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Развитие новых высокопроизводительных 
экспериментальных технологий в моле-
кулярной биологии и генетике привело к 

(1) накоплению больших объемов молекуляр-
но-биологических данных; (2) необходимости
массового анализа этих данных методами био-
информатики и системной биологии; (3) инте-
грации гигантских объемов гетерогенных
экспериментальных биологических данных
(Big data) для получения комплексного пред-
ставления о структурно-функциональных осо-
бенностях различных иерархических уровней
организации биологических систем (молекуляр-
но-генетический, клеточный, организменный,
экосистемный); (4) широкому применению
методов математического моделирования для
изучения механизмов генетического контроля
биологических систем и процессов; (5) не-
обходимости высокопроизводительных (су-
перкомпьютерных) вычислений при решении
перечисленных выше задач.

Настоящий выпуск журнала содержит статьи 
по ряду актуальных направлений биоинформа-
тики и системной компьютерной биологии.

Раздел «Онтологии» представляет обзор био-
логических онтологий и их применение для 
решения задач биоинформатики и системной 
биологии; описаны задачи, при решении кото-
рых использование онтологий дает ощутимый 
эффект (семантическая интеграция и анализ 
гетерогенных экспериментальных данных, по-

строение математических моделей молекулярно-генети-
ческих систем и процессов, компьютерная интерпретация 
молекулярно-генетических знаний и др.).

В разделе «Геномика и анализ полиморфизмов» 
представлены статьи, в которых описаны: применение 
высокопроизводительных вычислений для выявления 
функциональных сигналов в регуляторных районах генов 
прокариот; результаты анализа влияния генетической 
изменчивости промоторов генов человека на связывание 
белка TBP; закономерности распределения контекстной 
сложности геномных районов, содержащих однонуклео-
тидные полиморфизмы человека, а также роль однонук-
леотидных полиморфизмов в генах при доместикации 
свиньи. 

Раздел «Биоинформатика растений» включает статью 
по идентификации микросателлитных локусов по дан-
ным секвенирования BAC-клонов и их картированию 
на геном мягкой пшеницы, что актуально для выявления 
полиморфных маркеров для участков хромосом, опреде-
ляющих хозяйственно ценные признаки, а также обзор ме-
ханизмов устойчивости растений к патогенам, связанных 
с особенностями строения их клеточной стенки. 

Раздел «Компьютерное моделирование» содержит 
статьи по применению компьютерного моделирования 
в таких областях биоинформатики и системной биологии, 
как дизайн малых химических соединений – ингибиторов 
белков; моделирование биологически активных пептидов; 
решение обратных задач математической биологии в при-
менении к биомедицине, а также компьютерное агентное 
моделирование популяций микробных сообществ. 

Николай Александрович Колчанов
академик, директор ИЦиГ СО РАН

Николай Леонтьевич Подколодный
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Компьютерное моделирование в настоящее время становится 
центральной научной парадигмой системной биологии и 
основным инструментом для теоретического исследования и 
понимания механизмов функционирования сложных живых 
систем. Увеличение количества и сложности этих моделей 
приводит к необходимости их коллективной разработки, 
повторного использования, верификации, описания 
вычислительного эксперимента и его результатов. При 
разработке форматов представления знаний для 
математического моделирования биологических систем 
активно применяют онтологическое моделирование 
предметной области. В этом смысле онтологию, связанную 
со всей совокупностью форматов, обеспечивающих 
поддержку исследований в системной биологии, в частности 
компьютерное моделирование биологических систем и 
процес-сов, можно считать первым приближением к 
онтологии системной биологии. В обзоре кратко 
представлены особенности предметной области 
(биоинформатика, системная биология, биомедицина), 
основные мотивации в развитии онтологий и наиболее 
важные примеры онтологического моделирования и 
семантического анализа на разных уровнях иерархии знаний: 
молекулярно-генетическом, клеточном, тканевом, органов и 
организма. Биоинформатика и системная биология являются 
прекрасным полигоном для отработки технологий и 
эффективного использования онтологического 
моделирования. Создание нескольких десятков базовых 
ссылочных онтологий и их верификация позволяют исполь-
зовать эти онтологии в качестве источников знаний для 
интеграции и построения более сложных моделей предметной 
области, ориентированных на решение конкретных задач 
биомедицины и биотехнологии. Дальнейшая формализация и 
накопление онтологических знаний, а также использование 
формальных методов их анализа могут поднять весь цикл 
научных исследований в области системной биологии на 
новый технологический уровень.
Ключевые слова: онтологическое моделирование; 
биоинформатика; системная биология.
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c omputer simulation is now becoming a central 
scientific pa adigm of systems biology and the basic 
tool for the theoretical study and understanding 
of the complex mechanisms of living systems. The increase 
in the number and complexity of these models leads 
to the need for their collaborative development�� reuse 
of models�� and their verific tion�� and the description 
of the computational experiment and its results. on tolo-
gical modeling is used to develop formats for knowledge-
oriented mathematical modeling of biological systems. 
in this sense�� ontology associated with the entire set 
of formats�� supporting research in systems biology�� 
in particular�� computer modeling of biological systems 
and processes can be regarded as a first app oximation 
to the ontology of systems biology. This review summa-
rizes the features of the subject area (bioinformatics�� 
systems biology�� and biomedicine)�� the main motivation 
for the development of ontologies and the most 
important examples of ontological modeling and 
semantic analysis at different levels of the hierarchy 
of knowledge: the molecular genetic level�� cellular level�� 
tissue levels of organs and the body. Bioinformatics 
and systems biology is an excellent ground for testing 
technologies and effici t use of ontological modeling. 
Several dozens of verified basic eference ontologies 
now represent a source of knowledge for the integration 
and development of more complex domain models 
aimed at addressing specific issues in biomedicine
and biotechnology. Further formalization and onto-
logical accumulation of knowledge and the use of formal 
methods of analysis can take the entire cycle of research 
in systems biology to a new technological level.

Key words: ontological modeling; bioinformatics; systems 
biology.
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Появление качественно новых возможностей для 
проведения исследований, основанных на исполь-
зовании высокопроизводительных эксперименталь-

ных технологий массового параллельного секвенирования 
ДНК, многолокусного генотипирования, многопараметри-
ческого профилирования экспрессии генов с использова-
нием ДНК-чипов, ChiP-on-chip технологий, протеомных 
и метаболомных технологий и др., привело к накоплению 
беспрецедентно больших массивов экспериментальных 
данных и знаний. 

Огромный объем молекулярно-биологической инфор-
мации, ее сложность и наличие большого числа барьеров: 
технологических, информационных, ресурсных и т. д. 
затрудняют ее анализ, систематизацию и применение для 
решения конкретных задач биоинформатики, биотехно-
логии, фармакологии, персонализированной медицины 
и др. Чтобы освоить, систематизировать и эффективно ис-
пользовать такого рода информацию, необходимы новые 
подходы к обработке больших данных (BIG DATA), в част-
ности автоматические методы семантической интеграции 
гетерогенных данных, одним из основных этапов которой 
является согласование понятий предметной области, 
способов их описания и использования (сопоставление, 
обработка данных и т. д.). Такое согласованное описание 
конкретной предметной области называют онтологией.

Разработка онтологии является сложным и затратным 
процессом. Первый этап этого процесса – онтологический 
анализ и моделирование предметной области, включая 
создание словаря терминов, точных их определений и вза-
имосвязей между ними, правил и ограничений, согласно 
которым на базе введенной терминологии формируются 
достоверные утверждения, описывающие состояние 
изучаемого объекта.

Для чего же нужны онтологии? Онтологии позволяют 
представить понятия в таком виде, что они становятся 
пригодными для машинной обработки и вследствие этого 
используются в качестве посредника между пользовате-
лем и информационной системой или между членами 
научного сообщества при обмене данными. Молеку-
лярному биологу важно иметь возможность описывать 
молекулярные события, взаимодействующие компоненты, 
роли, которые играют эти компоненты в молекулярных 
событиях и процессах, оценивать гипотезы. Биоинфор-
матик заинтересован в интеграции данных, компью-
терной аннотации, моделировании процессов и систем. 
Общезначимыми потребностями является использование 
онтологий в образовании.

Системная биология как научная дисциплина как раз 
и возникла с появлением возможностей построения пор-
третных моделей биологических систем и процессов на 
основе интеграции и совместного компьютерного анализа 
большого объема такого рода принципиально новых 
экспериментальных данных, описывающих поведение 
молекулярно-генетических систем в целом. Предметом 
исследования в системной биологии являются биологиче-
ские объекты и формируемые ими сложные, иерархически 
организованные сети взаимодействий, контролируемые 
информацией, закодированной в геномах (Kitano, 2002). 

В связи с этим в настоящее время онтологический 
анализ становится одним из основных инструментов био-

информатики и системной биологии, используемым для 
семантической интеграции экспериментальных данных 
и знаний с целью построения «единой картины мира» 
(Подколодный, 2011).

Формальное представление онтологий
В информатике термин «онтология» означает концепту-
альную модель представления объектов, свойств объектов 
и отношений между ними (Chandrasekaran et al., 1999). 
Онтология включает набор понятий (терминов) пред-
метной области, их определений и атрибутов, а также 
связанное с ними множество аксиом и правил вывода 
(Gruber, 1995).

Таким образом, формальная модель онтологии – это 
упорядоченная тройка конечных множеств O = <T, R, F>, 
где Т – конечное и непустое множество классов и кон-
цептов (понятий, терминов) предметной области как 
части реального мира, рассматриваемой в пределах за-
данного контекста (в нашем случае – биоинформатика и 
системная биология), которую описывает онтология О; 
R – конечное множество отношений между концептами 
заданной предметной области; F – конечное множество 
функций интерпретации, заданных на понятиях и/или 
отношениях онтологии O или аксиом, используемых для 
моделирования утверждений, которые всегда являются 
истинными, что ограничивает интерпретацию и обеспе-
чивает корректное использование понятий.

Одним из наиболее продуктивных подходов к представ-
лению и использованию знаний о предметной области 
являются дескриптивные логики (ДЛ), определяющие 
формальный язык для описания понятий (концéпт, класс, 
категория или сущность) и отношений между ними (на-
зываемых ролями), утверждений о фактах и запросах 
к ним. Кроме этого, в ДЛ входят конструкторы (операции) 
для понятийных выражений, включающие конъюнкцию, 
дизъюнкцию и определение отношений.

Базы знаний предметной области с позиции дескрип-
тивной логики подразделяются на общие знания о мно-
жестве классов понятий предметной области, свойствах 
и отношениях между ними (terminological knowledge, или 
T-Box) и знания об индивидуальных объектах (экземп-
лярах класса), их свойствах и связях с другими объек-
тами (assertional knowledge, или A-Box), т. е. описывают
предметную область на уровне конкретных данных (база
данных). В базе знаний обе компоненты взаимосвязаны.

В общем случае создание прикладных онтологий, ори-
ентированных на конкретную предметную область, может 
быть существенно ускорено, если использовать ранее 
разработанные канонические (ссылочные) онтологии 
для построения онтологических классов и отношений 
между ними. 

В частности, в качестве такого рода ссылочной онтоло-
гии может быть онтология верхнего уровня или онтология 
базовых знаний, в которой описываются наиболее общие 
концепты (пространство, время, материя, объект, систе-
ма, состояние, поведение, событие, процесс, действие, 
структура, функция и т. п.) и отношения («часть – целое», 
«общее – частное», «является подклассом», «оказывает 
воздействие», «является причиной», «приводит к», «ре-
гулирует», «связан с», «похоже на», а также простран-
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ственные и темпоральные отношения и т. п.). Эти кон-
цепты не зависят от конкретной проблемы или области, 
поэтому представляется разумным унифицировать их для 
больших сообществ пользователей. 

Проект o pen Biological o ntologies
Целью проекта Open Biological Ontologies (OBO) является 
разработка унифицированных подходов для создания он-
тологий, методов их интеграции, а также инструменталь-
ных средств работы с ними (Bada, Hunter, 2007; Smith et 
al., 2007). В OBO содержится информация об онтологиях 
и проектах, которые выполняются в области биологии 
(http://obofoundry.github.io/). 

В настоящее время в OBO описано более 70 онтоло-
гий по различным направлениям, включая анатомию, 
биохимию, биологические процессы, функции и после-
довательности, заболевания, окружающую среду, экспери-
ментальные доказательства, фенотип, белки, таксономии 
и др. (Schober et al., 2009).

Для обеспечения совместимости разрабатываемых в 
биомедицине онтологий в рамках проекта OBO предло-
жены рекомендации по стандартизации, используемым 
онтологическим отношениям. Задаются формальные 
свойства отношений, которые можно использовать при 
логическом выводе новых утверждений. В частности, 
принимается, что отношения part_of и is_a транзитивны, 
рефлексивны, антисимметричны. 

Однако на самом деле в зависимости от дальнейшего 
уточнения семантики отношений и специфики их приме-
нения, свойства этих отношений могут не выполняться. 
Даже такие распространенные отношения, как part_of 
и is_a, имеют на практике различные интерпретации. 
В этом случае свойства транзитивности могут нару-
шаться. С этим столкнулись разработчики проекта Gene 
Ontology (GO), когда приступили к формализованной 
проверке ее онтологии (Smith et al., 2003). (Smith et al., 2003).(Smith et al., 2003).Smith et al., 2003). et al., 2003).et al., 2003). al., 2003).al., 2003).., 2003).

Ниже представлены некоторые проблемы, которые 
возникли в GO при интерпретации отношения part_of:
P1. A part_of B означает: A иногда является частью B, т. е. 

для каждого A в некоторое время t A является частью B.
Пример: «replication fork» part_of «nucleoplasm» («вилка 

репликации» наблюдается в определенной фазе клеточ-
ного цикла).
P2. A part_of B означает: A может быть частью B. Класс 

A является частью класса B тогда и только тогда, если 
существует подкласс C ⊂ B, в котором все экземпляры 

A включены как часть в экземпляры C и все экземпляры 
класса C имеют как часть экземпляры класса A. 
Пример: «flagellum» part_of «cell» (некоторые типы 

клеток включают как часть жгутики).
P3. A part_of B означает: A всегда является частью B. 

Пример: «membrane» part_of «cell» (мембрана является 
частью любой клетки).

Для разрешения этих проблем в настоящее время 
в GO вводятся более специфичные отношения типа: 
is_localized_in или is_involved_in.

Аналогично в GO возникли проблемы интерпретации 
отношения is_a. Хорошо структурированная классифика-
ция может быть получена путем замены отношения is_a на 
специальные типы, например: has_role, is_dependent_on, 
is_involved_in, contributes_to, is_located_in, а также добав-
ления различных категории сущностей: sites, constituents, 
roles, functions, qualities.

В общем случае для разрешения этих проблем требуется 
уточнение семантики этих отношений, используемой при 
разработке конкретной онтологии.

Существуют различные попытки уточнения семан-
тики отношений part_of и is_a и их классификации для 
разрешения типовых конфликтов и нарушений свойств 
этих отношений. В статье (Winston, et al., 1987) введено 6 
различных типов отношения part_of (таблица) на основе 
следующих свойств или критериев: 
• «�unctional» выполняется, когда части в специфической«�unctional» выполняется, когда части в специфической

пространственной или временной локализации выпол-
няют такую же функциональную роль, как и целое.

• «Homeomerous» выполняется, когда части подобны каж-«Homeomerous» выполняется, когда части подобны каж-
дая друг другу и целому, которому принадлежит.

• «Separable» выполняется, когда части могут быть фи-«Separable» выполняется, когда части могут быть фи-
зически не связаны и хотя бы в принципе отделены от
целого, которое они составляют.
Проблемы с транзитивностью отношения part_of

возникают, когда комбинируются различные типы отно-
шений part_of. В общем случае транзитивность должна 
предполагаться, по крайней мере, тогда, когда использу-
ются отношения part_of того же типа, т. е. имеют те же 
свойства. 

В зависимости от особенностей предметной области 
можно использовать другие наборы свойств, определя-
ющих классы отношения part_of, например: con��gura-con��gura-
tional, encapsulated, exchangeable, functional, homeomerous, 
homogeneous, mandatory, canonically necessary, removable, 
segmental, separable, shareable..

Types of part_of relations proposed by (winston et al�� 1987) and their specifying properties  

Types of part_of relations Properties

«Functional» «Homeomerous» «Separable»

c omponent/integral-o bject + – +

Member/c ollection – – +

Portion/Mass – + +

Stuff o bject – – –

Feature/Activity + – –

Place/Area – + –
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В биоинформатике и системной биологии традиционно 
широко используются представления онтологий на языке 
OBO. В последнее время многие онтологии транслируются 
в представление на языке OWL (Ontology Web Language) 
(Stevens et al., 2007). Главной проблемой при таких пре-
образованиях является наличие ошибок, противоречий и 
нарушений интерпретаций отношений. Использование 
формальных методов поиска противоречий, неполноты 
позволяет существенно улучшить качество описаний. 

развитие онтологий в биоинформатике
В настоящее время в области биологии разработано не-
сколько сотен онтологий, которые можно использовать 
для описания и интеграции знаний, а также вывода новых 
знаний. 

В частности, разработаны и активно используются 
биоинформационные ресурсы и онтологии, позволяющие 
описывать молекулярные структуры, функции, процессы 
и генные сети (GO).

Онтологии MIAPE (Minimum Information About a Pro-(Minimum Information About a Pro-
teomics Experiment) (Taylor et al., 2007) и MIMIx (Minimum 
Information required for reporting a Molecular Interaction 
eXperiment) (Orchard et al., 2007) предложены рабочей (Orchard et al., 2007) предложены рабочей 
группой Human Proteome Organization (HUPO) для опи-
сания протеомных исследований и экспериментов по 
молекулярным взаимодействиям соответственно.

Небольшая онтология верхнего уровня B�O (Basic 
�ormal Ontology) предназначена для разработки онтоло-
гий, ориентированных на поиск и интеграцию научных 
данных. B�O уже использовалась для разработки более 
130 онтологий в разных предметных областях (http://
ifomis.uni-saarland.de/bfo/). 

База знаний ChEBI (Chemical Entities of Biological Inter-Chemical Entities of Biological Inter-
est) включает онтологию молекулярных объектов – при- включает онтологию молекулярных объектов – при-
родных соединений или синтетических продуктов, воз-
действующих на процессы в живых организмах, включая 
любые уникальные по структуре или изотопному составу 
атомы, молекулы, ионы, ионные пары, радикалы, ион-
радикалы, комплексы, конформеры и т. п. (https://www.
ebi.ac.uk/chebi/). ChEBI в настоящее время (release 131) 
включает 46477 полностью аннотированных молекуляр-
ных объектов.

Онтология клеточных типов CL (Cell Type Ontology), по 
сути, является структурированным контролируемым сло-
варем, включающим описание клеточных типов различ-
ных видов организмов – от прокариот до млекопитающих 
(http://www.obofoundry.org/cgi-bin/detail.cgi?id=cell).

Онтологии, разработанные в рамках KEGG (Kyoto En-(Kyoto En-
cyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et al., 2004), (Kanehisa et al., 2004), 
ориентированы на широкую область молекулярной био-
логии – от генов и белков до метаболических и генных 
сетей. База знаний TAMBIS (Transparent Access to Multi- (Transparent Access to Multi-(Transparent Access to Multi-Transparent Access to Multi-
ple Bioinformatics Information Source, http://www.cs.man., http://www.cs.man.
ac.uk/~stevensr/tambis/) предоставляет пользователям-
биологам единую точку доступа к мировым источникам 
биологической информации, которая интегрируется в 
рамках этой системы с помощью онтологического описа-
ния (Stevens et al., 2000). EcoCyc – база научных данных, 
в которой накапливается информация, полученная в ре-
зультате аннотирования научных публикаций по геному 

E. coli, регуляции транскрипции ее генов, транспортным
и метаболическим путям (Karp et al., 2014).

Sequence Ontology (SO) включает множество понятий 
и контролируемых словарей, используемых для описания 
свойств и первичной аннотации нуклеотидных или бел-
ковых последовательностей, структурного представления 
этих аннотаций в геномных базах данных, мутаций в 
обоих типах последовательностей и на более высоком 
уровне (Cunningham et al, 2015).

В рамках Mouse Atlas Project развиваются цифровой ат-
лас и база данных об экспрессии генов мыши и клеточных 
линиях с описанием анатомической локализации клеток 
(Graham et al., 2015). 

Онтология MGED (Microarray and Gene Expression Data) 
используется для описания экспериментов и данных по 
экспрессии генов (Whetzel et al., 2006).

MIAME (MMiinniimmuumm IInnffoorrmmaattiioonn AAbboouutt aa MMiiccrroo--aarrrraayy 
Experiment)) испоиспользльзууететсяся длядля описописанияания экэкспреспрессионныхссионных 
данных (Brazma et al., 2001). 

В базе знаний PharmGKB (https://www.pharmgkb.org/) 
представлена информация по фармакогенетике (Klein et 
al., 2001). 

Целью проекта Cell Cycle Ontology (Antezana et al., 
2009) является расширение существующих онтологий, 
связанных с клеточным циклом, для интеграции и управ-
ления знаниями о его компонентах и регуляторных аспек-
тах. В качестве источников этих знаний используются 
уже существующие ресурсы (GO, UniProt, IntAct, BIND, 
NCBI taxonomy и др.). Интеграция и комбинация этих 
знаний позволяют представлять наиболее полную картину 
процессов деления клетки. 

Анатомические и морфологические онтологии для мо-
дельных организмов являются важнейшими примерами 
онтологического моделирования, в котором использует-
ся большое разнообразие пространственно-временных 
отношений. 

В частности, основная модель анатомии �MA ((��ounoun--
dational Model of Anatomy ontology) явявляетляетсяся ссылоссылочнойчной 
онтологией, включающей понятия и отношения, которые 
используются для описания структурной организации 
тела человека на различных уровнях – от макромолекул, 
клеток, ткани, органа до организма с учетом онтогенеза, 
и предназначенной для символического компьютерного 
моделирования анатомических структур (Rosse et al., 2003; 
Rosse et al., 2007). 

Онтологические знания в �MA представлены в виде 
фреймов и хранятся в реляционной базе данных. �MA 
(http://sig.biostr.washington.edu/projects/fm/) включает 
около 75 тыс. анатомических классов, более 130 тыс. 
уникальных терминов, более 205 тыс. фреймов и 174 уни-
кальных слота, которые используются для представления 
различных типов отношений, атрибутов и атрибутных 
отношений. Сеть отношений �MA содержит более 2,5 млн 
экземпляров отношений, свыше 1 млн экземпляров клас-
сов, около 450 тыс. связей между классами. 

Gene ontology
В качестве примера одного из самых успешных проектов 
создания онтологии можно привести GO (http://www. 
geneontology.org/). 
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В состав GO входят 3 раздела:
• Молекулярная функция (Molecular function) – элемен-Молекулярная функция (Molecular function) – элемен-

тарная активность/задача или роль, которую может
выполнять ген, продукт гена в каких-либо биологиче-
ских процессах, например, «catalytic activity» или «Toll 
receptor binding».

• Биологические процессы (Biological process) описы-Биологические процессы (Biological process) описы-
вают серию событий, реализующих одну или более
организованных ансамблей молекулярных функций. 
В отличие от функции процесс должен иметь несколь-
ко различающихся этапов. Например: «pyrimidine 
metabolic process». 

• Клеточные компоненты (Cellular component) как частьКлеточные компоненты (Cellular component) как часть
анатомической структуры, в которой описывается лока-
лизация гена или его продукта в организме на уровнях 
клеточных структур и макромолекулярных комплексов 
(например, «nucleus», «membrane») или групп продук-
тов генов (например, «ribosome», «proteasome» или 
«protein dimer»).
По сути, GO позволяет описывать знания о том, какую 

функцию выполняет ген или его продукт (РНК, белок) в 
том или ином биологическом процессе и той или иной 
клеточной структуре.

GO содержит более 40 тыс. понятий (The Gene Ontology 
Consortium, 2015), включая:
• Biological process – около 30 тыс.;
• Molecular function – более 10 тыс.;
• Cellular component – 3758.Cellular component – 3 758.

На основе GO разработан ресурс GOA (Gene OntologyGene Ontology
Annotation, http://www.ebi.ac.uk/GOA), который использу-, http://www.ebi.ac.uk/GOA), который использу-
ется для аннотации белков из UniProtKB (UniProt Knowl-Knowl-
edgebase). В настоящее время GOA включает 368 млн). В настоящее время GOA включает 368 млн
аннотаций GO для почти 54 млн белков из 480 тыс. так-
сономических групп (Huntley et al., 2015).

Основные отношения между понятиями, которые ис-
пользуются в GO, это is_a, part_of и regulates.
• is_a – простое отношение «класс – подкласс», где A is_a

B означает, что A является подклассом B.
• part_of – отношение «часть – целое». Выражение A 

part_of B означает, что если A существует, то A всегда
является частью B.

• Regulates, positively_regulates и negatively_regulates
описывают отношения между биологическими процес-
сами, молекулярными функциями или биологическими
свойствами.
В GO описываются иерархические отношения, однако

граф отношений не является деревом. Одно понятие может 
иметь несколько предков. Свойство транзитивности отно-
шений, используемых в GO, позволяет строить решетку 
отношений между понятиями и выполнять логический 
вывод о свойствах понятий и их отношениях (Srinivas, 
2009). 

Онтология системной биологии
Компьютерные модели становятся центральной научной 
парадигмой системной биологии и основным инстру-
ментом для теоретического исследования и понимания 
механизмов функционирования сложных живых систем. 
С увеличением числа и размеров этих моделей возраста-
ет необходимость коллективной разработки, повторного 

использования моделей, их верификации, описания вы-
числительного эксперимента и его результатов. 

При разработке форматов представления знаний для 
математического моделирования биологических систем 
активно применяют онтологическое моделирование пред-
метной области. В этом смысле онтологию, связанную 
со всей совокупностью форматов, обеспечивающих под-
держку исследований в системной биологии, в частности 
компьютерное моделирование биологических систем и 
процессов, можно считать первым приближением к он-
тологии системной биологии. 

В настоящем разделе мы рассмотрим онтологии сис-
темной биологии, которые ориентированы на описание 
генетических систем и их моделей. 

Многие онтологии не разрабатываются с нуля, а ин-
тегрируют (или компилируют) уже разработанные ранее 
частные онтологии, которые используются в качестве 
базовых источников знаний. К ним относятся формали-
зация структуры математических моделей (SBML), стан-
дартизация описания компонент модели с кинетической и 
биологической точки зрения (SBO, GO, UniProt). Однако 
формализация только структуры компьютерной модели 
недостаточна для поддержки всей технологической це-
почки вычислительного эксперимента и компьютерного 
моделирования в системной биологии. Необходимо 
формализовать прагматические и динамические аспекты 
процесса моделирования.

Примером специализированного проекта по созданию 
онтологии для системной биологии является SystemsSystems 
Biology Ontology (SBO) (http://www.ebi.ac.uk/sbo/). Цель(SBO) (http://www.ebi.ac.uk/sbo/). Цель 
проекта – разработка контролируемых словарей и онто-
логий, ориентированных на решение задач системной 
биологии, особенно в контексте компьютерного модели- 
рования.

SBO состоит из 6 ортогональных контролируемых 
словарей, включающих описание ролей участников 
реакций (например, «reactant», «product», «modi��er»), 
значения количественных параметров моделей реакций 
(например, «kinetic constant»), точную классификацию 
математических выражений, которые описывают систе-
му (например, «mass action rate law»), тип используемой 
среды моделирования (например, «logical framework»,logical framework», 
«discrete framework»), типы сущностей системы (напри-), типы сущностей системы (напри-
мер, «macromolecule», «enzyme», «ligand») и взаимодей-
ствий в ней (например, «process», «biochemical reaction»,«process», «biochemical reaction», 
«genetic interaction», «relationship»). Количественные). Количественные 
параметры и математические выражения описываются 
на языке MathML 3.0 (http://www.w3.org/TR/MathML3/).

Математическая модель может быть проаннотирована 
в SBO на любой стадии жизненного цикла (от времени 
создания до расширения и модификации модели) путем 
последовательного расширения ее семантики. 

Можно привести примеры других форматов представ-
ления знаний и связанных с ними онтологий системной 
биологии: 
• Systems Biology Markup language (SBML, http://sbml.Systems Biology Markup language (SBML, http://sbml.

org) – формат представления структуры биологических
моделей (Hucka et al., 2003).

• Biological Pathway Exchange Language (BioPAX, http://
www.biopax.org) – формат для описания и интеграции
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информации о молекулярных взаимодействиях и биоло-
гических процессах (Demir et al., 2010). Этот подход ис-
пользуется для представления знаний в существующих 
базах данных (BioCyc, BIND, WIT, aMAZE, KEGG, 
Reactome и т. д.), важных для описания механизмов 
экспрессии генов. 

• Minimal Information Requested In the Annotation of bio-Minimal Information Requested In the Annotation of bio-
chemical Models (MIRIAM) (Le Nov�re et al., 2005) –(MIRIAM) (Le Nov�re et al., 2005) –
формат для стандартизации минимального множества 
информации, необходимой для аннотации модели и 
обеспечения возможности коллективной аннотации, 
курирования и развития, а также повторного исполь-
зования моделей. 

• Simulation Experiment Description Markup Language
(SED-ML, http://sed-ml.org/) – формат для описания
экспериментов по моделированию и обмену результа-
тами моделирования независимо от использованного
языка спецификации модели и среды моделирования
(Waltemath et al., 2011).

• TErminology for the Description of D�namics (TEDD�,TErminology for the Description of D�namics (TEDD�,
http://www.ebi.ac.uk/compneursrv/teddy) (Chelliah, En-
dler, 2009) – онтология для описания динамического) – онтология для описания динамического 
поведения биологической системы или динамического 
явления, управления элементами биологической моде-
ли и системы в системной и синтетической биологии. 
В частности, используя TEDD�, можно количественно 
описывать характеристики биологической системы или 
модели: тип осцилляции (хаотическая, периодическая, 
квазипериодическая и т. д.), области осцилляции, пе-
риод, точки покоя или нестабильности, бифуркации, 
зависящие от параметров, функциональные мотивы 
(например, отрицательные обратные связи) и т. д.

• Kinetic Simulation Algorithm Ontology (KiSAO, http://
biomodels.net/kisao/) – онтология для описания алгорит-
мов моделирования кинетических процессов (Chelliah,
Endler, 2009). Классификация алгоритмов моделиро-
вания биологических моделей в KiSAO построена
с использованием различных категорий и с учетом
версий алгоритмов. Например, детерминированные
или стохастические правила, пространственные или
непространственные подходы, дискретные или непре-
рывные переменные, фиксированные или адаптивные
временные шаги и т. д.

• Systems Biology Graphical Notation (SBGN, http://www.Systems Biology Graphical Notation (SBGN, http://www.
sbgn.org) – формат для графического представления
биологических систем и процессов (Dada et al., 2010).

• SBRML (www.comp-sys-bio.org/tiki-index.php?page=SBRML (www.comp-sys-bio.org/tiki-index.php?page=
SBRML) – формат для сохранения результатов моде-
лирования (Orchard et al., 2007).

• CellML (www.cellml.org) – формат для описания мате-CellML (www.cellml.org) – формат для описания мате-
матических моделей биологических систем и процессов
(Lloyd et al., 2004). Для представления математических 
выражений в CellML используется язык MathML. 
Ссылочные онтологии, GO, SO, Chemical Entities ofGO, SO, Chemical Entities of 

Biological Interest (ChEBI), �MA, �MP, CPRO, PaTO, Pro, 
RnaO, CARO, описывающие биологические системы на, описывающие биологические системы на 
различных уровнях, могут быть интегрированы в единую 
онтологию для описания объекта исследования системной 
биологии (организм, орган, ткани, клетки).

Применение онтологий в системной биологии 
и биоинформатике
В целом в биоинформатике и системной биологии можно 
выделить следующие задачи, в решении которых приме-
нение онтологий дает ощутимый эффект (Bodenreider, 
Stevens, 2006; Bodenreider, 2008; Beck et al., 2009; Noy et 
al., 2009; Подколодный, 2011).
1. Интерпретация молекулярно-генетических знаний,

семантическая интерпретация методов анализа данных
и моделей в системной биологии. В частности, анализ
обогащения генов терминами из GO (GO Enrichment
Analysis) используется для интерпретации данных (на-
пример, функциональное описание множества генов),
контроля качества, систематизации и отбора данных.

2. Приоритизация генов, белков, биомаркеров и т. д.
3. Анализ сходства и кластеризация объектов. В качестве

примера можно привести анализ уровня экспрессии де-
сятков тысяч генов в различных клеточных ситуациях,
при разных состояниях и на различных этапах развития
клетки, ткани, органа или организма. После выделения
группы генов со схожими паттернами экспрессии (ко-
экспрессирующиеся гены) возникает задача описания
этих групп. Использование GO позволяет описать, в
реализации каких функций участвуют гены, входящие
в кластер (Khatri, Draghici, 2005). По сути, используя
онтологии, можно количественно оценивать семанти-
ческое сходство объектов предметной области.

4. Поддержка интероперабельности и обмена знаниями:
унифицированный доступ к множествам гетерогенных

источников данных;
поиск релевантной информации в документах. Онтология 

в этом случае задает структуру для аннотации содержа-
ния документа с семантической информацией, а также 
обеспечивает индексирование и связывание фактов, 
описанных в базах данных (Shah et al., 2009);

интеграция информации из различных источников и со-
здание больших баз знаний;

комбинирование экспериментальных данных и знаний из 
онтологии для формирования баз знаний; 

интероперабельность, поддержка коммуникации (между 
людьми и организациями) и обмена знаниями (между 
людьми и/или системами);

анализ текстов и семантический анализ (Chapman, Cohen, 
2009);

приобретение знаний, извлечение знаний, неявных и яв-
ных отношений между сущностями в аннотированных 
источниках, аналитика. 

5. Создание новых онтологий на основе повторного ис-
пользования базовых канонических онтологий и раз-
личного типа операции с ними, включая сопоставление
(ontology matching), слияние (ontology merging), отобра-ontology matching), слияние (ontology merging), отобра-), слияние (ontology merging), отобра-ontology merging), отобра-), отобра-
жение (ontology mapping), выравнивание (ontologyontology mapping), выравнивание (ontology), выравнивание (ontologyontology
alignment) и т.д.) и т. д.

6. Обеспечение непротиворечивости и корректности
представления знаний. Поддержка процесса построе-
ния онтологий, включая любые типы автоматического
вывода для поиска ошибок и выявления новых отно-
шений. Количество понятий и отношений в современ-
ных онтологиях исчисляется сотнями тысяч, поэтому
ручная проверка невозможна. Эксперт в этом случае
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проверяет противоречия и результаты, полученные 
путем формального вывода на онтологиях (Livingston 
et al., 2015). 

7. Поддержка индуктивного вывода для извлечения допол-
нительных знаний из множества фактов и тестирование
гипотез. Например, в работе Подколодного с коллега-
ми (2012) представлены подходы к онтологическому
моделированию механизмов регуляции транскрипции
генов и показаны примеры реконструкции гипотети-
ческих механизмов регуляции транскрипции с учетом
информации о строении регуляторных районов генов
и функциях регуляторных белков, присутствующих
в заданных клетках или тканях на определенной стадии
развития.

