(xi)}.

Тогда в наугад выбранной субпопуляции вероят-
ность случайной встречи пары индивидуумов с i-й
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фамилией и с какой-либо другой Ej{Hsi(x)}, вероят-
ность встречи двух индивидуумов с любыми разными
фамилиями Ej{Hs(x)}, вероятность встречи пары

однофамильцев с i-й фамилией Ej{ } и вероят-
ность встречи пары однофамильцев независимо от
их фамилий 1 – Ej{Hs(x)} выражаются как

Здесь Vs(x) ≡  индекс j у Ej означает
усреднение по субпопуляциям.

Доказательство. По условию Ej{ } = pi. Со-
гласно (3)

Отсюда видно, что ожидаемая вероятность Hsi(x)
встречи двух потомков разных родоначальников
(с i-й фамилией и какой-либо другой) меньше со-
ответствующего случайным встречам значения
pi(1 – pi) на величину межпопуляционной диспер-
сии Vs(xi) – аналог формулы Валунда для подразде-
ленной популяции в популяционной генетике –
см., например, [18, 19].

В фиксированной субпопуляции, скажем с номе-
ром j, вероятность встречи однофамильцев с i-й фа-

милией теоретически равна  а в случайно
выбранной как ожидаемое значение этой вероят-
ности при всевозможных результатах выбора:
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ПАСЕКОВ

Вероятность встречи двух индивидуумов с раз-
ными фамилиями равна дополнению до единицы
вероятности встречи однофамильцев. Пусть x обо-
значает вектор концентраций всех фамилий во всех
популяциях. Тогда вероятностью Hs(x) случай-
ной встречи в одной популяции двух индивидуу-
мов с разными фамилиями с учетом формулы (3)
будет

Здесь Ej{Hs(x)} и Vs(x) дают представление о
картине дивергенции субпопуляций внутри всей
реальной или умозрительной совокупности. В
подразделенной популяции (или в умозритель-
ной совокупности популяций-реплик) вероят-
ность Ej{Hsi(x)} встречи индивидуумов с i-й фа-
милией и с какой-то другой меньше соответству-
ющего случайным встречам значения pi(1 – pi) на
величину межпопуляционной дисперсии Vs(xi).
Одновременно вероятность Ej{Hs(x)} встречи по-
томков разных родоначальников с учетом всех

фамилий меньше значения 1 –  = Hs(p), со-
ответствующего случайным встречам, на величи-
ну Vs(x). В то же время вероятность случайно
встретить своего однофамильца с i-й фамилией,

напротив, больше значения  соответствующе-
го случайным встречам во всем множестве как
единой популяции, на величину межпопуляци-
онной дисперсии Vs(xi).

ДИВЕРГЕНЦИЯ СУБПОПУЛЯЦИЙ
И КОЭФФИЦИЕНТ ИНБРИДИНГА

Приведенные факты соответствуют эффектам
инбридинга в генетике популяций. В генетическом
контексте роль фамилий играют аллели, роль пар с
разными фамилиями – гетерозиготы. При концен-
трации xi у i-го аллеля по формуле С. Райта (см., на-
пример, [14, 18]) в инбредной популяции ожидае-
мой долей гетерозигот E{xi(1 – xi)} будет pi(1 – pi) ×
× (1 – F), где F – коэффициент инбридинга. Для
фамилий E{xi(1 – xi)} можно записать, как показа-

но выше, в терминах  в виде
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Здесь видны параллели с дефицитом гетерозигот
(нарушением закона Харди–Вайнберга) в попу-
ляционной генетике, а Fs ≡ Vs(xi)/pi(1 – pi) является
фамильным аналогом случайного коэффициента
инбридинга F. Таким образом,

Отсюда

Значит Fs можно представить как Fs = Vs(x)/(1 –
) = Vs(x)/Hs(p). В итоге для фамильной и

популяционно-генетической структур имеем

(4)

где V(x) ≡  – сумма дисперсий концентра-
ций аллелей.

ОБСУЖДЕНИЕ
Итак, существует значительное сходство меж-

ду фамильной и генетической структурами, обя-
занное соответствию фамилий множественным
аллелям аутосомного локуса и общей выбороч-
ной природе процессов случайного дрейфа фами-
лий и генов. Закономерности случайного дрейфа
проявляются как свойства популяций-реплик,
составляющих умозрительную теоретическую со-
вокупность популяций с тождественной историей
дивергенции от начального состояния и между со-
бой. В каждый момент времени состояния реплик
соответствуют срезу состояний на возможных тра-
екториях динамики популяции, иначе говоря как
бы множеству состояний подразделенной попу-
ляции, состоящей из таких реплик.

Для анализа реальных подразделенных попу-
ляций можно использовать приведенные в насто-
ящей статье формулы, которые в равной степени
приложимы как к совокупности субпопуляций с об-
щим происхождением, так и к произвольному меха-
ническому набору случайно скрещивающихся субпо-
пуляций. Например, популяционно-генетический
аспект анализа подразделенной популяции (со-
стоящей из удовлетворяющих соотношениям
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Харди–Вайнберга субпопуляций) показывает на-
рушение этих соотношений в популяции как еди-
ном целом. В подразделенной популяции будет
наблюдаться дефицит гетерозигот (эффект Ва-
лунда, хотя внутри каждой отдельной субпопуля-
ции дефицита нет).

Ситуация аналогична дефициту встреч инди-
видуумов с разными фамилиями по сравнению с
ожидаемым при всеобщих чисто случайных встре-
чах в популяции как едином целом. В статике дефи-
циту соответствует коэффициент инбридинга, т.е.
дивергенция субпопуляций, а динамика геноти-
пической структуры подразделенной популяции
рассматривалась, например, в [20]. Свойства ге-
нетических процессов в подразделенных популя-
циях анализировались также в [21] и [22].

Обратим внимание, что интерпретация коэф-
фициента инбридинга зависит от характера субпо-
пуляций в подразделенной популяции. В общем
случае коэффициент инбридинга F в (4) численно
равен статистической корреляции между гомоло-
гичными генами объединяющихся гамет как для
произвольной механической смеси случайно скре-
щивающихся субпопуляций, так и для совокупно-
сти субпопуляций с общим происхождением. Полу-
чение оценки F не позволяет определить с какой си-
туацией имеет дело исследователь.

Лишь в случае общего происхождения коэффи-
циент инбридинга свидетельствует об идентичных
по происхождению генах у субпопуляций, а ста-
тистическая корреляция связана с вероятностью
идентичности по происхождению пары аллелей,
образующих генотип индивидуума по рассматри-
ваемому локусу. В общем случае динамика род-
ственных популяций не будет независимой, и
процедура оценивания коэффициента инбри-
динга должна учитывать характер их происхожде-
ния и условия микроэволюции.

Подчеркнем, что в любом случае существова-
ние корреляции между гомологичными генами
объединяющихся гамет влияет на концентрации
генотипов и тем самым определяет, например,
ответную реакцию генетической структуры на
действие отбора.

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.
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To Analysis of Random Processes of Isonymy. I. Isonymic Structure
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The regularities of random dynamics of the surname composition in a population of limited size are analyzed.
Population is approximately considered in discrete time with non-overlapping generations. Patrilinear sur-
name inheritance is assumed. At a relatively small time interval t/NE(t) where NE(t) is an average harmonic
effective population size over t generations, systematic pressures can be neglected. The surname composition
of the next generation is a random sample of the size Ne(τ)/2 from the surnames of the male component of
the parent population, where Ne(τ) is effective size in the generation τ. As a result, surname microevolution
is approximately considered to be an analogue of the process of random genetic drift which simultaneously
proceeds in the same population with four times less intensity than for surnames. The role of homozygote
concentrations in the analysis of surname structure is played by the probability of a random encounter of an
individual with a namesake, heterozygote concentrations correspond to the probability of encounter of indi-
viduals with different surnames. The results do not suggest surname monophilia and refer to a speculative the-
oretical set of replica populations, as if having repеated the microevolutionary history of the population in
question under the same conditions. The concept of a surname analogue of the inbreeding coefficient has
been introduced. It is almost four times the traditional S. Wright’s inbreeding coefficient. Estimating the in-
breeding coefficient of real subdivided populations gives the statistical correlation of homologous genes of
uniting gametes and does not differentiate situations of a mechanical mixture of subpopulations or their com-
mon origin. Only when the microevolution of real subpopulations with a common root is independent, the
inbreeding coefficient is directly related to the identity of genes by descent.