8. Повышение аргументации методов биоинформатики,
включая точное описание биомедицинских экспе-
риментальных протоколов, методов анализа данных
и моделирования биологических процессов и систем
и т. д. (Chen et al., 2007).
Можно привести примеры успешного применения

дескриптивной логики и логического вывода для фор-
мальных онтологий в области биомедицины. В обзоре Кит 
с коллегами (Keet et al., 2007) приводится список типовых 
сценариев, полученных путем анализа и обобщения при-
меров использования средств логического вывода. При 
этом отмечено, что стандартные средства Racer, Pellet, 
�aCT++ не позволяют выполнять многие сценарии на 
реальных биомедицинских онтологиях из-за их боль-
шого объема и сложности. Поэтому весьма актуальным 
остается развитие новых эффективных программных 
средств логического вывода и подходов к формализации 
биологических знаний. 

Программные средства для Go
В настоящее время среди всех онтологий в области био-
информатики и системной биологии наиболее широко 
используется GO. Для этого разработано большое число 
программных средств:

AMIGO (http://amigo.geneontology.org/amigo), QuickGO 
(http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/), Protein2GO и Ontology 
Lookup Service (http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/) – 
поиск и просмотр GO и аннотаций данных (Carbon et 
al., 2009). 

OBO-Edit – просмотр и редактирование онтологических 
описаний (Day-Richter et al., 2007). 

Blast2GO (https://www.blast2go.com/) – функциональная 
аннотация неизвестных последовательностей путем поис-
ка гомологий с помощью BLAST и анализа GO аннотаций 
полученных результатов (Conesa, Gotz, 2008).

GoPubMed – поиск биологических текстов на основе 
GO и Medical Subject Headings (MeSH, http://www.nlm.
nih.gov/mesh/introduction.html). GoPubMed связывает GO c 
базой рефератов PubMed и отвечает на вопросы: Что? Кто? 
Где? Когда? (http://www.gopubmed.org/web/gopubmed/).

Onto-Tools (http://vortex.cs.wayne.edu/) – набор сервисов, 
включающий: Onto-Express, Onto-Compare, Onto-Design, 
Onto-Translate, Onto-Miner, Pathway-Express, Promoter-
Express, nsSNPCounter, TAQ и OE2GO, – профилирование 
множества генов, сравнение экспрессионных данных, 
компьютерное сопровождение процесса конструирования 

ДНК-чипов, включая выбор множества генов на основе их 
функции, процессов, в которых эти гены участвуют, или 
клеточных компонент, где эти гены экспрессируются, и т. д.

GOToolBox – анализ результатов ДНК-чиповых экс-
периментов (http://genome.crg.es/GOToolBox/) (Martin et 
al., 2004 ).

Наиболее часто GO используется для анализа обога-
щения описания генов терминами генной онтологии. Для 
решения этой задачи разработаны несколько десятков 
программных систем, среди которых можно выделить 
наиболее популярные (ftp://ftp.geneontology.org/pub/go/
www/GO.tools.microarray.shtml):
• Gorilla (Gene Ontology enRIchment anaLysis and visu-Gene Ontology enRIchment anaLysis and visu-

aLizAtion tool) (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/) – Web-) (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/) – Web-
приложение для идентификации обогащенных тер-
минов GO в ранжированных списках генов.

• PANTHER (http://pantherdb.org/) – классификации бел-
ков (и их генов) в соответствии с информацией из GOA,
эволюционными взаимосвязями, взаимодействиями,
участием в метаболических и генных сетях и т. д. Как
часть проекта GO эта система регулярно обновляется
и использует наиболее актуальные данные (Thomas et
al., 2003; Huaiyu et al., 2003; Mi et al., 2005).

• DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) – Web-сервис для
аннотации и анализа экспрессионных и протеомных
данных, полученных с помощью высокопроизводи-
тельных экспериментальных технологий, а также
обогащения описания генов. Основной недостаток
DAVID – это использование устаревших данных GO
(отставание – 3–4 года).

• Веб-сервис WebGestalt (http://bioinfo.vanderbilt.edu/
webgestalt/) используется в функциональной геноми-
ке, протеомике и широкомасштабных генетических
исследованиях для функциональной аннотации боль-
ших групп генов, например, групп дифференциально
экспрессирующихся и коэкспрессирующихся генов
и т. д.
Бурное развитие экспериментальных технологий в

области молекулярной биологии привело к тому, что онто-
логическое моделирование становится базовым методом 
в биоинформатике и системной биологии для интеграции 
и анализа гетерогенных экспериментальных данных и ис-
пользования их для построения математических моделей 
молекулярно-генетических систем и процессов.

Биоинформатика и системная биология являются 
прекрасным полигоном для отработки технологий и эф-
фективного использования онтологического моделирова-
ния. Создание нескольких десятков базовых ссылочных 
онтологий и их верификация позволяют использовать эти 
онтологии в качестве источников знаний для интеграции и 
построения более сложных моделей предметной области, 
ориентированных на решение конкретных задач биомеди-
цины. В качестве примера можно привести базу знаний 
KaBOB (Livingston et al., 2015), в которой интегрированыLivingston et al., 2015), в которой интегрированы et al., 2015), в которой интегрированы 
знания из 14 гетерогенных источников – баз данных по 
генам и их гомологам, белкам, лекарствам, генетическим 
ассоциациям, регуляторным последовательностям, белок-
белковым взаимодействиям и др. Интеграция данных и 
поиск информации в этой базе знаний основаны на онто-
логии, объединяющей:
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1. Basic �ormal Ontology (B�O) (http://purl.obolibrary.
org/obo/bfo.owl);

2. BRENDA Tissue / Enzyme Source (BTO) (http://purl.
obolibrary.org/obo/bto.owl);

3. ChEBI (http://purl.obolibrary.org/obo/chebi.owl);
4. Cell Type Ontology (CL) (http://purl.obolibrary.org/obo/

cl.owl);
5. Gene Ontology (GO) (http://purl.obolibrary.org/obo/

go.owl);
6. Information Artifact Ontology (IAO) (http://purl.

obolibrary.org/obo/iao.owl);
7. Protein-Protein Interaction Ontology (MI) (http://purl.

obolibrary.org/obo/mi.owl) ;
8. Mammalian Phenotype Ontology (MP) (http://purl.

obolibrary.org/obo/mp.owl);
9. NCBI Taxonomy (http://purl.obolibrary.org/obo/ncbitaxon.

owl);
10. Ontology for Biomedical Investigation (OBI) (http://purl.

obolibrary.org/obo/ obi.owl);
11. Protein Modi��cation (MOD) (http://purl.obolibrary.org/

obo/mod.owl);
12. Protein Ontology (PR) (http://purl.obolibrary.org/obo/

pr.owl);
13. Relation Ontology (RO) (http://purl.obolibrary.org/obo/

ro.owl);
14. Sequence Ontology (SO) (http://purl.obolibrary.org/obo/

so.owl).
Для представления знаний использовался язык OWL.

Описание онтологии KaBOB составляет более 13 млн RD�-
триплетов. Для поиска используется язык SPARQL 1.1. 
Реализованы две версии базы знаний KaBOB только для 
человека и для человека и ряда модельных организмов. 
В итоге система позволяет выполнять запросы на множе-
стве гетерогенных данных, сопоставляя знания на различ-
ных уровнях описания биологических систем. В качестве 
примера можно привести следующий запрос: «Какие гены 
или продукты генов у человека, локализованные в мито-
хондриях, вовлечены в процесс окислительного фосфо-
рилирования и являются мишенями лекарств? Что это за 
лекарства?». Архитектура системы KaBOB и применяе-
мые информационные технологии позволяют расширять 
используемые онтологии и базы данных и в перспективе 
решать сложные биоинформационные задачи.

Таким образом, дальнейшие формализация и накоп-
ление онтологических знаний, а также применение фор-
мальных методов их анализа могут поднять весь цикл 
научных исследований в области системной биологии на 
новый технологический уровень. 
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The use of graphics accelerators 
to detect functional signals in the 
regulatory regions of prokaryotic genes
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Various methods for identification of significant contextual 
signals are widely used to search for transcription factor binding 
sites and to identify the structural and functional organization of 
regulatory regions. These methods do not require any pre-
alignment of the sample sequences analyzed or experimental 
information about the exact location of transcription factor 
binding sites. Methods of searching for contextual signals, based 
on the identi-fication of degenerate oligonucleotide motives 
recorded in the 15-letter IUPAC code have become widespread. 
An essential problem with degenerate motifs is their great 
diversity, which makes the researchers apply heuristics which do 
not guarantee that the most significant signal will be found. The 
development of high-performance computing systems based on 
the use of graphics cards has made it possible to use the exact 
exhaustive methods to identify significant motifs. We have 
developed a new system for identifying significant degenerate 
oligonucleo- tide motifs of a given length in the regulatory 
regions based on the use of widespread graphics cards that 
provides a search for the signal with the greatest signifi-cance. 
High efficiency of the GPU compared with CPU was 
demonstrated. Using the proposed approach, we ana-lyzed the 
regulatory regions of B. subtilis, E. coli, H. pylori, M. gallisepticum, 
M. genitalium and M. pneumoniae genes. Sets of degenerate 
motifs have been identified for each species of prokaryotes. They 
were classified on the basis of similarity with the transcription 
factor binding sites of E. coli.
Key words: degenerated oligonucleotide motif; transcription 
regulation; translation regulation; CUDA; GPU.
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Использование графических ускорителей
для выявления функциональных сигналов 
в регуляторных районах генов прокариот  
О.В. Вишневский1, 2, А.В. Бочарников2, А.А. Романенко2

1 Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики 
Сибирского отделения Российской академии наук», Новосибирск, Россия 
2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Новосибирский национальный 
исследовательский государственный университет», Новосибирск, Россия

Различные методы выявления значимых контекстных 
сигналов широко используются для поиска сайтов 
связывания транскрипционных факторов и выявления 
структурно-функ-циональной организации регуляторных 
районов генов. Такие методы не требуют ни 
предварительного выравнивания выборки анализируемых 
последовательностей, ни экспери-ментальной информации о 
точном расположении сайтов связывания транскрипционных 
факторов. Широкое распро-странение получили методы 
поиска контекстных сигналов, основанные на выявлении 
вырожденных олигонуклеотидных мотивов, записанных в 15- 
буквенном коде номенклатуры IUPAC (International Union of 
Pure and Applied Chemistry). Существенной сложностью 
использования вырожденных мотивов является их огромное 
разнообразие, что заставляет исследователей применять 
различные эвристические подходы, не гарантирующие 
нахождение наиболее значимого сигнала. Появление 
высокопроизводительных вычислитель-ных систем, 
основанных на использовании графических ускорителей, 
сделало возможным применение точных полнопереборных 
методов для выявления значимых мотивов. Нами разработана 
новая система выявления значимых вырожденных 
олигонуклеотидных мотивов заданной длины в регуляторных 
районах генов, основанная на использовании широко 
распространенных графических ускорителей и 
обеспечивающая поиск сигнала с наибольшей значимостью. 
Показана высокая эффективность использования 
графических ускорителей (GPU) в сравнении с расчетами на 
центральном процессоре (CPU). С использованием 
предложенного подхода проанализированы регуляторные 
районы генов B. subtilis, E. coli, H. pylori, M. gallisepticum, M. 
genitalium и M. pneumoniae. Для каждого вида прокариот 
были выявлены наборы вырожденных мотивов и проведена 
их классификация на основе сходства с сайтами связывания 
транскрипционных факторов E. coli. 
Ключевые слова: вырожденный олигонуклеотидный мотив; 
регуляция транскрипции; регуляция трансляции; CUDA; 
графические ускорители. 
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Выявление функциональных сигналов в регуляторных 
районах генов является важной задачей современной 
биоинформатики и необходимо как для понимания 

базовых механизмов регуляции транскрипции и трансля-
ции, так и для определения специфических особенностей 
функционирования регуляторных районов.  

Существующие методы, как правило, основываются 
на использовании ранее полученной экспериментальной 
информации о локализации сайтов связывания транскрип-
ционных факторов (ССТФ), собранной в специализиро-
ванных базах данных (Kolchanov et al., 2002; Matys et al., 
2006; Portales-Casamar et al., 2010), или на сравнении ана-
лизируемых последовательностей и выявлении в них отно-
сительно схожих участков (Vishnevsky, Kolchanov, 2005). 

Гигантский рост баз данных в связи с появлением ме-
тодов высокопроизводительного секвенирования ДНК 
(Elnitski et al., 2003) и огромное разнообразие регулятор-
ных сигналов требуют разработки новых высокопроиз-
водительных компьютерных методов для их выявления 
и анализа.

Наибольшее распространение получили методы вы-
явления значимых контекстных сигналов, основанные 
на анализе частот l-плетов (l-letter substrings) (Pesole et 
al., 2000); деревьев суффиксов (suf��x trees) (Marsan et al., 
2000); поиске максимальной клики в графе, построен-
ном на основе дистанции редактирования (edit distance)edit distance) 
l-плетов (Pevzner, Sze, 2000); локальном множественном
выравнивании, основанном на «жадном» (greedy) алгорит-greedy) алгорит-) алгорит-
ме (Hertz, Stormo, 1999); методе ЕМ (Expectation–Maxi-Expectation – Maxi-
mization) (Grundy et al., 1996) и стохастическом отборе) (Grundy et al., 1996) и стохастическом отборе
(stochastic sampling) (Lawrence et al., 1993). Результатомstochastic sampling) (Lawrence et al., 1993). Результатом) (Lawrence et al., 1993). Результатом
работы таких методов, как правило, являются позицион-
ные весовые матрицы или олигонуклеотидные мотивы,
записанные в 4- (A, T, G, C) или 15-буквенном коде IUPAC
(A, T, G, C, R = G/A, � = T/C, M = A/C, K = G/T, W = A/T,
S = G/C, B = T/G/C, V = A/G/C, H = A/T/C, D = A/T/G,
N = A/T/G/C).

Применение олигонуклеотидных мотивов является 
одним из наиболее ранних и широко распространенных 
подходов, но их использование затруднено гигантским 
разнообразием возможных вариантов. Так, мотив дли-
ной 8, записанный в 15-буквенном коде IUPAC, имеет 
158 ~ 2,5 �� 10 2,5 �� 102,5 �� 10 �� 10�� 10 10109 различных вариантов записи в 4-буквен-
ном коде. Это приводит к необходимости использования 
различных эвристических подходов (Mrázek et al., 2002; 
Vishnevsky, Kolchanov, 2005). Однако такие подходы 
не гарантируют достижения глобального минимума и 
нахождения наиболее представленного и значимого мо-
тива. Для применения точного полнопереборного метода 
необходимо использование высокопроизводительных 
вычислительных систем, основанных на массивно-парал-
лельных алгоритмах. 

На данный момент наиболее популярными системами 
для параллельных вычислений в биоинформатике явля-
ются:
• �PGA (�ield-Programmable Gate Array) – программиру-

емая логическая интегральная схема (ПЛИС) (Baker,
Prasanna, 2006; �ooseph et al., 2007).

• Cell /BE (Cell Broadband Engine) – процессор, исполь- /BE (Cell Broadband Engine) – процессор, исполь-/BE (Cell Broadband Engine) – процессор, исполь- BE (Cell Broadband Engine) – процессор, исполь-BE (Cell Broadband Engine) – процессор, исполь-
зуемый в Sony PlayStation 3 (�omin, Alemasov, 2009).

• GPU (Graphics Processing Unit) – графический уско-
ритель (Manavski, Valle, 2008; Sukhwani, Herbordt,
2009).

• CPU (Central Processing Unit) – универсальный цент-
ральный процессор и компьютерные кластеры на его
основе (Vishnevsky, Kolchanov, 2005).
Хотя �PGA и кластеры CPU обладают очень высокими

вычислительными мощностями, они до сих пор являются 
очень дорогим и не для всех доступным решением. Cell /BE /BE/BE BEBE 
более доступны, но не обладают необходимой вычисли-
тельной мощью. По соотношению цена /качество наибо- / качество наибо-/качество наибо- качество наибо-качество наибо-
лее приемлемым и распространенным решением являются 
вычислительные платформы, основанные на графических 
ускорителях. Поэтому для разработки метода выявления 
вырожденных олигонуклеотидных мотивов мы исполь-
зовали графические ускорители и технологию CUDA. 

Графические ускорители стали одной из наиболее 
распространенных компонент современных компьюте-
ров. Изначально разработанные для обработки компью-
терной графики, они стали одним из наиболее мощных 
инструментов компьютерного анализа, благодаря своей 
относительно небольшой стоимости и высокой произ-
водительности. Это было достигнуто за счет фундамен-
тальных изменений в архитектуре чипа. Она была опти-
мизирована для одновременного параллельного расчета 
огромного числа относительно простых операций. За счет 
уменьшения размера кэш-памяти на чипе, упрощения 
арифметико-логических устройств (Arithmetically-Logic 
Unit, ALU), относительного уменьшения количества ALU, 
работающих с двойной точностью, было значительно 
увеличено общее количество ALU на чипе. В результате 
чип GPU может содержать сотни вычислительных ядер, 
одновременно обрабатывающих поток данных. 

Одной из проблем, возникающих при работе с боль-
шим количеством вычислительных потоков, является 
синхронизация. Поэтому все ALU на GPU, именуемые 
скалярными процессорами (Scalar Processor, SP), собраны 
в группы, называемые потоковыми мультипроцессорами 
(Streaming Multiprocessor, SM). Все программные нити 
внутри одного SM имеют доступ к общей разделяемой 
(shared) памяти. Доступ к ней осуществляется в сотни раз 
быстрее, чем к глобальной памяти GPU. 

Фактически графические ускорители являются процес-
сорами, построенными на основе технологии SIMD (Sin-Sin-
gle Instruction Multiple Data). Это означает, к сожалению,). Это означает, к сожалению, 
что не все алгоритмы могут быть эффективно реализованы 
с использованием GPU. 

Несмотря на высокую производительность графических 
ускорителей, долгое время использование их для решения 
задач обработки неграфических данных было затруднено. 
Применение платформ OpenGL и DirectX API требовало 
переформулирования математических алгоритмов в тер-
минах обработки графики. Появление технологии CUDA 
(Compute Unified Device Architecture), предложенной 
NVIDIA, позволило существенно упростить разработку 
программ для графических ускорителей. CUDA является 
расширением языка С, позволяющим создавать многопо-
токовые приложения для устройств, поддерживающих 
эту архитектуру (NVIDIA CUDA programming guide 3.2. 
http://developer.download.nvidia.com/). 
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Поскольку программа на CUDA запускается на GPU, 
процессоре с SIMD архитектурой, она должна содержать 
ядро, состоящее из вычислительных операций, одновре-
менно рассчитываемых на GPU в виде множественных 
нитей (threads). Каждая нить имеет уникальный иденти-
фикатор, который может быть использован для получения 
соответствующих данных из памяти для обработки. Нити 
объединены в блоки (blocks), в свою очередь объединен-
ные в сеть (grid). Это сделано для облегчения програм-
мной реорганизации нитей на структуру обрабатываемых 
данных. Например, нити могут быть организованы в 
виде как одномерной, так и двух- и трехмерной решетки. 
Нити, объединенные в блок, могут взаимодействовать 
друг с другом, синхронизироваться и использовать одну 
разделяемую память. Нити в блоке выполняются на 
мультипроцессоре SM одновременно группами, называе-
мыми warp.

На основе технологии CUDA нами разработан новый 
метод выявления значимых вырожденных олигонук-
леотидных мотивов, записанных в 15-буквенном коде 
IUPAC, позволяющий использовать в расчетах широко 
распространенные графические ускорители. С использо-
ванием предложенного подхода были проанализированы 
регуляторные районы генов B. subtilis, E. coli, H. pylori, 
M. gallisepticum, M. genitalium и M. pneumoniae. Для
каждого вида прокариот были выявлены наборы вы-
рожденных мотивов и проведена их классификация на
основе сходства с сайтами связывания транскрипционных
факторов E. coli. Мотивы, полученные таким образом,
могут являться целью дальнейшего экспериментального
анализа.

Материалы и методы
Нами предложен алгоритм расчета представленности 
мотива М длины l в выборке D, состоящей из Nseq по-
следовательностей длины Lseq, основанный на оценке 
соответствия мотива M каждой из Nseq · (Lseq – l + 1) позиций 
выборки D. Для этого каждый символ мотива в 15-буквен-
ном коде IUPAC записывается в виде целого числа от 1 до 
15 (табл. 1), а каждый нуклеотид выборки анализируемых 
последовательностей D записывается в виде целого числа 
от 0 до 3 (табл. 2). 

В этом случае соответствие между мотивом M длины l 
и районом [i; i + l] анализируемой последовательности, за-
писанной 4-буквенном коде, может быть оценено с помо-
щью операции побитового сдвига вправо. При этом если 
буквы в позиции мотива M и анализируемой нуклеотидной 

последовательности соответствуют друг другу, то поби-
товый сдвиг вправо бинарного представления символа 
мотива M (табл. 1) на число, соответствующее бинарному 
представлению нуклеотида (табл. 2), выдаст 1, в против-
ном случае – 0. Таким образом, если все символы мотива 
и сравниваемого участка последовательности соответ-
ствуют друг другу, произведение результатов побитового 
сдвига для всех позиций будет равным 1. Подобный под-
ход позволяет существенно ускорить оценку соответствия 
мотива и нуклеотидной последовательности.

Для оценки представленности всех 15l возможных 
мотивов все рассматриваемые мотивы разбиваются на 
группы, равные количеству потоков в потоковом блоке, а 
каждый потоковый блок обрабатывает свою нуклеотидную 
последовательность. При этом все нуклеотидные после-
довательности анализируемой выборки D размещались в 
текстурной памяти, что позволило существенно ускорить 
доступ к этим последовательностям. Последовательность, 
с которой работает блок, копировалась в разделяемую 
память, поскольку доступ к ней существенно быстрее, 
чем к глобальной памяти.

Загрузка последовательностей из текстурной памяти 
производится всеми потоками блока. Размер разделяемой 
памяти на мультипроцессоре ограничивает длину после-
довательностей в ~ 14 тыс. нуклеотидов, что достаточно 
для решения большинства задач по анализу регуляторных 
районов генов. Сократить количество итераций обраще-
ния к текстурной памяти можно за счет использования 
упакованных типов данных. В нашем случае вместо char 
(один 8-битный символ) использовался uchar4 (четыре 
8- битных символа), то есть, например, для загрузки одной
последовательности длины L = 2 000 нуклеотидов 512
потоками нам потребуется четыре итерации обращений
к текстурной памяти для char и только одна – для uchar4.

Затем каждый поток в блоке проверяет встречаемость 
одного мотива в одной последовательности нуклеотидов 
и запоминает результат в глобальной памяти. В случае ис-
пользования запакованных типов данных (uchar4) каждый 
поток может обрабатывать одновременно четыре последо-

table 1. Binary representation of the 15-letter i�PAc  code for letters in a motif )  

l etters of the i�PAc  code A T G c r Y M K w S B H V D n

Transcription of letters in the i�PAc  code a t G C G/a t /C a /C G/t a /t C/G !a !G !t !C n

nucleotide a 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1

t 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1

G 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1

C 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1

c ode 1 2 4 8 5 10 9 6 3 12 14 11 13 7 15

table 2. Binary representation of 15-letter i�PAc  code for letters 
in a nucleotide sequence  

nucleotide a t G C

c ode 0 1 2 3



Вы�вление мотивов с помощ��� 
графи�еских ускорителей

О.В. Вишневский�� �.В. Бо�арников 
�.�. Романенко 

664 Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 19 • 6 • 2015

вательности. После этого запускается другое ядро на GPU, 
которое вычисляет встречаемость обработанной порции 
мотивов во всех последовательностях нуклеотидов. Пока 
на GPU идет обработка мотивов, на CPU готовится сле-
дующая их порция, и процесс повторяется. 

После того как процесс расчета представленности для 
всего множества мотивов проведен, производятся оценка 
значимости полученных мотивов согласно биномиально-
му критерию (Vishnevsky, Kolchanov, 2005) и расчет их 
представленности в выборке случайных последователь-
ностей. Случайная выборка генерировалась с частотами 
нуклеотидов, соответствующими частотам нуклеотидов 
в анализируемой выборке. Мотивы, не удовлетворяющие 
граничным критериям, удалялись из рассмотрения, а 
среди оставшихся мотивов выбирался наиболее значи-
мый. Позиции этого мотива маскировались в выборке 
анализируемых последовательностей, и процесс оценки 
значимости оставшихся мотивов производился заново. 
Затем среди найденных мотивов выявлялся следующий 
по значимости мотив, производилась маскировка позиций 
его расположения в выборке последовательностей, и цикл 
поиска значимых мотивов повторялся до тех пор, пока в 
анализе оставались мотивы, удовлетворяющие граничным 
критериям. 

Предложенный алгоритм был реализован в виде ком-
пьютерной программы на языке CUDA. Программа может 
работать в операционных системах Windows и Linux 
и позволяет оценивать представленность в заданной 
выборке нуклеотидных последовательностей всех вы-
рожденных олигонуклеотидных мотивов длиной 8, запи-
санных в 15-буквенном коде IUPAC. Программа обладает 
интерфейсом, в котором пользователь может задать гра-
ницы окна в анализируемой выборке, граничный уровень 
значимости и представленности в выборке случайных 
последовательностей. Можно указать такие параметры 
случайной выборки, как количество последовательностей 
в ней и необходимость использования частот нуклеоти-
дов, характерных для анализируемой выборки последо-
вательностей. Поиск может проводиться как в прямой, 
так и  комплементарной цепях ДНК. На вход программы 
подается выборка нуклеотидных последовательностей, 
записанных в формате �ASTA. На выходе – набор по-
лученных вырожденных олигонуклеотидных мотивов, 
удовлетворяющих заданным критериям. 

В качестве примера использования предложенного 
метода нами проведен поиск вырожденных олигонук-
леотидных мотивов длиной 8 в регуляторных районах 

генов шести  видов прокариот. Для этого из базы данных 
GenBank (Benson et al., 2013) были экстрагированы вы-
борки [–100; +25] районов относительно старта транс-
ляции для B. subtilis, E. coli, H. pylori, M. gallisepticum, 
M. genitalium и M. pneumoniae. Поиск проводился в трех
окнах шириной 50 нуклеотидов: [–100; –50], [–75; –25]
и [–25; +25] относительно старта трансляции. Хорошо
видно (табл. 3), что построенные выборки значительно
различались по количеству содержащихся в них после-
довательностей Nseq – от 212 для M. genitalium до 4 173 
для E. coli. 

В каждой из построенных выборок проводился поиск 
значимых вырожденных олигонуклеотидных мотивов. В 
качестве достоверных рассматривались мотивы, чья пред-
ставленность в выборке регуляторных районов превышала 
10 % (для отбора относительно слабо вырожденных моти-
вов), а вероятность наблюдения по случайным причинам 
не превышала 10–8. Затем была проведена классификация 
выявленных мотивов с использованием базы данных 
сайтов связывания транскрипционных факторов E. coli 
(Osada et al., 2004). 

результаты и обсуждение

Оценка производительности работы программы  
на разных вычислительных устройствах
Для того чтобы получить оценки производительности ра-
боты программы, не зависящие ни от длины и количества 
анализируемых последовательностей, ни от длины мо-
тивов, будем измерять производительность в количестве 
сравнений позиций мотивов с позициями выборки после-
довательностей за единицу времени. Для набора мотивов 
M и выборки последовательностей D производительность 
G вычисляется следующим образом: 

G = 
|M| · |D|

 = 
l · Nmot · Nseq · (Lseq – l + 1)

         t · 109                   t · 109 ,
где |M| – суммарное количество всех букв в наборе вы-
рожденных олигонуклеотидных мотивов, |D| – суммарное 
количество всех позиций (в выборке последовательно-
стей), в которых возможно сравнение с мотивами, t – время 
работы в секундах, Nseq – количество последовательностей 
в выборке, Lseq – длина последовательностей, l – длина 
мотивов.

С помощью предложенной меры мы провели оценку 
эффективности использования разработанного метода на 
различных графических ускорителях и CPU. В качестве 
CPU использовался четырехъядерный процессор i7-950 

table 3. Properties of samples from regulatory regions of prokaryotic genes  

Species Nseq Nmot NTFBS

B. subtilis 4 109 388 27

E. coli 4 173 334 42

H. pylori 1 565 454 35

M. gallisepticum 725 486 24

M. genitalium 212 452 28

M. pneumoniae 687 423 35



Detection of motifs by using 
graphics accelerators

O.V. Vishnevsky�� A.V. Bocharnikov
A.A. Romanenko

2015
19 • 6

Genomics and Polymorphism Analysis 665

с частотой 3 ГГц. Распараллеливание расчетов между 
различными ядрами CPU проводилось с использованием 
библиотеки POSIX Threads. На рис. 1 приведены срав-
нительные оценки производительности G на различных 
вычислительных платформах на выборке из 10 последо-
вательностей в зависимости от их длины.

Из рис. 1 хорошо видно, что наиболее производитель-
ным решением является сдвоенная Tesla C1060, которая 
суммарно обладает 480 процессорами. Отметим, что все 
графические ускорители имеют худшую производитель-
ность при малой длине последовательности. Это можно 
объяснить тем, что внутренний цикл становится достаточ-
но коротким и запуск вычислительного ядра происходит 
чаще. Tesla C2050 обладает лучшей производительностью 
при длине последовательности 32 символа. При длине 
последовательностей от 50 нуклеотидов производитель-
ность всех GPU стабилизируется. Показано, что метод 
хорошо шкалируется между различными вычислитель-
ными устройствами и его производительность растет 
с ростом выборки. В среднем отставание CPU i7-950 от 
сдвоенной GPU C1060 составляет 18 раз. Кроме того, при 
наличии 4 ядер и частоты 3ГГц i7-950 в 1,5 раза быстрее, 
чем бюджетная видеокарта ge�orce210 с 16 процессорами 
и частотой 1,4 ГГц (данные не приведены). Производи-
тельность одного графического ускорителя Tesla C2050 
примерно в 70 раз выше, чем производительность одного 
ядра CPU i7-950.

Выявление вырожденных олигонуклеотидных 
мотивов в регуляторных районах генов прокариот
Для каждой из построенных выборок регуляторных райо-
нов были получены сотни вырожденных мотивов Nmot 
(табл. 3). Их количество варьировало от 334 для E. coli 
до 486 для M. gallisepticum. Отметим, что количество 
выявляемых мотивов Nmot и размер анализируемой вы-
борки Nseq не демонстрируют явной корреляции между 
собой. В табл. 4 приведен пример мотивов, найденных 
в регуляторных районах генов M. genitalium. Например, 
мотив AAAYWAAA представлен в 11 % (F = 0,11) анализи-
руемых последовательностей, в 3 % (Q = 0,03) случайных 
последовательностей, а вероятность его наблюдения по 
случайным причинам в анализируемой выборке – 10–989 
(–P = 984). Для оценки величины Q использовались вы-
борки, состоящие из 700 случайных последовательностей, 
сгенерированных с частотами нуклеотидов, характерными 
для частот нуклеотидов выборки регуляторных районов 
генов соответствующего вида прокариот. Отметим, что 
следующий за ним по значимости мотив AAAAYWAR
является практически полным подобием AAAYWAAA со
сдвигом и добавлением к нему нуклеотида A на 3′- кон-
це, т. е. функционально значимым для регуляторных 
районов M. genitalium, видимо, является контекстный 
сигнал длины большей, чем восемь нуклеотидов. Такие 
сигналы можно выявлять в наборе полученных мотивов 
с использованием различных методов оценки подобия 
и рассматривать отдельно. 

Затем мы провели классификацию полученных мо-
тивов с использованием базы данных сайтов связыва-
ния транскрипционных факторов E. coli (Osada et al., 
2004) с уровнем значимости p < 10–4. Как и ожидалось, 

наибольшее количество ССТФ, демонстрирующих зна-
чимое сходство с выявленными мотивами, наблюдалось 
для E. coli (NTFBS = 42). Можно предположить, что часть 
ССТФ-специфичных мотивов, полученных для других 
видов прокариот, соответствуют транскрипционным 
факторам – ортологам транскрипционных факторов, най-
денных в E. coli (табл. 5). Оставшаяся часть выявленных 
мотивов может соответствовать как видоспецифичным 
ССТФ, отсутствующим в базе данных ССТФ E. coli, так 
и некоторым структурным физико-химическим особен-
ностям регуляторных районов генов прокариот, таким, 
например, как короткие поли-А / поли-Т тракты, приводя-
щие к формированию участков повышенной «плавкости» 
(easily melting sites) и специфическому изгибу ДНК. 

Нам показалось интересным оценить относительное 
сходство и взаиморасположение вырожденных мотивов в 
регуляторных районах генов эволюционно близких и эво-
люционно удаленных видов прокариот. Ранее (Vishnevsky 
et al., 2011) нами был предложен метод усредненной 
оценки межвидового олигонуклеотидного сходства ре-
гуляторных районов генов HOli. Этот метод учитывает 
как степень вырожденности мотивов, так и характер их 
расположения в регуляторных районах. На рис. 2 показа-
ны оценки такого сходства HOli, полученные для разных 
видов, рассчитанные на основе вырожденных мотивов, по-
лученных для M. genitalium. Для нижней оценки величины 
олигонуклеотидного сходства использовалась выборка, 
состоящая из 700 случайных последовательностей, сгене-
рированных с частотами нуклеотидов, характерными для 
частот нуклеотидов выборки регуляторных районов генов 
M. genitalium. Хорошо видно, что максимальные значения
олигонуклеотидного сходства с регуляторными районами
генов M. genitalium наблюдаются для наиболее близких
к нему видов, таких как M. gallisepticum (HOli = 0,53) 
и M. pneumoniae (HOli = 0,5), в то время как эволюционно 
удаленные от него виды, такие как B. subtilis и E. coli, 
имеют существенно меньшие значения HOli – 0,22 и 0,08 
соответственно. Кроме того, с использованием метода 
парного выравнивания мы оценили усредненную меж-

Fig. 1. Performance evaluation G of the program identifying degenerate 
oligonucleotide motifs vs. sequence length. The performance was 
evaluated on various devices.
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видовую гомологию Halign регуляторных районов генов 
различных видов прокариот согласно Vishnevsky et al., 
(2011). На рис. 2 показаны оценки усредненной гомологии 
регуляторных районов генов 5 видов прокариот с регуля-
торными районами генов M. genitalium. Видно, что усред-
ненная гомология с M. genitalium резко снижена даже для 
эволюционно близких к нему видов, а для эволюционно 
далеких видов она находится на случайном уровне. 

Таким образом, на основе анализа величин HOli и Halign 
можно сделать вывод, что общий контекст регуляторных 
районов генов может практически полностью изменяться 
в ходе эволюции и разделения видов, в то время как регу-
ляторный код, основанный на присутствии в этих районах 
специфических контекстных сигналов, остается в значи-
тельной степени консервативным. Можно предположить, 
что это обусловлено как относительной консервативно-
стью сайтов связывания транскрипционных факторов, 
так и сходством физико-химических структурных осо-
бенностей регуляторных районов генов.