Keywords: theoretical population genetics, populations with non-overlapping generations, inbreeding coeffi-
cient, random drift of surnames, random genetic drift, mathematical models.
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Проведен анализ изменчивости межгенных спейсеров petN–psbM, trnD–trnT, trnL–trnF и trnS–trnG
хлоропластной ДНК у охраняемых близкородственных видов можжевельников Juniperus excelsa,
J. polycarpos и J. foetidissima на территории Кавказа и Крыма – северных пределах своего распростра-
нения. Анализ молекулярной дисперсии показал высокую степень дифференциации трех таксонов
(GCT = 0.9905, P < 0.0001). Всего выявлено семь гаплотипов. Высоким генетическим разнообразием
характеризуется популяция J. foetidissima из Армении (Н = 0.442), меньшим – J. excelsa (Н = 0.200);
популяции J. polycarpos оказались мономорфными. Изученные образцы, совместно с включенными
в анализ образцами из Генбанка с основной части ареала, сформировали три клады, соответствую-
щие трем таксонам с высокой статистической поддержкой.

Ключевые слова: petN–psbM, trnD–trnT, trnL–trnF и trnS–trnG, популяционная структура, генетиче-
ская изменчивость.
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Таксономическая идентификация вида сво-
дится к его комплексной оценке по морфологии,
анатомии, биологии развития, географии, эколо-
гии и др. признакам, на которых основывается
фенотипическая систематика. В свою очередь до-
полнением к классической феносистематике слу-
жат данные геносистематики, позволяющие прояс-
нить и упорядочить таксономическую структуру
близкородственных видов.

Объекты исследования – можжевельник мно-
гоплодный Juniperus polycarpos C. Koch, можже-
вельник высокий J. excelsa Bieb. и можжевельник
вонючий J. foetidissima Willd – виды со схожей
морфологией, представители секции Sabina. Это
редкие и охраняемые виды, реликты, занесенные
в Красную книгу России [1] или региональные
Красные книги [2–4]. Область их распростране-
ния – Черноморское побережье Кавказа (от Анапы
до Геленджика), Крым, Дагестан; за пределами
России встречаются на Балканах, в Юго-Западной
Азии (Иран, Афганистан, Турция, Сирия, Ливан,
Ирак).

Исследуемые виды – древовидные можже-
вельники, образующие разреженные леса и ред-

колесья. Можжевеловые редколесья Кавказа и
Крыма подразделяются на два географических ва-
рианта. Первый – восточносредиземноморский,
распространен на Черноморском побережье Кав-
каза (в р-не г. Новороссийск) и в Южном Крыму
и образован мезоксерофитами J. excelsa и J. foe-
tidissima. Второй – западноиранский, распростра-
нен в Восточном и Южном Закавказье (Армения,
Азербайджан) и в Дагестане; образован ксерофитом
J. polycarpos [5]. Оба типа редколесий представля-
ют собой уникальные растительные сообщества
арчовников, включающие много редких и охра-
няемых видов, и, таким образом, выполняют
важную экологическую функцию [6, 7].

В широком понимании J. excelsa s.l. включает
J. polycarpos и J. excelsa, а также распространенные в
Средней Азии J. seravschanica Kom и J. turcomanica
B. Fedtsch., образуя комплекс морфологически
сходных таксонов. Таксономический статус этих
видов менялся неоднократно [8], но и сегодня си-
стематическое положение J. polycarpos и J. excelsa,
произрастающих на Кавказе, остается спорным.
Так, например в “Конспекте флоры Кавказа” [9]
J. polycarpos приводится в ранге подвида (J. excelsa

УДК 575.22(470.67:479.25:477.75)

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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subsp. polycarpos), но многими авторами рассмат-
ривается в качестве самостоятельного вида [10–
13]. Видовой статус J. foetidissima не считается
спорным, однако схожая экологическая приуро-
ченность и совместное произрастание с J. polycar-
pos или J. excelsa (например в Краснодарском крае
и Армении) часто затрудняет его видовую иден-
тификацию по морфологическим признакам.

Молекулярно-генетические исследования всех
трех видов и близкородственных им представлены в
многочисленных работах [13–18] и наиболее по-
дробно проанализированы в монографической
сводке по роду Juniperus [19]. Анализ распростра-
нения видов проведен для территории Турции,
Ливана, Греции, Болгарии, Азербайджана, Арме-
нии, Ирана, за рамками данных исследований
оказались территории Западного и Восточного
Кавказа (Краснодарский край, Дагестан), Крыма
и Закавказья [12].

В настоящей работе проведена оценка пара-
метров генетического разнообразия и структуры
природных популяций J. excelsa, J. polycarpos и
J. foetidissima на северных территориях (пределах)
распространения, выявлены генетические связи
с представителями из основной части ареала с
использованием межгенных спейсеров хлоро-
пластной ДНК (хпДНК). Данные о генетической
изменчивости и уточнении таксономии этих ви-
дов дополнят информацию о видообразовании в
секции Sabina, а также будут актуальны при раз-
работке природоохранных мер.

Всего проанализировано 48 образцов можже-
вельника из шести природных популяций. J. ex-
celsa – 17 особей, J. polycarpos– 15 особей, J. foe-
tidissima – 16 (табл. 1). Тотальную ДНК выделяли
СТАВ-методом [20] из высушенных в силикагеле
листьев. Амплификацию некодирующих регио-
нов petN–psbM, trnD–trnT, trnL–trnF и trnS–trnG
проводили с использованием универсальных
праймеров, температурных режимов и протоко-
лов, рекомендованных для этих регионов в работе
F. Hojjati с соавт. [13]. Нуклеотидные последова-
тельности регионов хпДНК определяли на генети-

ческом анализаторе ABI 3130 (Applied Biosystems,
USA); выравнивание и объединение в единую
матрицу проводили в программе BioEdit [21]. Рас-
чет числа гаплотипов (Nh), показателя гаплотипи-
ческого разнообразия (H), уровней дифференци-
ации и распределения генетической изменчиво-
сти внутри и между популяциями (анализ
молекулярной дисперсии, AMOVA) проводили в
программе Arlequin v. 3.5.1.2 [22]. Дерево отноше-
ний гаплотипов хпДНК построено в программе
Network v. 4.6.1.2 [23]. Филогенетическое дерево для
всех образцов построено с использованием байе-
совского анализа в программе MrBayes v. 3.1.2 [24]
на основе модели нуклеотидных замен GTR + G +
+ I. Каждая мутация (мононуклеотидная замена
или индел, независимо от размера), кодировалось
как единичное мутационное событие. Для постро-
ения деревьев включены данные из Генбанка по об-
разцам из основной части ареала. Эти дополни-
тельные образцы выбраны из работы F. Hojjati с
соавт. [13]. Для J. polycarpos образцы под номерами
8761, 14162, 14164, 14166, 14167, 141171; для J. exсelsa –
8785, 8786, 9433, 13720, 13721, 14155, 14742; для
J. foetidissima – 73845, 5645, 5646, 17035, 20431. Га-
плотипы образцов составлены по последователь-
ностям соответствующих фрагментов, взятых из
Генбанка (по номерам, указанным в работе [13]). В
качестве внешней группы выбран Juniperus sabina
образец 14316 из Азербайджана [13], относящийся
к той же секции Sabina (Mill.) Spach.

Длина объединенной последовательности по
четырем фрагментам составила 2916 пн (trnD–
trnT: 679 пн, trnS–trnG: 690 пн, trnL–trnF: 712 пн,
petN–psbM: 835 пн). Выявлено 45 вариабельных
сайтов (табл. 2), из них во фрагменте trnD–trnT –
семь мононуклеотидных замен и два индела; во
фрагменте trnS–trnG – шесть монокуклеотидных
замен; одна динуклеотидная замена и пять инде-
лов; во фрагменте trnL–trnF – четыре мононук-
леотидных замены и три индела; во фрагменте
petN–psbM – девять мононуклеотидных замен,
одна тринуклеотидная и семь инделов. Изменчи-
вость сгруппировалась в семь гаплотипов (h1–h7).

Таблица 1. Географические координаты мест сбора и показатели генетического разнообразия хпДНК в изучен-
ных выборках можжевельника

Примечание. N – размер выборки, Nh – число гаплотипов, H – показатель гаплотипического разнообразия.

Популяции Координаты, 
с.ш./в.д. N Nh H

1. J. excelsa – Крым, Судак 44°52′/34°55′ 7 h6:7 0
2. J. excelsa – Краснодарский край, Геленджик 44°39′/37°56′ 10 h6:(9); h7:(1) 0.200
3. J. polycarpos – Дагестан, Талгинское ущелье 42°52′/47°24′ 5 h5:(5) 0
4. J. polycarpos – Дагестан, Анцух 42°20′/46°27′ 5 h5:(5) 0
5. J. polycarpos – Армения, Вайк 39°41′27′′/45°32′31′′ 5 h5:5 0
6. J. foetidissima – Армения, Овк 40°47′/45°03′ 16 h1:(12); h2:(1); h3:(1); h4:(2) 0.442
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Последовательности набора фрагментов для каж-
дого гаплотипа размещены в Генбанке под номе-
рами доступа MW186935–MW186951.

Распределение гаплотипов в популяциях и их
частоты отображены на рис. 1,а. Для родственных
реконструкций изученные образцы можжевель-
ника были сгруппированы с образцами из Ген-
банка. Медианная сеть генеалогических связей
между гаплотипами выявила три гаплогруппы,
соответствующие трем видам (рис. 1,б). На фило-
генетическом дереве (рис. 1,в) образцы разных
популяций сгруппированы в соответствии с так-
сономической принадлежностью с высокой ста-
тистической поддержкой (PPvalue 0.96–1.00). По
результатам AMOVA генетическая дифференциа-
ция между тремя группами довольно высока: FCT =
= 0.8287 (P < 0.0001), еще выше с учетом родства
гаплотипов: GCT = 0.9905 (P < 0.0001).

Популяция J. foetidissima из Армении оказалась
наиболее полиморфной, в ней встретилось четы-
ре гаплотипа h1–h4 (Н = 0.422, табл. 1). У этих об-
разцов выявлена большая вставка (45 пн) во фраг-
менте trnD-trnT в случае гаплотпов h1 и h3, харак-
терная также для образцов этого вида из Ирана,
взятых из Генбанка (гаплотипы f1 и f3, рис. 1,б;
табл. 2). Для гаплотипа h2 характерна замена нук-
леотида A на T во фрагменте petN–psbM. Эта мута-
ция не встречается у образцов из Генбанка и видимо
характерна только для этой популяции. Гаплотип
h4 соответствует гаплотипу, также встречающе-
муся у этого вида на территории Греции и Ирана
(f2 рис. 1,б; табл. 2).

В изученных популяциях J. excelsa преобладает
гаплотип h6 (рис. 1,а), также широко распростра-
ненный на основной части ареала (гаплотип e3,
рис. 1,б). В популяции из Краснодарского края
встретился гаплотип h7, отличающийся от h6 точ-
ковой заменой во фрагменте trnD–trnT (замена T
на G, табл. 2). Изученные западнокавказские и
крымские образцы формируют совместную кладу
с образцами из Генбанка с территории Греции,
Турции, Болгарии и Ливана, в которых кроме ос-

новного встречаются близкородственные гапло-
типы (гаплотипы e1 и е2, рис. 1,б).

Изученные популяции J. polycarpos из Армении
и Дагестана мономорфны, в них доминирует гапло-
тип h5, распространенный (по данным Генбанка) в
Азербайджане (гаплотип р2 на рис. 1,б) и отличаю-
щийся на одну мутацию от гаплотипа еще двух об-
разцов из Генбанка с территории Азербайджана и
Армении (рис. 1,в).

Таким образом, географическое распределе-
ние гаплотипов и дифференциация по данным
изменчивости хпДНК соответствует трем опи-
санным таксонам.

Между популяциями видов Крыма и Красно-
дарского края (J. exelsa), а также Дагестана и Арме-
нии (J. polycarpos), для которых и была поставлена
основная задача по определению таксономическо-
го статуса, выявлен целый ряд мутаций, поддержи-
вающих самостоятельность каждого из таксонов,
несмотря на схожую морфологию. Морфологиче-
ские различия видов J. polycarpos и J. excelsa сво-
дятся к следующему: у J. polycarpos более толстые
побеги с плотно прижатыми, слегка килеватыми
притупленными листьями, с овальной вздутой
железкой; побеги J. excelsa более тонкие, листья
сильно сизые, на верхушке с длинным остроконе-
чием, со спинки (ниже середины) вогнутые, с
овальной или почти круглой железкой. J. polycarpos
двудомные деревья, J. excelsa – однодомные [10,
25–28]. Общий план анатомического строения
схож у одно-, двух-, трехлетних побегов J. polycar-
pos и J. excelsa c родо- и видоспецифичными при-
знаками. Родоспецифичные: одно- и двулетние
побеги в поперечном сечении двулопастные и
трехлопастные, а трехлетние побеги – трехло-
пастные. Видоспецифичные признаки для J. ex-
celsa – отсутствие каменистых клеток и слабо выра-
женные маслянистые клетки в паренхиме листовых
подушек. У J. polycarpos каменистые клетки распо-
ложены группами или по одному, маслянистые –
собраны в группы. Диаметр побегов в попереч-
ном сечении у однолетних побегов у J. excelsa в 1.5
раза меньше, чем J. polycarpos, однако с возрастом

Таблица 2. Сегрегирующие сайты для семи гаплотипов хпДНК. Референсный гаплотип h1

Примечание: a – TTATAGTACCTAATTAGGTACTATAATGACTTTCCTAGCCTACCTAG; b – GTTCTA; c – AATTAT; d –
CAGATTAGAATCTGGAT; e – TTCTTA; f – AAAAA; g – ATCCAAAA.

Га
пл

от
ип

Позиция нуклеотида

trnD-trnT trnS-trnG trnL-trnF petN-psbM

12 56 90 11
8

33
9

46
4

49
8

55
7

58
9

16 42 52 95 11
6

19
3

20
2

20
3

23
5

29
5

36
0

60
3

14
6

27
8

39
0

48
3

50
8

52
3

54
3

49 12
9

23
8

30
1

36
3

41
4

43
1

44
8

47
9

56
8

58
1

63
9

64
2

64
3

66
1

67
1

67
3

h1 T C A A a T G C – AC A – T T C – G – G – e T A C C TA – C A C TAT G C C C f – – A AAA A A А C C

h2 T C A A – T G C – AC A – T T C – G – G – e T A C C TA – C A C TAT G C C C f – – A AAA A T А C C

h3 T C A A a T G C – AC A – T T C – G – G – e T – C C TA A C G C TAT G C C C f – – A AAA A A А C C

h4 T C A A – T G C – AC A – T T C – G – G – e T A C C TA – C A C TAT G C C C f – – A AAA A A А C C

h5 T A – A – T T T b CТ G c C C C T T d A T – C A G C – – G A A ATA T T G A – – g A AAA T A А A A

h6 A A – C – C T T b CT A – C C A T T d A T – C A G A – – G A A CTA T T G A f T – C – – – – C A

h7 A A – C – C G T b CT A – C C A T T d A T – C A G A – – G A A CTA T T G A f T – C – – – – C A
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Рис. 1. а – местоположение изученных выборок, распределение обнаруженных гаплотипов хпДНК. б – дерево гапло-
типов хпДНК (h1–h7). Поперечные тонкие штрихи на ветвях дерева – мутационные события. Дополнительные гап-
лотипы f1–f3, e1–e3, p1–p2 составлены по последовательностям соответствующих межгенных спейсеров, взятых из
Генбанка. в – филогенетическое дерево изученных образцов J. excelsa, J. polycarpos и J. foetidissima. (*) отмечены образ-
цы, последовательности для которых взяты из Генбанка.