На основе технологии CUDA нами разработан програм-
мный комплекс для итерационного выявления в регуля-
торных районах генов наборов значимых вырожденных 

table 4. An example of motifs found in [–100; –50] regions of M. genitalium with reference to the translation start  

Motif F Q –P 

AAAYWAAA 0.11 0.03 989
AAAAYWAR 0.14 0.05 804
AAAMAASM 0.12 0.02 603
SAAAAAMW 0.12 0.04 558
AWYTNWTT 0.21 0.10 392
WAAYTRWT 0.14 0.07 374
NWAGMAAA 0.14 0.07 348
TRCWANWK 0.12 0.08 34
RKMMTTWK 0.12 0.08 34
YAASYTWN 0.12 0.08 34
MWYTWTKS 0.12 0.05 34
WKWWGSWK 0.18 0.08 30
SMASMANT 0.11 0.05 30
AASNSYTW 0.11 0.05 26

Designations: F�� motif occurrences in the sample analyzed; Q�� motif occurrences in the sample of random sequences generated with the nucleotide frequencies 
specific o the analyzed sample; P�� decimal logarithm of the probability of observing the motif by chance.

table 5. An example of motifs found in the [–100; –50] regions of H. pylori relative to the translation start that demonstrates  
a significa t similarity to E.coli TFBSs 

Motif TFBS –P 

SNSAWRAA metr 6

KRRGAWWR lrp 5

NWMTTWAA nagc 4

WWKSSMTT metJ 4

AWAAYNSM argr 4

P�� decimal logarithm of observation probability of the motif in E. coli TFBSs by chance.

Fig. 2. Values of the average oligonucleotide similarity HOli (dark box)  
and the averaged interspecies homology Halign (light box) in the regu-
latory regions of M. genitalium genes with the regulatory regions  
of genes of other prokaryotes.
1�� B. subtilis; 2�� E. coli; 3�� H. pylori; 4�� M. gallisepticum; 5�� M. genitalium;  
6�� M. pneumoniae; 7�� random sample.
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олигонуклеотидных мотивов фиксированной длины, 
записанных в 15-буквенном коде IUPAC. Предложен-
ный метод может использовать для вычислений широко 
распространенные бюджетные графические ускорители. 
Было показано, что применение GPU позволяет в десятки 
раз увеличить производительность системы в сравнении 
с распространенными CPU процессорами. На базе пред-
ложенного подхода с использованием языков Perl, C++ и 
CUDA нами разрабатывается Интернет-доступный сайт, 
который даст исследователям  новый инструмент для 
изучения регуляторных районов генов.

Проведенный анализ регуляторных районов генов 
B. subtilis, E. coli, H. pylori, M. gallisepticum, M. genitalium
и M. pneumoniae выявил сотни значимых олигонуклео-
тидных мотивов. Оценка сходства полученных мотивов с
сайтами связывания транскрипционных факторов E. coli
показала, что только часть мотивов демонстрируют до-
стоверное сходство с этими ССТФ. Мы полагаем, что
оставшиеся неклассифицированные мотивы могут соот-
ветствовать сайтам связывания видоспецифичных транс-
крипционных факторов или разнообразным структурным
особенностям регуляторных районов, необходимым для
нормального протекания процессов транскрипции или
трансляции. Полученные мотивы могут являться мише-
нями для дальнейшего экспериментального анализа.

Выявленные нами мотивы были использованы для 
оценки усредненного межвидового сходства регулятор-
ных районов генов прокариот различной эволюционной 
удаленности друг от друга. Оказалось, что, хотя регу-
ляторные районы генов разных видов прокариот в ходе 
эволюционного расхождения и накопления мутаций 
различаются крайне сильно, они продолжают сохранять 
в относительно консервативном виде специфические кон-
текстные сигналы, обеспечивающие регуляцию базовых 
молекулярно-генетических процессов. 
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Исследование зависимости частоты возникновения 
мутаций в геноме человека выполнено на примере набора 
документированных однонуклеотидных полиморфизмов 
(ОНП) из проекта «1 000 геномов». Рассмотрены задачи 
разработки новых компьютерных методов статистического 
анализа генетических текстов на основе оценок сложности 
последовательности символов. Показано применение 
профилей сложности в скользящем окне к анализу сайтов, 
содержащих однонуклеотидные полиморфизмы в геноме 
человека. Установлено локальное понижение сложности 
текста в районе ОНП. На основе анализа профилей сложности 
в участках, содержащих ОНП, показано, что фланкирующие 
повторы мономеров определяют пониженную контекстную 
сложность сайтов однонуклеотидных полиморфизмов 
в геноме человека. Эффект локального понижения уровня 
сложности текста последовательностей фланкирующих сайты 
ОНП подтвержден для данных о полиморфизмах 
в геномах крысы и мыши. Определены различия в контекст-
ной организации для кодирующих и регуляторных после-
довательностей, которые отражаются в сложности текста 
нуклеотидных последовательностей, содержащих ОНП. 
Изменения в частоте точковых мутаций были ранее показаны 
для последовательностей, содержащих микросателлиты.  
С использованием более общего математического аппарата  и 
более полных данных в работе показана насыщенность 
политрактами и простыми повторяющимися последователь-
ностями локального геномного окружения участков, содер-
жащих ОНП. Определены олигонуклеотиды с повышенной 
частотой встречаемости в геномном окружении ОНП 
у человека, показана их связь с политрактами. Присутствие 
политрактов может свидетельствовать о большей вероятности 
разрыва двойной цепи ДНК в этой точке, приводящей к 
повышению частоты замен нуклеотидов. Полученные оценки 
были определены при помощи разработанного ранее 
комплекса компьютерных программ, который кроме оценки 
сложности фазированных выборок позволяет эффективно 
определять частотный спектр олигонуклеотидов 
фиксированной длины, производить сравнение частот 
олигонуклеотидов в выборках большого объема.

Ключевые слова: ОНП; геном; нуклеотидные 
последовательности; повторы; энтропия; мутации.
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we have investigated a mutation frequency within 
the human genome for the set of known single nucle-
otide polymorphisms (SnPs) from the “1000 genomes” 
project. we have developed and applied novel statistical 
computational methods to analyze genetic text based 
on its complexity. A complexity profiling in a sliding
window is applied to the sites containing single nucleotide 
polymorphisms within the human genome. A local 
decrease in text complexity level in SnP-containing sites 
has been shown. Analysis of the complexity profiles
for SnP-containing sites shows that flan ing monomer 
repeats define a l wer context complexity of sites 
containing SnPs within the human genome. An effect 
of local decrease in text complexity in SnP-containing 
sites is confi med by analysis of polymorphisms in the rat 
and mouse genomes. we have found context differences 
between coding and regulatory sequences. These 
differences refle t a complexity of SnP-containing loci. 
The changes in point mutation frequency were shown 
previously for microsatellite containing sequences. 
�sing enhanced mathematical tools and larger data 
sets this work shows enrichment of polytracks and 
simple sequence repeats in local genome surroundings 
of SnP containing sites. we have found high-frequency 
oligonucleotides within genomic regions containing SnPs. 
Such oligonucleotides are related to nucleotide polytracks. 
The presence of poly-A tracks might be associated with 
an increased probability of double helix DnA breaks 
around mutable loci and following fix tion of nucleotide 
changes. The complexity estimates were computed using 
a previously developed program tool. This tool allows for 
both (i) complexity estimation of phased samples�� and 
(ii) rapid and effective identific tion of the frequency 
spectrum of oligonucleotides with fi ed lengths�� and 
a comparison of oligonucleotide frequencies in different 
samples.

Key words: SnP; genome; nucleotide sequences; repeats; 
entropy; mutations.
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Исследование нуклеотидных полиморфизмов в гено-
ме имеет большое значение для фундаментальной 
и прикладной медицинской генетики. Изучение 

нуклеотидных замен изменений, а также предпосылок их 
возникновения по нуклеотидным последовательностям 
может позволить ответить на ряд важных молекулярно-
биологических вопросов о ходе мутационного процесса, 
достигнуть успехов в предсказании и лечении генети-
ческих заболеваний, связанных с естественной измен-
чивостью генома. Развиваются международные проекты 
HapMap (International HapMap 3 Consortium, 2010), «1 000 
Genomes» (http://www.1000genomes.org/), идут националь-
ные и региональные исследования генетической изменчи-
вости (Sidore et al., 2015; UK10K Consortium, 2015).

Исследование зависимости частоты возникновения 
мутаций в геноме человека было выполнено нами на 
примере набора документированных однонуклеотидных 
полиморфизмов из проекта «1 000 геномов». Однонуклео-
тидные полиморфизмы (ОНП, или SNP – Single Nucleotide 
Polymorphism) – однонуклеотидные различия последо-
вательностей ДНК в геноме или участке генома. Такие 
полиморфизмы имеют большое значение при изучении 
различных заболеваний, что требует развития биоин-
формационных ресурсов анализа (International HapMap 3 
Consortium, 2010).

За последние два десятилетия создан большой набор 
программных продуктов, направленных на изучение 
свойств и структуры последовательностей ДНК и бел-
ков (Babenko et al., 1999; Орлов, 2012; Игнатьева и др., 
2015). Одной из важных проблем исследования геномной 
ДНК является анализ сложности генетических текстов 
с помощью математических оценок, учитывающих 
эволюционные ограничения на изменение последова-
тельности (Орлов, 2004; Orlov, Potapov, 2004; Orlov et al., 
2006). Исследование сложности текста нуклеотидных и 
аминокислотных последовательностей как независимой 
универсальной характеристики имеет свой широкий круг 
применений: от анализа строения регуляторных районов 
генов до анализа расположения повторов в полных гено-
мах (Chuzhanova et al., 2002; Orlov et al., 2006; Trifonov 
et al., 2012). 

Связь так называемых «горячих точек» мутаций в гено-
мах с окружающим нуклеотидным контекстом была по-

казана для разных организмов (Rogozin et al., 1991, 2001; 
Rogozin, Kolchanov, 1992). Изменения в частоте точковых 
мутаций были ранее показаны для последовательностей, 
содержащих микросателлиты (Siddle et al., 2011). Ряд 
исследований, рассматривающих ди- и тринуклеотидные 
повторы в геноме, показал увеличение скорости мутаций 
в районе повтора (Vowles, Amos, 2004; Siddle et al., 2011). 
Опираясь на более общий математический аппарат и более 
полные данные (Safronova et al., 2015), мы показываем на-
сыщенность политрактами и простыми повторяющимися 
последовательностями локального геномного окружения 
участков, содержащих ОНП.

Материалы и методы
В работе использовали базу данных dbSNP и базу до-
кументированных однонуклеотидных полиморфизмов 
из проекта «1 000 геномов». Нуклеотидные последова-
тельности загружали из ресурса UCSC Genome Browser 
(genome.ucsc.edu). Для численной оценки сложности 
применяли алгоритмы разработанной ранее компью-
терной программы (Orlov, Potapov, 2004): расчет числа 
операций, необходимых для сжатия текста алгоритмом 
Лемпеля и Зива (Gusev et al., 1999), расчет комбинатор-
ной (лингвистической) сложности текста (Troyanskaya 
et al., 2002). Эти алгоритмы были дополнены оценками: 
1) энтропии символов (Wootton, �ederhen, 1996); 2) при-
сутствия политрактов; 3) частоты чередования символов
в последовательности.

Каждое определение сложности текста учитывает 
определенные аспекты его структурной организации. 
Энтропия представляет неравномерность олигонуклео-
тидного состава. Алгоритмы оценки сложности исполь-
зуют представление последовательности символов в виде 
l-граммного дерева (Orlov et al., 2002), которое позволяет
рассчитывать число всех возможных 4l слов длины l в
последовательности, определять позиции этих слов и с
минимальными затратами компьютерного времени вы-
полнять операции по расчету сложности текста и поиску
гомологии.

Операционная сложность, или сложность по методу 
Лемпеля и Зива – это число операций копирования (дуп-
ликаций коротких последовательностей), необходимых 
для порождения текста из некоторого базового текста 
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(самой последовательности) в так называемом сложност-
ном разложении (Gusev et al., 1999):

        CLZ(S) = S [1; i1] S [i1 + 1; i2] … S [im – 1 + 1; L],      (1)

где S [ik – 1 + 1; ik] – фрагмент исходной строки, генерируе-
мый на k-м шаге из уже сгенерированной последователь-
ности, слева направо, L – длина текста (в нуклеотидах), 
m – минимальное число фрагментов (число операций 
копирования), определяющее сложность текста. 

Анализ такой сложности учитывает все типы повторов, 
включая инверсии и симметричные повторы, и дает пол-
ную картину всех, а не только локальных, взаимозависи-
мостей в тексте (Orlov, Potapov, 2004; Orlov et al., 2006). 
Чем короче повторы, тем больше операций копирования 
и больше сложность текста. Операционная сложность 
хорошо подходит для поиска повторов в протяженных 
последовательностях. Она наиболее близка к общему 
определению сложности, по Колмогорову, как длины 
кратчайшей программы, необходимой для генерации 
символьной последовательности. 

Комбинаторная, или лингвистическая, сложность 
определяется как отношение числа встретившихся слов 
к числу всех возможных слов в последовательности за-
данной длины (Troyanskaya et al., 2002):

             
     L∑1 NiCling =                 L∑1 Nmaxi

,      (2)

где Ni – число встретившихся слов длины i, Nmaxi – макси-
мальное число возможных слов длины i в последователь-
ности длины L, которое равно минимуму из двух чисел: 
числа всех возможных слов длины i для используемого 
алфавита, либо числа слов длины i, которые можно раз-
местить в последовательности длины L.

Чем меньше повторов всех длин, чем больше разно-
образие найденных слов, тем больше сложность после-
довательности. Комбинаторная сложность учитывает 
существенные особенности текста, позволяет быстро 
находить простые участки (например короткие повторы) 
в последовательности. 

Сложность частот чередования символов оценивает 
относительное число смен одного символа на другой в 
линейном расположении. Чем больше это число, тем более 
перемешаны символы и тем меньше политрактов – слов, 
состоящих из одного символа. Таким образом, эта мера 
позволяет эффективно находить локальную насыщенность 
политрактов. В то же время не учитывается разнообразие 
словаря возможных слов. Эта сложность рассчитывается 
по формуле:

                              Сvar = Ch / (L – 1),       (3)
где Ch – количество смен текущего символа, L – количест-
во символов в строке (длина последовательности).

Рассмотрим величину Сvar на примере коротких 
олигонуклеотидов длины 6: олигонуклеотид AAAAAA 
в интуитивном понимании проще, чем AAATAA, кото-
рый в свою очередь проще ATGCGA; таким образом, в 
рамках введенной меры AAAAAA имеет сложность 0, 
AAATAA – 0,4 (2/5), ATGCGA – 1 (5/5).

Стандартный метод – оценка энтропии символов (энт-
ропии Шеннона) в тех же обозначениях:

CE = –
     K∑i = 1(ni / L)logK(ni / L),    (4)

здесь L – размер последовательности, ni – число встре-
тившихся символов (нуклеотидов) i-го типа, i = 1, 2, ..., K, 
K – размер алфавита (K = 4 для ДНК, K = 20 для амино-
кислот). Поскольку логарифм берется по основанию K, все 
значения сложности содержатся в интервале (0; 1).

Для анализа коротких повторов в тексте (от 3 до 10 нт) 
рассмотрены меры сложности олигонуклеотидов. Таким 
образом, рассматривается сложность элементов (слов, 
олигонуклеотидов), которые могут быть выделены в ис-
следуемых участках генома. Например, для олигонуклео-
тида AAATAAA, состоящего из повтора, за исключением 
одного нуклеотида, Т, энтропия составляет 0,296, для 
ATATATA – 0,493, для TTATGCGC, содержащего уже все 
четыре нуклеотида, энтропия равна 0,979. Более подробно 
см. в Дополнительных материалах1.

Ранее была рассмотрена связь различных мер слож-
ности на геномных последовательностях, было отмечено, 
что все меры коррелируют между собой, при этом мера 
Лемпеля – Зива наиболее эффективно выделяет длинные 
повторы, а мера чередования символов более чувствитель-
на к наличию политрактов (Орлов, 2004; Orlov et al., 2006). 

результаты
Нуклеотидные последовательности из генома человека, 
содержащие аннотированные ОНП, были загружены из 
UCSC Table Browser (http // genome.ucsc.edu.). Мы исполь-
зовали последовательности размером 101 нт (1 позиция 
НП и +/–50 нт окружение). Был выполнен расчет профи-
лей сложности в скользящем окне размеров 10, 7, 5 нт. 
Рассматривалось отдельно четыре класса ОНП – замена 
А на другую букву (нуклеотид), С – на другой нуклеотид 
и т. д. Построенные профили сложности были усреднены. 

Замечено, что в районе мутации в скользящем окне про-
филя происходит резкое изменение сложности (Safronova 
et al., 2015) (рис. 1). 

Как показал расчет стандартного отклонения значений 
сложности, при большем числе проанализированных 
последовательностей такое изменение профиля статисти-
чески значимо (p < 0,01). Дальнейший анализ показал, 
что сложность последовательности в скользящем окне 
возрастает к точке полиморфизма, а после нее симметрич-
но убывает, в районе ОНП происходит скачок сложности. 
Было замечено, что у всех наблюдаемых организмов 
в районе мутации профиль сложности имеет очень схожее 
поведение: сначала идет убывание, затем следует скачок 
и снова убывание (яма – пик – яма).

Отмечено локальное симметричное понижение слож-
ности в районе вокруг точки полиморфизма. Дальней-
ший частотный анализ показал высокую насыщенность 
области около полиморфизма (+/–10 нт) поли-А и поли-Т 
трактами. Анализ дисперсии значений сложности в точке 
ОНП и на флангах (5 нт) показал статистическую значи-
мость различия средних значений (рис. 1).

Для модельных организмов – мыши и крысы – были 
получены схожие результаты, подтвержден эффект, обна-схожие результаты, подтвержден эффект, обна-
руженный на более полных данных по человеку (рис. 2). 
1 Дополнител��ные материалы см. в �риложении 1 по адресу: http://www.
bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2015-12/appx1.pdf
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Fig. 1. Profile of l empel – Ziv complexity values in the sliding window for SnP sites in the human 
genome. 
window size 7 nt. r eplacements of nucleotide A in SnP for three other nucleotides.

На рис. 2 показано симметрич-
ное изменение профиля сложности 
с пиком на точке полиморфизма для  
участков, содержащих ОНП в геноме  
крысы.

Мера вариабельности Сvar (мера 
чередования символов) в скользящем 
окне также для участков ОНП в гено-
ме человека представлена на рис. 3. 

Профиль меры чередования симво-
лов имеет тот же вид, что и сложность 
по Лемпелю – Зиву (число повторяю-
щихся фрагментов), представленная 
на рис. 1, с локальными минимумами 
на флангах точки ОНП до 10 нт.

Локальное понижение сложности 
текста отмечено и с помощью других 
мер – лингвистической сложности, 
энтропии и меры чередования нук-
леотидов. Минимальные значения 
сложности соответствуют последо-
вательностям, состоящим почти 
целиком из одной повторяющейся 
единицы (тандемного повтора), 
самое минимальное значение дает 
политракт (однобуквенный повтор), 
например (A)n. На рис. 4 приведены 
профили встречаемости наиболее 
представленных олигонуклеотидов, 
в данном случае политрактов, в по-
следовательностях, фазированных 
относительно точки ОНП.

Присутствие сигнала TAA в горя-
чих точках мутаций было показано 
еще в ранней работе И.Б. Рогозина 
и Н.А. Колчанова на ограниченной 
выборке данных (Rogozin, Kolchanov, 
1992). В нашей работе представлен 
расширенный набор олигонуклеоти-
дов, содержащих короткие повторы 
нуклеотидов A и T, непосредственно 
фланкирующих точки ОНП, которые 
также связаны с повышенным уров-
нем мутаций.

С использованием набора методов 
оценок сложности текста были рас-
считаны значения сложности для нук-
леотидных последовательностей раз-
личных типов – белок-кодирующих 
(экзоны), некодирующих (интроны) 
и регуляторных (промоторы и энхан-
серы). Ранее было показано различие 
мер сложности для кодирующих и 
некодирующих последовательностей 
(Orlov et al., 2006). Белок-кодиру-
ющие последовательности несут 
большую нагруженность сигналами 
различных типов (триплетный код 
аминокислот, информация о вторич-
ной и пространственной структуре 

белка), и, следовательно, большие сложность текста и энтропию символов 
(Trifonov et al., 2012). Некодирующие последовательности (интроны), напро-
тив, свободны от сигналов структуры белка, соответственно, имеют меньшую 
сложность. В то же время регуляторные последовательности содержат ряд 
размытых контекстных сигналов – о сайтах связывания белков, сайте посад-
ки транскрипционного комплекса, но не о кодировании белка. Регуляторные 
последовательности занимают промежуточное положение между интронами 

Fig. 2. Profile of l empel – Ziv complexity value changes in the 7-nt sliding window for SnP sites  
in the rat genome.

Fig. 3. Profile of the f equency of symbol changes in sequence (monomer variability) for SnP sites 
in the human genome.
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и экзонами. Для более коротких последовательностей результаты различий 
уже не видны. Поэтому мы использовали построение профилей в скользящем 
окне для позиций однонуклеотидных полиморфизмов.

Для сайтов, содержащих ОНП, минимальные значения сложности соот-
ветствуют последовательностям, состоящим почти целиком из одной повто-
ряющейся единицы (тандемного повтора), самое минимальное значение дает 
политракт. Таким образом, для участков низкой сложности, фланкирующих 
ОНП, характерно наличие простых участков (содержащих короткие тандемные 
повторы, политракты), что подтверждает ранние результаты (Rogozin et al., 
1991; Ponomarenko et al., 2002; Medvedeva et al., 2013). 

Обсуждение
В связи с возможными молекулярными механизмами патогенеза ОНП в 
кластерах повторяющейся ДНК представляется интересным, прежде всего, 
что в обзоре Поляновского c коллегами (2012) к числу самых важных причин 
устойчивости к моноклональным антителам-ингибиторам онкогенов-мишеней 
были отнесены наследственные ОНП и соматические мутации в кодирующих 
районах как этих онкогенов, так и генов для их рецепторов и эффекторов 
сигнальных путей. Поскольку ранее была открыта статистически значимая 
корреляция между эффективностью соматического мутагенеза в его горячих 
точках с количеством содержащих их несовершенных повторов (Rogozin 
et al., 1991), то степень риска канцерогенеза может быть оценена по числу 
повторов в анцестральном аллеле гена, в границах которых локализованы 
ассоциированные с раком ОНП.

Кроме того, большинство инвертированных повторов и комплементарных 
палиндромов локализованы в белок-кодирующих районах генов, что, как 
было показано, связано с неравномерностью использования кодонов и опти-
мизацией вторичной структуры кодируемых ими мРНК по ее устойчивости 
к ее деградации (Karlin et al., 1989). Это означает, что в числе молекулярных 
механизмов патогенеза ОНП в границах инвертированных повторов и комп-
лементарных палиндромов в белок-кодирующих районах генов может быть 
рассогласование координированно экспрессирующихся генов в генной сети. 
В свою очередь, конвергентное возникновение прямых повторов в белок-
кодирующих районах генов связано с кодированием элементов вторичной 
структуры (α-спиралей и β-нитей) белковых глобул. Это означает, что к числу 
молекулярных механизмов патогенеза, вызванного ОНП в границах прямых 
повторов в белок-кодирующих районах генов, могут быть отнесены нарушения 
пространственных структур белковых глобул.

Наконец, в работе Babenko с коллегами (1999) был обнаружен специфиче-
ский повторяющийся контекст локального окружения сайта в кор-промоторах 
генов человека для ТАТА-связывающего белка (ТВР), образующего анкерный 
комплекс для РНК полимеразы II (Ponomarenko et al., 2013a, b). Поэтому 
в числе молекулярных механизмов патогенеза ОНП в повторяющейся ДНК 

промоторов генов человека могут 
быть изменения сродства ТВР к этим 
промоторам и в итоге – изменение 
экспрессии этих генов (Пономаренко 
и др., 2008; Савинкова и др., 2009). 
Таким образом, контекстные оцен-
ки сложности текста для геномных 
участков могут использоваться как 
характеристики для оценки возникно-
вения полиморфизмов и возможных 
нарушений регуляции экспрессии 
генов.

На языке С++ был разработан ком-
плекс программ, который позволяет 
эффективно определять частотный 
спектр олигонуклеотидов заданной 
фиксированной длины, выполнять 
сравнение частот олигонуклеотидов 
в различных выборках. С помощью 
этого программного обеспечения 
рассчитана контекстная сложность 
геномных районов, содержащих ОНП 
человека по базе данных dbSNP. Уста-
новленная насыщенность политрак-
тами области точки полиморфизма 
свидетельствует о более высокой ве-
роятности разрыва двойной спирали 
ДНК в этой точке, что подтверждает 
ранее показанные результаты (Siddle 
et al., 2011; Lenz et al., 2014). Фланги 
прямых мононуклеотидных повторов 
подвержены мутациям. Изменения 
идут в сторону увеличения энтропии, 
т. е. при возникновении полиморфиз-
мов природа избегает длинных по-
второв мононуклеотидов и сложность 
геномного текста в таком участке 
вновь возрастает. Таким образом, 
с информационной точки зрения, 
происходит ослабление контекстных 
мононуклеотидных сигналов в геноме 
(Safronova et al., 2015). Пониженная 
сложность фланкирующих ОНП точ-
ки последовательностей наблюдалась 
также по доступным данным у мыши 
и крысы, и, следовательно, может 
иметь общий характер для геномов 
эукариот (Medvedeva et al., 2013; Lenz 
et al., 2014).

Интересно отметить, что повышен-
ная частота полиморфизмов в по-
следовательностях, фланкируемых 
мономерами, может быть связана 
с открытостью нуклеосомной упаков-
ки в таких участках. Действительно, 
политракты статистически чаще 
встречаются в линкерных участках 
между соседними нуклеосомами, чем 
в последовательностях ДНК внутри 
нуклеосомной упаковки (Орлов и 

Fig. 4. Profile of 7-bp long pol -A tracts occurrence in SnP-containing sites in the human genome.
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др., 2006; Goh et al., 2010; Trifonov et al., 2012). Анализ 
контекстной сложности и насыщенности повторами в ге-
номной ДНК содержащих ОНП участков с разной функци-
ональной нагрузкой (регуляторные последовательности, 
белок-кодирующие последовательности) требует более 
детального исследования. Данный анализ может быть 
расширен на протяженные геномные последовательности 
(Babenko et al., 2015). В дальнейшем планируется интегри-
ровать разработанную программу в комплекс для расчета 
сложности текста в виде дополнительного программного 
модуля, провести работу по улучшению и оптимизации 
пользовательского интерфейса программы и встроить ее в 
модули анализа геномных последовательностей, заданных 
генов и участков хромосомных контактов (Орлов и др., 
2012; Кулакова и др., 2015; Спицина и др., 2015). 
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Prediction and verification of the 
influence of the rs367781716 SNP on 
the interaction of TATA-binding 
protein with the promoter of the 
human ABCA9 gene
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The high-throughput sequencing project “1 000 Genomes” made it possible 
to catalog and utilize genetic loci and single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in medicine. Analysis of SNP markers (significantly frequent 
differences of individual genomes of patients from the reference human 
genome) allows physicians to optimize treatment. On the other hand, tens of 
millions of unannotated SNPs correspond to a gigantic number of false 
positive (false negative) candidate SNP markers that are selected by  
computer methods for comparison of their frequency in patients with that in 
healthy people. This approach contributes to undervaluation of clinically 
relevant SNPs and to unnecessary computational expenses (on verifica-tion 
of neutral SNPs). Preclinical empirical verification of possible candidate SNP 
markers may eliminate neutral SNPs from the dataset. In the present study, 
we found, using the SNP_TATA_Comparator web service, the unannotated 
SNP rs367781716: the substitution of ancestral T (health) with minor C at 
position –37 before the transcription initiation site of the АВСА9 gene. This 
SNP significantly reduces affinity of TATA-binding protein (TBP) for this 
gene’s promoter and corresponds to a defi-ciency (low protein level) of the 
АВСА9 gene product (the transporter ATP-binding cassette A9) in patients 
with the –37C allele. For preclinical empirical verification of rs367781716, we 
used an electrophoretic mobility shift assay (EMSA) to measure the rates of 
formation (ka) and decay (kd) of the complexes of TBP with an 
oligonucleotide matching either allele –37C or –37T of the АВСА9 gene. We 
found that the rate of formation (ka) of the TBP/TATA complex for the minor 
allele is 2.4-fold lower than that for the ancestral allele. We calculated the 
empirical value of the change in the equilibrium constant of dissociation (KD 
= kd /ka), which characterizes binding affinity of TBP for a promoter 
containing the ТАТА box. This empirical value matched the value predicted 
by SNP_ТАТА_Comparator within the margin of error of the measurements 
and calculations. We also determined the half-life and Gibbs free energy of 
the complex of TBP with the АВСА9 promo-ter. Possible phenotypic 
manifestations of the candidate SNP marker rs367781716 are discussed.

Key words: АВСА9; promoter; ТАТА-binding protein; affinity; SNP.
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Прогноз и верификация влияния SNP rs367781716 
на взаимодействие ТАТА-связывающего белка
с промотором гена АВСА9 человека
О.В. Аркова1, И.А. Драчкова1, Т.В. Аршинова1, Д.А. Рассказов1, В.В. Суслов1, П.М. Пономаренко2, 
М.П. Пономаренко1, 3, Н.А. Колчанов1, 3, Л.К. Савинкова1

1 Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
«Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук», Новосибирск, Россия 
2 Детский госпиталь Лос-Анджелеса, Университет Южной Калифорнии, США 
3 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Новосибирский национальный 
исследовательский государственный университет», Новосибирск, Россия

Высокопроизводительное секвенирование ДНК, в том 
числе в ходе проекта «1 000 геномов», открыло 
возможность для учета локусов и SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphism – SNP) 
в медицине. Это позволяет врачам улучшить лечение. 
Однако десяткам миллионов неаннотированных SNPs 
соответствует гигантское число ложноположительных 
(ложноотрицательных) кандидатных SNP-маркеров, 
отбираемых компьютерными методами для сравнения 
их частот у пациентов с нормой. 
Это способствует недооценке значимых для медицины 
SNPs и затратам на проверку нейтральных SNPs. 
Предшествующие медицинским испытаниям опыты по 
проверке потенциально кандидатных SNP-маркеров 
могут исключить нейтральные SNPs. С помощью ранее 
созданного Web-сервиса SNP_ TATA_ Comparator был 
найден неаннотированный SNP rs367781716 – замена 
референсного Т (норма) на минорный С в позиции 
–37 перед стартом транскрипта с гена АВСА9, 
достоверно снижающий сродство его промотора к 
ТАТА-связывающему белку (ТВР). Это соответствует 
недостаточности продукта гена АВСА9, транспортера 
АТР-связывающей кассеты A9. Для экспериментальной 
проверки этого rs367781716 мы измерили методом 
гель-ретардации скорости образования (ka) и рас-пада 
(kd) комплексов ТВР с олигонуклеотидами, 
идентичными аллелям «– 37С» и «–37Т» гена АВСА9. 
Установлено, что скорость образования комплексов 
ТВР/ТАТА, ka , для минорного аллеля в 2,4 раза ниже, 
чем для референсного. Экспериментальное значение 
изменения равновесной константы диссоциации 
(KD = kd /ka), характеризующей аффинность ТВР к 
промотору, содержащему ТАТА-бокс, и его прогноз с 
использованием Web-сервиса SNP_ ТАТА_Comparator 
совпали с точностью до погрешности измерений и 
расчетов. Измерены время полураспада и свободная 
энергия Гиббса комплекса ТВР с промотором АВСА9. 
Обсуждаются возможные фенотипические проявления 
потенциально кандидатного SNP-маркера rs367781716.

Ключевые слова: АВСА9; промотор; ТАТА-связывающий 
белок; сродство; SNP.
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Транспорт различных молекул через липидные 
мембраны является важной функцией всех живых 
организмов. К семейству транспортных белков АТФ-

связывающей кассеты (AВС – AТР Binding Cassette) отно-
сятся белки, многие из которых переносят самые разные 
соединения: пептиды, холестерины и стерины, желчные 
кислоты, ретиноиды, ионы и сахара и т. д. (Dean, Allikmets, 
2001). Мутации в генах ABC вызывают различные забо-
левания, в том числе муковисцидоз, Штаргардта дегене-
рацию желтого пятна, и нарушения метаболизма липо-
протеинов и липидов (Oram, Vaughan, 2006). Кроме того, 
продукты многих генов этого семейства делают вклад 
в генетические и онкологические заболевания человека, 
участвуют в формировании лекарственной устойчивости 
(Dean, Allikmets, 2001). Гены, кодирующие АВС-белки, 
рассредоточены по всему геному и обладают высокой 
аминокислотной гомологией среди всех эукариот. В 2002 
г. было открыто подсемейство белков-транспортеров 
АВСА9 макрофагов человека (Piehler et al., 2002). Анализ 
структуры генома показал, что ген АВСА9 состоит из 39 
экзонов, занимающих область примерно в 85 тыс. п. о. на 
хромосоме 17q24.2 (Piehler et al., 2002). Предполагается, 
что наряду с другими АВС-транспортерами, АВСА9 
участвует в гомеостазе липидов (�e et al., 2008; Oram, 
Vaughan, 2006).

В работе большой группы авторов (Hedditch et al., 2014) 
получены интересные и противоречивые результаты о том, 
что высокие уровни экспрессии ABCA1, ABCA6, ABCA8 
и ABCA9 в первичных опухолях статистически значимо 
ассоциированы со снижением выживаемости больных се-
розным раком яичников. При исследовании гена АВСА10, 
высоко гомологичного генам АВСА9 и АВСА6, показано, 
что его экспрессия повышена в опухолях нескольких ти-
пов, в том числе в фолликулярной лимфоме (Baecklund 
et al., 2014), и влияет на исход заболеваний. Hendig с 

коллегами (2010) показали экспрессию 37 генов транс-
портеров ABC в кожных фибробластах при эластической 
псевдосаркоме. Семь генов – ABCA6, ABCA9, ABCA10, 
ABCB5, ABCC2, ABCC9 и ABCD2 – были индуцированы, 
в то время как экспрессия одного гена, ABCA3, была сни-
жена, по сравнению с контрольной группой, по крайней 
мере в 2 раза. 

Высокопроизводительное секвенирование геномной 
ДНК, в том числе в ходе проекта «1 000 геномов» (Colonna 
et al., 2014), развитие подхода GWAS (Genome-WideGenome-Wide 
Association Study) для локусов (Welter et al., 2014) и по-) для локусов (Welter et al., 2014) и по-
строение полногеномных карт для гаплотипов (Interna-Interna-
tional HapMap 3 Consortium et al., 2010), ассоциированных 3 Consortium et al., 2010), ассоциированных 
с заболеваниями, открыли возможность учета геномов 
пациентов в медицинской практике, так называемой 
постгеномной предиктивно превентивной персонализи-
рованной медицине, PPPM (Mallal et al., 2002; Trovato, 
2014). Но десяткам миллионов неаннотированных SNPs 
соответствует гигантское число ложноположительных 
(ложноотрицательных) кандидатных SNP-маркеров, от-
бираемых компьютерными методами для очень затратных 
биомедицинских испытаний путем сравнения их частот 
на различных пациентах с нормой. Это способствует 
недооценке значимых для медицины SNPs, но имеющих 
статистически слабый сигнал (Liu, Xuan, 2015), например, 
из-за их крайне редкой встречаемости и/или их патогенной 
манифестации лишь в гаплотипах при некоторых сочета-
ниях с другими SNPs (Kaniwa et al., 2005) и бесполезных 
затрат на испытания нейтральных «молчащих SNPs» (�oo 
et al., 2015). Поэтому предшествующие медицинским 
испытаниям опыты по проверке отобранных in silico кан-
дидатных SNP-маркеров могли бы исключить из их числа 
по крайней мере нейтральные «молчащие» SNPs. 