б

в
0.51

а

Украина

Россия
Крым

ЧЕРНОЕ МОРЕ

Турция

Грузия

Армения

Азербайджан

КАСПИЙСКОЕ
МОРЕ

1
2

3

4

5

6

J. sabina

f1*

p1*

h5(p2*)

h6(e3*) e2*

e1*
h7

h2
h3

h1
h4(f2*)

f3*

0.3

J. polycarpos Армения (8761*)
J. polycarpos Азербайджан (14162*)

J. polycarpos Азербайджан (14164*)
J. polycarpos Азербайджан (14166*)
J. polycarpos Азербайджан (14167*)
J. polycarpos Азербайджан (14171*)
J. polycarpos Армения (5 особей)
J. polycarpos Дагестан (10 особей)

0.96

0.97

1

J. exelsa Греция (8785*)
J. exelsa Греция (8786*)
J. exelsa Турция (9433*)
J. exelsa Болгария (13720*)
J. exelsa Болгария (13721*)
J. exelsa Ливан (14155*)
J. exelsa Греция (14742*)
J. exelsa Крым (7 особей)
J. exelsa Краснодарский край (10 особей)

0.70

1

1

J. foetidissima Иран (73845*)
J. foetidissima Иран (17035*)

J. foetidissima Греция (5645*)
J. foetidissima Греция (5646*)
J. foetidissima Иран (4.3*)
J. foetidissima Иран (420 431*)
J. foetidissima Армения (16 особей)

J. sabina
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различия в диаметре поперечного сечения ниве-
лируются [29].

Juniperus foetidissima имеет более заметные
морфологические отличия от J. excelsa. Конечные
веточки у J. foetidissima толще (1.1 мм), чем у J. excelsa
(0.75 мм). Побеги у растения толстые четрыехгран-
ные, листья чешуевидные, слабокилеватые, в отли-
чие от J. excelsa, листья не очень плотно прилегают
к побегу, их кончики как правило заостренные
[33, 34]. Тем не менее, из-за варьирования при-
знаков в зависимости от возраста особей, данные
виды часто трудно отличить друг от друга, особен-
но при их совместном произрастании. Следует от-
метить, что согласно недавним исследованиям,
для J. seravschanica (одного из видов комплекса
J. excelsa s.l.) предполагается происхождение в ре-
зультате древней интрогрессивной гибридизации
между J. foetidissima и J. polycarpos [20], что указы-
вает на их близкое родство и отсутствие репро-
дуктивной изоляции в прошлом. Однако данные
о современной гибридизации между этими вида-
ми отсутствуют.

Таким образом, полученные нами данные по
изменчивости хпДНК образцов из Крыма и Кавка-
за поддерживают тезис о самостоятельности двух
таксонов J. excelsa и J. polycarpos. Наблюдаемая диф-
ференциация отражает существование двух гене-
тических линий – западной и восточной – воз-
никшей в некогда предковом виде в ходе истории
формирования его ареала. Такой паттерн генетиче-
ской структуры согласуется с принадлежностью к
разным типам растительности с определенной
экологической приуроченностью. В изученных
нами популяциях наблюдается снижение генети-
ческой изменчивости (по сравнению с основным
ареалом видов), что характерно для краевых по-
пуляций и объясняется расположением на север-
ных пределах их распространения.

Полученные молекулярно-генетические дан-
ные могут быть использованы для разработки
программ мониторинга и сохранения этих редких
видов, а также для разработки мероприятий по
рациональному природопользованию. Набор из
четырех маркерных фрагментов подходит для
идентификации видов, если это затруднительно
сделать по морфологическим признакам.
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торией д. б. н. В.Л. Семерикову за возможность
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Genetic Variability of Tree Junipers of Section Sabina:
Data from Dagestan, Armenia and Crimea

G. А. Sadykovaa, E. V. Hantemirovab, М. А. Polezhaevab, *, and Kh. U. Alieva

aMountain Botanical Garden of the Daghestan Federal Research Centre
of the Russian Academy of Sciences, Mahachkala, 367000 Russia

bInstitute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Science, Ekaterinburg, 620144 Russia
*e-mail: polezhaevam@mail.ru

There was performed the analysis of the variability of intergenic spacers petN–psbM, trnD–trnT, trnL–trnF
and trnS–trnG chloroplast DNA in the endangered closely related species of junipers Juniperus excelsa,
J. polycarpos and J. foetidissima in the Caucasus and Crimea – the northern limits of their distribution. Anal-
ysis of molecular variance (AMOVA) showed a high degree of differentiation of three taxa (GCT = 0.9905,
P < 0.0001). Have been identified seven haplotypes, in total. The population of J. foetidissima from Armenia
is characterized by high genetic diversity (Н = 0.442); genetic diversity was smaller in J. excelsa (H = 0.200);
the J. polycarpos populations were found to be monomorphic. The studied samples, together with those in-
cluded to the analysis from the genebank from the main part of the range, formed three clades corresponding
to three taxa, with high statistical support.

Keywords: petN–psbM, trnD–trnT, trnL–trnF, trnS–trnG, population structure, genetic variability.
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Механизм специфичного привлечения комплекса дозовой компенсации (КДК) на Х-хромосому
самцов дрозофилы остается нерешенной проблемой. Недавно в качестве фактора, участвующего в
привлечении КДК, был описан ДНК-связывающий белок CLAMP, который связывается с сайтами
первичной посадки (СПП) КДК. Показано, что СПП могут рекрутировать КДК на аутосомы. В
представленной работе проведено исследование способности хорошо описанного СПП поддержи-
вать дистанционные взаимодействия в модельных трансгенных линиях дрозофилы. В результате
получены отрицательные результаты, показывающие, что СПП, с которым связывается белок
CLAMP, не поддерживает дистанционные взаимодействия.

Ключевые слова: дозовая компенсация, CLAMP, дрозофила, ген white, дистанционные взаимодей-
ствия.
DOI: 10.31857/S001667582110012X

Механизм дозовой компенсации у дрозофилы
осуществляется посредством увеличения уровня
экспрессии генов Х-хромосомы самца (Х/Y) в два
раза по сравнению с самками (X/X). За увеличе-
ние уровня экспрессии генов Х-хромосомы сам-
цов отвечает мультисубъединичный комплекс до-
зовой компенсации (КДК), который специфично
связывается с Х-хромосомой самцов. В состав
комплекса дозовой компенсации (КДК) входят
пять белков (MSL1, MSL2, MSL3, MLE, MOF) и
некодирующая РНК (roX1, roX2) [1]. Исходно
КДК привлекается на специфичные последова-
тельности, распределенные по Х-хромосоме –
сайты первичного посадки (СПП), с которых
происходит распространение КДК преимуще-
ственно на кодирующие части генов [2].

Наиболее вероятным механизмом привлече-
ния КДК на Х-хромосому является присутствие в
составе СПП сайтов для транскрипционных фак-
торов (ТФ), которые участвуют в специфичном
связывании с КДК. Однако сравнение последова-
тельностей СПП друг с другом выявило только
обогащение GA-повторами, которые также по-
всеместно распределены на аутосомах [3]. Недав-
но в скрининге ТФ, определяющих способность
СПП-элемента стимулировать транскрипцию в
культуре клеток дрозофилы S2, был найден белок
CLAMP, который содержит семь доменов “цин-

ковые пальцы” С2Н2-типа [4]. In vitro было пока-
зано, что часть белка, содержащая С2Н2-домены
(с четвертого по седьмой), специфично связыва-
ется с GA-повторами [5], которые достаточно ча-
сто находятся в СПП.

Согласно одной из моделей [6], СПП взаимо-
действуют между собой и другими регуляторными
элементами, что способствует специфическому
распространению комплекса вдоль Х-хромосомы.
Для проверки этого предположения в работе бы-
ло исследовано взаимодействие между двумя ко-
пиями ранее охарактеризованного СПП [3] – с
помощью модельной GAL4/white-системы [7] в
трансгенных линиях дрозофилы. Для исследова-
ния был взят участок в 200 пн ранее описанного
СПП, CES5C2 [3], который содержит GA-богатые
мотивы (MRE – Msl Recognition Element), и искус-
ственный ДНК-фрагмент, содержащий GA-повто-
ры (рис. 1,а).

Для исследования дистанционных взаимодей-
ствий между тестируемыми ДНК-фрагментами
была использована ранее разработанная модельная
система, основанная на неспособности дрожжевого
транскрипционного фактора GAL4 активировать
промотор гена white, когда между GAL4-сайтами и
промотором находится ген yellow [7]. Ген white
определяет окраску глаз дрозофилы. Уровень его
экспрессии тестировали по степени пигментации

УДК 575.22:595.773.4

КРАТКИЕ
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Рис. 1. а – используемые в работе ДНК-фрагменты: участок CES5C2, содержащий три GA-богатых мотива (MRE1,
MRE2 и MRE3), и искусственно синтезированная последовательность, содержащая десять GAGA-повторов. б – мо-
дельная система для исследования дистанционных взаимодействий содержит два репортерных гена (yellow, white), де-
сять сайтов посадки дрожжевого активатора GAL4 (10 × GAL4) и уникальную последовательность для количествен-
ного анализа при иммунопреципитации хроматина (U). Контрольные конструкции (1, 2) содержат один ДНК-фраг-
мент (GAGA или CES5C2) перед геном yellow, а конструкции для изучения дистанционных взаимодействий (3, 4, 5) –
два фрагмента (два CES5C2-элемента, две GAGA-последовательности или их комбинацию) перед генами yellow и
white. в – сборка КДК на аутосомном трансгене в цитогенетическом локусе 86F. Иммуноокрашивание политенных
хромосом самцов трансгенной линии (CES5C2)Y(CES5C2)W проводилось антителами против MSL1. г – связывание
белка CLAMP с CES5C2-элементом и GAGA-последовательностью в цитогенетическом локусе 86F на стадии куколки
в трансгенных линиях (CES5C2)Y(CES5C2)W и (GAGA)Y(GAGA)W. В качестве положительного контроля использо-
вался эндогенный СПП (roX2). Иммунопреципитация хроматина выполнялась с использованием антител к белку
CLAMP (Clamp_АТ) и преиммунной сыворотки (rabbit_γ).
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глаз с помощью визуального анализа. Тестиру-
мые ДНК-фрагменты (СES5C2 и GAGA-повторы)
встраивали перед генами yellow и white в конструк-
цию (рис. 1,б), в которой десять сайтов связывания
дрожжевого активатора GAL4 были встроены в
положении –893 пн относительно промотора гена
yellow, и ген white находился с 3'-стороны от гена
yellow. Для исследования взаимодействия между
СПП-элементами и GA-повторами были созданы
конструкции, содержащие два CES5C2-фрагмента
((CES5C2)Y(CES5C2)W), два ДНК-фрагмента с
GAGA-повторами ((GAGA)Y(GAGA)W), а также
комбинацию CES5C2 и GA-повтора ((CES5C2)
Y(GAGA)W). В двух контрольных конструкциях
CES5C2 ((CES5C2)YW) или GAGA-последова-
тельность ((GAGA)YW) были встроены только
рядом с GAL4-cайтами, перед промотором гена
yellow (рис. 1,б).

Для интеграции конструкций в геном был ис-
пользован метод, основанный на сайт-специфич-
ной рекомбинации для интегразы фага φC31 [8].
Все конструкции были встроены в одно место ге-
нома на 3-й хромосоме в положение 86F. Транс-
генная линия y[1] M{vas-int.Dm}ZH-2A w[*];
M{3xP3-RFP.attP}ZH-86Fb) (#24749), содержа-
щая attP-сайт в цитогенетическом локусе 86F и
трансген, экспрессирующий интегразу φC31, бы-
ла получена из коллекции Блумингтона (США).
Ранее было показано, что сайты связывания ар-
хитектурных белков в трансгене, встроенном в
цитогенетический локус 86F, способны за счет
дистанционных взаимодействий поддерживать
стимуляцию промотора гена white за счет GAL4-
активации [9].

Трансгенные линии были получены в резуль-
тате микроинъекции ДНК, содержащей одну из
конструкций, в эмбрионы дрозофилы. В полу-
ченных трансгенных линиях самки имели желтые
глаза, а самцы – немного более интенсивную
пигментацию – темно-желтую окраску. Для ак-
тивации GAL4 проводили скрещивание транс-
генной линии с линией, в которой белок GAL4
экспрессировался под контролем тубулинового
промотора. При скрещивании с любой из двух
трансгенных линий, содержащих контрольную

конструкцию, активация GAL4 незначительно
меняла пигментацию глаз до оранжевой окраски,
но приводила к резкому усилению пигментации
тела и крыльев, что связано со стимуляцией про-
мотора гена yellow, расположенного рядом с
GAL4-сайтами в трансгенных линиях. Таким об-
разом, было подтверждено, что GAL4 может сти-
мулировать только рядом расположенный промо-
тор гена yellow. При индукции экспрессии GAL4 в
трансгенных линиях, содержащих тестируемые на
поддержание дистанционных взаимодействий
сайты, происходила также только активация гена
yellow (табл. 1).

Полученный отрицательный результат может
объясняться неспособностью белка CLAMP свя-
зываться с ДНК-элементами, встроенными на
аутосому, и привлекать к ним белки КДК. Поэто-
му для проверки такой возможности на аутосоме
в трансгенных линиях было исследовано связы-
вание белка MSL1 c политенными хромосомами,
выделенными из слюнных желез (рис. 1,в). У сам-
цов антитела к MSL1 окрашивают только Х-хро-
мосому в политенных хромосомах. Однако в
трансгенной линии (CES5C2)Y(CES5C2) наблю-
дается связывание MSL1 также с сайтом 86F. Та-
ким образом, полученные данные подтверждают
специфичное привлечение КДК на элемент
CES5C2.

С помощью иммунопреципитации хроматина
с последующей количественной ПЦР было также
проанализировано связывание белка CLAMP c
CES5C2 и GAGA-последовательностями в кукол-
ках трансгенных линий. В результате было обна-
ружено, что белок CLAMP связывается с после-
довательностью CES5C2 в составе трансгенной
конструкции намного более эффективно, чем с
GA-повторами (рис. 1,г). Вероятно, слабое свя-
зывание с GA-повторами объясняется конкурен-
цией между CLAMP и транскрипционным фак-
тором GAF, для которого известно эффективное
кооперативное связывание с GA-повторами.

Отсутствие активации репортерного гена white
GAL4-активатором предполагает отсутствие вза-
имодействия между тестируемыми ДНК-фрагмен-
тами, расположенными на большом расстоянии

Таблица 1. Экспрессия гена white в исследуемых трансгенных линиях. Степень экспрессии гена white определя-
лась по интенсивности окраски глаз: Ж – желтый, ТЖ – темно-желтый, О – оранжевый

Трансгенные линии
Пигментация глаз

исходный фенотип GAL4-активация

(GAGA)YW Ж–ТЖ Ж–ТЖ
(CES5C2)YW Ж–ТЖ ТЖ–О
(CES5C2)Y(CES5C2)W Ж–ТЖ Ж–О
(GAGA)Y(GAGA)W Ж–ТЖ ТЖ–О
(CES5C2)Y(GAGA)W Ж–ТЖ ТЖ–О
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друг относительно друга. Таким образом, комплек-
сы белков, которые связываются с элементами
CES5C2, не взаимодействуют между собой. Также
не найдено взаимодействий между комплексами
белков, включающих GAF и CLAMP, которые
взаимодействуют с GA-повторами. Таким обра-
зом, полученные нами результаты не подтвер-
ждают модель, согласно которой взаимодействие
между СПП-элементами определяет архитектуру
Х-хромосомы дрозофилы и распространение
КДК. В поддержку данного результата недавно
было показано, что белки КДК не участвуют в
формировании архитектуры Х-хромосомы [10]. С
другой стороны, СПП-элементы часто распола-
гаются рядом с границами топологических ассо-
циированных доменов. Согласно доминирующей
в настоящее время модели, внутри топологиче-
ских доменов могут происходить множественные
локальные взаимодействия между промоторами,
энхансерами и сайленсерами, что определяет ре-
гуляцию экспрессии генов. Вероятно, границы
топологических доменов могут участвовать в рас-
пространении КДК по Х-хромосоме. Поэтому
необходимы дальнейшие исследования для выяс-
нения механизмов, которые определяют распро-
странение КДК с СПП-элементов по Х-хромосоме.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 17-74-20155).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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The Role of CLAMP Binding Sites in Maintaining
of Distant Interactions in Drosophila Transgenic Lines

E. A. Tikhonovaa, V. A. Mogilaa, P. G. Georgieva, and O. G. Maksimenkoa, *
aInstitute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: maksog@mail.ru

The mechanism of specific recruitment of the dosage compensation complex (DCC) to the X chromosome
of male Drosophila remains an unresolved problem. Recently a DNA-binding protein CLAMP, which binds
to the primary chromosome entry sites (CESs) of the DCC, has been described as a factor involved in X chro-
mosome recruiting of DCC. It was shown that CES can recruit of DCC to autosomes. In the present work,
we studied the ability of a well-described CES to support distant interactions in model transgenic Drosophila
lines. As a result, negative results were obtained showing that the CES that bound by CLAMP protein does
not support distance interactions.