Ранее на примерах более 70 известных SNP-маркеров 
заболеваний человека (Пономаренко и др., 2009), селекци-
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онно-ценных признаков животных и растений (Суслов и 
др., 2010), а также 146 SNPs единственного функциональ-
ного TATA бокса в геноме ВИЧ-1 (Suslov et al., 2010) мыSuslov et al., 2010) мы et al., 2010) мы 
разработали компьютерный метод оценки достоверности 
аллельных различий экспрессии гена (Пономаренко и 
др., 2008) и подтвердили его прогнозы в наших ориги-
нальных экспериментах с использованием гель-ретар-
дации (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) при 
равновесных (Savinkova et al., 2013) и неравновесных 
(Drachkova et al., 2014) условиях in vitro, а также in vitro 
в режиме «реального времени» с использованием (Драч-
кова и др., 2012) поверхностного плазмонного резонанса 
(Surface Plasmon Resonance, SPR) на биосенсоре ProteOn™ 
XPR36 (Bio-Rad Lab., Inc., США) и переноса флюорес-
центной резонансной энергии (�luorescence Resonance�luorescence Resonance 
Energy Transfer, �RET) (Аркова и др., 2014) и метода ос- �RET) (Аркова и др., 2014) и метода ос-
тановленной струи (Stopped-flow) на спектрометре SX20 
(Applied Photophysics, Великобритания). Дополнительно, 
мы подтвердили прогнозы нашего метода (Пономаренко 
и др., 2008) на данных независимых экспериментов на 
генах-паралогах семейства AR� (Auxin Response �actors) 
арабидопсиса и риса (Миронова и др., 2010), транскрип-
тома арабидопсиса через один час после обработки рас-
тения 1 μM ауксином (Ponomarenko, Ponomarenko, 2015), 
транскриптома мозга человека (Пономаренко и др., 2014), 
а также 68 других опытов разных авторов (Пономаренко 
и др., 2010). Наконец, в завершение исчерпывающих экс-
периментальных проверок метода (Пономаренко и др., 
2008) мы создали общедоступный Web-сервис SNP TATA 
Comparator (Рассказов и др., 2013), http://beehive.bionet.
nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl, для самостоятельного 
применения пользователями сети Интернет.

В этой работе мы экспериментально охарактеризова-
ли неаннотированный (не ассоциированный с каким-
либо нарушением здоровья человека) SNP rs367781716,  
–37T → C, промотора к альтернативному старту транс-
крипции в позиции chr17:66985252 (минус-цепь) гена
АВСА9, который был детектирован экспериментально
(Piehler et al., 2002), но не был до сих пор документиро-
ван в базе данных GENECODE v.19 (Harrow et al., 2012).
С помощью Web-сервиса (Рассказов и др., 2013) мы
предсказали для этого SNP rs367781716 достоверное сни-
жение сродства ТВР к промотору. Данные независимых
опытов in vitro и in vivo (Pugh, 2000; Stewart, Stargell, 2001;
Mogno et al., 2010) указывают на то, что такому снижению
сродства ТВР/промотор соответствует недостаточность
у пациента-носителя аллеля –37C продукта АВСА9,
транспортера АТР-связывающей кассеты A9. В свою
очередь, этот in silico прогноз риска недостаточности экс-
прессии транспортера, предположительно участвующего
в липидном гомеостазе, в случае аллеля –37C позволяет
нам предположить rs367781716 в качестве кандидатного
SNP-маркера для нарушений липидного обмена. В ка-
честве экспериментальной проверки этого потенциально
кандидатного SNP-маркера мы измерили методом гель-
ретардации (EMSA) скорости образования (ka) и распада 
(kd) комплексов ТВР с олигонуклеотидами, идентичными 
аллелям –37Т (норма) и –37C (недостаток синтеза белка 
гена АВСА9). Установлено, что константа скорости обра-
зования комплексов, ka, в 2,4 раза ниже нормы. Прогноз 

с помощью Web-сервиса SNP_ТАТА_Comparator (Расска-
зов и др., 2013) относительного изменения кажущейся 
константы диссоциации (KD = kd /ka) и экспериментальное 
значение этой величины совпали в пределах точности 
эксперимента и расчетов. В работе также измерены время 
полураспада и свободная энергия Гиббса комплекса ТВР 
с промотором АВСА9, в контексте которых обсуждаются 
вероятностные фенотипические проявления SNP-маркера 
rs367781716. 

Материалы и методы

Получение рекомбинантного тВр
Рекомбинантный ТВР человека (hTBP) экспрессиро-
вали в клетках Escherichia coli BL21(DE3) с плазмиды 
pAR3038-hTBP, любезно предоставленной профессором 
B. Pugh (Center for Gene Regulation, Department of Bio-Center for Gene Regulation, Department of Bio-
chemistry and Molecular Biology, The Pennsylvania State
University, США), выделяли и очищали его, как описано, США), выделяли и очищали его, как описано
статье Драчковой с коллегами (2010).

Последовательности Дн К  
промотора гена АВСА9 человека
Координаты обоих промоторов гена АВСА9 в референ-
сном геноме человека (hg19) были взяты из EukaryoticEukaryotic 
Promoter Database, EPD (Dreos et al., 2015). Между по-, EPD (Dreos et al., 2015). Между по-
зициями –70 и –20 этих промоторов расположен район 
доказанных сайтов ТВР-связывания (Ponomarenko et al., 
2013a, b), с помощью Web-сервиса «UCSC Genome Brow-UCSC Genome Brow-
ser» (Dreszer et al., 2012) были взяты все 9 неаннотирован-» (Dreszer et al., 2012) были взяты все 9 неаннотирован-
ных SNPs из базы данных dbSNP v. 142 (NCBI Resource 
Coordinators), как это показано на рис. 1, а. С помощью 
Web-сервиса (Рассказов и др., 2013) было предсказано 
значимое (α < 10–7) изменение сродства ТВР к промоторам 
гена ABCA9 для SNP rs367781716 (рис. 1, б), для всех 8 
остальных SNPs – незначимое, вследствие чего мы исклю-
чили их из дальнейшего анализа (данные не показаны). 
Последовательности ДНК для аллелей, –37T (норма) 
и –37С для SNP rs367781716 промотора к альтернатив-
ному старту транскрипции chr17:66985252 (минус-цепь) 
с гена ABCA9 (Piehler et al., 2002), взяты из базы данных 
Ensembl, как это показано на рис. 1, б.

Получение меченых  
32р олигодезоксирибонуклеотидов
В работе использовали олигодезоксирибонуклеотиды 
(OДН) длиной 26 п. о., идентичные аллелям –37T (норма) 
и –37С SNP rs367781716, которые были синтезированы 
и дополнительно очищены электрофорезом в ПААГ 
(BIOS�N, Новосибирск). Получение меченых и неме-
ченых двуцепочечных OДН подробно описано в статье 
Драчковой с коллегами (2010).

Определение константы скорости образования 
и диссоциации комплексов тВр/Дн К
Для комплексов рекомбинантного ТВР человека и ОДН 
измеряли константу скорости образования (ka) и распада 
(kd) с помощью четырех концентраций ОДН при 25 °С 
в буфере, содержащем 20 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 5 mM 
MgCl2, 70 mM KCl, 1 mM DTT, 100 μg/mL BSA, 0,01 % 
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Fig. 1. (a) The location of the unannotated SnP rs367781716 (substitution –37 T → c )  
in the promoter of the human АВСА9 gene and (b)  its computational analysis by means  
of the web service SnP_TATA_c omparator (Rasskazov et al.�� 2013).

NP-40, и 5 % глицерин, TBP (обычно 0,3 nM). Реакционную смесь с ТВР 
и ОДН хранили во льду. Каждый эксперимент по определению константы 
ассоциации состоял из 32 реакций связывания (8 временных точек �� 4 кон-
центрации ОДН). Все 4 реакции запускали одновременно добавлением ТВР 
и помещали в термостат при 25 °С. Все реакционные смеси одновременно 
наносили на гель.

Комплексы ТВР/OДН отделяли от свободных OДН методом EMSA в 5 % 
ПААГ на трис-глициновом буфере (рН 8,3) при температуре 10 °С и напря-
женности поля 25 В/см в течение 40 мин. Гели высушивали и экспонировали 
с экраном Imaging Screen-K (Kodak) для фосфоимиджера Molecular Imager 
Pharos�X Plus (Bio-Rad). Затем экран сканировали на фосфоимиджере и с по-
мощью программы Quantity One – 4.5.0 (Bio-Rad) количественно анализиро-
вали радиоавтографы (рис. 2, а). 

Константы скоростей, ka и kd, определяли с помощью программы GraphPaGraphPadd 
Prism 55 software ((Equation:Equation:Equation: AssociationAssociationAssociation kineticskineticskinetics (two(two(two ligandligandligand concentrationsconcentrations)concentrations))) нананана 
основе зависимости изотерм связывания ТВР/ОДН от концентрации ОДН 
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при 0,3 nM ТВР (рис. 2, б). Из полу-
ченных экспериментальных величин 
ka и kd оценили величину кажущейся 
равновесной константы диссоциации 
(KD = kd /ka), характеризующую аф-
финность ТВР/ОДН, а также время 
полураспада (tt1/2 = ln2/ln2/2/kd) и изме-
нение свободной энергии Гиббса 
(∆GG0 = –RTlnRT lnKA, где R – универсаль-
ная газовая константа, Т – абсолютная 
температура, KA = ka /kd).

результаты и обсуждение
Полученный с помощью Web-сер-
виса (Рассказов и др., 2013) прогноз 
относительного изменения в 2,4 раза 
кажущейся равновесной константы 
диссоциации KD комплекса ТВР 
с минорным аллелем –37C промотора 
гена АВСА9 приведен в таблице. 

Как можно видеть, эксперимен-
тальная оценка этой величины сов-
пала с прогнозом in silico в пределах 
точности используемых расчетов 
и измерений: Δ, характеризующая 
изменение значения –lnKD комплек-
сов ТВР с референсным и минорным 
аллелями, равна 0,88 по прогнозу и 
в результате экспериментальной вери-
фикации. Это означает, что с исполь-
зованием двух тест-систем, in silico 
и in vitro, мы установили, что неанно-
тированный ранее SNP rs367781716 
достоверно нарушает связывание 
ТВР с промотором гена АВСА9 че-
ловека на одном из первых этапов 
инициации транскрипции этого гена 
(Ponomarenko et al., 2013a, b). 

Согласно результатам независи-
мых опытов in vitro и in vivo (Pugh, 
2000; Stewart, Stargell, 2001; Mogno et 
al., 2010), такому снижению сродства 
ТВР к промотору гена ABCA9 у па-
циента, «маркированного» аллелем 
–37C (SNP rs367781716), соответству-
ет недостаточность кодируемого этим
геном белка-транспортера АТР-свя-
зывающей кассеты A9, участвующего
в гомеостазе липидов. Поэтому мы
предлагаем SNP rs367781716 в ка-
честве потенциального кандидатного
SNP-маркера для нарушений липид-
ного обмена. Это является экспери-
ментально-компьютерным прогнозом
данной работы, который может быть
верифицирован по биомедицинским
стандартам и протоколам.

Экспериментальные оценки изме-
нения кинетических характеристик 
связывания ТВР с промотором рефе-
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ренсного и минорного аллелей гена ABCA9 представлены 
в таблице, в которой показано, что скорость образования, 
ka, комплекса ТВР с минорным вариантом ТАТА-бокса 
снижается в 2,4 раза, тогда как скорость его распада, kd, 
определяющая время полужизни (t1/2) этого комплекса, 
изменяется незначительно: c 25 мин в норме (референс-
ный аллель) до 23,6 мин для минорного аллеля. В свою 
очередь, свободная энергия Гиббса (∆G), которая харак-
теризует спонтанное протекание реакции взаимодействия 
ТВР с промотором гена ABCA9 человека, уменьшается для 
минорного аллеля и свидетельствует о дестабилизации 
комплекса ТВР с этим промотором вследствие ухудшения 
последовательности ТАТА-бокса и снижения сродства 
между ними. 

Независимые опыты многих авторов (Пономаренко и 
др., 2010) показали, что, несмотря на множество регу-
ляторных событий in vivo на разных этапах экспрессии 
генов (транскрипция, процессинг, трансляция, тканеспе-
цифическая регуляция и др.), оценки сродства, скоростей 
образования и распада комплексов ТВР с промоторами 
достоверно коррелируют с тяжестью моногенных (напри-
мер, β-талассемия) и сложных комплексных (например, 
инфаркт миокарда, рак легкого, состояние иммунодефи-
цита) заболеваний, для которых известны SNP-маркеры 
доказанных сайтов ТВР-связывания в геноме человека. 
Исходя из этого, можно предположить, что уменьшение 

сродства и скорости образования комплексов ТВР с ми-
норным вариантом –37C промотора гена АВСА9 с боль-
шой степенью вероятности может иметь фенотипическое 
проявление. Известно, что ген АВСА9 экспрессируется 
во многих тканях и органах (Piehler et al., 2002), где его 
белковые продукты выполняют характерную для класса 
генов АВСА роль белков транспортеров, регулируемых 
холестерином. Снижение экспрессии этого гена вслед-
ствие уменьшения сродства ТВР/ТАТА может привести 
к повышению риска нарушений липидного гомеостаза, 
затрагивающего многие органы и ткани в организме 
человека. Поскольку максимальная экспрессия гена 
АВСА9 у человека установлена в сердце, головном мозге 
и эмбриональных тканях (Piehler et al., 2002), то предлага-
емый кандидатный SNP-маркер rs367781716 может быть 
наиболее вероятно связан с их патологиями. Вызванное 
SNP –37T → C уменьшение сродства ТВР к промотору 
гена ABCA9 и соответствующая недостаточность по 
кодируемому этим геном белку-транспортеру АТР-свя-
зывающей кассеты A9 могут снизить отток холестерина 
через мембраны  макрофагов этих органов и его перенос 
на АРОА1 (Wang et al., 2007). Это, в свою очередь, может 
привести к накапливанию липопротеинов низкой плотно-
сти в стенке сосудов, которое сопровождается отложением 
холестерина и липопротеинов в интиме сосудов, и их заку-
порке. Эти процессы могут повысить риск возникновения 

Kinetic parameters of the interaction of т�т�-binding protein with an oligonucleotide matching either the reference allele or a minor 
allele of the т�т� box in the promoter of the human АВСА9 gene

Allele of АВСА9 Prediction Experimental data

–ln KD�� ln-unit ∆�� ln-unit KD�� nM –ln KD ln-unit ∆�� ln-unit ka�� × 103M–1c–1 kd�� × 10–4c–1 t1/2�� min –∆G�� kcal/mol

–37т (w T�� hg19) 19.66 –0.88 70 ± 20 16.47 –0.88 7 ± 1 4.6 ± 0.8 25.1 9.8

т–37С 18.78 170 ± 30 15.59 2.9 ± 0.4 4.9 ± 0.7 23.6 9.2

hg19 is the reference human genome. The т�т�-containing sequence of the promoter of АВСА9 (26 bp) that we use here is 5�-ttgcaattatTTGtATAtttctgagc-3�. 
it corresponds to the current version of the reference human genome. T-37c  is a substitution in the TATA box  (5�-ttgcaattatTTGcATAtttctgagc-3�). The kinetic 
parameters shown in the table were calculated from the electrophoretic images and curves shown in Fig. 2.
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Fig. 2. Kinetic analysis of the interaction of т�т�-binding protein (TBP) with a т�т�-containing oligonucleotide that matches the minor allele c  
in the т�т� box of the АВСА9 gene.  
(а) Dependence of isotherms of the association reaction on the concentration of the oligonucleotide. isotherms of the association of TBP with the т�т� box�� 
 as well as ka and kd�� were calculated from the electrophoretic image with GraphPad Prism 5 (http//graphpad-prism.software.informer.com/5.01).  
(б) Electrophoretic images from which the association isotherms were calculated. c oncentration of TBP was 0.3 nM in all experiments; concentrations  
of the oligonucleotide are indicated in the figu e. 
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атеросклероза, болезни Альцгеймера и широкого спектра 
сердечно-сосудистых заболеваний. Снижение экспрессии 
и уровня белка АВСА9 может также повысить вероят-
ность развития общих воспалительных и метаболических 
расстройств. Как отмечалось выше, ранее обнаружена 
прямая зависимость между уровнем экспрессии АВСА9 
(наряду с такими генами, как ABCA6, ABCA10, ABCB5, 
ABCC2, ABCC9 и ABCD2) и развитием эластической 
псевдосаркомы (Hendig et al., 2010) и фолликулярной лим-
фомы (Baecklund et al., 2014). Суперэкспрессия ABCA9 
(а также ABCA1, ABCA6 и ABCA8) значимо ассоциирована 
со снижением выживаемости больных серозным раком 
яичников (Hedditch et al., 2014). Многие авторы отмечают 
противоречивость полученных результатов сложивше-
муся представлению о роли АВСА9 и гомологичных ему 
белков-транспортеров АВСА6, АВСА8, АВСА10 и ABCA1 
и других, объясняемую индивидуальной вариабельно-
стью их экспрессии, хотя это похоже на закономерность, 
которой необходимо найти объяснение.

Таким образом, разработанный Web-сервис SNP_ 
ТАТА_Comparator позволяет выявлять SNPs с потенци-
алом функциональной значимости, прогнозировать их 
влияние на аффинность взаимодействия ТВР с ТАТА-эле-
ментами кор-промоторов генов. Экспериментальная про-
верка показывает хорошую корреляцию компьютерного 
прогноза с результатами in vitro, что дает основания для 
проведения экспериментов по изучению влияния исследу-
емых SNPs на экспрессию репортерного гена и уточнению 
их возможного влияния на здоровье человека.
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Генети�еска� вариа�ел��ност�� в системе циркадных �асов 
про�вл�етс� в фенотипи�еской измен�ивости физиологи-
�еских функций и поведени��� а также в нарушени�х 
функционировани� не тол��ко самих �асов�� но и других 
систем�� привод�щих к развити� сер��езных патологи�еских 
состо�ний. В данной ра�оте �ыл проведен анализ вли�ни� 
однонуклеотидных полиморфных замен (ОН�)�� локализован-
ных в о�ласти [–70�� –20] от старта транскрипции�� на сродство 
TATA-св�зыва�щего �елка (TATA-binding protein�� TBP) к промо-
тору в двух группах генов�� �вл��щихс� компонентами системы 
циркадных �асов �еловека. �ерву� группу составл��т гены 
�дра циркадного осцилл�тора (11 генов)�� втору� – гены 
�лижайшего регул�торного окружени� циркадного осцилл�-
тора (21 ген)�� дл� сравнени� вз�та группа функционал��но 
отли�а�щихс� генов (31 ген). Дл� оценки in silico изменени� 
константы диссоциации и�� следовател��но�� сродства TBP/про-
мотор при мутаци�х �ыл испол��зован web-сервис SnP_TATA_ 
c omparator. В резул��тате показано�� �то в первой группе генов 
коли�ество ОН�-маркеров снижени� сродства TBP/ промотор 
зна�имо ниже коли�ества ОН�-маркеров увели�ени� срод-
ства (α < 10–3)�� в то врем� как в группе сравнени� на�л�даетс� 
противоположна� картина: ОН�-маркеров умен��шени� 
сродства TBP/промотор зна�имо �ол��ше�� �ем ОН�-маркеров 
увели�ени� сродства (α < 10–6). На�л�даема� осо�енност�� 
может �ыт�� специфи�еской характеристикой генов циркад-
ного осцилл�тора�� вли��щей на его устой�ивост�� при гене-
ти�еской вариа�ел��ности анализируемой о�ласти 
промоторов. Полученные предсказания могут играть важную 
роль для отбора кандидатных ОНП- маркеров различных 
патологий, связанных с нарушением системы циркадных 
часов, для дальнейшей проверки их в экспериментальных 
исследованиях, а также при верификации математических 
моделей циркадного осциллятора.

Ключевые слова: циркадный ритм; промотор; ОНП; ТАТА-
связывающий белок (TBP); сродство ТВР/промотор.
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Genetic variability in the genes of circadian clock is manifested as the 
phenotypic variability of physiological functions and behavior as well 
as disorders of the func-tion of not only the clock but also other 
systems�� leading to the development of a pathologies. we ana-lyzed 
the influence of SnPs localized in the [–70�� –20] region from the 
transcription start site of the gene on TBP / promoter affinity in two 
groups of genes that are components of the system of human 
circadian clock. The first group comprises the genes of the circadian 
oscillator core (11 genes); the second�� the genes of the nearest 
regulatory environment of the circadian oscillator (21 genes). A group 
for comparison included genes with another function (31 genes). The 
SnP_ TATA_ comparator web service was used for prediction 
of the effect of SnPs in the regions of positioning of rnA polymerase ii 
on the dissociation constant for TBP / promoter. it was shown that the 
number of SnP markers reducing the TBP / promoter affinity in the 
first group of genes significantly lower than the number of SnP 
markers increasing affinity (α < 10–3). The reverse was true of the 
comparison group: SnP markers reduced TBP / promoter affinity to a 
significantly greater extent than the SnP marker increased affinity (α < 
10–6). This property may be a characteristic feature of genes
of the circadian oscillator. These predictions are important for 
identification of candidate SnP markers of various pathologies 
associated with the dysfunction of circadian clock genes for further 
testing them in experimental and clinical studies�� as well as for 
verification of mathematical models of the circadian oscillator.

Key words: circadian rhythm; the promoter; SnP; TATA-binding 
protein (TBP); the affinity of TBP / promoter; gene expression.
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Циркадные часы (ЦЧ) млекопитающих представ-
ляют собой систему самоподдерживающихся ос-
цилляторов, функционирующих под управлением 

центрального циркадного пейсмейкера, локализованного 
в супрахиазматических ядрах гипоталамуса. Они син-
хронизируют все процессы в живых организмах – от 
транскрипции генов до поведения, обеспечивая их вре-
менную адаптацию к 24-часовым земным суткам. Мини-
мальный набор из семи групп генов: Clock (ген CLOCK), 
Bmal (ген BMAL1, BMAL2), Per (гены PER1, PER2), Cry 
(гены CRY1, CRY2), CKI (гены CKIε, CKIδ), Rev-erb (ген 
REV-ERBΑ) и Ror (гены RORΑ и RORС) формирует ядро 
молекулярно-генетического механизма циркадных часов, 
функционирование которого обеспечивается обратны-
ми связями между его компонентами (Reppert, Weaver, 
2001; Brown et al., 2012; Kim, �orger, 2012). Кроме того, 
компоненты ядра циркадного осциллятора (ЦО) связаны 
обратными связями с рядом генов, не входящих в его 
ядро. Наличие таких связей дополнительно способствует 
устойчивости функционирования часов. Кроме того, эти 
гены могут служить точками входа внешних сигналов, 
модулирующих параметры циркадных часов в ответ на 
внешние сигналы, такие как свет, пища и др. (Reppert, 
Weaver, 2001; Brown et al., 2012; Chen, �ang, 2014). 

Система циркадных часов связана с широким спектром 
физиологических систем организма. Поэтому можно 
ожидать, что генетическая вариабельность в системе 
циркадных часов может проявляться в фенотипической 
изменчивости физиологических функций и поведения, 
а также в нарушениях функционирования не только самих 
часов, но и других систем, приводящих к развитию пато-
логических состояний. Это подтверждено, прежде всего, 
экспериментами на генетических моделях животных, 
которые продемонстрировали, что помимо изменения 
параметров ЦЧ (амплитуды, фазового ответа на внешние 
сигналы, периода свободнотекущего ритма) у мутантных 
животных проявляются такие расстройства, как метабо-
лический синдром, нарушение в системе глюконеогенеза 
и липогенеза, нарушение функции почек и термогенеза, 
развитие опухолей и др. (см. обзоры Ko, Takahashi, 2006; 

Sahar, Sassone-Corsi, 2012). Кроме того, исследования в об-
ласти генетической эпидемиологии выявили ассоциации 
однонуклеотидных полиморфных замен (ОНП) генов цир-
кадных часов с широким спектром патологических состоя-
ний (Подколодная, 2014; Kettner et al., 2014). Значительная 
часть таких ОНП локализована в некодирующих областях 
генов, обеспечивающих регуляцию экспрессии. Функцио-
нальная аннотация регуляторных ОНП, а также анализ их 
проявления на уровне экспрессии генов представляются 
важной задачей, поскольку многие из таких ОНП могут 
быть маркерами патологических состояний. В данной 
работе мы сосредоточили внимание на области прокси-
мального промотора [–70, –20 от старта транскрипции], 
соответствующей месту связывания TBP (TATA – Binding 
Protein). Используя созданный нами ранее Web-сервис 
SNP_TATA_Comparator (Рассказов и др., 2013), который 
предоставляет возможность в автоматическом режиме 
предсказывать изменения величин константы диссоциа-
ции TBP/промотор, мы проанализировали влияние ОНП, 
локализованных в этой области, что позволило оценить их 
потенциальное влияние на экспрессию соответствующих 
генов. Такой подход существенно облегчает отбор канди-
датных ОНП-маркеров ряда патологий для дальнейшей 
проверки их в экспериментальных исследованиях.

Материалы и методы 
Источником данных о генах, участвующих в регуляции 
циркадного ритма, послужила генная сеть «Circadian 
Rhythm» (Подколодная и др., 2014). На ее основе было 
составлено два списка генов, один из которых содержал 
гены ядра циркадного осциллятора (I группа), второй – ге-
ны его ближайшего окружения (II группа). Список генов 
ядра циркадного осциллятора совпадает с описанным 
в литературе (Дополнительные материалы 11). Список 
генов ближайшего окружения (Доп. материалы 2) вклю-
чал гены, являющиеся дополнительными регуляторами 
осциллятора. Некоторые из них связаны с генами ядра 
отрицательными обратными связями, другие участвуют 
1 Дополнител��ные материалы 1–3 см. в �риложении 2 по адресу: http://
www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2015-12/appx2.pdf
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в регуляции на различных уровнях экспрессии генов 
ядра или деградации их продуктов, являются точка-
ми входа регуляторных сигналов, а также выполняют 
другие регуляторные функции. Для прогноза влияния 
ОНП в области проксимальных промоторов [–70, –20 от 
старта транскрипции] на сродство к ним TBP в этих двух 
группах генов человека мы использовали Web-сервис 
SNP_TATA_Comparator (Рассказов и др., 2013). При работе 
Web-сервиса основные варианты последовательностей 
извлекаются из базы данных Ensembl (Zerbino et al., 2015) 
на основе использования границ транскриптов, взятых из 
базы данных GENCODE (�rankish et al., 2015) референсно-
го генома человека hg19. Минорные варианты создаются 
автоматически путем внесения в основные варианты по-
следовательностей соответствующих замен, делеций и/или 
вставок нуклеотидов из базы данных dbSNP (вып. 142). 
SNP_TATA_Comparator позволяет оценивать сродство 
ТВР/промотор, выраженное как –ln(KD) ± δ в логарифми-
ческих единицах и в nM (здесь ln(KD) – логарифм констан-
ты диссоциации комплекса ТВР/промотор и δ – стандарт-
ное отклонение ln(KD)), а также проводить сравнение 
значений, полученных для анцестральных и минорных 
вариантов последовательности (Рассказов и др., 2013). 

Для оценки значимости повышения или понижения 
количества ОНП использовался метод сравнения наблю-
даемого количества с ожидаемым по случайным причинам 
количеством, соответствующим 5 %-му уровню, на основе 
биномиального распределения. Значимость различия 
количества ОНП, увеличивающих и уменьшающих 
сродство, рассчитывалась на основе оценки вероятности 
реализации по случайным причинам наблюдаемого коли-
чества ОНП при условии выполнения нулевой гипотезы 
об их равенстве в генеральной совокупности. Эти расчеты 
также выполнялись с использованием биномиального рас-
пределения. Для оценки значимости взаимосвязи между 
двумя переменными в таблице сопряженности размером 
2 �� 2 использовался точный критерий Фишера.

В соответствии с экспериментальными данными значи-
мый рост сродства ТВР/промотор можно рассматривать 
как предсказание суперэкспрессии гена, снижение – как 
признак дефицитной экспрессии (Mogno et al., 2010).

результаты и обсуждение
Основные результаты, полученные нами, представлены 
в табл. 1. Первая часть ее содержит информацию о генах 
группы ядра циркадного осциллятора человека, вто-
рая – о генах его ближайшего регуляторного окружения. 
Из I группы пять генов кодируют транскрипционные 
факторы, два – ферменты и четыре – регуляторные белки. 
Отметим, что в таблице представлены только те ОНП, 
которые значимо изменяют константу диссоциации ТВР/
промотор. В графе KD представлены полученные нами 
оценки константы диссоциации комплекса ТВР для основ-
ного и минорного типов последовательности, а в графах 
Z и α –статистические оценки достоверности изменения 
константы диссоциации ТВР/промотор для каждого ОНП. 
В графе Δ этой таблицы отмечено предполагаемое влияние 
данного ОНП на уровень экспрессии гена. Кроме того, 
в таблице содержатся данные из научных публикаций, 
свидетельствующие о состояниях организма, при которых 

выявлены такие изменения экспрессии соответствующих 
генов. Рассмотрим более подробно данные, представлен-
ные в табл. 1, на примере гена PER1, кодирующего белок 
PERIOD 1 (PER1), субъединицу гетеродимерного комп-
лекса PER/CR�, который является основным негативным 
компонентом циркадного осциллятора, подавляющим 
активность транскрипционного фактора CLOCK/BMAL1 
за счет белок-белковых взаимодействий. Из 54 ОНП, вы-
явленных в исследуемом районе различных транскриптов 
этого гена, только два (rs2518024 и rs3027175), согласно 
прогнозу SNP_TATA_Comparator, могут оказывать влия-
ние на сродство TBP/промотор. Эти ОНП локализованы 
в области [–70; –20] относительно старта транскрипции 
мРНК № 5 (референсный геном человека hg19). При 
этом первый ОНП увеличивает сродство TBP/промотор, 
а второй – уменьшает его. Как отмечалось выше, увели-
чение сродства TBP/промотор можно рассматривать как 
предсказание увеличения экспрессии гена, а снижение 
его – как предсказание уменьшения экспрессии. Как 
известно, высокий уровень экспрессии гена PER1 инги-
бирует рост раковых клеток (Gery et al., 2006; Cao et al., 
2009; Kettner et al., 2014). Сниженный уровень экспрессии 
PER1 выявлен в тканях раковых опухолей желудка и про-
статы человека (Cao et al., 2009; Zhao et al., 2014). В то 
же время у пациентов с высокой экспрессией этого гена, 
страдающих раком желудка, отмечается более длительное 
время выживания (Zhao et al., 2014). Этот ген рассматрива-
ют как супрессор опухолей, один из механизмов действия 
которого определяется влиянием на чувствительность 
клеток к индуцированному разрушением ДНК апоптозу 
(Gery et al., 2006; Kettner et al., 2014). Отметим также, что 
в исследованиях на генетических моделях мыши (Per -/-) 
наблюдается снижение 3D обучаемости и увеличение 
проявлений гепатотоксичности этанола (Jilg et al., 2010; 
Wang et al., 2013). Следовательно, можно предположить, 
что данные ОНП гена PER1 могут рассматриваться как 
кандидатные ОНП-маркеры ряда патологий.

Аналогичная информация представлена в табл. 1 для 
остальных генов ядра циркадного осциллятора, в ана-
лизируемой области промоторов которых выявлены 
ОНП, влияющие на сродство TBP/промотор. В целом 
в данной группе генов выявлено 282 ОНП, из них только 
для 14 предсказаны статистически значимые изменения 
сродства TBP/промотор (два ОНП значимо снижали этот 
показатель, что в согласии с нашими предположениями 
может уменьшать экспрессию соответствующих генов, 
а 12 – увеличивали).