Keywords: dosage compensation, CLAMP, Drosophila, gene white, distant interactions.
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АССОЦИАЦИЯ VNTR-ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ АНТАГОНИСТА 
РЕЦЕПТОРА ИНТЕРЛЕЙКИНА 1 (IL1RN) И ИНТЕРЛЕЙКИНА 4 (IL4)
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Изучали ассоциации VNTR-полиморфизма двух генов цитокинов: гена антагониста рецептора ин-
терлейкина 1 (IL1RN) – rs2234663 и интерлейкина 4 (IL4) – rs8179190 с кариесом зубов у детей в
Краснодарском крае (N = 159). Проводили статистический анализ распределения генотипов в трех
группах детей: с декомпенсированной формой кариеса (ДФК), с субкомпенсированной формой ка-
риеса (СФК) и с компенсированной формой кариеса (КФК), а также у здоровых. Установлены до-
стоверные различия между группами по присутствию в генотипе двух “длинных” аллелей L/L по
rs2234663. К ним относятся аллели A1 и A4, у детей с КФК (и здоровых) и с ДФК, а также с СФК и
ДФК: OR = 0.33, p = 0.014; 95%CI 0.1–0.87 и OR = 0.35, p = 0.035; 95%CI 0.12–1.00 соответственно.
Установлено, что генотипы с двумя “длинными” аллелями L/L в генотипе (500 или 410 пн) обуслов-
ливают устойчивость к высокоактивной форме кариеса, а составные двухлокусные генотипы по
rs8179190 и по rs2234663 (A1/A2 P2/P2 и A2/A2 P2/P2) и генотипы, содержащие хотя бы один аллель
P2 или один аллель A2 (“короткий”) обусловливают чувствительность. Группа детей с СФК анало-
гично группе детей с КФК (и здоровых) достоверно отличается от ДФК по тому же спектру изучен-
ных VNTR-маркеров двух генов цитокинов, что предполагает особую роль изученных маркеров в
развитии высокоактивной формы кариеса.

Ключевые слова: дети, кариес, Краснодарский край, IL1RN (rs2234663), IL4 (rs8179190), VNTR, ци-
токины, ассоциация.
DOI: 10.31857/S0016675821100143

Кариес зубов является многофакторным забо-
леванием, которое ассоциируется с присутствием
микроорганизмов, вызывающих кариозное пора-
жение, и ферментируемых сахаров, а также обу-
словлено генетическими и средовыми факторами,
индивидуальной устойчивостью зубов к факторам
поражения и длительностью воздействия этих фак-
торов [1, 2]. Установлена взаимосвязь между раз-
витием поражения зубов кариесом и иммунным
ответом иммунокомпетентных клеток [3]. Цито-
кины являются продуктами моноцитов-макро-
фагов, активированных для контроля воспали-
тельного ответа на бактериальную инфекцию [4].
Показано, что цитокины ассоциируются с пато-
генезом воспаления не только мягких тканей [5],
но и способствуют возникновению и развитию
кариеса зубов [6]. Генетические и иммунные раз-
личия между индивидуумами обусловливают раз-
личия в рисках кариеса зубов [2, 3].

Streptococcus mutans – один из основных возбу-
дителей кариеса [2]; было показано, что компонен-
ты S. mutans стимулируют продукцию провоспали-
тельных цитокинов [3]. Интерлейкин 1 (IL-1) явля-
ется провоспалительным цитокином, который
кодируется геном IL-1, локализованным в области
2q13–21. Белок I/II, прикрепленный к клеточной
стенке S. mutans, играет важную роль в колониза-
ции поверхностей зубов и индуцирует синтез мо-
ноцитами провоспалительных цитокинов, таких,
как IL-1β [5]. Установлено, что IL-1ra (IL1RN),
напротив, ингибирует активность IL-1β [6].

Описано вариабельное количество тандемных
повторов (VNTR) с субъединицей в 86 пн
(rs2234663), присутствующих в интроне 2 гена
IL1RN, выявлено шесть аллелей. Среди этих ше-
сти присутствуют “короткие” (S) аллели с одним
(VNTR/6) и двумя повторами (VNTR/2) и “длин-
ные” L-аллели (VNTR/L), содержащие от трех до
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шести повторов [7]. Провоспалительный иммун-
ный ответ индивидуумов (гомозиготных по алле-
лю VNTR/2 гена IL1RN) более продолжительный и
сильный в сравнении с носителями других VNTR-
генотипов по гену IL1RN [8]. В этой связи влия-
ние аллеля VNTR/2 гена IL1RN изучали при раз-
личных заболеваниях, включая аутоиммунные
[9–11]. В результате метаанализа проведенных
исследований выявлена роль 86 пн VNTR-поли-
морфизма гена IL1RN в развитии сепсиса (ком-
плексного заболевания с нарушенной регуляцией
воспалительного ответа и высокой смертностью):
в качестве аллеля риска установлен VNTR/2 [10].
Изучение VNTR-полиморфизма в интроне 2 гена
IL1RN включено в наше исследование по изуче-
нию развития кариеса у детей в Краснодарском
крае, так как не исключена его роль в кариозном
процессе с учетом ранее выявленной роли поли-
морфизмов этого гена с заболеваниями в рото-
вой полости и другими инфекционными заболе-
ваниями.

IL-4 (интерлейкин 4) действует как антивоспа-
лительный агент, ген интерлейкина 4 (IL4) локали-
зуется на длинном плече хромосомы 5 (q23-31) вме-
сте с другими генами цитокинов. Этот ген содер-
жит тандемный повтор в 70 пн с вариабельным
количеством тандемных повторов VNTR или ми-
нисателлитный повтор, который находится в ин-
троне 3 и ассоциируется с продукцией IL-4 [12].
Обнаружены два основных аллеля, обусловлен-
ные VNTR-полиморфизмом IL4: один с делецией
70 пн (c двумя повторами), а другой с инсерцией
70 пн (с тремя повторами), которые обозначают
как P1 и P2 соответственно [12, 13]. Генотипы
P2/P2 гена IL4 ассоциированы с более низкими
концентрациями IL-4; в этой связи предположи-
ли, что аллель P1 индуцирует более высокую экс-
прессию гена IL4 по сравнению с P2-аллелем [13].
Проведен целый ряд исследований по ассоциа-
ции VNTR-полиморфизма гена IL4 с иммунными
и аутоиммунными заболеваниями, в том числе с
заболеваниями ротовой полости, включая реци-
дивирующий афтозный стоматит и периодонтит
[13]. В нашем исследовании анализировали воз-
можную ассоциацию этого полиморфизма с раз-
витием кариеса зубов у детей в Краснодарском
крае.

На базе детской краевой клинической больни-
цы и стоматологической поликлиники Кубанско-
го государственного медицинского университета
(КубГМУ) изучены дети (N = 159) школьного воз-
раста, проживающие на территории Краснодар-
ского края. Биологические образцы детей собраны
преимущественно в виде соскобов буккального
эпителия в ротовой полости, частично в виде об-
разцов крови, из которых выделена ДНК с помо-
щью наборов “Изоген” (Москва). У всех детей
проведено стоматологическое обследование в ам-
булаторных условиях в ходе профилактического

осмотра или при поступлении в лечебно-профи-
лактическое учреждение. Исследование одобре-
но этическим комитетом КубГМУ, что отражено
в протоколе № 63 от 21 мая 2018 г.