Данные, представленные в табл. 1 в графе «Патология», 
свидетельствуют о том, что дисрегуляция экспрессии 
генов ядра циркадного осциллятора может служить мар-
кером широкого круга патологических состояний, таких 
как различные формы рака, заболевания легких, сердечно-
сосудистой системы, нейродегенративные заболевания 
и др. Такое разнообразие может быть следствием того, 
что циркадные часы осуществляют регуляцию большого 
количества процессов, протекающих в организме, и, кроме 
того, являются интеграторами различных сигналов, по-
лучаемых ими за счет обратных связей как локально, на 
клеточном уровне, так и на уровне организма, благодаря 
их иерархической системе организации. 
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table 1. c andidate SnP-markers of pathologies that are important for the affin y of TBP to the promoters of genes regulating  
the circadian rhythm 

Gene 
(n SnPs)

rn A 
(oth.)

dbSnP 
rel.142

5�-flan hg19 
min

flan -3� KD�� nMnM Z α c ondition r eference(s)

hg19 
min

∆

Group i: Genes of the circadian oscillator core 

CLOCK 
(38) no 1

rs192518038192518038 aggacctaag g 
t ctagcgctct 63 

29 ↑ 14 10–7 Elevated  risk of heart attacks 
in diabetes (CLOCK-mutant 
mice)

o ishi et al.�� 
2005

rs537333415 gcctccagga c 
t ctaaggctag 63 

45 ↑ 7 10–7

CRY2 
(13)

no 11 rs575588903 ctaagggtgg a 
g gttgcggcgt 27 

25 ↑ 2 0.05 c hemoresistance and poor 
patient survival in colorectal 
cancer; diffuse sub ortical 
glioma

l uo et al.�� 2012; 
Fang et al.�� 2015 no 2 rs529410313 agctgtcagt c 

a ttgcaagtca 22 
18 ↑ 3 10–2

PER1 
(54)

no 5 rs2518024 gtgctctgga g 
a ttaaaccagc 17 

8 ↑ 12 10–7 l onger survival of patients 
with gastric cancer

Zhao et al.�� 
2014

no 5 rs3027175 ccagcaggtg c 
t tctggagtta 17 

19 ↓ 2 0.05

Prostate cancer�� hippocampal 
defect�� impaired 3D learning�� 
and poor tolerance of ethanol 
in the liver  (PER11-/- mice) 

c ao et al.�� 2009; 
Jilg et al.�� 2010; 
wang et al.�� 
2013

PER2 
(11) no 5 rs181985043 gcagctccac c 

a ctagtgacag 29
12 ↑ 16 10–7

r isk of Q fever in men; growth 
suppression of tumor cells (cell 
line S-180)

Miyazaki et al.�� 
2010; Mehraj et 
al.�� 2012 

RORA 
(21) no 2 rs374778785374778785 attatccccc a 

t tactcctccc 34 
28 ↑ 4 10–3

r isk of emphysema and its 
development to lung cancer 
in smokers (mice�� smoking 
machine TE-10) 

Shi et al.�� 201212

RORC 
(20)20)) no 11 rs568650510 actccttttc c 

t ctgcctgctg 55 
25 ↑ 14 10–7

r isk of asthma (30 pediatric 
patients) and neurological 
manifestations of Behçet�s 
disease (18 patients)

Hamzaoui et al.�� 
2011a�� b

CSNK1E 
(36)

no 1 rs369188273 ccctcccctc c 
t gcgcccgctc 288 

195 ↑ 7 10–7 r isk of MYc -dependent 
carcinogenesis�� ovarian cancer�� 
elevated Abeta peptide 
production in the brain

Flajolet et al.�� 
2007; r odriguez 
et al.�� 2012; 
Toyoshima et 
al.�� 2012

no 6 rs558609213 tcttttcttg c 
t atccctgcag 30 

9 ↑ 21 10–7

no 1 rs2899302 cgagaaaact g 
c cgcgaggcct 288 

335 ↓ 3 10–2 Susceptibility to opioids  
(CSNK1E1EE-/- mice)

Bryant et al.�� 
2012

CSNK1D 
(51)

no 11 rs540139460 gcagggtcgg g 
a aggaggcctg 253 

145 ↑ 10 10–7 r isk of breast cancer (27 
samples from the bank of 
snap-frozen surgically removed 
tumors)

Abba et al.�� et al.�� 
2007

no 22 rs4313857 gccccgccgg g 
a ttgctagggg 57 

32 ↑ 8 10–7

Group ii: Genes closest to the circadian oscillator

BHLHE40 
(8) no 11 rs527901110 gcgcccccca c 

g ccaactgggc 79 
94 ↓ 3 10–3 o esophageal squamous cell 

carcinoma
wong et al.�� et al.�� 
2011

BHLHE41 
(8)8)) no 1 rs532670734 ctgccgttcg c 

t ctgccgttcg 86 
55 ↑ 9 10–7

r isk of pancreatic cancer 
(human pancreatic cancer cells 
BxPc -3)

Sato et al.�� 2012 et al.�� 2012et al.�� 2012 al.�� 2012al.�� 2012.�� 20122

NGFR 
(10) no 2 rs532346435 tgctgactaa c 

t gccgctggtt 24 
13 ↑ 6 10–7 r isk of breast cancer (human 

breast cancer cell line Mc F-7)
wilmet et al.�� 
2011

ID2 
(17)

no 201 rs377457836 gcccgctcgt c 
t ttgatagacg 7 

6 ↑ 4 10–3
More intense tumor cell 
migration�� metastasis (cell line 
�87MG)

c oma et al.�� 
2010

FBXL3 
(19) no 1

rs558539957 ggcgccattt t 
c agactcgctc 22 

51 ↓ 13 10–7
r educed amplitude and longer 
circadian rhythm period 
(FBXL3-/- mouse�� FBXL3-/- cells 
with the use of human cri SPr /
c as9)

Hirano et al.�� 
2013; Korge et 
al.�� 2015rs368477256 cgagccctgg g 

c cgccatttta 22 
63 ↓ 12 10–7
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End of Table 1

Gene 
(n SnPs)

rn A
(oth.)

dbSnP 
rel.142

5�-flan hg19 
min

flan -3� KD�� nMnM Z α c ondition r eference(s)

hg19 
min

∆

SIRT1 
(13) no. 1

rs561608453 ggggtttaaa t 
a ctcccgcagc 7 

5 ↑ 3 10–2 r educed risk of amyotrophic lateral 
sclerosis (mice overexpressing SIRT1SIRT11)

watanabe et 
al.�� 2014

rs200894138 tggggtttaa a 
c tctcccgcag 7  

10 ↓ 7 10–7 r isk of severe lung damage during 
inflamm tion (SIRT11- /- mice)

Gao et al.�� 
2015

HLF 
(29)

no. 1 rs568118114 tcactcttgt c 
g agggccgcgg 34 

29 ↑ 3 10-3
Acute lymphoblastic leukemia 
(transgenic mice with HLF 
overexpression)

Yamasaki et 
al.�� 2010

no. 5
rs546257513 tccaaagtaa a 

g taggaagatg 6 
9 ↓ 5 10–7 c ardiac hypertrophy and left 

ventricular dysfunction associated 
with low blood pressure  
(DBP- / - TEF- / - HLF-/- mice)

wang et al.�� 
2010

rs571526277 caaagtaaat a 
t ggaagatgtt 6  

10 ↓ 10 10–7

PPARA  
(20)

no. 1 rs140255482 agagaacaac c 
t gtaatcactt 36 

23 ↑ 8 10–7
r isk of cardiovascular diseases in 
mice receiving low-fat diet (model 
of spontaneous hypertension)

Burgueno et 
al.�� 2013

no. 8 rs79623011 ctgggtgatt t 
a ataaacaaca 3 

4 ↓ 6 10–7
Decreased longevity and elevated 
risk of age-dependent disorders 
(PPARA-/- mice)

Howroyd et 
al.�� 2004

PPARG 
(22) no. 1 rs569533856 ccggggggct g 

a gaaaggcgaa 79 
15 ↑ 11 10–7

r isk of adipogenic steatosis  
in the mouse liver (transgenic mice 
overexpressing  PPARG)

Yu et al.�� 
2003

FBXW7 
(37)

no. 2

rs374622342 ccgcttcttc c 
t tcagtaccgc 26 

16 ↑ 8 10–7

Better response to chemotherapy  
in colorectal cancer cells (patients 
and  FBXW77 - /- Hc T116 cell line)

Fang et al.�� et al.�� 
201515

rs371186818 ttagcgacac g 
a agcaccgctt 26 

23 ↑ 2 0.05

rs570804767 tttagcgaca c 
a gagcaccgct 26 

18 ↑ 6 10–7

no. 13 rs527901110 atttacattt
[12 

п. о.] 
–

atttttatct 3 
2 ↑ 6 10–7

no. 3 rs549308580 ttcagtagtt t 
g ataattcctg 2 

8 ↓ 18 10–7
Poor survival in breast cancer 
(406 patients�� Japan)

Yumimoto 
et al.�� 2015

no. 13 rs35003923 agattccttt a 
g tattgaacat 3 

5 ↓ 8 10–7

NAMPT 
(19)

no. 1 rs564443257 gcgtgcatca c 
a gtcctcctcc 53 

36 ↑ 12 10–7 r isk of thyroid cancer (mouse cell 
lines)

Sawicka-
Gutaj et al.�� 
2015

no. 2 rs556790067 gcagtgactt a 
c agcaacggag 15 

24 ↓ 3 10-3
r educed risk of inflamm tory 
vessel damage in myocardial 
atherosclerosis  (APOE- /- athero-
sclerosis model (mouse)�� FK-866 
inhibitor of NAMPT)

nencioni et 
al.�� 2014

no. 3 rs114947395 caaaaatata t 
c actgacttca 2 

4 ↓ 11 10–7

RBM4 
(25)

no. 2 rs552014762 tcacctcccc c 
t ttctactcag 10 

9 ↑ 2 0��05 r eduction of apoptosis in breast 
cancer cells (McF-7)Mc F-7)-7)

l in et al.�� 
2014b

no. 3 rs368067876 ctcggcattg c 
a gcggtaagcc 63 

33 ↑ 8 10–7

no. 2 rs11551411 ggaacgccgg c 
t cttttacttt 10 

13 ↓ 5 10-3
Hyperlipidemia accompanied with 
reduced mass of interscapular 
brown adipose tissue (RBM44-/- mice)

l in et al.�� 
2014a

PER3 
(27)

no. 1 rs532828969 ctgtctgttc c 
t atttgtccct 19 

11 ↑ 10 10–7 r isk of colorectal cancer and 
metastasis in liver cancer  
(202 patients)

o shima et 
al.�� 2011

no. 3 rs373227456 gctgctgacc g 
a gcacgcggcg 166 

131 ↑ 4 10-3

no. 1 rs172933 gtctgttcca t 
c ttgtcccttg 19 

24 ↓ 4 10-3

r isk of recurrent Er -positive breast 
cancer; hyperactivity when exposed 
to chronic light regimens (PER33-/- 
mice)

c liment et 
al.�� 2010; 
Hasan et al.�� 
2011; Pereira 
et al.�� 2014

n SnPss�� the number of analyzed SnPs; rn A�� protein-encoding transcripts with sequenced 5�-ends and TSl  indices below 3�� enumerated according to EnSEMBl ; 
hg1919�� major allele; min�� minor allele; KKD�� the estimate (r asskazov et al.�� 2013) of the dissociation constant KKD кof the TBP-promoter complex corresponding to in 
vitro conditions (Savinkova et al.�� 2013). ∆�� change: (↑)�� excess; (↓)�� deficien y; Z�� Z-score; α�� significan e. 
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По такой же схеме был проведен анализ генов II груп-
пы, которая была охарактеризована нами как ближайшее 
регуляторное окружение ядра циркадного осциллятора. 
Группа включает 21 ген, среди которых гены, кодиру-
ющие транскрипционные факторы (9), регуляторные 
белки (3), ферменты (3), компоненты убиквитинлигазного 
комплекса (4), РНК-связывающий белок (1) и рецептор 
ростового фактора (1). Из 341 проанализированных 
ОНП 29 потенциально способны оказывать влияние на 
исследуемый показатель (табл. 1). Оказалось, что в этой 
группе количество ОНП, предположительно увеличива-
ющих экспрессию гена, несколько превышает количество 
понижающих ее (16 против 13). Патологии, при которых 
наблюдается изменение экспрессии анализируемых генов, 
так же как и в предыдущей группе, весьма разнообразны. 
Помимо состояний, связанных с нарушениями циркадного 
ритма, это различные формы рака, нейродегенеративные, 
сердечно-сосудистые, обменные и другие заболевания. 
Аналогично предыдущей группе генов патологические 
последствия может иметь как увеличение, так и умень-
шение экспрессии генов этой группы (табл. 1).

Выявленные в этом исследовании ОНП промоторов 
потенциально способны влиять на сродство TBP/промотор 
в генах обеих групп и оказывать негативное воздействие 
на их регуляцию и функцию, что может приводить к фор-
мированию патологических состояний. Можно рекомен-
довать эти ОНП для дальнейших исследований в качестве 
кандидатных ОНП-маркеров. 

Результаты сравнения достоверности влияния ОНП 
на сродство TBP/промотор в исследованных группах пред-
ставлены в табл. 2. Как можно видеть, в группе генов ядра 
циркадного осциллятора доля ОНП-маркеров дефицит-
ной экспрессии гена (снижения сродства TBP/промотор) 
значимо ниже 5 %-го порога ожидаемой по случайной 
причине (α < 10–4), тогда как доля ОНП-маркеров супер-
экспрессии (увеличения сродства TBP/промотор) тех же 

генов не отличается от ожидаемого по случайным при-
чинам значения (α > 0,3). При этом доли ОНП-маркеров 
дефицитной экспрессии и суперэкпрессии в группе генов 
ядра циркадного осциллятора достоверно различаются 
(α < 10–3). Одной из причин, объясняющих низкую частоту 
ОНП-маркеров дефицитной экспрессии в группе генов 
ядра циркадного осциллятора, может быть предположение 
о наличии отрицательного эволюционного отбора по дан-
ному показателю в связи с меньшей приспособленностью 
организмов с ОНП, уменьшающими уровень экспрессии 
генов циркадного осциллятора. 

В группе генов регуляторного окружения ядра цир-
кадного осциллятора доли ОНП-маркеров обоих типов 
изменения сродства TBP/промотор не отличаются 
от ожидаемого по случайной причине значения, а также 
не различаются между собой.

Уровень значимости различий количеств кандидатных 
ОНП-маркеров генов ядра циркадного осциллятора и ге-
нов его ближайшего окружения по точному критерию 
Фишера α(1,2) < 0,086, что может рассматриваться как 
тенденция: количество ОНП-маркеров снижения сродства 
TBP/промотор генов I группы ниже количества ОНП- 
маркеров снижения сродства TBP/промотор II группы. 

Необходимо отметить, что мы выбрали для сравнения 
кандидатные ОНП-маркеры, которые изменяют констан-
ту KD с уровнем значимости < 0,05 (см. табл. 1). Выбор 
уровня значимости достаточно условный. Если принять 
в рассмотрение только ОНП-маркеры, которые меняют KD 
с уровнем значимости < 0,01, то для этих более достовер-
ных ОНП-маркеров получится измененная 2 �� 2 таблица 
сопряженности со значениями: n(1, 1) = 11, n(1, 2) = 1; 
n(2, 1) = 14; n(2, 2) = 13 и уровнем значимости различий 
между I и II группами по точному критерию Фишера 
α(1,2) < 0,0028. Это подкрепляет указанную тенденцию. 

Для того чтобы проверить, является ли наблюдаемое 
в исследованной от начала транскрипта области [–70, –20] 

table 2. c andidate SnPs markers affecting the TBP/promoter affin y in genes of the circadian oscillator�� its regulatory environment�� 
and the reference group 

Group of genes number  
of genes

number  
of SnPs

SnPs that increase affin y SnPs that decrease affin y

number  
of SnPs  
n(i�� 1)

The significan e of 
differences expected 
by chance with 5% 
probability 

number  
of SnPs  
n(i�� 2)

The significan e 
of differences 
expected by chance 
with 5% probability 

i. Genes of the circadian oscillator core 11 282 n(1�� 1) = 12 > 0.3 n(1�� 2) = 2 < 10–4 (–)

The significan e of differences in the number of SnPs increasing 
and decreasing the affin y

< 10–3 (*)

ii. Genes of the regulatory environment 
of the circadian oscillator core

21 341 n(2�� 1) = 16 > 0.4 n(2�� 2) = 13 > 0��1

The significan e of differences in the number of SnPs increasing 
and decreasing the affin y

> 0��2

iii. r eference group 31 202 n(3�� 1) = 13 > 0.2 n(3�� 2) = 37 < 10–12 (+)

The significan e of differences in the number of SnPs increasing 
and decreasing the affin y

< 10–6 (*)

Designations: SnP�� single nucleotide polymorphism; n(i�� 1) and (i�� 2)�� numbers of SnP markers increasing and decreasing the affin y to the i th group of genes�� 
respectively; +�� significa t increase of the SnP number compared to the number expected by chance; –�� significa t reduction of the SnP number compared 
to the number expected by chance; *�� significa t difference between the numbers of SnP markers that increase and decrease the affin y to a particular group 
of genes.
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снижение доли ОНП-маркеров, потенциально снижающих 
экспрессию, характеристической особенностью промото-
ров генов циркадного осциллятора, мы провели сравнение 
полученных результатов с результатами аналогичного 
исследования, проведенного нами ранее в группе генов, 
отличных по функциональной принадлежности от иссле-
дуемой группы. Эта группа из 31 гена была представлена 
в обзоре Ponomarenko с коллегами (2015) и сформирована 
на основе поиска в научных публикациях ОНП-маркеров 
в области, соответствующей сайту связывания ТВР в про-
моторах генов человека, ассоциированных с различными 
патологиями. Полный список генов этой группы можно 
найти в Доп. материалах 3. С помощью нашего Web-
сервиса в этих генах были выявлены соседние с этими 
маркерами кандидатные ОНП-маркеры. 

Полученная суммарная выборка содержала 203 ОНП, 
локализованные в промоторах 31 гена человека. Из них 
только 50 оказались способны потенциально воздейство-
вать на сродство TBP/промотор соответствующих генов 
(13 – увеличивали, 37 – понижали) (табл. 2). Как можно 
видеть, в этой группе генов, в отличие от рассмотренных 
выше, наблюдается другая картина: доля ОНП-маркеров 
суперэкспрессии также недостоверно превышала 5 %-й 
порог a priory ожидаемой их доли (α > 0,2), тогда как доля 
ОНП-маркеров дефицитной экспрессии тех же генов ока-
залась достоверно высокой (α < 10–12). Данный результат 
в определенной степени соответствует таковым, получен-
ным при сопоставлении информации из проектов «1 000 
Genomes Project» и «ENCODE», свидетельствующим, что 
в целом по геному количество ОНП, повреждающих сайты 
связывания транскрипционных факторов, значительно 
выше, чем улучшающих его (1 000 Genomes Project Con-Genomes Project Con-
sortium et al., 2012). Кроме того, исследования Kasowski et al., 2012). Кроме того, исследования Kasowski 
с коллегами (2010) свидетельствуют о том, что ОНП, по-
падающие в сайт связывания транскрипционного фактора 
N�-κB или Pol II, значимо чаще способствуют снижению, 
чем повышению связывания их с мутированным ДНК мо-
тивом (при сравнении с референсным геномом) (Kasowski 
et al., 2010). То есть, возвращаясь к нашим результатам, 
можно отметить, что ожидаемым было бы преобладание 
в исследуемой нами области промоторов доли ОНП, 
уменьшающих сродство TBP/промотор, как это показано 
в группе сравнения, в то время как в группах генов цир-
кадного осциллятора наблюдается обратная картина. 

Количество ОНП-маркеров увеличения и уменьше-
ния сродства в I группе генов значимо отличается от 
такового в контрольной группе по точному критерию 
Фишера (α(1,3) < 10–4). Различия II группы генов от кон-
трольной также оказались статистически значимыми 
(α(2,3) < 0,00021). 

Таким образом, полученные закономерности (умень-
шение доли ОНП-маркеров снижения сродства TBP/про-
мотор) могут быть специфической характеристикой генов 
циркадного осциллятора, влияющей на робастность цир-
кадного осциллятора при генетической вариабельности 
анализируемой области промоторов. 

Особенности распределения количества кандидатных 
ОНП-маркеров в группе ближайшего регуляторного окру-
жения циркадного осциллятора могут быть объяснены 
большей функциональной гетерогенностью ее генов. В эту 
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группу входят гены, находящиеся под непосредственным 
контролем ядра циркадного осциллятора, имеющие с ним 
обратные связи и демонстрирующие ритмический ха-
рактер экспрессии мРНК (например, PPARα/γ, PER3, ID2 
и др.), и гены, продукты которых участвуют в процессах, 
обеспечивающих деградацию компонент осциллятора, 
передачу к нему различных внешних сигналов (FBXW7, 
FBXL3, SIRT1 и др.). По этому признаку данная группа 
занимает промежуточное положение между группами 
ядра циркадного осциллятора и сравнения.

Полученные предсказания могут играть важную роль 
для отбора кандидатных ОНП-маркеров различных 
патологий, связанных с нарушением генов циркадного 
ритма, для дальнейшей проверки их в экспериментальных 
исследованиях, а также при верификации математических 
моделей циркадного осциллятора.

Выявленные в данной работе особенности генов ЦО 
требуют дальнейшего анализа. В частности, полезным 
может оказаться проведение аналогичных исследований 
в специально сформированных группах генов, схожих 
и контрастных по функциональным характеристикам с ге-
нами циркадных часов. Кроме того, изучение структурных 
характеристик промоторов, таких как их нуклеотидный 
контекст, в частности GC-состав, наличие множественных 
стартов транскрипции и т. д., возможно, прольет свет на 
природу наблюдаемых особенностей.
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computational analysis of millions of unannotated SnPs from the 1000 
Genomes Project may speed up the search for biomedical SnP markers. 
we combined the analysis of  SnPs in the binding sites of т �т�- binding 
protein (тВР) using a previously described web service (http://beehive.  
bionet.nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl) with a keyword search for 
biochemical markers of chronopathologies�� which correspond to clinical 
manifestations of these SnPs. in the [–70; –20] region of promoters of 14 
human genes (location of proven binding sites of тВР)�� we found 32  
known and candidate SnP markers of circadian-rhythm disturbances�� 
including rs17231520 and rs569033466 (both: risk of chronopathologies 
in liver); rs35036378 (behavioral chronoaberrations); rs549858786 
(rheuma-toid arthritis with a chronoaberration of IL1B expression); 
rs563207167�� rs11557611�� and rs5505 (all three: chronopa-thologies of 
the tumor – host balance�� blood pressure�� and the reproductive system); 
rs1143627 (bipolar disorder with circadian dependence of diagnosis and 
treatment); rs16887226 and rs544850971 (both: lowered resistance 
to endotoxins because of the imbalance between the circa-dian and 
immune systems); rs367732974 and rs549591993 (both: circadian 
dependence of heart attacks); rs563763767 (circadian dependence of 
myocardial infarction); rs2276109 and rs572527200 (both: circadian 
dependence of asthma attacks); rs34223104�� rs563558831�� and rs10168 
(circadian optima of treatment with methotrexate and 
cyclophosphamide); and rs397509430�� rs33980857�� rs34598529�� 
rs33931746�� rs33981098�� rs34500389�� rs63750953�� rs281864525�� 
rs35518301�� and rs34166473 (all: neurosensory hearing loss and restless 
legs syndrome). For these SnPs�� we evaluated α (significance) of changes 
in the affinity of тВР for promoters�� where increased affinity corresponds 
to overexpression of the genes�� and decreased affinity to deficient 
expression (Z-test). Verification of these 32 SnP markers according to  
clinical standards and proto-cols may advance the field of predictive 
preventive perso-nalized medicine.

Key words: т�т�-binding protein (TBP); тВР-binding 
site; SnP; promoter; тВР-promoter affinity; statistical significance; 
pathology; circadian rhythm; SnP marker; predictive preventive 
personalized medicine.e-mail: pon@bionet.nsc.ru

Биомедицинские и кандидатные SNP-маркеры 
для хронопатологий могут достоверно изменять 
сродство ТАТА-связывающего белка к промоторам 
генов человека
Д.А. Рассказов1, Н.Л. Подколодный1, 2, 3, О.А. Подколодная1, Н.Н. Подколодная1, 3, В.В. Суслов1, Л.К. Савинкова1, 
П.М. Пономаренко4, М.П. Пономаренко1, 3
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��омп���терный анализ миллионов неаннотированных SnPs 
(Single nucleotide Polymorphisms) из проекта «1 000 геномов» 
может ускорит�� поиск �иомедицинских SnP-маркеров. 
�нализ при помощи web-сервиса SnP_ TATA_c omparator 
SnPs сайтов св�зывани� т�т�-св�зыва�щего �елка (тВР) 
со�етали с поиском хронопатологий по кл��евым словам 
так�� �то�ы �иохими�еские маркеры хронопатологий соот-
ветствовали изменени�м экспрессии генов�� содержащих эти 
SnPs. Дл� промоторов 14 генов �еловека в районе [– 70; – 20] 
(район доказанных сайтов св�зывани� тВР) �ыли найдены 
�иомедицинские и кандидатные SnP-маркеры нарушений 
циркадного ритма�� которые могут достоверно (Z-тест) изме- 
н�т�� сродство тВР к этим промоторам. В их �исле: rs17231520�� 
rs569033466 (хронопатологии пе�ени); rs35036378 (хроно-
патологи� поведен�еской активности); rs549858786 (хроно-
патологи� экспрессии IL1B при ревматоидном артрите); 
rs563207167�� rs11557611�� rs5505 (хронопатологии �аланса 
«опухол�� – хоз�ин»�� кров�ного давлени� и репродуктивной 
системы); rs1143627 (циркадност�� диагностики и терапии 
�ипол�рного расстройства); rs16887226�� rs544850971 (неус-
той�ивост�� к эндотоксинам из- за дис�аланса циркадной 
и иммунной систем); rs367732974�� rs549591993 (циркадност��  
о�острений серде�ной недостато�ности); rs563763767 
(циркадност�� слу�аев инфаркта миокарда); rs2276109�� 
rs572527200 (циркадност�� приступов астмы); rs34223104�� 
rs563558831 и rs10168 (циркадные оптимумы терапии 
метотрексатом и циклофосфамидом); rs397509430, 
rs33980857, rs34598529, rs33931746, rs33981098, rs34500389, 
rs63750953, rs281864525, rs35518301, rs34166473 
(циркадность синдрома беспокойных ног и нейросенсорной 
тугоухости). Проверка этих 32 SNP-маркеров по медицинским 
стандартам может способствовать предиктивно-
превентивной персонифицированной медицине. 

Ключевые слова: ТАТА-связывающий белок (TBP); сайт 
связывания ТВР; SNP; промотор; сродство ТВР к промотору; 
значимость; патология; циркадный ритм; SNP-маркер; 
предиктивно-превентивная персонифицированная 
медицина.
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Суточная (циркадная) ритмика экспрессии выявлена 
у примерно 104 генов плацентарных (Zhang et al.,Zhang et al., 
2014). Ритм около 24 ч задает центральный эндоген- около 24 ч задает центральный эндоген- задает центральный эндоген- центральный эндоген-

ный водитель ритма: молекулярно-генетические осцилля-
торы нейронов супрахиазматических ядер гипоталамуса 
синхронизуются сутками через ретиногипоталамический 
путь и накладывают эту ритмику на осцилляторы пери-
ферийные – молекулярно-генетически идентичные, но 
работающие с собственной ритмикой в клетках органов, 
тканей и систем тканей. Далее осцилляторы ритмизуют. Далее осцилляторы ритмизуют 
множество генов через экспрессию тканеспецифичных 
транскрипционных факторов (краткодействующая 
регуляция) или ремоделинг хроматина (долгодействующая 
регуляция) (Padmanabhan et al., 2012; Eckel-Mahan et al.,Padmanabhan et al., 2012; Eckel-Mahan et al., et al., 2012; Eckel-Mahan et al.,et al., 2012; Eckel-Mahan et al., al., 2012; Eckel-Mahan et al.,al., 2012; Eckel-Mahan et al.,., 2012; Eckel-Mahan et al.,et al., al.,al.,., 
2013). Подстройка периферийной осцилляции под общийПодстройка периферийной осцилляции под общий 
циркадный ритм синхронизует различные системы ор-
ганизма. Поэтому десинхрония может отягчить/вызвать 
патологии непосредственно не взаимодействующих сис-
тем: аутоиммунные патологии могут быть следствием 
десинхронии иммунной защиты организма от экзотокси-
нов и систем вывода/метаболизма эндотоксинов-аналогов 
(Wang et al., 2015), хронофармакология находит циркад-
ные оптимумы диагностики (Marckmann et al., 1993) 
и терапии (Ohdo et al., 1997; Gorbacheva et al., 2005). 

В «догеномную эру» связывание SNPs с заболева-
ниями – редкая удача, в настоящее время оно является 
одной из целей проекта «1 000 геномов» (Delaneau et al., 
2014), результаты которого dbSNP собирает и ранжирует 
SNPs по встречаемости (Sherry et al., 2001). Самые час-
тые вносятся в референсный геном человека (hg19) как 
анцестральные, отражая в Ensembl (Zerbino et al., 2015) 
и GENCODE (�rankish et al., 2015). Минорные SNPs 
в генах, вовлеченных в данный патологический процесс, 
можно найти с помощью Web-сервиса «UCSC GenomeUCSC Genome 
Browser» (Haeussler et al., 2015), визуализирующего» (Haeussler et al., 2015), визуализирующего 
полногеномную карту. Последующее рутинное геноти-
пирование их у множества пациентов выявляет среди 

минорных SNP биомедицинские маркеры, достоверно 
часто ассоциированные с данной патологией (Abbas et al., 
2006). Общепринятый подход биоинформатиков – оценка 
сходства проекций миллионов неаннотированных SNPs 
«1 000 геномов» и тысяч биомедицинских SNP-маркеров 
на карты геномов и метаболомов, генов и их продуктов 
в норме, патологии или при терапии (Chen et al., 2014). 
Это ускоряет поиск кандидатных SNP-маркеров лишь при 
множестве уже найденных биомедицинских SNP-марке-
ров или широкой инвариантности дефектов (например, 
любое повреждение белка). Оба условия взаимосвязаны и 
выполняются для SNPs кодирующей части генов. Напро-
тив, SNP-маркеров регуляторных районов генов описано 
мало из-за специфичности их патогенных проявлений 
(Zerbino et al., 2015). При этом примерно 10 % регуля-
торных SNP-маркеров (Савинкова и др., 2009) найдены 
в районе [–70; –20] п. о. от старта транскрипции, т. е. 
в районе сайтов связывания ТАТА-связывающего белка 
(ТВР). Это отвечает экспериментально установленным 
фактам: 1) ТВР необходим для инициации транскрипции 
(Martianov et al., 2002); 2) сродство ТВР к промотору гена 
позитивно коррелирует с уровнем экспрессии этого гена 
(Mogno et al., 2010). Опыты по иммунопреципитации 
хроматина (ChIP) подтвердили, что у мыши большинство 
промоторов несут сайты связывания ТВР (Choukrallah et 
al., 2012), что совпало с in silico прогнозом и выборочными 
in vivo тестами для человека (�ang et al., 2011). Поэтому 
для поиска кандидатных SNPs в промоторах мы предла-
гаем дополнить общепринятую оценку сходства поло-
жения SNP-маркеров и неаннотированных SNPs in silico 
прогнозом сродства «ТВР/промотор» для этих SNPs (см. 
рисунок). Web-сервис SNP_TATA_Comparator, представ-
ленный нами ранее (Рассказов и др., 2013), подвел итог 
циклу работ по поиску данных о SNPs сайтов связывания 
ТВР в промоторах человека (Савинкова и др., 2009), про-
гнозу связи «SNP-патология» (Пономаренко и др., 2009) 
и проверке таких прогнозов in vitro: 1) в «реальном вре- 
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мени» (Аркова и др., 2014); 2) в рав-
новесных (Savinkova et al., 2013) и 
3) в неравновесных (Drachkova et al.,
2014) условиях.

В данной работе был применен 
этот Web-сервис к неаннотированным 
SNPs сайтов ТВР-связывания, сход-
ным с биомедицинскими SNP-марке-
рами по способности менять сродство 
ТВР к тем же промоторам. Проведен 
поиск статей о биохимических марке-
рах хронопатологий, идентичных по 
изменениям экспрессии генов с этими 
SNPs, и обнаружено 32 кандидатных 
SNP-маркера, способных влиять на 
хронопатогенез путем изменения 
сродства ТВР к промоторам 14 генов 
человека. Их проверка по медицин-
ским стандартам может быть полез-
ной для предиктивно-превентивной 
персонифицированной медицины.

Материалы и методы
Анализировали фрагменты ДНК 
проксимальных промоторов длиной 
90 п. о. для анцестральных (hg19) 
и 89 минорных (min) вариантов 14 
генов человека из обзора Савин-
ковой с коллегами (2009). Анцест-
ральные варианты брали из Ensembl 
(Zerbino et al., 2015) и GENECODE 
(�rankish et al., 2015), минорные де-
лали из анцестральных, как показано 
на рисунке, в окнах «Base sequence»Base sequence»» 
и «Editable sequence». По каждойEditable sequence». По каждойe». По каждой 
ДНК мы оценили сродство ТВР к 
промотору, –ln(KD) ± δ, в ln-едини-
цах (окно «Result») и в nM (табл.) 
(здесь: KD и δ – константа диссо-
циации комплекса ТВР/промотор и 
ее стандартное отклонение). Срав-
нили сродство ТВР к аллелям hg19 
и min промотора в рамках Z-теста 
в составе стандартного статистиче-
ского пакета R (Waardenberg et al., 
2015), Z = abs[ln(KD

(min)/KD
(hg19)]/

[δ2
(min) + δ2

(hg19)]1/2. Была предсказана 
(строка «Decision») при значимом 
росте сродства ТВР к промотору су-
перэкспрессия гена, при спаде – дефи-
цитная экспрессия (Mogno et al., 2010).

результаты
Результаты для всех 32 найденных –  
описанных в литературе и кандидат-
ных – биомедицинских SNP-марке-
ров хронопатологий даны на рисунке 
и в таблице. Рассмотрим их детально 
на примере гена индуцибельной 
NO-синтазы NOS2. В его промоторе 

замена gtataaatac(T → C)–51cttggctgc (далее: –51T → C, выделено жирным 
– ТАТА-бокс, канонический сайт ТВР-связывания) описана Clark с коллегами
(2003) как SNP-маркер устойчивости к малярии и риска эпилепсии, при кото-
рой наблюдают нарушения циркадных ритмов сердечно-сосудистой системы,
сна – бодрствования, температуры тела и уровня мелатонина, кортизола и
гормона роста (Hofstra, de Weerd, 2009). Сродство ТВР к минорному аллелю
–51T было 20,17 ± 0,10 ln ед. (в табл. – 2 nM) значимо (Z = 2,9, α < 0,01) выше
такового для анцестрального аллеля –51С: 19,40 ± 0,10 ln ед. (1 nM). Согласно
опыту (Mogno et al., 2010), росту сродства ТВР к промотору соответствуют
суперэкспрессия NOS2 и избыток NO у пациента с –51T (табл.: «↑»).

Это согласуется с клиническими данными роста уровня NO как компонента 
врожденного иммунитета при устойчивости к малярии (Clark et al., 2003) и как 
нейромедиатора при эпилепсии (Gonzalez-Martinez et al., 2009) и хронопато-
логиях (Hofstra, de Weerd, 2009). Мы нашли клинические наблюдения (Kaya 
et al., 2004) роста уровня NO как биохимического маркера ремиссии паниче-
ского расстройства с циркадностью симптомов и поэтому прогнозируем SNP 
NOS2:–51T → C как кандидатный SNP-маркер этой хронопатологии. 

Для остальных 13 генов человека мы получили аналогичные результаты 
(таблица), описание которых можно найти в Дополнительных материалах1.

Обсуждение
Связывание ТВР обязательно перед стартом транскрипции любой мРНК 
(Martianov et al., 2002). Было показано, что среди 68 биомедицинских и кан-
дидатных SNP-маркеров, нарушающих ТВР-связывание (Ponomarenko et 
al., 2015) есть 32 SNP-маркера для хронопатологий. На основе биоинфор-
матического анализа ТВР-связывания были подтверждены ранее описанные 
SNP-маркеры хронопатологий и болезней с циркадным оптимумом терапии 
и предложены кандидатные SNP-маркеры и гипотезы их фенотипического 
1 Дополнител��ные материалы см. в �риложении 3 по адресу: http://www.bionet.nsc.ru/vogis/
download/pict-2015-12/appx3.pdf    

In silico search for a candidate SnP marker for chronopathologies with the web-service  
SnP_TATA_c omparator (r asskazov et al.�� 2013) by the example of the biomedical SnP –51T → c   
in the promoter of the NOS2 gene�� which marks chronopathologies observed in epilepsy (Hofstra�� 
de weerd�� 2009).

Fisher’s Z score 
assessment of the significan e  

of the change in the gene product 
level in a carrier of the minor SnP  

allele in comparison with the ancestral  
allele in the reference hg19 genome 

(Ponomarenko et al.�� 2009)

(c lark et al.�� 2003): –51T→с

Ensembl
(Zerbino
et al.�� 2015) 

hg19
GEnc o DE
(Frankish
et al.�� 2015)
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Биомедицинские и кандидатные SnP-маркеры  
дл� хронопатологий в промоторах генов �еловека

эффекта (появление хронопатологии, выраженность от-
вета на терапию при циркадной ритмике, см. таблицу). 
Следовательно, анализ связи «TBP – промотор» может 
дать врачам меру обоснованности поиска SNP-маркеров 
среди SNPs в области проксимальных промоторов. До-
казать же значимость найденных SNP-маркеров может 
лишь достоверно высокая их частота у пациентов с учетом 
возрастного, гендерного и этнического состава их когорт, 
климата, экологии, условий и стиля их жизни (�oo et 
al., 2014). Спектр связей SNPs сайтов связывания ТВР с 
хронопатологиями включает как нарушения циркадности 
(e. g., rs35036378) и риск заболеваний (e. g., rs549858786), 
так и внутрисуточные (e. g., rs397509430), сезонные (e. g., 
F7: –33A → C), гендерные (e. g., rs11557611) и возрас-
тные (e. g., rs563763767) особенности патологий, цир-
кадные оптимумы диагностики (e. g., NOS2: –51T → C) 
и терапии (e. g., rs34223104), их сдвиг диетой пациента 
(e. g., rs1143627), дисбаланс систем в организме (e. g., 
rs16887226), включая «опухоль – хозяин» (e. g., rs5505), 
риск ряда осложнений патологий (e. g., rs17231520). Это 
соответствует нашему каталогу (Подколодная, Подко-
лодный, 2013) биомедицинских SNP-маркеров в генах 
циркадного ритма, установленных чаще в регуляторных 
районах и в связи c циркадными особенностями неоп-
лазм (e. g., нарушен суточный ритм при раке молочной 
железы (Cash et al., 2015)), психических (e. g., синдром 
Смит – Магениса (Mullegama et al., 2015)), нейродегене-
ративных (e. g., болезнь Альцгеймера (Wu et al., 2007)), 
аутоиммунных (e. g., ревматоидный артрит (Kouri et al., 
2013)), воспалительных, метаболических заболеваний и 
старения. 

Наконец, статистическая значимость кандидатных 
SNP-маркеров варьировала от высокой (e. g., α < 10–7 для 
rs10168) до пороговой (e. g., α < 0,05 для rs549591993). 
Поэтому необходима их проверка по медицинским стан-
дартам, для которой биоинформатический анализ может 
дать пределы точности. В таблице даны оценки KD (в nM) 
для комплексов ТВР/ДНК в условиях in vitro (Savinkova 
et al., 2013). Они были от 1 до 60 nM при их разнице для 
вариантов SNP менее 2 % этого диапазона, это вне рамок 
точности их измерений, ± 10 %, без их оценок a priori. 
Поэтому оценки KD в таблице – это необходимая для 
проверки по медицинским стандартам часть кандидатного 
SNP-маркера хронопатологий. 

Верификация предсказанных кандидатных SNP-марке-
ров сайтов связывания ТВР в промоторах генов человека 
в рамках медицинских стандартов и протоколов будет 
способствовать предиктивно-превентивной персонали-
зированной медицине.
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В ра�отах�� выполненных на диких и ла�ораторных животных�� 
показано существование компромисса между репродуктив-
ным успехом и иммунитетом. �оэтому в процессе домести-
кации могли от�ират��с� осо�и с повышенными репродуктив-
ными спосо�ност�ми�� но со сниженным иммунитетом. 
�ониженна� реактивност�� иммунной системы могла в дал��-
нейшем стат�� наследуемой путем фиксации в попул�ции 
генов с «не�лагопри�тными» мутаци�ми. Цел�� исследовани� – 
изу�ит��: 1) �астоты генотипов и аллелей однонуклеотидного 
полиморфизма (SnP – Single nucleotide P olymorphism) 
SnP rs340283541 в гене цитокина лимфотоксина �ета (LTB) 
у домашних свиней и диких ка�анов; 2) экспресси� мРН�� 
этого гена у миниат�рных свиней с разными генотипами; 
3) провести �иоинформати�еcкий анализ потенциал��ной 
функционал��ной роли этого SnP. Частота генотипа GG 
в вы�орке ка�анов �ыла достоверно ниже �астоты данного 
генотипа в о�ъединенной вы�орке из разных пород и попул�-
ций домашних свиней. уровен�� экспрессии мРН�� гена LTB
в лимфати�еском узле у миниат�рных свиней с генотипом 
GG имел тенденци� к повышени� (р < 0��06)�� по сравнени�
с носител�ми аллел� �. SnP rs340283541 входит в состав мо-
тива ДН�� с высокой степен��� консервативности у 12 видов 
млекопита�щих�� �то косвенно свидетел��ствует о его важной 
функционал��ной роли. С помощ��� контекстного анализа 
вы�влено�� �то аллел�� � содержит потенциал��ные сайты 
св�зывани� транскрипционных факторов Brn-2 и AP-1�� 
а аллел�� G – факторов rFX1�� iSGF3 (сайт iSrE) и �SF�� которые 
экспрессируются в клетках иммунной системы. Таким 
образом, в процессе доместикации свиней произошло 
повышение частоты генотипа GG SNP rs340283541
в 3’- области гена LTB. Генотип GG, вероятно, ассоцииро-ван с 
повышенным уровнем экспрессии мРНК гена LTB в ткани 
лимфатического узла. Повышение уровня экспрессии у 
свиней с генотипом GG может быть связано с образованием 
сайтов связывания транскрипционных факторов RFX1, ISRE, 
USF и/или разрушением сайтов связывания BRN-2 и AP-1. 
Также не исключено, что полиморфизм rs340283541 
находится в неравновесии по сцеплению с другой 
функционально значимой мутацией.

Ключевые слова: доместикация; свинья; дикий 
кабан; ген; лимфотоксин бета; однонуклеотидный 
полиморфизм; SNP; транскрипция; сайт связывания 
транскрипционного фактора.

Dissecting the role of single nucleotide 
polymorphism of lymphotoxin beta 
gene during pig domestication using 
bioinformatic and experimental 
approaches
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1 Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
2 Institute of Internal and Preventive Medicine, Siberian Branch of Russian 
Academy of Medical Sciences, Novosibirsk, Russia 
3 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia 
4 Novosibirsk State Agrarian University, Novosibirsk, Russia 
5 Heilongjiang University College of Life Sciences, Harbin, China

Studies of wild and laboratory animals have revealed 
a trade-off between reproductive success and immunity. Therefore�� it 
is likely that domestication favored selection of individuals with high 
reproductive performance but low immunity. The low responsiveness 
of the immune system could become hereditary through fixation of 
genes with “unfavorable” mutations in populations. The objectives of 
this work are: 1) determination of frequencies of geno-types and 
alleles of the rs340283541 SnP in the gene for the lymphotoxin beta 
(LTB) cytokine in pigs of domestic breeds and wild boars; 2) 
investigation of the expression of LTB mrnA in minipigs with different 
genotypes�� and 3) bioinformational analysis of the putative functional 
role of the SnP. The frequency of the GG genotype in the wild boar 
sample was significantly lower than in the pooled sample of domestic 
pigs. The LTB mrnA expression rate in the lymph node of minipigs 
with genotype GG tended to increase (p < 0.06) in comparison with 
carriers of allele A. The rs340283541 SnP occurs in a DnA motif highly 
conservative among 11 mammalian species; thus�� it may be of 
functional significance. context analysis shows that allele A has 
putative binding sites for transcription factors Brn-2 and AP-1�� 
whereas allele G has binding sites for transcription factors rFX1�� iSGF3 
(site iSrE)�� and �SF expressed in cells of the immune system. Thus�� pig 
domestication was accompanied by an increase in the frequency of 
the GG genotype for the rs340283541 SnP�� occurring in the 3� region 
of the LTB gene. it is likely that the GG genotype is associated with 
elevated LTB mrnA expression in the lymph node tissue. This increase 
may be related to the formation of binding sites for rFX1�� iSrE�� and 
�SF and/or disruption of binding sites for Brn-2 and AP-1. A linkage 
disequilibrium between rs340283541 and another functionally 
significant mutation in l TB is also conceivable.

Key words: domestication; pig; wild boar; gene; lymphotoxin beta; 
single nucleotide polymorphism; SnP; transcription; transcription 
factor binding site.e-mail: yudin@bionet.nsc.ru
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В работах, выполненных на диких и лабораторных 
животных, показано существование компромисса 
между репродуктивным успехом и иммунитетом 

(Sheldon, Verhulst, 1996; Ardia et al., 2011; van der Most et 
al., 2011; Balenger, Zuk, 2014). Цитокинам принадлежит 
центральная роль в регуляции иммунного ответа, а также 
его интеграции с физиологическими функциями других 
систем организма – эндокринной и гематопоэтической. 
Одним из наиболее значительных семейств цитокинов яв-
ляется семейство белков фактора некроза опухолей, кото-
рое включает около 48 белков (Kim et al., 2005). Типичным 
представителем этого семейства является лимфотоксин 
бета (LTB). Он синтезируется активированными T- и 
B-лимфоцитами, естественными киллерами и образует
гетеротример с лимфотоксином-альфа LTA / LTB / LTB
(реже LTA / LTA / LTB) и, таким образом, «заякоривает»
лимфотоксин-альфа на клеточной мембране лимфоцита
(Nakamura et al., 1995). Такой гетеротример функциониру-
ет как лиганд для рецептора TN�RS�3 / LTBR и участвует
в развитии иммунного ответа, обеспечивая межклеточную
коммуникацию (Crowe et al., 1994). Считается, что основ-
ная функция лимфотоксина бета заключается в стимули-
ровании развития лимфоидной ткани, в первую очередь
лимфатических узлов (Onder et al., 2013).

Доместикация (одомашнивание) животных представ-
ляет собой гигантский биологический эксперимент, 
главный результат которого состоит в огромном повыше-
нии темпа и размаха изменчивости организмов (Беляев, 
1981). Известно, что, хотя виды одомашненных животных 
относятся к далеко отстоящим систематическим группам, 
их изменчивость по многим признакам носит характер 
гомологической изменчивости (Трапезов, 2009). Одним из 
основных результатов доместикации является сильное по-
вышение воспроизводительных способностей животных 
(Беляев, 1979). Поэтому доместицированных животных и 
их диких предков можно рассматривать в качестве модели 
для изучения механизмов компромисса между репродук-

тивными параметрами и иммунитетом. Можно ожидать, 
что в процессе доместикации и селекции на повышение 
хозяйственно важных признаков, преимущества при отбо-
ре имели более плодовитые особи, а стало быть, особи со 
сниженным иммунитетом. Пониженная реактивность им-
мунной системы могла в дальнейшем стать наследуемой 
путем фиксации в популяции генов с «неблагоприятными» 
для иммунореактивности мутациями.

Хорошей моделью для изучения мутаций в генах им-
мунной системы при доместикации являются домашняя 
свинья и ее дикий предок – кабан. В результате секвени-
рования полного генома свиньи в 3′-области гена LTB на 
расстоянии 283 п. н. от последнего экзона был обнаружен 
однонуклеотидный полиморфизм (SNP) – замена А на G 
в позиции 27547441 7-й хромосомы (rs340283541).

Цель исследования – оценить распространение SNP 
rs340283541 гена LTB в популяциях домашних свиней 
и диких кабанов, сравнить относительную экспрессию 
мРНК этого гена у свиней с разными генотипами и про-
вести анализ потенциальной функциональной роли этого 
SNP методами биоинформатики.

Материалы и методы
Образцы крови и шкур диких кабанов, представляющих 
разные подвиды Sus scrofa L., получены из России (Воро-
нежский биосферный заповедник, Воронежская область) и 
Украины (Николаевская и Закарпатская области). Образцы 
крови свиней пород ландрас, скороспелой мясной СМ-1 и 
сибирских миниатюрных свиней получены из хозяйств Но-
восибирской области. ДНК выделяли методом протеоли-
тической обработки с последующей экстракцией фенолом. 
Фрагмент гена LTB амплифицировали с использованием 
праймеров 5′-TCCCCTCAGACTCAACACTGCACAC-3′  
и 5′-TTCAGGCAGCTGGCAGGGAGAA-3′. Ампликон об-
рабатывали рестриктазой HpySE526 I (Сибэнзим, Россия). 
Генотип SNP rs340283541 определяли путем электрофоре-
за продуктов рестрикции в 4 %-м полиакриламидном геле 
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(генотип АА – 172 п. н., генотип AG – 172, 148 и 24 п. н., 
генотип GG – 148 и 24 п. н.).

Для изучения экспрессии мРНК гена LTB в паховом 
лимфоузле миниатюрных свиней с различными геноти-
пами по этому гену использовали животных в возрасте 
1 мес., массой 8–12 кг. В эксперимент брали по четыре 
животных каждого генотипа. Амплификацию фрагмен-
та гена LTB длиной 139 п. н. проводили с праймерами 
LTB / � 5′-AACTGGTAACAGGGACCGCT-3′ и LTB / R 
5′-ATCCAAGCGCCAATGAGGT-3′. В качестве гена срав-
нения использовали ген GADPH. С помощью праймеров 
GAPDH / � 5′-CGTCAAGCTCATTTCCTGGTACG-3′ и 
GAPDH / R 5′-GGGGTCTGGGATGGAAACTGGAAG-3′ 
амплифицировали фрагмент размером 223 п. н.

Суммарную РНК выделяли с помощью реактива TRIzol 
(Invitrogen, США) согласно рекомендациям произво-
дителя. Реакцию обратной транскрипции проводили с 
использованием олиго-(dT)-праймера и обратной транс-
криптазы M-MuLV (Сибэнзим, Россия). Реакцию ПЦР в 
реальном времени (ПЦР-РВ) проводили с использованием 
набора реагентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя S�BR Green I (Синтол, Росия) по стандартной 
схеме. Полученные данные обрабатывали методом отно-
сительного количественного анализа Δ-ΔCt с помощью 
программы Rotor-Gene 6000 Series Software.

Частоты аллелей и генотипов SNP rs340283541 срав-
нивали с применением критерия χ2 c поправкой Йетса. 
Относительный уровень экспрессии мРНК гена LTB у си-
бирских миниатюрных свиней с различным генотипом по 
SNP rs340283541 сравнивали с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа и критерия Стьюдента. 

Построение выравнивания между участком 7-й хро-
мосомы свиньи, включающим SNP, и геномными после-
довательностями других млекопитающих осуществляли 
с использованием опций геномного браузера UCSC 
(https://genome.ucsc.edu/). Отображение уровня консер-
вативности нуклеотидов в выравнивании выполняли 
с помощью программы WebLogo (http://weblogo.berkeley.
edu/logo.cgi). 

Потенциальные сайты связывания транскрипционных 
факторов в окрестностях SNP rs340283541 выявляли с по-
мощью интернет-доступной программы Match-1.0 Public 
(http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/ 
match/bin/match.cgi), осуществляющей поиск потенци-
альных сайтов в нуклеотидных последовательностях на 
основе весовых матриц (ВМ) методом PWM. Оценку ко-
личества ложноположительных сайтов, выявляемых мето-
дом PWM, производили на геномной последовательности 
1-й хромосомы свиньи. Данные о QTLs экстрагировалисвиньи. Данные о QTLs экстрагировали Данные о QTLs экстрагировали
их базы Pig Quantitative Trait Locus Database (Pig QTLdb)Quantitative Trait Locus Database (Pig QTLdb) Trait Locus Database (Pig QTLdb)
(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/index).

Подробное описание всех процедур см. в Дополнитель-
ных материалах 11.

результаты
Было проведено генотипирование замены A на G в 3′-флан-
кирующем районе гена LTB свиньи (rs340283541). Частота 
редкого аллеля А у диких кабанов достоверно не отлича-
1 Дополнител��ные материалы 1–3 см. в �риложении 4 по адресу: http://
www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2015-12/appx4.pdf    

лась от его частоты как у отдельных пород свиней, так 
и у домашних свиней в целом (Доп. материалы 2). Однако 
частота генотипа GG в выборке кабанов (20,0 %) была до-
стоверно ниже частоты этого же генотипа в объединенной 
выборке домашних свиней (44,5 %) (р ≤ 0,005).

Однофакторный дисперсионный анализ не выявил 
достоверного влияния генотипа SNP rs340283541 на уро-
вень относительной экспрессии мРНК гена LTB в ткани 
пахового лимфатического узла у миниатюрных свиней 
(Доп. материалы 3). При этом уровень экспрессии мРНК 
гена LTB у мини-свиней с генотипом GG имел тенденцию 
к повышению по сравнению с носителями аллеля А (объ-
единенная группа GA + AA) (р < 0,07).

С использованием данных, экстрагированных из ге-
номного браузера UCSC, произведена оценка уровня кон-
сервативности участка, включающего исследуемый SNP. 
У свиньи SNP расположен в 3′фланкирующем районе гена 
LTB на расстоянии 284 н. п. от точки терминации транс-
крипции. У 11 видов млекопитающих в этом районе ДНК 
были выявлены участки гомологии протяженностью от 38 
до 74 нуклеотидов (рисунок, а). Наиболее протяженный 
участок гомологии (74 нуклеотида) выявлен у коровы. 
Нуклеотид, соответствующей полиморфной позиции 
у свиньи, располагался у этих видов организмов на рас-
стоянии от 280 (у овцы) до 445 (у гиббона и шимпанзе) 
нуклеотидов ниже 3′-конца гена LTB. Наиболее часто 
(в 10 случаях из 12) в данной позиции располагается 
тимин (рисунок, а). Лишь у двух видов в этой позиции 
обнаружены другие нуклеотиды: полиморфная позиция 
аденин/гуанин (свинья) и цитозин (мышь). Десять нуклео-
тидов, непосредственно прилежащих к SNP на 3′-фланге, 
являются высоко консервативными. На графике WebLogo 
данный консервативный район отображен в виде мотива 
TTTCTCTTGG (рисунок, б).

С помощью программы распознавания сайтов связыва-
ния транскрипционных факторов Match-1.0 Public были 
предсказаны потенциальные сайты в двух нуклеотидных 
последовательностях участка 3′-фланкирующей области 
гена LTB в окрестностях SNP rs340283541, соответству-
ющих аллельным вариантам A и G. Было выявлено, 
что максимальные значения ВМ имели потенциальные 
сайты связывания транскрипционных факторов 5 типов 
(табл. 1). У этих потенциальных сайтов были выявлены: 
1) либо значения параметра matrix similarity (сходство
последовательности с матрицей) > 0,85; 2) либо значения
параметра core similarity (сходство последовательности
с матрицей по 5 наиболее консервативным позициям
матрицы) > 0,95; 3) либо значения обоих параметров
превышали вышеуказанные пороговые. Два сайта (Brn-2
и AP-1) были обнаружены в последовательности аллеля А.
Три сайта (R�X1, US�, ISRE) выявлены в последователь-
ности аллеля G. У двух из пяти сайтов связывания (Brn-2
и R�X1) оба значения ВМ превышали вышеуказанные
пороговые. Сравнение участков ДНК, соответствующих
предсказанным сайтам, с консенсусными последователь-
ностями показало:
1) в четырех случаях (Brn-2, AP-1, R�X1, ISRE) из пяти

полиморфный нуклеотид (А либо G) расположен в коро-
вой части потенциального сайта, соответствующей пяти
наиболее консервативным нуклеотидам матрицы;
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Transcription 
factor 
binding site 

w M scores Strand nucleotide sequence of binding site* / 
c onsensus sequence**

w M scores for the DnA region 
with nucleotide substitution

Matrix similarity c ore similarity Matrix similarity c ore similarity

Allele A

Brn-2! 0.857 1.000 – 5’-actcATTTCtcttgga-3’
|||||||||   ||||

5’-nyknATTWYsnatgnn-3’

0.713 0.759

AP-1 0.683 0.989 + 5’-tgcACTCAt-3’
|  |||||

5’-ntgASTCAg-3’

< 0.550 < 0.600

Allele G

r FX1 0.888 0.982 – 5’-tcGTTTCtcttggatccc-3’
||||| || ||| | |||

5’-nnGTTRCyatngynacnn-3’

0.693 0.720

iSr E 0.786 1.000 + 5’-tcGTTTCtcttggat-3’
|||||||||

5’-caGTTTCwctttycc-3’

0.672 0.800

�SF 0.846 0.905 + 5’-  tGCACTcgtt-3’
|||  | |

5’-nnRYCACGtgrynn  -3’

0.732 0.905

The capital letters denote nucleotides that correspond to fi e most conservative positions in the binding sites predicted by the Match 1.0 tool. The two w M 
scores that exceed predefined th esholds (matrix similarity>0.85 and core similarity>0.95) are given in bold type and underlined. (!) The false-positive rate 
in TFBSs prediction using Pw M is less than 3E-4 at the recognition threshold corresponding to the score of the putative binding site comprising the SnP 
(rs340283541). * For the binding sites found in the minus (reverse) strand�� we present the DnA sequence from the plus (forward) strand. in such cases�� we 
present the inverted versions of the consensus sequences. ** Positions in the consensus sequences are indicated in the 15-letter i�PAc  nucleotide code�� where 
K = G or T; r  = A or G; S = c  or G; Y = c  or T; and w  = A or T. 

Conservative nucleotides in the 3�-flan ing region of the LTB gene in twelve mammalian species.
(a) Alignment of regions homologous to the region of pig chromosome 7 containing the rs340283541 SnP. The SnP position in the pig sequence and the 
corresponding nucleotides in sequences of other species are shown in bold capitals. (b) Presentation of conservative positions with webl ogo (c rooks et al.�� 
2004). The overall height of a stack indicates the sequence conservation at the corresponding position (bits on the Y axis)�� while the height of symbols within 
the stack refle ts their relative frequencies at that position. numerals on the X axis indicate numbers of positions in the alignment. The rs340283541 SnP 
(dashed arrow) occurs at position 29 of the pig sequence. 

table 11... Putative transcription factor binding sites predicted in the DnA region comprising SnP rs340283541 

 Pig gtcccc-tcagactcaacactgcac-tcAtttctcttggatcccacccagcagtgatagggtcattacagggg-cag  chr7:27,547,415-27,547,485  284
 Cow gtcccc-ccagactcagcactgcac-tcTtctctcttgggtccatcccagtagtggtggggtcattgcagggg-aag  chr23:27,532,139-27,532,212  306

 Sheep gtcccc-ccagactcagcactgcac-tcTtttctcttgggtccatcccagtagtggtggggtcattgca--------  chr20:26,852,623-26,852,689  280
 Mouse gtccccacaagaccccctcacatacaccCttgctcctggcttctgcct-------------------ctgtgaggag  chr17:35,196,687-35,196,744  411

Mouse lemur gtccccaccagcctgtgcactgcac-tcTtttctcttgggtccttcccaac---ggaggggccattacagggg-aag  scaffold_8597:54,872-54,801  281
 Rat gttccctcaagaacccctcccatacactTtttctcctggcttctgcctt-----------------gctgtga-gaa  chr20:6,941,356-6,941,298  426

 Gorilla gtcccaaccagactctgcaccacac-tcTtttctcttgggtacccccca-----------------acagtga-gag  chr6:32,473,642-32,473,585  294
 Human gtcccaaccagactctgcaccatac-tcTtttctcttgggtacccccca-----------------acagtga-gag  chr6:31,548,069-31,548,012  295

 Orangutan gtcccaaccagactctgcaccacac-tcTtttctctcgggtccccccca-----------------gcagtga-gag  chr6:32,078,216-32,078,159  352
 Gibbon gtcctaaccagactctgcaccacgc-tcTtttctcttgggtccccccca-----------------acagtga-gag  chr1a:76,380,055-76,379,998  445
 Tarsier gttcccaccagattctgcaccacg---cTtttctcttggatccctccca------------------cagtga-gag  KE944812v1:95,150-95,096  289

 Chimpanzee gtcccaaccagactctgcaccacac-tcTtttctcttgg--------------------------------------  chr6:31,859,616-31,859,579  445
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2) во всех случаях полиморфный нуклеотид (А либо G)
во фрагменте регуляторной последовательности гена
LTB и соответствующий ему на основании выравни-
вания нуклеотид консенсусной последовательности
совпадают;

3) замена нуклеотида в полиморфной позиции приводит
к существенному снижению обоих значений ВМ у че-
тырех (Brn-2, AP-1, R�X1, ISRE) из пяти рассматрива-
емых сайтов (табл. 1, последние две колонки). У сайта
связывания US�, выявленного в аллельном варианте G,
замена гуанина на аденин приводит к снижению зна-
чения matrix similarity и не влияет на значение core
similarity.
Для того чтобы выявить сайт, распознанный с наимень-

шей ошибкой перепредсказания (�alse Positive Rate), для 
всех пяти выявленных типов сайтов в качестве оценки 
было рассчитано количество сайтов данного типа в после-
довательности хромосомы 1 свиньи. В каждом случае 
пороговое значение ВМ, использованное функцией рас-
познавания, равнялось значению ВМ соответствующего 
потенциального сайта, выявленного в окрестностях SNP. 
Было обнаружено, что минимальная плотность сайтов 
в геномной последовательности ДНК выявляется при рас-
познавании сайта BRN2 (в табл. 1 помечено знаком «!»).

Для того чтобы охарактеризовать потенциальную роль 
участка хромосомы 7 свиньи, включающего полиморфизм 
rs340283541, в формировании фенотипических признаков, 
мы проанализировали данные из базы Pig QTLdb. Было 
выявлено, что полиморфизм rs340283541 содержится 
в 161 локусе количественных признаков (QTLs). Из них 
три локуса влияют на три различных показателя иммун-
ной системы (табл. 2), а другие пять QTLs ассоциированы 
с тремя репродуктивными параметрами животных. 

Обсуждение
В результате проведенного исследования нами обнару-
жено, что генотип GG SNP rs340283541 у диких кабанов 
встречается гораздо реже, чем у домашних свиней (Доп. 
материалы 2). Это позволяет выдвинуть предположение, 
что замена A на G в этой позиции может нарушать иммун-

ный ответ, что, согласно гипотезе компромисса, должно 
приводить к улучшению репродуктивных показателей у 
животных, гомозиготных по этой мутации. Однако про-
тив такого предположения говорит повышенный уровень 
экспрессии мРНК гена LTB у животных с генотипом GG, 
по сравнению с носителями аллеля А (Доп. материалы 3). 
Альтернативное объяснение этих фактов заключается 
в вероятном существовании положительной корреляции 
между иммунным ответом и репродуктивными при-
знаками при доместикации свиней. Поскольку процесс 
доместикации, несомненно, сопровождался усилением 
давления со стороны паразитов, селекция на улучшение 
репродуктивных показателей могла быть эффективной 
только у генетически устойчивых животных с сильным 
иммунитетом.

В литературе имеется ряд работ, косвенно свидетель-
ствующих о вероятном отборе «патологических» аллелей 
в генах иммунной системы при селекции сельскохозяй-
ственных животных на повышение хозяйственно важных 
признаков. Например, селекция коров красной норвежской 
породы на увеличение удоев молока сопровождалась 
повышением частоты мастита, кератоза и задержания 
последа, что свидетельствует о снижении у них функцио-
нального состояния иммунной системы (Heringstad et al., 
2007). При селекции на пониженную частоту мастита 
у коров той же породы происходило снижение содержа-
ния белка в молоке (Heringstad et al., 2005). Интересно, 
что мутация в гене LTB у мышей приводит к нарушению 
формирования волосяных фолликулов (Cui et al., 2006). 
Поэтому будет интересно сравнить окраску волосяного 
покрова у миниатюрных свиней с различными геноти-
пами по гену LTB. 

Консервативность района Дн К  
в окрестностях Sn P rs340283541
Анализ нуклеотидных последовательностей 3′-районов 
генов LTB млекопитающих показал, что SNP rs340283541 
располагается на консервативном участке (рисунок). Это 
означает, что данный участок с высокой долей вероятно-
сти несет определенную функциональную нагрузку. 

table 2. Quantitative trait loci (QTl s) co-localized with SnP rs340283541 (position in the porcine genome chr7:27547441) that affect 
the immune or reproduction traits in pigs.

QTl QTl  iD in Pig QTl db QTl  Span (position  
on chromosome 7)

Traits related to the immune capacity

l ymphocyte number 5469 11625414–36993248

Hemolytic complement activity (alternative pathway) 9596 11625414–38992356

Prr SV susceptibility 31803 27019705–27999311

r eproduction-associated traits

Age at puberty 588 16365408–42509154

c orpus luteum number 24284 8014191–92220281

31864 11136187–116028974

Teat number 5257 10763543–117929721

584 18392887–31164815
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Известно, что 3′-районы генов могут участвовать в ре-
гуляции транскрипции генов. Так же, как и промоторы 
генов и регуляторные районы, расположенные в 5′-райо-
нах, и интронах, 3′-области генов могут включать функци-
онально-активные сайты связывания транскрипционных 
факторов, оказывающих как активирующие, так и подав-
ляющие эффекты на транскрипцию (Kolchanov et al., 2002; 
Меркулова и др., 2013; Игнатьева и др., 2015). Основыва-
ясь на данном представлении, мы предположили, что заме-
на нуклеотида в полиморфной позиции SNP rs340283541 
может нарушать сайт связывания транскрипционного 
фактора, участвующего в регуляции активности гена LTB. 
Для того чтобы проверить данное предположение, нами 
был произведен поиск потенциальных сайтов связыва-
ния транскрипционных факторов в последовательности 
ДНК, включающей SNP rs340283541. Было выявлено, 
что аллельный вариант А содержит потенциальные 
сайты связывания Brn-2 и AP- 1, которые нарушаются 
при замене аденина на гуанин в полиморфной позиции. 
С другой стороны, аллельный вариант G 3′-регуляторной 
последовательности гена LTB содержит потенциальные 
сайты R�X1, ISRE, US�, которые не удается выявить 
в случае, если в полиморфной позиции присутствует 
аденин (табл. 1). 

Характеристика предсказанных сайтов
Brn-2. Фактор Brn-2 (Brain-2) кодируется геном POU3F2 
(POU class 3 homeobox 2), который, согласно данным базы 
EntrezGene, в геноме свиньи еще имеет статус «MODEL» 
(предсказан на основе электронной аннотации и слабо 
изучен). Относительно белка Brn-2 / Oct7 у человека 
и у мыши в научной литературе сложилось представление 
как о транскрипционном факторе, участвующем в диффе-
ренцировке нейрональных клеток (Zhao et al., 2013). Ги-
перпродукция фактора Brn-2 ассоциирована с усиленной 
пролиферацией клеток меланомы (Goodall et al., 2004). 
Согласно данным базы BioGPS, у человека ген POU3F2, 
кодирующий фактор Brn-2, экспрессируется не только 
в нейральных клетках, но и в других тканях и органах, 
включая лимфатические узлы. Известно, что Brn-2 мо-
жет выступать в качестве репрессора транскрипционной 
активности гена CDH13 (T-cadherin) в клетках меланомы 
(Ellmann et al., 2012). Это позволяет предположить, что 
в случае, если данный сайт является функциональным 
у животных с аллелем A, Brn-2 также может выполнять 
роль репрессора и замена аденина на гуанин (аллель G) 
может приводить к снятию репрессирующего эффекта 
фактора Brn-2 и активации транскрипции гена LTB.

AP-1. Фактор AP-1 представляет собой гетеродимер, 
в состав которого могут входить белки таких семейств, 
как c-�os, c-Jun, AT� и JDP. Фактор AP-1 участвует в ре-
гуляции генов, экспрессирующихся в широком круге 
тканей, в ответ на множество факторов, включая цитоки-
ны, факторы роста, стрессовые сигналы, бактериальные 
и вирусные инфекции (Hess et al., 2004). У потенциального 
сайта связывания фактора AP-1 наблюдается наиболее 
существенное (по сравнению с потенциальными сайта-
ми связывания других факторов) падение значения core 
similarity при замене аденина на гуанин в полиморфной 
позиции. Как правило, фактор AP-1 является активато-

ром транскрипции, однако имеются свидетельства того, 
что AP-1 может функционировать в роли репрессора 
(Mittelstadt et al., 2012). Таким образом, присутствие сайта 
связывания AP-1 в последовательности аллеля А может 
быть причиной более низкого уровня транскрипции гена 
у животных с генотипами AA и AG, по сравнению с жи-
вотными с генотипом GG.

RFX1. Ген фактора R�X1 (Regulatory factor X1) имеет 
статус «MODEL» в геноме свиньи согласно базе данных 
EntrezGene. У человека R�X1 регулирует активность 
генов, экспрессирующихся в различных тканях (включая 
лимфоидные), среди которых идентифицированы гены 
2- го класса главного комплекса гистосовместимости
(�ontes et al., 1997), а также гены вируса гепатита С и виру-
са Эпштейна – Бара (Tierney et al., 2000). Согласно данным
базы GeneCards, у человека ген RFX1 экспрессируется
в лимфатических узлах, моноцитах, Т- и В-лимфоцитах.

ISRE. Согласно базе TRANS�AC MATRIX (Release 7), 
с сайтом ISRE (interferon-stimulated response element) 
(идентификатор матрицы V$ISRE_01) связывается фактор 
(мультимерный комплекс) ISG�-3 (Interferon-Stimulated 
Gene �actor-3), включающий три субъединицы из семей-
ства STAT и одну субъединицу из семейства IR� (Kessler 
et al., 1990). Комплекс ISG�-3 опосредует активацию генов 
в ответ на интерферон-α и -β, и сайт ISRE присутствует 
в регуляторных районах целого ряда генов, активно экс-
прессирующихся в клетках лимфоидного ряда (Kolchanov 
et al., 2002; Ananko et al., 2007). Таким образом, появление 
потенциального сайта ISRE в 3′-регуляторной последова-
тельности гена LTB вследствие замены аденина на гуанин 
(аллель G) с высокой вероятностью может повлечь за 
собой активацию экспрессии гена LTB в лимфатических 
узлах у животных с генотипом GG. Потенциальный сайт 
ISRE, выявленный в последовательности ДНК аллельного 
варианта G, является перспективным кандидатом для 
дальнейшего экспериментального исследования в связи 
с тем, что, как показано нами ранее, частота носителей 
полноразмерных геномов ретровирусов PERV типов А, В 
и С у сибирских мини-свиней очень велика (Айтназаров 
и др., 2014).

USF. Факторы семейства US� (upstream transcriptionupstream transcription 
factor) еще слабо изучены у свиньи. В базе EntrezGene) еще слабо изучены у свиньи. В базе EntrezGene 
статусы для генов USF1 и USF2 обозначены как «PROVI-PROVI-
SIONAL» и «MODEL». У человека и мыши белки US�1. У человека и мыши белки US�1 
и US�2 известны как повсеместно экспрессирующиеся 
факторы. US�1 и US�2 участвуют в регуляции генов, 
функционирующих в регуляторных сетях стрессового 
и иммунного ответа, клеточного цикла и пролиферации 
(Corre, Galibert, 2006).

Предположение о том, что выявленные нами потенци-
альные сайты в районе, включающем SNP rs340283541, 
могут быть функциональными и их повреждение в ре-
зультате замены нуклеотида может влиять на экспрессию 
гена, должно рассматриваться с определенной долей 
осторожности. Это связано с тем, что компьютерные 
методы распознавания сайтов (включая метод PWM, 
реализованный ресурсом Match-1.0 Public) характери-
зуются существенными погрешностями распознавания 
(ошибками недо- и перепредсказания) (Levitsky et al., 
2007). По нашим оценкам, выполненным на геномной 
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последовательности хромосомы 1 свиньи, с наименьшим 
уровнем перепредсказания (т. е. с наибольшей точностью) 
в нашем исследовании был выявлен сайт связывания Brn2 
(табл. 1). 

С другой стороны, известно, что сайты, входящие в со-
став композиционных элементов (пар близкорасположен-
ных сайтов посадки транскрипционных факторов), могут 
обладать невысоким сродством к соответствующим фак-
торам (распознаваться методом PWM только при низких 
значениях ВМ) и, тем не менее, быть функциональными 
(Kel-Margoulis et al., 2000). В этом случае стабилизация 
взаимодействия участка ДНК с соответствующим транс-
крипционным фактором может осуществляться за счет 
дополнительных белок-белковых контактов с другим фак-
тором, также контактирующим с соседним участком ДНК. 
Учитывая это обстоятельство, а также биологический 
контекст, в котором может функционировать сайт связы-
вания, мы предполагаем, что, наряду с сайтом Brn-2, для 
дальнейшего исследования могут быть также интересны 
сайты связывания факторов, специфичных для клеток 
иммунной системы: R�X1 и ISG�-3 (сайт ISRE).

Биоинформатический анализ  
локусов количественных признаков
В ряде исследований показано, что многие однонуклео-
тидные полиморфизмы, ассоциированные с фенотипиче-
скими признаками, не являются причинными (causative), 
т. е. не оказывают эффекта ни на функцию белка, ни на 
интенсивность экспресссии гена. Однако выясняется, 
что рассматриваемые полиморфные аллели являются 
маркерами определенных гаплотипов, в составе которых 
имеются причинные SNP (Seddon et al., 2010; Loos et al., 
2014). Учитывая такую возможность, мы проанализиро-
вали базу данных Pig QTLdb и выявили, что участок 7-й 
хромосомы, на котором расположен SNP rs340283541, 
входит в состав трех QTLs, имеющих отношение к 
иммунному ответу, и пяти QTLs, имеющих отношение 
к репродуктивным признакам (табл. 2). Эти данные 
позволяют рассматривать SNP rs340283541 как маркер 
определенного гаплотипа, подвергающегося селекции в 
ходе доместикации. Однако отбору могла подвергаться 
мутация в другом гене, поскольку в непосредственной 
близости к гену LTB находятся гены фактора некроза опу-
холи альфа (TNFa) и лимфотоксина альфа (LTA), которые 
также кодируют белки иммунной системы. О возможном 
вкладе SNP rs340283541 в формирование компромисса 
между репродуктивным успехом и иммунитетом при 
доместикации говорит и то, что он также входит в состав 
QTL для возраста полового созревания, числа сосков и 
числа желтых тел в яичниках, т. е. основных признаков 
плодовитости у свиней. 