Стоматологический осмотр проводили соглас-
но рекомендациям ВОЗ. Дети подразделялись по
возрасту в соответствии с периодами развития
прикуса: 0–6 лет – временный прикус, 7–12 лет –
смешанный и 13–17 лет – постоянный прикус. У
всех детей была определена степень кариозного
процесса, выявлены здоровые дети – не более
15% от выборки. Интенсивность кариозного про-
цесса оценивали с использованием суммарного
индекса “кпу/КПУ” (кариес/пломба/удаленный
не по смене зуб). В соответствии с полученными
значениями “кпу/КПУ” дети в выборках подраз-
делялись на следующие группы: с компенсиро-
ванной формой кариеса (КФК) – значения ин-
декса от 0 до 3, с субкомпенсированной формой
кариеса (СФК) – значения от 4 до 5, и декомпен-
сированной формой кариеса (ДФК) при значени-
ях от 6 и выше [14]. Средний возраст детей в груп-
пах: с КФК (и здоровых) составил 12.08 ± 0.38, с
СФК – 11.66 ± 0.46 и с ДФК – 10.19 ± 0.54. Таким
образом, средний возраст детей в трех изучен-
ных группах соответствует смешанному прику-
су, что позволяет проводить сравнительные ис-
следования.

Для исследования выбрали минисателлитный
(VNTR – variable number of tandem repeats – вари-
абельное число тандемных повторов) маркер гена
IL1RN (rs2234663) и VNTR-маркер гена IL4
(rs8179190), который изучали с помощью полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) с использованием
наборов реагентов для фирмы “Изоген” (Москва),
условия описаны в работах [11] и [13] соответ-
ственно. Выявленный спектр полиморфных ва-
риантов гена IL1RN представлен следующими
фрагментами: фрагмент длиной 410 пн соответ-
ствует аллелю IL1RN1 (A1) (содержит четыре по-
втора субъединицы по 86 пн); фрагмент 240 пн –
IL1RN2 (A2) – (две копии повтора); фрагмент
500 пн – IL1RN4 (A4) – (пять копий повтора) и
фрагмент 155 пн – IL1RN6 (A6) – (одну копию). В
нашей выборке были представлены только алле-
ли IL1RN1, ILRN2 и ILRN4. Аллели IL1RN3 и
IL1RN5 не обнаружены, а аллель IL1RN6 обнару-
жен у одного, не вошедшего в исследование инди-
видуума. Аллели A1 и A2 наиболее распространены
в различных популяциях [13]. Для аллеля P1 гена
IL4 ПЦР-продукт был длиной 183 пн и для аллеля
P2 – длиной 253 пн. В изученной выборке выяв-
лен также минорный аллель в 113 пн – P3 с одной
копией субъединицы в 70 пн (индивидуум с P3 не
вошел в рассматриваемые нами выборки). Для
надежности типирования и воспроизводимости
метода для каждого генотипа включали внутрен-
ние контроли.
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Для статистической обработки данных ис-
пользовали алгоритмы программы Statistica 6.0 и
алгоритм WinPepi (для определения OR (odds ra-
tio)), определяли 95%-ный интервал разброса ве-
личины при вероятности p < 0.05 по точному тесту
Фишера (two-tailed – для двух распределений). С
помощью программы “Statistica” определяли ча-
стоты аллелей, равновесие Харди–Вайнберга,
ожидаемую и наблюдаемую гетерозиготности, а
также проводили сравнение выборок с использо-
ванием G-критерия.

Частоты аллелей для IL4 (rs8179190) и IL1RN
(rs2234663) в группах детей с различной степенью
кариеса зубов (КФК, СФК и ДФК), а также оцен-
ки наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготностей
представлены соответственно в табл. 1 и 2. Для
IL4 (rs8179190) и IL1RN (rs2234663) во всех трех
группах рассчитывали равновесие Харди–Вайн-
берга – не установлено достоверных различий по
распределению генотипов при попарном сравне-
нии групп. Тем не менее, установлены достовер-
ные различия по присутствию генотипа A1/A1 по-
парно между группами детей с КФК (и здоровых)

и ДФК, а также с СФК и ДФК, причем генотип
A1/A1 выступает как генотип, обусловливающий
устойчивость к декомпенсированной форме ка-
риеса (табл. 2).

В трех изученных группах выявлено девять
двухлокусных генотипов по rs2234663 и rs8179190.
Наиболее распространенными были: A1/A1 P2/P2
и A1/A1 P1/P2 – c частотами 43.1 и 30.6% в группе
детей с КФК, 47.0 и 22.5% в группе детей с СФК,
а также 39.5 и 13.2% в группе детей с ДФК. При
проведении статистического анализа по особен-
ностям распределения генотипов установлены
следующие достоверные различия между группа-
ми по присутствию в генотипе двух “длинных”
аллелей L/L по rs2234663, к которым относятся
выявленные аллели A1 и A4: детей с КФК (и здо-
ровых) и с ДФК, а также с СФК и ДФК – OR =
= 0.33, p = 0.01, 95%CI 0.13–0.87 и OR = 0.35, p =
= 0.035, 95%CI 0.12–1.00 соответственно. Таким
образом, L/L выступает как генотип устойчиво-
сти к декомпенсированной форме кариеса зубов.

По некоторым данным [3], уровень инфици-
рованности S. mutans положительно коррелиро-

Таблица 1. Распределение генотипов по VNTR IL4 – rs8179190 – у детей в Краснодарском крае в зависимости от
степени активности кариеса

Примечание. Nо – наблюдаемое число генотипов, Nе – теоретически ожидаемое число генотипов, Fо – наблюдаемая частота
фенотипов, Hе – ожидаемая гетерозиготность, Ho – наблюдаемая гетерозиготность, d.f. – число степеней свободы, D = (Ho –
– He)/He, ne – эффективное число аллелей.

Генотип Nо Fо Частота аллеля Ne χ2 Параметры 
гетерозиготности

Дети с ДФК

P1/P1 2 0.0526 P1 = 0.1711 ± 0.0432 1.11 1.0325,
d.f. = 1,
p > 0.05

He = 0.2836 ± 0.0563,
Ho = 0.2868 ± 0.0690,
D = –0.1648 ± 0.1688,
td = 0.5249, p > 0.05

P1/P2 9 0.2368 10.78

P2/P2 27 0.7105 P2 = 0.8289 ± 0.0432 26.11

∑ 38 1.0000 ne = 1.3958 ± 0.0563

Дети с СФК

P1/P1 6 0.1224 P1 = 0.2653 ± 0.0446 3.45 3.4956,
d.f. = 1,
p > 0.05

He = 0.3898 ± 0.0418,
Ho = 0.2857 ± 0.0645,
D = –0.2671 ± 0.1220,
td = 1.3540, p > 0.05

P1/P2 14 0.2857 19.10

P2/P2 29 0.5919 P2 = 0.7347 ± 0.0446 26.45

∑ 49 1.0000 ne = 1.6389 ± 0.0418

Дети с КФК (и здоровые)

P1/P1 3 0.0417 P1 = 0.2292 ± 0.0350 3.78 0.2717,
d.f. = 1,
p > 0.05

He = 0.3593 ± 0.0378,
Ho = 0.3750 ± 0.0571,
D = 0.0614 ± 0.1163,
td = 0.3170, p > 0.05

P1/P2 27 0.3750 25.44

P2/P2 42 0.5833 P2 = 0.7708 ± 0.0350 42.78

∑ 72 1.0000 ne = 1.5463 ± 0.0378

Cравнение детей с КФК (и здоровых) и ДФК: по генотипам G = 1.7253, d.f. = 2, p > 0.05

Cравнение детей с КФК (и здоровых) и СФК: по генотипам G = 0.0086, d.f. = 2, p > 0.05

Cравнение детей c СФК и ДФК (и здоровых): по генотипам G = 1.3021, d.f. = 2, p > 0.05
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вал с уровнем концентрации IL-1β в слюне и от-
рицательно коррелировал с концентрацией IL-
1ra. Выявленные в настоящей работе ассоциации
для IL1RN L/L с ДФК согласуются ранее полу-
ченным литературным данным [3], так как у но-
сителей этого генотипа установлена более высо-
кая концентрация IL1RN. Установлены также
достоверные различия по присутствию суммар-
ной группы генотипов, гомозиготных по P2 и со-
держащих хотя бы один аллель A2: A1/A2 P2/P2 и
A2/A2 P2/P2 – попарно между группами детей с
ДФК и КФК (и здоровых) и с ДФК и СФК: OR =
= 3.26, p = 0.031, 95%CI 1.05–10.36 и OR = 3.59, p =

= 0.048, 95%CI 1.00–14.44 соответственно. Сле-
довательно эти генотипы выступают как факторы
риска по наибольшей активности кариеса (де-
компенсированной формы). Установлены досто-
верные различия по присутствию генотипов хотя
бы с одним аллелем P2 по rs8179190 и с одним ал-
лелем A2 (“коротким”) по rs2234663 между груп-
пами с ДФК и КФК (и здоровых) и с ДФК и СФК:
OR = 2.96, p = 0.021; 95%CI 1.11–7.88 и OR = 3.34,
p = 0.026; 95%CI 1.11–10.46 соответственно. Итак,
генотипы, содержащие одновременно P2 по
rs8179190 и A2 по rs2234663 являются генотипами
риска по декомпенсированной форме кариеса.