Локус генов LTB-TNFa-LTA человека насыщен регу-
ляторными элементами, участвующими в транскрипци-
онном и пост-транскрипционном контроле (Недоспасов, 
Купраш, 2008). У свиньи этот локус характеризуется 
необычно высокой плотностью генов. Так, промежуток 
между генами LTB и TN�, в котором находится SNP 
rs340283541, составляет всего 2 461 п. н., в то время как 
в геноме человека (имеющего такую же длину, что и геном 
свиньи), межгенное расстояние в 50 % случаев превышает 

величину 3 949 п. н. (Djebali et al., 2012), а среднее меж-
генное расстояние в геномах млекопитающих составляет 
91 тыс. п. н. (Zhang et al., 2014). Не исключено, что участок 
между генами LTB и TNF содержит регуляторные элемен-
ты и аллельные варианты полиморфизма SNP rs340283541 
маркируют варианты протяженного гаплотипа, определя-
ющие активность одного из регуляторных участков.

Таким образом, обнаружено, что при доместикации 
свиньи произошло изменение частоты генотипов SNP 
в 3′-области гена LTB. По-видимому, данный SNP может 
быть ассоциирован с различным уровнем экспрессии 
мРНК гена LTB. Биоинформатический анализ показал, 
что участок 3′-района гена LTB, окружающий SNP, кон-
сервативен и замена нуклеотида в полиморфной пози-
ции может влиять на потенциальные сайты связывания 
транскрипционных факторов. Выявлено 5 типов сайтов 
связывания факторов (Brn-2, AP-1, R�X1, ISRE, US�). 
Согласно нашим оценкам, сайт фактора Brn-2 распознан 
с наименьшей ошибкой перепредсказания, а с биоло-
гической точки зрения наиболее интересными в плане 
дальнейшего исследования являются сайты связывания 
R�X1 и ISRE. Также не исключено, что полиморфизм 
rs340283541 находится в неравновесии по сцеплению 
с другой, пока не известной,  функционально значимой 
мутацией в гене LTB.
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Нео�ходимост�� изу�ени� микросателлитных локусов пше-
ницы�� в перву� о�еред���� о�условлена актуал��ност��� 
ра�от по вы�влени� полиморфных маркеров дл� у�астков 
хромосом�� определ��щих хоз�йственно ценные признаки. 
В насто�щей ра�оте проведено насыщение отдел��ных районов 
короткого пле�а хромосомы 5B (5BS) м�гкой пшеницы SSr-
маркерами�� разра�отанными по данным секвенировани� 
BAc-к лонов. 130 клонов�� ото�ранных слу�айным о�разом 
из BAc-�и�лиотеки 5BS�� �ыли секвенированы на платформе 
ionTorrent и со�раны в контиги с испол��зованием программы 
Mir A. Характеристики с�орки (n50 = 4 136 п. н.) сравнимы 
с таковыми дл� с�орок генома пшеницы и родственных видов�� 
полу�енными в последнее врем��� и приемлемы дл� решени� 
зада�и идентификации микросателлитных локусов. Дл� вы�в-
лени� последовател��ностей ДН�� с повтор��щейс� единицей  
2–4 п. н. испол��зовалс� алгоритм�� основанный на свойствах 
сложностных разложений�� формиру�щихс� в режиме скол��-
з�щего окна. �о данным анализа 17 770 контигов о�щей 
прот�женност��� 25 879 921 п. н.�� разра�отано 113�� 79 и 67 
маркеров микросателлитных (SSr) лок усов c повтор��щейс� 
единицей 2�� 3 и 4 п. н. соответственно. SSr-марк еры с мотивом 
3 п. н. �ыли проверены на нулли-тетрасомных лини�х п�той 
гомеологи�ной группы хромосом сорта пшеницы Чайниз 
Спринг (cS). Вы �влен 21 маркер�� специфи�ный дл� хромосо-
мы 5В. Были локализованы 8 маркеров в дистал��ном районе 
хромосомы (�ин 5BS6) с испол��зованием серии делеционных  
линий cS по 5ВS. Д л� 8 и 4 маркеров определена локализаци� 
в интерстициал��ном районе в �инах 5BS5 и 5BS4 соответствен-
но�� один маркер �ыл локализован в прицентромерном �ине. 
Сравнител��ный анализ распределени� тринуклеотидных 
микросателлитов по хромосоме 5В пшеницы и у разли�ных 
видов злаков указывает на пролифераци� и поддержание  
количественного содержания повтора (AAG)n в процессе 
эволюции злаков. 

Ключевые слова: мягкая пшеница; Triticum aestivum; BAC-
клоны; IonTorrent; MIRA; микросателлиты; SSR-маркеры; 
хромосома 5B; (AAG)n.
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Identification of microsatellite loci 
according to BAC sequencing data and 
their physical mapping to the bread 
wheat 5B chromosome
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The shortage of polymorphic markers for the regions 
of wheat chromosomes that encode commercially 
valuable traits determined the need for studying wheat 
microsatellite loci. in this work�� SSr markers for individual 
regions in the short arm of bread wheat chromosome 5B 
(5BS) were designed based on sequencing data for BAc 
clones�� and the regions of the corresponding chromosome 
were saturated with these markers. Totally�� 130 randomly 
selected BAc clones from the 5BS library were sequenced 
on the ion Torrent platform and assembled in contigs 
using Mir A software. The assembly characteristics 
(n50 = 4 136 bp) are comparable to the recently obtained 
data for wheat and relative species and acceptable 
for identific tion of microsatellite loci. An algorithm 
utilizing the properties of complexity decompositions 
in the sliding-window mode was used to detect DnA 
sequences with a repeat unit of 2–4 bp. Analysis of 17 770 
contigs with the total length of 25 879 921 bp allowed for 
designing 113�� 79�� and 67 microsatellite (SSr ) loci with  
a repeat unit of 2�� 3�� and 4 bp�� respectively. The SSr mar-
kers with a motif of 3 bp were tested using nullitetrasomic 
lines of c hinese Spring wheat homoeologous group 5. 
Thus�� 21 markers specific or chromosome 5B were detec-
ted. Eight of these markers were mapped to the distal 
region of this chromosome (bin 5BS6) using a set 
of c hinese Spring deletion lines for 5BS. Eight and four 
markers were mapped to the interstitial region (bins 
5BS5 and 5BS4�� respectively). o ne marker was mapped 
to a pericentromeric bin. A comparative analysis 
of the distribution of trinucleotide microsatellites over 
wheat chromosome 5B and in different cereal species 
suggests that the (AAG)n repeat has proliferated and has 
been maintained during the evolution of cereals.

Key words: bread wheat; Triticum aestivum; BAc clones; 
ion Torrent; Mir A; microsatellites; chromosome 5B;  
SSr markers; (AAG)n.
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Физическое картирование хромосом, а именно 
прямая локализация последовательностей ДНК 
на хромосомы, впервые получило свое развитие 

с появлением методов гибридизации in situ. Физическое 
картирование можно успешно проводить с использова-
нием различных генетических ресурсов растений, вклю-
чающих анеуплоидные, замещенные, интрогрессивные 
и делеционные линии, в связи с чем его иногда называют 
цитогенетическим картированием (Sourdille et al., 2004). 
В век геномного секвенирования термин «физическое 
картирование» все чаще используется при локализации 
протяженных контигов ДНК или ВАС-клонов в опреде-
ленном участке хромосомы, при этом методы локализации 
могут быть различны, включая в том числе и биоинфор-
матические подходы (Paux et al., 2008). 

Мягкая пшеница Triticum aestivum L. (2n = 42) является 
естественным аллополиплоидом с геномной формулой 
BBAADD (�eldman, 2001), в образовании которого при-
нимали участие диплоидные виды Triticum и Aegilops. 
Э. Сирс (Sears, 1966) показал, что хромосомы трех гено-
мов мягкой пшеницы можно разбить на 7 гомеологических 
групп, внутри которых одна хромосома в экстра- (тетра-) 
дозе компенсирует нарушения, обусловленные отсут-
ствием другой. Способность гомеологичных хромосом 
служить буфером при потере хромосом или их фрагментов 
привела к созданию коллекций анеуплоидных и делеци-
онных линий, которые явились основой для нового этапа 
развития генетических и молекулярных работ по анализу 
генома пшеницы. 

Первый этап таких работ был связан с использованием 
серии анеуплоидных линий мягкой пшеницы для изучения 
генетического вклада каждой хромосомы в наследование 
различных признаков пшеницы, локализации и распреде-
ления маркеров и генов по группам сцепления, анализа 
взаимодействия отдельных генов при формировании 
признаков (Plaschke et al., 1996).

Разработка новых коллекций, основанных на ста-
бильности генома полиплоидных форм при потере от-
дельных участков хромосом, связана с созданием серии 
делеционных линий. Коллекции этих линий по каждому 
хромосомному плечу были тщательно охарактеризованы 
цитологическими методами (http://www.ksu.edu/wgrc/
Germplasm/Deletions/). Создание перекрывающихся деле-
ционных линий явилось необходимым этапом для анализа 
генома растений. В последние годы данная коллекция 
интенсивно используется Консорциумом по секвениро-

ванию генома пшеницы при построении физических карт 
индивидуальных хромосом (http://www.wheatgenome.org/
Projects/IWGSC-Bread-Wheat-Projects/Physicalmapping). 

Несмотря на то что число маркеров для генома пшеницы 
существенно увеличилось в последние пять лет, особенно 
с появлением первых результатов его секвенирования 
и SNP-чипов для анализа генома пшеницы, задача по 
разработке новых маркеров все еще остается актуальной 
(Akhunov et al., 2009; Brenchley et al., 2012). Сопоставле-
ние физических и генетических карт хромосом мягкой 
пшеницы указывает на неравномерность распределения 
молекулярных маркеров по хромосоме (Sourdille et al., 
2004; Тимонова и др., 2013). Микросателлитные локусы, 
или тандемные повторы с повторяющей единицей от 2 до 
6 п. н. (Simple Sequence Repeat, SSR) успешно использу-
ются для разработки SSR-маркеров. Преимущество этих 
маркеров заключается в высоком уровне полиморфизма 
и стабильности в получении результатов, их недоста-
ток – более низкая частота встречаемости относительно 
SNP- и ISBP-маркеров (Li et al., 2002).

Короткое плечо хромосомы 5B имеет протяженность 
290 млн п. н. Ряд генов, влияющих на устойчивость к гриб-
ным патогенам, скрещиваемость с рожью, мягкозерность 
зерна, устойчивость к гессенской мухе, локализованы 
на данном плече хромосомы (http://www.shigen.nig.ac.jp/
wheat/komugi/genes/symbol ClassList.jsp). В настоящий 
момент количество маркеров на физической и генети-
ческой картах хромосомы 5ВS явно недостаточно для 
маркирования генов и их дальнейшего использования для 
позиционного клонирования генов или их применения 
в маркер-ориентированной селекции.

Разработка маркеров на основе ВАС-клонов преследует 
две цели, одна из которых – расширение пула маркеров, 
вторая – разработка маркеров непосредственно к ВАС-
клонам для их последующей локализации на хромосоме. 
Концевое секвенирование ВАС-клонов активно прово-
дилось в последние годы для решения этих задач (Paux 
et al., 2008). Однако при использовании данного метода 
эффективность разработки маркеров крайне низка из-за 
ограничений по протяженности и количеству секвениро-
ванных последовательностей (не более двух) для инди-
видуального ВАС-клона.

Настоящая работа направлена на разработку новых 
SSR-маркеров по данным высокопроизводительного сек-
венирования пула ВАС-клонов короткого плеча хромосо-
мы 5В и их локализацию на физической карте хромосомы.
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Материалы и методы

растительный материал
В работе использовались сорт мягкой пшеницы Чайниз 
Спринг; нуллитетрасомные линии N5BT5A (хромосома 
5В замещена на 5А) и N5BT5D (хромосома 5В замещена 
на 5D); дителосомная линия Dt5BL (отсутствует короткое 
плечо 5BS) и набор из 10 делеционных линий мягкой пше-
ницы сорта Чайниз Спринг по хромосоме 5В, получен-
ных и описанных ранее (Endo, Gill, 1996). Делеционные 
линии определяют 7 делеционных участков (бинов) 5BS: 
C-5BS3-0.41; 5BS3-0.41-0.42; 5BS2-0.42-0.43; 5BS4-0.43-
0.56; 5BS8-0.56-0.71; 5BS5-0.71-0.81; 5BS6-0.81-1.00.
Номенклатура делеционных линий и бинов подробно
описана Л. Ки с коллегами (Qi et al., 2003). Делеционные
линии были любезно предоставлены центром генети-
ческих ресурсов Канзасского университета (http://www.
k-state.edu/wgrc/Germplasm/Deletions/del_index.html).
Линии были размножены и проверены на наличие делеций
(Тимонова и др., 2013).

Ва с -клоны
ВАС-клоны 5BS получены в Институте эксперименталь-
ной ботаники (Оломоук, Чехия) и любезно предоставлены 
профессором Я. Долежелем. 

Выделение Дн К
Выделение и очистку ДНК из растений проводили соглас-
но ранее описанной методике (Plaschke et al., 1995).

ДНК из ВАС-клонов выделяли с использованием набора 
NucleoSpin 96 �lash (Macherey-Nagel), в основе которого 
лежит SDS-щелочной лизис. Методика была адаптирована 
под имеющуюся аппаратуру с включением дополнитель-
ной стадии очистки методом центрифугирования.

а нализ Пцр
Анализ проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, 
содержащей 50 нг ДНК-матрицы, 65 мМ трис-НСl 
(рН 8,9), 1,5 мM МgCl2, 16 мМ (NH4)2SO4; 0,05 % Tween 
20, по 0,2 мM каждого дНТФ, 1 ед. ДНК-полимеразы Taq, 
0,25 мкМ прямого и обратного специфических праймеров 
(Дополнительные материалы 11). Реакцию проводили при 
денатурации – 30 с при 94 °С; отжиге – 30 с при 55 °С; 
полимеризации – 30 с при 72 °С; числе циклов – 35. ПЦР 
осуществляли в амплификаторе «BioRad T100» (США). 
ПЦР-фрагменты разделяли электрофорезом в 2 %-м ага-
розном геле или 10 % ПААГ, в зависимости от уровня 
полиморфизма между фрагментами.

с еквенирование на платформе iontorrent
ДНК 130 индивидуально выделенных ВАС-клонов была 
пулирована в приблизительно эквимолярных количест-
вах. Для приготовления библиотек IonTorrent 5 мкг ДНК 
фрагментировано ультразвуком на приборе Covaris, 
фрагменты длиной 330–450 п. н. выделены на приборе 
LabchipXT, после репарации концов проведено лигиро-
вание адаптеров с помощью набора Ion Plus �ragment 
Library Kit. Библиотека мультиплицирована с 8 циклами 
1 Дополнител��ные материалы 1–3 см. в �риложении 5 по адресу: http://
www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2015-12/appx5.pdf 

амплификации, очищена набором AmPureXP и проверена 
на приборе Bioanalyzer2100. Далее проведены эмульси-
онная ПЦР с набором Ion PGM Template OT2 400 Kit 
и секвенирование на приборе IonTorrent на расчетную 
длину 400 п. н. с использованием чипа максимальной 
емкости – 318.v2.

Для сборки последовательностей ДНК была исполь-
зована программа MIRA (Chevreux et al., 1999). Оценку 
глубины покрытия сборки генома и доли ПЦР-дупликатов 
проводили на основе картирования исходных секвени-
рованных фрагментов длиной более 30 п. н. на последо-
вательности контигов программой Bowtie2 (Langmead, 
Salzberg, 2012) и дальнейшей обработки выравниваний 
программой Samtools (Li et al., 2009).Li et al., 2009).).

идентификация SSr -локусов, 
разработка маркеров
Для выявления последовательностей с повторяющимся 
мотивом 2–4 п. н. использовался алгоритм, основанный 
на свойствах сложностных разложений, формирующихся 
в режиме скользящего окна (Gusev et al., 2009). 

Разработка праймеров к повторяющимся мотивам 
2–4 п. н. (SSR-локусам) осуществлялась с помощью 
программы PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/PrimerQuest/
Home/Index) при установке следующих параметров: 
длина ампликона (150–450 символов); длина праймера 
(17–25 символов); (C+G) состав (40–60 %); Tm (59–65 °С); 
С или G на 3′-конце праймера. Остальные параметры 
PrimerQuest использовались по умолчанию.

Из нескольких (до 5) пар праймеров, предложенных 
программой PrimerQuest, для каждого SSR-локуса выби-
ралась одна пара. Преимуществом пользовались прай-
меры с высокой сложностью: лингвистической или 
ДНК-ориентированной мерой LZ (Gusev et al., 1999).ориентированной мерой LZ (Gusev et al., 1999). мерой LZ (Gusev et al., 1999). 
Исключались праймеры с неравновесным составом ну-
клеотидов, с наличием длинных (G+C)-, (A+G)-, (A+C)-, 
(A+T)-, (C+T)-, (G+T)-трактов, а также праймеры, в кото-
рых присутствовали повторяющиеся мотивы.

результаты

с еквенирование Ва с -клонов и сборка контигов
Количество клонов, отобранных для секвенирования, 
было рассчитано исходя из не менее чем стократного 
прочтения изучаемых последовательностей ДНК, сред-
ней длины ВАС-клона около 100 т. п. н. и размера чипа 
IonTorrent максимальной емкости. Таким образом, рас-
четное число ВАС-клонов составило 130.

В ходе секвенирования пула ВАС-клонов были полу-
чены результаты по плотности нанесения и качеству сек-
венирования выше средних, наблюдаемых при использо-
вании данного метода. Распределение длин прочитанных 
фрагментов (рис. 1) показало, что большинство из них 
имеет длину 150–400 п. н. 

Общий объем полученных данных составил более 
5,5 млн индивидуальных чтений со средней длиной 239, 
в сумме более 1,3 млрд нуклеотидов, доля последова-
тельностей с Q > 20 составила 74,6 %. В результате было 
получено расчетное стократное среднее прочтение взятых 
в анализ ВАС-клонов.
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Одним из первых этапов при сборке последователь-
ностей ДНК после секвенирования ВАС-клонов являет-
ся удаление последовательностей ДНК вектора и ДНК 
E. сoli. В исходных данных было выявлено менее 2,2 %
ДНК E. сoli (Escherichia coli str. K12 substr. DH10B), что
указывало на высокое качество выделяемой ДНК ВАС-
клонов.

Результаты сборки последовательностей после уда-
ления ДНК E. сoli с использованием программы MIRA 
представлены в таблице. Отметим, что характеристики 
для контигов, имеющих длину более 500 п. н. (~ 5 тыс. 
контигов), демонстрируют почти двукратное увеличение 
параметров N50 и более чем двукратное для параметров 
N90 и N95. 

Для дополнительной оценки качества секвенирования 
полученных библиотек мы оценили содержание ПЦР 
дупликатов в них и среднюю глубину покрытия после-
довательности ДНК BAC-клонов прочтениями. Для этого 
на собранные контиги мы картировали исходные прочте-
ния (длиной более 30 п. н.) и по данным выравнивания 
вычисляли указанные характеристики. Оказалось, что 
доля ПЦР дупликатов составила около 14 %, а средняя 
глубина покрытия – примерно 25 прочтений на позицию 
контига. Кроме того, программа MIRA выдает оценку 
средней глубины покрытия для контигов, имеющих длину 
500 и среднее покрытие не менее 15. Значение среднего 
покрытия для таких качественных контигов составило 
~ 40 прочтений на позицию. Полученные оценки позво-
ляют заключить, что библиотеки и собранные на основе 
их секвенирования контиги являются пригодными для 
решения задачи идентификации SSR-маркеров в после-
довательностях BAC-клонов. 

идентификация и маркирование SSr -локусов
Исходный материал (секвенированные последовательно-
сти ДНК) содержит повторяющиеся фрагменты. Некото-
рые последовательности повторяются целиком, другие 
являются фрагментами более длинных последователь-
ностей. Как следствие, часть последовательностей ДНК, 
входящих в состав SSR-локусов, тоже повторяются. Для 
выявления повторов была разработана программа, осно-
ванная на алгоритме поиска «образцов», которая позво-
лила удалять из анализа идентичные SSR-локусы. 

На первом этапе, по данным анализа 17 770 контигов 
общей протяженностью 25 879 921 п. н., выявлено 253, 156 
и 27 последовательностей ДНК, содержащих SSR-локу-
сы с периодом повторности 2, 3 и 4 п. н. соответственно 
и длиной не менее 20 нуклеотидов. На втором этапе было 
проведено удаление повторяющихся мотивов, располо-
женных на концах контигов, повторяющихся SSR-локусов 
и локусов, окружение которых не позволяет разработать 
праймеры. В результате было отобрано 113 праймеров для 
SSR-локусов c повторяющимся мотивом 2 п. н., 79 – для 
SSR-локусов c мотивом 3 п. н. и 23 – для SSR-локусов 
c мотивом 4 п. н.

Для 67 пар праймеров, подобранных к SSR-локусам 
с повторяющимся мотивом 3 п. н., была проведена ПЦР 
с ДНК нулли-тетрасомных и делеционных линий и изу-
чена возможность их использования в качестве марке-
ров различных участков хромосомы 5B пшеницы (Доп. 
материалы 1). 

Оценка и физическое картирование 
новых SSr -маркеров
Результаты ПЦР ДНК сорта CS с праймерами, разра-
ботанными к SSR-локусам с повторяющимся мотивом 
3 п. н., представлены в Доп. материалах 2. Продукты 
амплификации для большинства изученных маркеров 
были четкими и хорошо выявляемыми как в ПААГ, так и 
в агарозных гелях. Только четыре (Xicgc740, Xicgc1738, 
Xicgс1755, Xicgc1931) из 67 изученных SSR-маркеров в 
стандартных ПЦР условиях давали слабые фрагменты 
амплификации. 

Физическое картирование маркеров на хромосоме 5BS 
проводили с использованием 7 делеционных линий 
(5BS6, 5BS5, 5BS1, 5BS8, 5BS4, 5BS2 и 5BS3) (рис. 2; 
Доп. материалы 3). В качестве контроля использовали 
сорт мягкой пшеницы CS и нулли-тетрасомная линия 
CSN5BT5A (хромосома 5В замещена на 5А). 

На рис. 2 представлено расположение точек разрывов 
у 7 делеционных линий короткого плеча хромосомы 5В. 
Для примера, в делеционной линии 5BS6 отсутствует 
дистальный участок хромосомы до точки разрыва 5BS6 
(делеционный бин 5BS6), а у делеционной линии 5BS5 
делеция крупнее и распространяется до точки разрыва 
5BS5 (делеционный бин 5BS5). Анализ серии делецион-
ных линий пшеницы позволяет локализовать маркеры на 
определенном участке (бине) хромосомы, т. е. провести 
их физическое картирование. Примеры локализации 
маркеров в бинах 5BS6, 5BS5, 5BS4 и С-5BS3 приведены 
на рисунке в Доп. материалах 3.

Всего при сравнительном анализе ПЦР фрагментов 
CS и линии CSN5BT5A на хромосоме 5В локализован 
21 SSR-маркер. Остальные 46 маркеров имели близкие 
по длине фрагменты амплификации между хромосома-
ми 5- й гомеологичной группы. Анализ 21 полиморф-
ного SSR-маркера с серией делеционных линий CS по 
хромосоме 5В позволил локализовать данные маркеры 
на физическую карту 5BS. Так, 8 маркеров (Xicgc178, 
Xicgc178_2, Xicgc284, Xicgc456, Xicg14с009, Xicg15с020, 
Xicg16с004_ 2, Xicg16с041) были локализованы в дисталь-
ном районе хромосомы (бин 5BS6), 8 маркеров (Xicgc122, 
Xicgc131, Xicgc229, Xicgc299, Xicgc307, Xicgс342, 

Fig. 1. l ength distribution of the sequenced fragments from the BAc  
library. 
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Xicgc686, Xicgc1572) – в бине 5BS5, четыре маркера 
(Xicgc495, Xicgc498, Xicgc69, Xicgc1699) – в бине 5BS4 
и Xicgc1988 – в бине С-5BS3 (рис. 2).

Обсуждение

Подходы и результативность сборки 
последовательностей Дн К у злаков
Для сборки генома использовали программу MIRA (Chev-
reux et al., 1999). С одной стороны, выбор был обусловлен 
тем, что эта программа достаточно хорошо зарекомендо-
вала себя при сборке бактериальных геномов на основе 
библиотек, полученных по технологии Ion Torrent (Loman 
et al., 2012). С другой, эта программа была ранее исполь-
зована при сборке геномных фрагментов ряда растений, 
в частности, для сборки BAC-клонов ячменя (Pasquariello 
et al., 2014), подсолнечника (Helianthus annuus L.) (Staton 
et al., 2012), для сборки фрагментов генома барбадос-
ского ореха (Jatropha curcas) (Sato et al., 2011), а также 
генома пластид гнездовки настоящей (Neottia nidus-avis) 
(Logacheva et al., 2011) (во всех указанных случаях для 
секвенирования применялась технология Roche 454). 
В обзоре Штайна и Шторнагеля (Stein, Steuernagel, 2014), 
посвященном работам в области секвенирования генома 
ячменя, эта программа характеризуется как очень удачная 
для анализа относительно небольших объемов данных, 
полученных на разных платформах (Illumina GAIIx, Hiseq, 
Roche 454) и содержащих большое количество повторов.

В данной работе нам удалось получить достаточно 
качественные результаты ассемблирования геномных 
фрагментов (таблица). Представляется интересным срав-
нить характеристики сборки с аналогичными данными 
по секвенированию геномных последовательностей зла-
ковых растений, в особенности родственных пшенице. 
Анализ последних работ, посвященных секвенированию 
геномов мягкой пшеницы и родственных видов по тех-
нологии «дробовика» (shot-gun sequencing), показал, 
что характеристики полученной сборки BAC-клонов 
достаточно хорошо согласуются с результатами других 
групп. В частности, одной из наиболее информативных 
характеристик общего качества сборки является параметр 
N50 (значение, при котором контиги равной и большей 
длины составляют половину суммарной протяженности 
сборки). В данной работе она составила около 4 тыс. п. н., 
а при анализе контигов с длиной более 500 значение этого 
параметра стало 7 700 п. н. (таблица).  

Сборка генома мягкой пшеницы на основе секвени-
рования с низким покрытием (~ 5��) по технологии 454 
(Brenchley et al., 2012) характеризовалась величиной N50 
для контигов около 900 п. н. Для сборки генома ячменя 
при секвенировании методом Illumina GAIIx и 50-крат-
ном покрытии (International Barley Genome SequencingInternational Barley Genome Sequencing 
Consortium, 2012) значение этого параметра для контигов, 2012) значение этого параметра для контигов 
составило 1 425 п. н. Для сборки генома Aegilops tauschii 
при секвенировании методом Roche 454 и 90-кратном по-
крытии значение N50 для контигов составило ~ 4 500 п. н. 
(Jia et al., 2013). Для сборки генома Triticum urartu значе-
ние N50 для контигов составило 3 400 п. н. при секвениро-
вании методом Illumina HiSequation (2000) и 91-кратном 
покрытии (Ling et al., 2013). В работе, посвященной 
секвенированию и сборке последовательностей хромосом 
мягкой пшеницы с использованием технологии Illumina 

Main parameters of the assembly of BAc  library fragments 

Parameter All contigs l ong contigs (> 500 bp)

number of contigs 17 770 4 780

Total consensus�� bp 25 879 921 18 560 927

l ongest contig size�� bp 250 809 250 809

n50 contig size�� bp 4 136 7 767

n90 contig size�� bp 504 1 431

n95 contig size�� bp 416 942

5BS5-0.71-0.81

5BS6-0.81-1.0

5BS1-0.67-0.71

5BS8-0.56-0.67

5BS2-0.42-0.43

5BS3-0.41-0.42

5BS4-0.43-0.56

c -5BS3-0.41 Xicgc1988

Xicgc178�� Xicgc178_2�� Xicgc284�� 
Xicgc456�� Xicg14с009�� Xicg15с020�� 
Xicg16с004_2�� Xicg 16с041

Xicgc122�� Xicgc131�� Xicgc229�� Xicgc299�� 
Xicgc307�� Xicgс342�� Xicgc686�� Xicgc1572

Xicgc495�� Xicgc498�� Xicgc69 
Xicgc1699

5Bl

Fig. 2. l ocation of SSr  markers in the deletion bins of chromosome 5BS.  
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и с покрытием между 30�� и 241��, значение параметра N50 
для разных хромосом находится в пределах 0,5 ~ 4,3 kb 
(International Wheat Genome Sequencing Consortium,International Wheat Genome Sequencing Consortium,, 
2014). Для недавней сборки генома пшеницы, получен-
ной Чапманом с коллегами, методом Illumina по данным 
нескольких линий при общем ~ 175-кратном покрытии, 
N50 для контигов с длиной более 1 тыс. п. н. определяется 
значением ~ 8 300 (Chapman et al., 2015). Таким образом, 
характеристики сборки, полученные в нашей работе, 
в целом хорошо согласуются с таковыми для недавних 
вариантов сборок генома (Jia et al., 2013; Ling et al., 2013; 
Chapman et al., 2015) и достаточны для решения постав-
ленных в работе задач.

Следует также отметить, что практически со всеми 
праймерами, разработанными по результатам сборки кон-
тигов, были получены хорошие продукты амплификации 
как на ВАС-клонах, используемых для секвенирования, 
так и на геномной ДНК пшеницы. 

Особенности организации  
микросателлитных локусов хромосомы 5В
Микросателлитные последовательности ДНК встречают-
ся с высокой частотой во всех изученных геномах эукариот 
(Tautz, Renz, 1984; Li et al., 2002). Средняя частота встре-
чаемости микросателлитов в геноме эукариот оценива-
ется как 1 на 10 000 п. н. (Brown et al., 1996). Количество 
копий SSR может варьировать и достигать 100 и более 
повторностей в одном локусе (Tautz, Renz, 1984; Li et 
al., 2002). Первые оценки распределения по хромосомам 
микросателлитных локусов были сделаны по результатам 
картирования генома растений и на основании прямой 
in situ гибридизации. При изучении распределения мик-
росателлитов для ряда объектов, например, у сахарной 
свеклы, методом in situ гибридизации было показано, 
что они группируются в определенных районах хромо-
сом (Schmidt, Heslop-Harrison, 1996). При картировании 
микросателлитов томатов показано, что они локализуются 
в прицентромерной области хромосом (Areshchenkova, 
Ganal, 1999). Однако у большинства растительных видов 
микросателлитные локусы имеют более равномерное 
распределение по геному, что способствовало их ус-
пешному использованию в качестве маркеров как для 
генотипирования генома растений, так и в последующем 
их использовании в маркер-ориентированной селекции 
(Mason, 2015; http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/).

Анализ результатов секвенирования выборки ВАС-кло-
нов позволил дополнительно разработать 67 маркеров для 
короткого плеча хромосомы 5В, на котором расположен 
ряд генов, влияющих на формирование количественных 
признаков мягкой пшеницы и устойчивость к абиотиче-
ским и биотическим факторам внешней среды (http://www.
shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes/symbolClassList.jsp). 
Примечательно, что 21 маркер выявил фрагменты ампли-
фикации, специфичные для короткого плеча хромосомы 
5В, что позволило локализовать их на физической карте 
хромосомы 5В (в делеционных бинах). Наибольшее число 
маркеров из числа локализованных на хромосому (76 %) 
присутствовало в дистальном участке хромосомы (в бинах 
5BS6, 5BS5) и только один маркер – в прицентромерном 
бине хромосомы 5BS (рис. 2; Доп. материалы 2). Ана-

логичные результаты по распределению маркеров были 
получены нами ранее при локализации SSR-маркеров из 
базы данных по пшенице на хромосому 5В (Тимонова 
и др., 2013). Однако, в отличие от ранее полученных 
результатов, в настоящей работе 19 % маркеров было ло-
кализовано в интерстициальном бине 5BS4. Какой-либо 
зависимости от структуры микросателлитного локуса 
и его локализации на хромосоме по данным проведенного 
картирования выявлено не было (Доп. материалы 2). В то 
же время прямая гибридизация различных групп микроса-
теллитов на хромосомы указывает на преимущественную 
их локализацию в прицентромерном районе (Cuadrado et 
al., 2000, 2008). Обратная закономерность, выявленная 
нами при физическом картировании В-специфичных 
хромосомных локусов, указывает на то, что, по-видимо-
му, прицентромерные районы достаточно консервативны 
у гомеологичных хромосом, в том числе и у 5-й группы 
хромосом пшеницы, а отсутствие полиморфизма не поз-
волило локализовать большинство (70 %) разработанных 
SSR-маркеров на хромосоме 5BS. 

Распространенность различных микросателиттов в це-
лом по геному в пределах одного вида зависит от структу-
ры повторяющейся единицы и от ее протяженности. Так, 
анализ результатов секвенирования отдельных хромосом 
или всего генома ряда злаковых и кукурузы (Zhang et 
al., 2007; Qu, Liu, 2013; Sergeeva et al., 2014) указывает 
на то, что наибoлее часто встречаются динуклеотидные 
повторы, затем частота встречаемости убывает при уве-
личении длины повторяющегося мотива. Полученные 
нами результаты по анализу микросателитных локусов, 
по данным секвенирования выборки из 130 ВАС-клонов, 
также указывают на более высокую распространенность 
динуклеотидных последовательностей (253 последова-
тельности), по сравнению с три- (156) и тетра-нуклеотид-
ными (27) повторяющимися последовательностями ДНК. 
Наблюдаемая тенденция в распространенности повторя-
ющихся мотивов, в зависимости от длины, соответствует 
ожидаемому распределению мотива, обратно пропорцио-
нальному его длине. Встречаемость ди-, три- и тетра-пов-
торов варьирует также и в зависимости от участка генома. 
Оценка распределения ди- и тринуклеотидных повторов 
в транслируемых и нетранслируемых районах генных 
локусов показала, что встречающиеся в кодирующих 
районах генов микросателлиты более чем на 87 % состоят 
из тринуклеотидов, причем это характерно, например, как 
для риса, так и для кукурузы (Zhang et al., 2007; Qu, Liu, 
2013). Это связано с тем, что увеличение копийности в 
тринуклеотидном повторе не приводит к сдвигу рамки 
считывания, и в ряде случаев может поддерживаться 
естественным отбором. Межвидовые различия у злаков 
заключаются в распространенности разных тринуклео-
тидных повторов. Так, по данным анализа последова-
тельностей ДНК всего генома кукурузы, выявлено, что 
наиболее распространенный тринуклеотидный повтор 
имеет структуру (AGC)n, далее следуют повторы (ACG)n, 
(CCG)n, (ATC)n, (AAG)n c частотой встречаемости от 
2,81 до 2,48 % от общего числа ди- и тринуклеотидных 
повторов (Qu, Liu, 2013). У риса распределение тринук-
леотидных повторов по степени встречаемости несколько 
иное (Zhang et al., 2007). Наиболее часто встречаются 
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(CCG)n, затем (AGG)n, (AGC)n, (ACG)n, (AAG)n. Основные 
различия между видами наблюдаются по двум группам 
микросателлитов, а именно у кукурузы повторы (ATC)n 
встречаются часто, а (AGG)n – существенно реже, в то 
время как у риса наоборот. Общей характеристикой изу-
ченных геномов злаков (рис, кукуруза) является широкая 
представленность (AGC)n-, (ACG)n-, (CCG)n-, (AAG)n-
повторов. Следует отметить, что в перечисленные выше 
группы повторов не входят тринуклеотидные мотивы, 
относящиеся к стоп-кодонам ядерного генома эукариот. 