Таблица 2. Распределение генотипов по VNTR гена IL1RN – rs2234663 – у детей в Краснодарском крае в зависи-
мости от степени активности кариеса

Генотип Nо Fо Частота аллеля Ne χ2 Параметры 
гетерозиготности

Дети с ДФК

A1/A1 21 0.5526
PA1 = 0.7236 ± 0.0513 19.91

1.5702,
d.f. = 3,
p > 0.05

He = 0.4069 ± 0.0488,
Ho = 0.3421 ± 0.0270,
D = –0.1591 ± 0.1478,
td = 0.7106, p > 0.05

A1/A2 12 0.3158 14.47
A2/A2 4 0.1053 PA2 = 0.2632 ± 0.0505 2.63

A1/A4 1 0.0263 PA4 = 0.0132 ± 0.0131 0.72
A2/A4 0 0 0.26
A4/A4 0 0 0.01
∑ 38 1.0000 ne = 1.6859 ± 0.0488

Дети с СФК
A1/A1 38 0.7755

PA1 = 0.8878 ± 0.0319 38.62

0.7833,
d.f. = 3,
p > 0.05

He = 0.2014 ± 0.0502,
Ho = 0.2245 ± 0.0596,
D = 0.1148 ± 0.1667,
td = 0.2966, p > 0.05

A1/A2 10 0.2041 8.88
A2/A2 0 0 PA2 = 0.1020 ± 0.0306 0.51

A1/A4 1 0.0204 PA4 = 0.0102 ± 0.0102 0.89
A2/A4 0 0 0.10
A4/A4 0 0 0.01
∑ 49 1.0000 ne = 1.2522 ± 0.0502

Дети с КФК (и здоровые)
A1/A1 55 0.7638

PA1 = 0.8681 ± 0.0282 54.25

2.0808,
d.f. = 3,
p > 0.05

He = 0.2337 ± 0.0433
Ho = 0.2083 ± 0.0479
D = –0.1085 ± 0.1306
td = 0.3931, p > 0.05

A1/A2 12 0.1667 13.89
A2/A2 2 0.0278 PA2 = 0.1111 ± 0.0262 0.89

A1/A4 3 0.0417 PA4 = 0.0208 ± 0.0119 2.60
A2/A4 0 0 0.33
A4/A4 0 0 0.04
∑ 72 1.0000 ne=1.3050 ± 0.0433

Cравнение детей с КФК (и здоровых) и СФК: по генотипам G = 0.6347, d.f. = 3, p > 0.05;
по доле генотипа A1/A1 G = 0.0219, d.f. = 1, p > 0.05

Cравнение детей с КФК (и здоровых) и ДФК: по генотипам G = 6.2564, d.f. = 3, p > 0.05;
по доле генотипа A1/A1 G = 4.9851, d.f. = 1, p < 0.05; OR = 0.38, p = 0.030, 95%CI = 0.15–0.96

Cравнение детей с CФК и ДФК: по генотипам G = 4.8181, d.f. = 3, p > 0.05;
по доле генотипа A1/A1 G = 4.7693, d.f. = 1, p < 0.05; OR = 0.36, p = 0.038, 95%CI = 0.13–0.99
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Итак можно заключить, что генотипы с двумя
“длинными” аллелями L/L в генотипе (500 или
410 пн) обусловливают устойчивость к ДФК, и что
составные двухлокусные генотипы по rs8179190 и
по rs2234663 (A1/A2 P2/P2 и A2/A2 P2/P2) и гено-
типы, содержащие P2 по rs8179190 и A2 (“корот-
кий”) по rs2234663, обусловливают чувствитель-
ность к ДФК. Группа детей с СФК аналогично
группе с КФК (и здоровых) достоверно отличает-
ся от группы с ДФК по тому же спектру маркеров
изученных генов цитокинов. Выявленные осо-
бенности распространения полиморфных вари-
антов VNTR двух изученных генов цитокинов
IL1RN и IL4 в группах детей с ДФК, СФК и КФК
(и здоровых) предполагают роль этих маркеров в
развитии кариеса с максимальной степенью ак-
тивности процесса (декомпенсированной формы
кариеса). Ассоциации с кариесом по генотипам
гена IL-4 выявлены только для составных двухло-
кусных генотипов с участием аллелей IL1RN, что
предполагает вероятную ассоциацию IL-4 с высо-
кой активностью кариозного поражения только в
составе генотипов с геном IL1RN. При сравнении
группы детей с СФК с группой КФК (и здоровых)
не выявлено достоверных различий по распреде-
лению генотипов по IL-4 и IL1RN. Группа СФК
аналогично группе КФК (и здоровых) достоверно
отличается от ДФК по тому же спектру маркеров
изученных генов цитокинов. Это позволяет за-
ключить, что изученные маркеры цитокинов вно-
сят наибольший вклад в развитие кариозного
процесса с высокой активностью поражения
(ДФК) и не оказывают выраженного эффекта на
кариозное поражение средней и низкой интен-
сивности (КФК и СФК), что предполагает воз-
можные отличия в механизмах развития кариеса с
разной активностью поражения. Полученные ре-
зультаты могут служить доказательством о вовле-
ченности VNTR-локусов генов цитокинов IL1RN
(rs2234663) и IL4 (rs8179190) в ассоциацию с раз-
витием высокоактивного поражения кариесом.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания “Геномные исследования и генетический
полиморфизм клетки, организма и популяции”
№ 0112-2019-0001 и гранта РФФИ № р_а 16-44-
230636.

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 VNTR Polymorphims of the Genes Antagonist of Receptor
of Interleikine 1 (IL1RN) and Interleikine 4 (IL4) with Dental Caries in Children

I. G. Udinaa, *, Yu. A. Vasilievb, V. V. Volobuyevb, A. S. Grachevaa, c, and O. V. Gulenkob
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cNegovsky Research Institute of General Reanimatology, Moscow, 107031 Russia
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In children of Krasnodar krai (N = 159), association of VNTR polymorphisms of two cytokine genes – an-
tagonist of receptor of interleikine 1 (IL1RN) rs2234663 and interleikine 4 (IL4) rs8179190 with dental caries
was studied in three groups of chidren with DFC (decompensated form of caries), with SFC (subcompensat-
ed form of caries) and with CFC (compensated form of caries), and healthy, statistically significant differen-
cies were observed between groups by the presence of two “long” alleles L/L by rs2234663, including found
alleles A1 and A4, between groups of children with CFC and DFC and between SFC and DFC using ststistical
analysis: OR = 0.33, p = 0.014; CI 95% 0.13–0.87 and OR = 0.35, p = 0.035; CI 95% 0.12–1.00 correspond-
ingly. The genotypes with two “long” alleles L/L in genotype (500 or 410 bp) were demonstrated mediating
resistance to highly active form of caries, and composed two loci genotypes by rs8179190 and by rs2234663:
A1/A2 P2/P2 and A2/A2 P2/P2 and genotypes, including at least one allele P2 and one allele A2 (“short”) –
susceptibility. Group of children with SFC analagous to the group of children with CFC (and healthy) statis-
tically significantly differs from DFC by the same spectrum of the studied VNTR markers of two cytokine
genes that suppose special role of the studied markers of twp cytokine genes in the development of highly ac-
tive form of caries.

Keywords: children, caries, Krasnodar krai, IL1RN (rs2234663), IL4 (rs8179190), VNTR, cytokine, associ-
ation.