У пшеницы и ее предшественников широкое рас-
пространение в геноме получил (AAG)n-повтор. Это 
подтверждается как полученными результатами (Доп. 
материалы 2), так и ранее проведенными исследованиями 
распределения тринуклеотидных микросателлитов мето-
дом прямой локализации на хромосомы олигонуклеотидов 
(Cuadrado et al., 2000, 2008; Adonina et al., 2015). Другой 
особенностью мягкой пшеницы, и преимущественно 
В-генома и его предшественника, является широкая пред-
ставленность (AGG)n-повтора (Доп. материалы 2; Cuad-
rado et al., 2008). (AGG)n микросателлит широко встре-
чается и у риса (Zhang et al., 2007). Такая мозаичная 
пролиферация (AGG)n-повтора в геномах отдельных 
видов злаков в процессе эволюции, возможно, происхо-
дила посредством мобильных элементов. 

Таким образом, сравнительный анализ распределения 
тринуклеотидных микросателлитов по хромосоме 5В 
пшеницы и у различных видов злаков указывает на под-
держание количественного содержания повтора (AAG)n 
в процессе эволюции злаков, в то время как содержание 
других тринуклеотидных повторов существенно варьиру-
ет у современных видов злаков и их предшественников. 
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Plant cell wall and the mechanisms Огромное �исло гри�ов�� �актерий и вирусов потенциал��но 
спосо�ны инфицироват�� ткани и вызыват�� за�олевани� 
растений. устой�ивост�� растений к патогенам основываетс� 
на сложной сети конститутивных и индуцированных защитных 
реакций�� в контроле которых задействовано �ол��шое �исло 
генов. ��лето�на� стенка �вл�етс� первым преп�тствием�� 
которое должны преодолет�� патогенные микроорганизмы. 
успешна� защита на уровне клето�ной стенки может остановит�� 
вторжение подавл��щего �ол��шинства потенциал��ных фито-
патогенов. Разные виды растений разли�а�тс� по структуре 
клето�ной стенки. Основу клето�ной стенки составл�ет сет�� 
из микрофи�рилл целл�лозы�� пересекаемых молекулами 
гемицелл�лозы. В растущих �аст�х растени� эта сет�� встроена 
в матрикс из пектиновых полисахаридов. В уже сформировав-
шихс� ткан�х клето�ные стенки усилены лигнином. ��роме 
полисахаридов�� клето�на� стенка содержит зна�ител��ное 
коли�ество �елков�� выполн��щих структурну� и ферментатив-
ну� функции. Информаци� о много�исленных �елках клето�ных 
стенок разных видов растений представлена в �азе данных 
wallProtDB. ��аждый из компонентов клето�ной стенки вносит 
вклад в формирование устой�ивости к патогенам. В местах 
контакта с потенциал��ными патогенами происходит дополни-
тел��ное укрепление клето�ной стенки и накопление антими-
кро�ных втори�ных мета�олитов. �атогены секретиру�т 
ферменты�� спосо�ные расщепл�т�� компоненты клето�ной 
стенки. В ответ на атаку микро�ов растение продуцирует 
инги�иторы микро�ных гидролити�еских ферментов. Растение 
также спосо�но оцениват�� коли�ество компонентов клето�ной 
стенки. так�� мутанты с дефицитом целл�лозы о�ы�но име�т 
повышенный уровен�� лигнификации и усиление защитного 
ответа. Возника�щие после действи� микро�ных ферментов 
низкомолекул�рные фрагменты клето�ной стенки выполн��т 
сигнал��ну� функци��� усилива� защитну� реакци� растени�. 
таким о�разом�� клето�на� стенка �вл�етс� динами�еской 
структурой�� спосо�ной предотвращат�� проникновение 
�ол��шинства потенциал��ных патогенов и запускат�� разные 
варианты иммунного ответа. Реконструкци� генных сетей�� 
контролиру�щих структурно-функционал��ну� организаци� 
клето�ной стенки в процессе роста и в услови�х �иоти�еских 
и а�иоти�еских стрессов�� нео�ходима дл� понимани� молеку-
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A huge variety of phytopathogens (viruses�� bacteria�� 
fungi) are potentially able to infect plant tissues and 
cause diseases. numerous plant genes control a complex 
network of defense mechanisms based on both constitu-
tive and inducible processes. The cell wall is a primary 
barrier the pathogens have to penetrate to start 
the infection process. However�� it is able to block invasion 
by most non-specific po ential pathogens. The cell wall 
structure may differ in various plant species. it is based 
on the net of cellulose microfib ils linked by hemicellulose 
molecules. Pectin and lignin are the other important 
cell wall constituents. Dozens of proteins inside the cell 
wall are involved in structural and metabolic processes 
as well as in signal transduction and regulatory circuits 
(more information is available in wallProtDB database). 
Each of these components contributes to resistance 
to pathogens. At the points of contact with potential 
pathogens cell wall structural changes and accumulation 
of metabolites with antimicrobial�� antifungal or antiviral 
activities occur. Some pathogens could produce hydro-
lytic enzymes able to degrade cellulose and pectin 
to counteract these non-specific pla t resistance mecha-
nisms. in turn�� plants developed the inhibitors of patho-
gen-related enzymes and this “arms race” is an important 
part of plant evolution and host-pathogen interaction 
mechanisms. Plants also can evaluate the cell wall state 
to compensate for imbalances and deficiencie . For ins-
tance�� mutants with cellulose deficien y may have 
a higher lignific tion rate and a stronger stress response. 
The cell wall is also a source of signal molecules triggering 
the initiation of response mechanisms. in total�� the plan 
cell wall is a complex dynamic structure able to prevent 
infection by most potential (non-specific) p thogens and 
switch on the mechanisms of plant immune response. 
The reconstruction of gene networks controlling the 
cell wall structural and functional organization during 
the growth�� and under normal and stressful conditions is 
vitally important for understanding the basic molecular 
mechanisms of development and stress resistance. 
The mechanisms of specific and non-specific pl t resist-
ance to various phytopathogens connected to the cell 
wall structure are reviewed. The roles of the cell wall 
constituents in pathogen detection and the induction 
of defense mechanism are discussed
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л�рных механизмов развити� и стрессоустой�ивости. В о�зоре 
рассматрива�тс� механизмы специфи�еской и неспецифи�еской 
устойчивости растений к патогенам различной природы, 
связанные с клеточной стенкой. Обсуждаются структура 
клеточной стенки и роль различных компонентов в детекции 
инвазии фитопатогенов и индукции защитных механизмов.

Ключевые слова: врожденный иммунитет; клеточная стенка; 
зерновые культуры; грибные патогены; листовая ржавчина, 
неспецифическая устойчивость.
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Растения подвергаются воздействию огромного ко-
личества грибов, микробов, вирусов, некоторые из 
которых способны преодолевать защитные механиз-

мы и вызывать заболевания. Устойчивость растений к па-
тогенам основывается на сложной сети конститутивных и 
индуцированных защитных барьеров, в контроле которых 
задействовано большое число генов. На начальных этапах 
заражения грибом Zymoseptoria tritici и до появления пер-
вых признаков заболевания септориозом наблюдается из-
менение экспрессии более 3 000 генов пшеницы (Triticum 
aestivum) (Rudd et al., 2015). Эти изменения затрагивают 
синтез защитных белков, сигнальных молекул, гормонов, 
фруктана, лигнина и др.

Наряду с существованием различных специализиро-
ванных механизмов защиты, у всех растений существует 
клеточная стенка (КС) – первое препятствие, которое 
должны преодолеть патогены, чтобы заселить ткани 
растения. Многочисленные изменения могут возникать в 
клеточных стенках в ответ на атаку микробов (Malinovsky 
et al., 2014). Успешная защита на уровне КС может оста-
новить вторжение патогенов на ранней стадии, до форми-
рования заболевания, и может исключить необходимость 
в более «дорогих» защитных механизмах, таких как гибель 
клетки при гиперчувствительном ответе. Следовательно, 
изучение механизмов устойчивости, связанных с КС, и 
понимание того, почему эти механизмы не срабатывают 
при встрече с некоторыми болезнетворными микроорга-
низмами и вирусами, имеет фундаментальное значение.

Способ взаимодействия патогена с КС зависит от жиз-
ненного цикла патогена. Некротрофы, которые убивают 
клетки и питаются мертвыми тканями, обычно размягчают 
ткани растения с помощью гидролитических ферментов, 
разрушающих полимеры КС. Биотрофы и гемибиотро-
фы, взаимодействующие с живыми клетками растений 
на протяжении всего жизненного цикла или его части, 
обычно применяют более тонкие стратегии для взаимо-
действия с КС. Образующие гаустории (органы питания 
гриба) патогены, такие как плесневые грибы и оомицеты, 
могут проникать через КС, создавая питающие структуры, 
тесно контактирующие с нижерасположенными клетками 
хозяина (Szabo, Bushnell, 2001).

Гетерогенность в строении КС у разных видов рас-
тений отражается в разнообразии стратегий, которые 
используют патогены для ее разрушения. В частности, 
для этой цели служит секреция патогенами различных 
гидролитических ферментов. Низкомолекулярные продук-
ты разрушения КС (DAMPs, Damage-Associated Molecular 

Patterns), такие как олигосахара, являются сигнальными 
молекулами, запускающими защитные механизмы (Boller, 
�elix, 2009). Таким образом, КС – динамическая структу-
ра, которая регулирует конститутивные и индуцибельные 
механизмы защиты, являясь источником сигнальных мо-
лекул, запускающих разные варианты иммунного ответа 
(Miedes et al., 2014).

Врожденный иммунитет обеспечивает устойчивость 
растений к большинству патогенов, в том числе и за счет 
распознавания характерных для патогенов сигнальных 
молекул PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns),Pathogen-Associated Molecular Patterns),), 
таких как бактериальный флагеллин, липосахариды, 
бета-глюкан, хитин и гидролитические ферменты (Zipfel 
et al., 2014). 

Сигнальные молекулы DAMPs и PAMPs, имеющие, со-
ответственно, растительное и микробное происхождение, 
запускают PTI иммунитет (Pattern-Triggered Immunity), ко-
торый, как правило, предотвращает колонизацию микро-
бов. Растения распознают сигнальные молекулы DAMPs 
и PAMPs при помощи расположенных на поверхности 
клеток рецепторов PRRs (Pattern-Recognition Receptors). 
PRRs являются трансмембранными белками с внеклеточ-
ными доменами (Trdá et al., 2015). Один из PRR рецеп-
торов арабидопсиса, E�R, опознает цитоплазматический 
белок бактерий E�-Tu по минимальному пептидному 
эпитопу elf18 (�urukawa et al., 2013). Трансгенная экс-
прессия AtEFR в табаке, томатах и пшенице обеспечивает 
узнавание ими elf18, что сопровождается индукцией генов 
иммунного ответа, отложением каллозы, уменьшением 
повреждений, вызываемых патогеном, и свидетельствует 
о существовании у разных видов растений высоко кон-
сервативных механизмов защитного ответа, расположен-
ных после идентификации PAMPs (Lacombe et al., 2010; 
Schoonbeek et al., 2015). В сельскохозяйственной практике 
предварительная обработка растений изолированными за-
щитными элиситорами может способствовать повышению 
устойчивости растений (Wiesel et al., 2014).

Чтобы усложнить свою идентификацию, патогенные 
микроорганизмы секретируют эффекторные белки. Об-
наружение растением эффекторных белков приводит 
к индукции ETI иммунитета (Effector-Triggered Immunity). 
ETI часто связан с локальной программируемой гибелью 
клеток (гиперчувствительным ответом), что ограничивает 
распространение микробной атаки (Jones, Dangl, 2006).

Устойчивость к определенным расам микробов, обус-
ловленная R (Resistance)-генами, широко используется в 
селекционных программах зерновых культур (Dangl et al., 
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2013). Однако с появлением новых рас патогенов большая 
часть имеющихся R-генов не может обеспечить иммуни-
тет, поскольку при мутации патогены могут терять эф-
фекторы, которые опознаются продуктами этих R-генов. 
Это является одной из причин постоянной «гонки воору-
жений» – поиска новых генов устойчивости в природных 
популяциях близких видов и их интродукции в сорта 
сельскохозяйственных растений, а также вынуждает ис-
следователей использовать биотехнологические подходы 
для разработки более стабильных вариантов устойчивости 
(Smirnova et al., 2012; Филипенко и др., 2013; Смирнова, 
Кочетов, 2014; Smirnova, Kochetov, 2015).

распознавание хитина
Хитин, гомополимер ацетилглюкозамина, является основ-
ным структурным компонентом клеточной стенки грибов, 
а также входит в состав экзоскелета насекомых, панциря 
ракообразных, яиц и кишечного клапана нематод (Bueter 
et al., 2013). Хитин относится к PAMP и является хорошей 
мишенью для защитной реакции растений, поскольку по-
лимеры глюкозамина в растениях отсутствуют. Поэтому 
не удивительно, что эволюционно консервативная стра-
тегия растений против грибов и насекомых базируется на 
секреции хитиназ, гидролитических ферментов, которые 
расщепляют полимеры хитина (Hadwiger, 2013). Сущест-
вуют примеры эволюционной коадаптации механизмов 
патогенеза грибов и защитных систем растений. Биотроф-
ный патогенный гриб Cladosporium fulvum нивелирует 
действие хитиназ благодаря секреции апопластического 
эффектора Avr4 – хитин-связывающего белка, который 
защищает целостность клеточной стенки гриба от хити-
наз (van den Burg et al., 2006). Гетерологичная экспрессия 
Avr4 в арабидопсисе или томатах снижает распознавание 
хитина и тем самым повышает вирулентность некоторых 
патогенных грибов (van Esse et al., 2007). В свою очередь 
растение-хозяин синтезирует внеклеточный, закреплен-
ный на мембране богатый лейцином белок Cf-4, который 
обеспечивает узнавание Avr4 и активирует гиперчувстви-
тельный ответ (Takken et al., 1999). У риса и пшеницы 
хитин распознается как PAMP при помощи двойной сис-
темы, состоящей из белков CERK1 (Chitin Elicitor ReceptorChitin Elicitor Receptor 
Kinase-1) и CEBiP (Chitin Oligosaccharide Elicitor-Binding 
Protein) (Shimizu et al., 2010; Lee et al., 2014). У араби- (Shimizu et al., 2010; Lee et al., 2014). У араби-
допсиса только один белок, CERK1, функционирует как 
рецептор для распознавания хитина (Shinya et al., 2012). 
Биологическая активность олигомеров хитина зависит от 
их размеров. Гептамеры и октамеры обладают наиболь-
шей активностью как PAMP. Октамеры хитина могут 
связывать две или больше молекул AtCERK1, вызывая их 
димеризацию, что приводит к активации рецептора (Liu 
et al., 2012). Чтобы предотвратить опознавание хитина, 
C. fulvum во время инфицирования также секретирует
эволюционно консервативный внеклеточный белок Ecp6.
Он утилизирует фрагменты хитина, высвобождаемые
хитиназами растений, ограничивает связывание хитина
с PRR и препятствует идентификации гриба (Bolton et
al., 2008; de Jonge et al., 2010; Sanchez-Vallet et al., 2013).
Пока не известно, распознается ли Ecp6 растениями.
Многоступенчатые механизмы взаимоотношений между
грибом и растением во время инфицирования в боль-

шинстве случаев обеспечивают устойчивость растений 
к заражению.

с труктура клеточной стенки
Большинство КС в своей основе имеют обширную несу-
щую сеть из микрофибрилл целлюлозы, пересекаемую 
молекулами гемицеллюлозы (Scheller, Ulvskov, 2010). В 
первичных стенках растущих частей растения эта сеть 
встроена в матрикс из пектиновых полисахаридов. Во 
вторичных клеточных стенках сформировавшихся тканей 
пектин представлен в меньшей степени, а стенки усиле-
ны лигнином (Endler, Persson, 2011). КС разных видов 
растений отличаются по тонкой структуре и трехмерной 
архитектуре. Кроме полисахаридов, растительная КС со-
держит значительное количество белков, выполняющих 
структурную (экстенсин, гликопротеины) и ферментатив-
ную функции (Михайлова, 2007). Создана база данных 
WallProtDB, которая содержит информацию о 2 170 белках 
и ESTs, экспериментально идентифицированных в 13 
видах растений в результате протеомных исследований 
клеточных стенок (San Clemente, Jamet, 2015).

целлюлоза
Микрофибриллы целлюлозы синтезируются большими 
мультимерными комплексами, состоящими из субъеди-
ниц целлюлозо-синтазы (CESAs; Kumar, Turner, 2015). 
Мутанты с дефицитом целлюлозы обычно имеют повы-
шенный уровень лигнификации и защитного ответа (Cano-
Delgado et al., 2003; Hamann, 2012). Так, мутант CESA3 с 
изменением первичной КС более устойчив к мучнистой 
росе (Ellis, Turner, 2001). Дефекты во вторичной КС, 
вызванные повреждением субъединиц CESA4, CESA7 и 
CESA8, также приводят к повышенной устойчивости к 
грибу Plectosphaerella cucumerina и почвенной бактерии 
Ralstonia solanacearum (Hernandez-Blanco et al., 2007). У 
арабидопсиса нарушение КС, вызванное ингибитором 
синтеза целлюлозы изоксабеном, приводит к индукции 
синтеза лигнина через RbohD (Respiratory Burst OxidaseRespiratory Burst Oxidase 
Homolog D)-зависимый механизм, а тонкая настройка D)-зависимый механизм, а тонкая настройка 
протекает путем негативной обратной регуляции при 
участии жасмоновой кислоты (Denness et al., 2011). На-
рушение КС, связанное с потерей целлюлозы, включает 
защитные ответы и предполагает присутствие системы 
мониторинга целостности КС.

Гемицеллюлоза
Гемицеллюлозы – это разнообразная группа полисаха-
ридов, состоящих из остатков пентоз и гексоз. Гемицел-
люлозы укрепляют КС, взаимодействуя с целлюлозой 
и иногда с лигнином (Endler, Persson, 2011; Pauly et al., 
2013). Ксилан является преобладающей гемицеллюлозой 
во вторичной КС. Некоторые фитопатогены секретируют 
ксиланазы, которые расщепляют содержащийся в КС 
ксилан до ксилоз, что нарушает и ослабляет ее (Belien et 
al., 2006). Гриб Trichoderma spp. продуцирует ксиланазу 
EIX (Ethylene-Inducing Xylanase), которая узнается расте-
нием как PAMP (�urman-Matarasso et al., 1999). У томатов 
(Lycopersicum esculentum) идентификация EIX осуществ-
ляется расположенными на клеточной поверхности 
рецептороподобными белками LeEix1 и LeEix2 (Ron, 
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Avni, 2004). Чтобы противостоять деградации ксилана 
микробными эндоксиланазами, травянистые однодольные 
растения продуцируют ингибиторы ксиланаз, такие как 
TAXI (Triticum aestivum Xylanase Ihibitor), XIP (XylanaseXylanase 
Inhibitor Protein) и TL-XI (Thaumatin-Like Xylanase Inhibi-
tor) (Bellincampi et al., 2004; Juge, 2006). Конститутивная (Bellincampi et al., 2004; Juge, 2006). Конститутивная 
экспрессия TAXI-III в пшенице понижает чувствитель-
ность к Fusarium graminearum (Moscetti et al., 2013). 
Выступая в роли PAMPs, ксиланазы грибов усиливают 
защитный ответ (Noda et al., 2010; Sella et al., 2013).

Пектин
Пектины являются главными компонентами матрикса КС. 
Они представляют собой полисахариды, образованные, 
главным образом, остатками галактуроновой кислоты. 
Одними из первых ферментов, которые патогенные грибы 
секретируют во время инфекции, являются эндо-поли-
галактуроназы, которые разрушают пектин, нарушают 
целостность КС и обеспечивают доступ патогенов. При 
деградации пектина образуются фрагменты олигога-
лактурониды, которые в норме не присутствуют в КС и 
поэтому выступают в роли DAMP (Galletti et al., 2009). 
Сенсорами целостности пектина являются связанные с КС 
киназы, которые определяют присутствие олигогалакту-
ронидов с уровнем полимеризации между 10 и 15 (�errari 
et al., 2013).

Показано, что белок RWA2 (Reduced Wall Acetylation 2) 
отвечает за ацетилирование пектиновых и непектиновых 
полимеров у арабидопсиса и нокаутные мутанты rwa2 
имеют повышенную устойчивость к Botrytis cinerea 
(Manabe et al., 2011). Деацетилирование пектина и кси-
логлюкана в трансгенных растениях может быть частью 
защитной стратегии, поскольку увеличивает доступность 
для ферментов деградации, продуцирующих олигосахари-
ды, которые выступают в качестве элиситоров защитной 
реакции (Pogorelko et al., 2013).

Ингибиторы полигалактуроназ играют важную роль в 
защитном ответе, являясь модуляторами активности этих 
ферментов. Накопление ингибитора PGIP1 при несовмес-
тимом взаимодействии проса с Sclerospora graminicola 
может быть использовано для создания устойчивых форм 
проса (Prabhu et al., 2015).

Разработан метод мониторинга уровня инфекции по 
уровню гидролизованного пектина путем фенотипиро-
вания пектин-метилтрансфераз, пектиназ и олигогалак-
туронидов (Lionetti, 2015).

лигнин и фенольные компоненты
Лигнин – это ароматический полимер, который влияет на 
прочность и непроницаемость, располагаясь преимуще-
ственно во вторично утолщенных КС. У растений лигнин 
состоит преимущественно из монолигнолов: конифери-
лового и синапинового спиртов, дающих начало G и S 
единицам полимера лигнина соответственно. Реже пред-
ставлен кумариловый спирт, формирующий H единицу 
лигнина. H единица чаще встречается у однодольных, 
чем у двудольных растений. У некоторых видов растений 
мономеры лигнина представлены в ацетилированной 
форме. В качестве мономеров лигнина растения также ис-
пользуют ряд других фенолов. Например, лигнин в соломе 

пшеницы имеет довольно высокий уровень флавоноида 
трицина (Del Río et al., 2012).

Лингин и лигниноподобные фенольные полимеры 
быстро накапливаются в КС в ответ на биотические и 
абиотические стрессы и на нарушения ее структуры (Sat-Sat-
tler, �unnell-Harris, 2013). Стрессы вызывают индукцию, 2013). Стрессы вызывают индукцию 
экспрессии генов фенилпропаноидного пути у различ-
ных видов растений, что приводит к лигнификации КС 
(Bhuiyan et al., 2007; Zhao et al., 2009). Запасание лигнина 
в инфицированных клетках может предотвращать распро-
странение токсинов и ферментов патогенов в организме-
хозяине и перенос воды и питательных веществ от клеток 
хозяина к патогену (Smith et al., 2007).

У пшениц лигнификация действует как защитный 
ответ при инфекции. Например, S-обогащенный лигнин 
накапливается во время гиперчувствительной реакции 
пшеницы после инфекции Puccinia graminis (Menden et 
al., 2007) и синтезируется в оболочках клеток эпидермиса 
пшеницы, инфицированных Fusarium proliferatum (Bishop 
et al., 2002). Напротив, не наблюдалось изменений в со-
держании лигнина в листьях пшеницы, инфицированных 
вирусом полосатой мозаики пшеницы (Kofalvi, Nassuth, 
1995). У пшеницы сорта Toropi устойчивость к листовой 
ржавчине, вызываемой Puccinia triticina, формируется 
до образования гаусторий за счет индукции генов устой-
чивости, в том числе напрямую или опосредованно 
участвующих в лигнификации (Casassola et al., 2015). 
У линий тыквы (Cucumis melo), устойчивых к мучни-
стой росе, вызываемой грибом Podosphaera fusca, во 
время инфекции происходит более быстрое накопление 
лигнина по сравнению с чувствительными линиями. 
Это коррелирует с повышением уровня фермента фенил-
пропаноидного пути PAL (phenylalanine ammonia-lyase) 
(Romero et al., 2008).

Фенилпропаноидный путь, задействованный в синтезе 
лигнина, также участвует в синтезе многочисленных фе-
нольных компонентов, таких как стильбены, кумарины, 
неолигнаны, конъюгаты фенилпропаноидов и флавонои-
ды. Многие из этих компонентов являются фитоалекси-
нами – антимикробными компонентами, участвующими 
в защите растений (König et al., 2014).

Доказательства роли лигнина и растворимых фено-
лов в защите растений были получены после анализа 
устойчивости трансгенных растений и мутантов с изме-
ненным составом или уровнем лигнина. У хлопчатника 
(Gossypium hirsutum) обнаружена количественная связь 
между повышением уровня лигнина в стеблях во время 
инфекции грибом Verticillium dahliae и устойчивостью 
(Xu et al., 2011). Сверхэкспрессия гена хлопчатника 
DIRIGENT1, усиливающая лигнификацию, блокировала 
распространение V. dahliae (Shi et al., 2012). Трансгенные 
растения табака, конститутивно сверхэкспрессирующие 
ген PAL, показывали большую устойчивость к Cercospora 
nicotianae и Phytophthora parasitica pv. nicotianae (Way et 
al., 2002; Shadle et al., 2003). Растения табака с супрессией 
PAL имели пониженный уровень хлорогеновой кислоты 
и более быстрое возникновение повреждений после 
инфекции патогенным грибом Cercospora nicotianae по 
сравнению с растениями дикого типа. Уровень лигнина 
у линий с суперессией PAL не изучался, но можно предпо-
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ложить, что повышенная чувствительность этих растений 
могла быть вызвана снижением количества лигнина или 
более тонкой КС (Maher et al., 1994).

Изучено влияние модификаций в биосинтезе лигнина 
на чувствительность растений к патогенам. Например, 
у пшениц (Triticum monococcum) выключение генов 
синтеза монолигнола (TmPAL, TmCOMT, TmCCoAOMT 
и TmCAD), основной структурной единицы лигнина, при-
водило к сверхчувствительности к грибу Blumeria graminis 
f. sp. tritici, вызывающему заболевание мучнистой росой
(Bhuiyan et al., 2009). Повышенное накопление моно-
и диферулатов в КС пшеницы и овса во время инфекции,
соответственно, Puccinia coronate sp. avenae и Agrobacte-
rium sp. было связано с устойчивостью к этим патогенамsp. было связано с устойчивостью к этим патогенам
(Ikegawa et al., 1996; Parrott et al., 2002). У льна супрессия
синтеза фермента CAD (Cinnamyl Alcohol Dehydroge-Cinnamyl Alcohol Dehydroge-
nase) вызывала повышение чувствительности к сосуди- вызывала повышение чувствительности к сосуди-
стому грибу Fusarium oxysporum (Wróbel-Kwiatkowska
et al., 2007).

Однако не всегда нарушение биосинтеза лигнина 
приводит к снижению сопротивляемости к некоторым 
патогенам. Линии табака с супрессией синтеза фермен-
тов COMT (caffeic acid O-methyltransferase) и CCoAOMT 
(caffeoyl-CoA O-methyltransferase) были более устойчивы 
к инфицированию Agrobacterium tumefaciens и имели 
меньшие размер и массу опухоли по сравнению с рас-
тениями дикого типа (Maury et al., 2010). Фенольные 
соединения, секретируемые такими растениями после 
нанесения им повреждений, не вызывали экспрессию 
бактериальных Vir генов на столь же высоком уровне, 
как фенольные соединения, секретируемые нормальными 
растениями. Другими словами, Agrobacterium не узнавала 
своего хозяина из-за различий в растворимых фенолах. 

Мутанты сорго (Sorghum bicolor L.) bmr6 и bmr12, 
имеющие пониженное содержание лигнина, характеризу-
ются нарушением первичной последовательности генов 
CAD и COMT и синтезом нефункциональных ферментов 
(Bout, Vermerris, 2003; Sattler et al., 2009). Несмотря на 
пониженный уровень лигнина, в зерновках этих мутантов 
наблюдался пониженный уровень колонизации Fusarium 
ssp. и Alternaria alternata (�unnell-Harris et al., 2010). Не-
известно, изменение в составе лигнина или накопление 
фенольных соединений вызывало повышение устойчи-
вости у этих линий сорго.

В большинстве исследований не изучалась роль лигни-
на в регуляции других защитных ответов, и пока не ясно, 
является ли роль лигнина в регуляции специфического 
ответа активной или относительно пассивной. 

Папиллы клеточной стенки
КС активно перестраивается и укрепляется в местах кон-
такта с потенциальными патогенами. Активное локальное 
укрепление КС через формирование папилл является 
ранним индуцированным ответом на большое число 
патогенных грибов и бактерий. Папилла – это сложная 
структура, которая формируется между плазматической 
мембраной и внутренней стороной КС в месте проник-
новения патогена и служит физическим барьером для 
ограничения проникновения патогенов в протопласт. 
Дополнительно папиллы являются центрами накопления 

антимикробных вторичных метаболитов (Bednarek et al., 
2009; Clay et al., 2009). Мало известно о молекулярных 
механизмах и клеточных процессах, участвующих в оп-
ределении местоположения и сборке папилл (Underwood, 
2012). Несмотря на то что у разных видов растений био-
химический состав папилл может различаться, некоторые 
классы компонентов, такие как полимеры и белки КС, 
фенольные производные, активные формы кислорода 
и каллоза, встречаются повсеместно. Согласованность 
различных транспортных процессов при формировании 
папилл является ключевым фактором успешной защиты 
растений (Voigt, 2014). Быстрое формирование папилл 
коррелирует с повышенной устойчивостью к проникнове-
нию грибов, в то время как задержка в их формировании 
коррелирует с успешным проникновением грибов (Bayles 
et al., 1990; Collins et al., 2003).

Укрепление отдельных участков КС посредством па-
пилл является частью иммунного ответа и, по-видимому, 
общим механизмом для разных видов растений (Nicaise 
et al., 2009).

н еспецифическая устойчивость
В растениях развились сложные механизмы для защиты 
от неадаптированных патогенов. Неспецифическая устой-
чивость стабильно защищает различные виды растений 
от поражения подавляющим числом патогенов. Этот вид 
устойчивости постоянно привлекает внимание исследо-
вателей, так как обеспечивается врожденным иммуните-
том растений и представляет собой наиболее надежную 
и долговременную форму.

Механизмы, лежащие в основе неспецифической устой-
чивости, остаются относительно малоисследованными по 
сравнению с механизмами специфической устойчивости. 
Процессы, участвующие в формировании неспецифиче-
ской устойчивости при бактериальной инфекции, затра-
гивают укрепление клеточной стенки, синтез воскового 
налета, закрывание устьиц, синтез стерола, защитных 
молекул (Senthil-Kumar, Mysore, 2013). Индуцированная 
неспецифическая устойчивость против бактерий, грибов 
и оомицетов может быть разделена на два типа. При I типе 
не наблюдается видимых симптомов, в то время как при 
II типе происходит быстрый гиперчувствительный ответ 
с гибелью клеток. I тип более распространен, чем II тип 
(Mysore, Ryu, 2004; Nurnberger, Lipka, 2005). 

Используя третью транспортную систему, патоген-
ные бактерии секретируют эффекторные молекулы, под 
воздействием которых растительная клетка начинает 
производить необходимые для бактерии питательные 
вещества (Cunnac et al., 2009). Неспецифическая устойчи-
вость растения может быть связана с его неспособностью 
изменять свой клеточный метаболизм под воздействием 
бактериальных эффекторов и со снижением проницае-
мости клеточных мембран. Нарушение синтеза стерола 
у растений табака и арабидопсиса приводит к повышению 
проницаемости мембран и выходу питательных веществ 
в апопласт. Повышенный уровень питательных веществ 
в апопласте приводил к повышенной чувствительности 
этих растений не только к специфическим, но и неспе-
цифическим патогенным бактериям (Wang et al., 2012). 
Отсутствие необходимых для патогена питательных 
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веществ или доступа к питательным веществам является 
важной причиной неспецифической устойчивости расте-
ний (�atima et al., 2015).

н еспецифическая устойчивость к ржавчине
Устойчивость к ржавчине задействует индукцию разнооб-
разных защитных механизмов. Хотя большинство зерно-
вых чувствительны, по крайней мере, к одному из видов 
грибов, вызывающих ржавчину, рис (Oryza sativa) является 
исключением и не поражается известными видами ржав-
чины. После инокуляции листьев риса сорта Nipponbare 
грибом P. triticina f. sp. tritici (Ptt) только 10 % проросших 
спор формировали аппрессории через устьица. Через три 
дня вокруг аппрессорий накапливалась перекись водоро-
да. Только 3 % аппрессорий формировали короткие гифы 
внутри листа, из которых только 0,2 % через 21 день после 
инокуляции формировали разветвленные гифы в клетках 
мезофилла. При этом не наблюдалось образование суб-
стромальных везикул, материнских клеток гаусторий или 
гаусторий. Устойчивость риса к Ptt связана с изменением 
белкового и энергетического метаболизма, накоплением 
фитоалексинов, укреплением КС, ускорением репарации 
клетки, повышенным уровнем антиокисления и детокси-
фикации. Более половины белков с повышенным уровнем 
экспрессии были связаны с работой хлоропластов и ми-
тохондрий, что предполагает важную роль этих органелл 
в устойчивости (Li et al., 2012).

Грибы, вызывающие ржавчину у злаков, не способны 
вызвать заболевание у бобовых. После инокуляции лис-
тьев бобов (Vicia faba L.) патогеном Puccinia striiformis 
f. sp. tritici (Pst), вызывающим желтую ржавчину у пше-
ниц, видимых симптомов заболевания не наблюдается.
Попытки инфицирования вызывали образование папилл,
утолщение КС, образование активных форм кислорода,
запасание каллозы и накопление фенольных соединений
в КС бобов. Немногочисленные гаустории Pst, которые
формировались в клетках бобов, были окружены актив-
ным кислородом и каллозным материалом, и такие клетки
были подвергнуты гиперчувствительному ответу (Cheng
et al., 2012).

Пшеница поражается несколькими видами Puccinia, 
но устойчива ко всем видам Uromyces. Изучена основа 
устойчивости пшеницы к Uromyces fabae, вызывающему 
ржавчину у бобов. Уредоспоры U. fabae эффективно про-
растали на листьях пшеницы, но только 2 % из них форми-
ровали аппрессории через устьица. В то же время большая 
часть из них не могла проникнуть через клетки мезофилла 
пшеницы. Через четыре дня только 4 % достигших ме-
зофилла инфекционных единиц U. fabae формировали 
гаустории. Попытки проникновения материнских клеток 
гаусторий вызывали утолщение КС и формирование 
папилл в растительных клетках, что ограничивало раз-
витие и рост гриба. Проникшие в клетки гаустории были 
заключены в каллозоподобный материал и не вызывали 
реакции гиперчувствительности. У пшеницы наблюда-
лась активация нескольких генов базовой устойчивости 
и окислительного стресса (Zhang et al., 2011).

Данные результаты показывают многоуровневый спо-
соб защиты при неспецифической устойчивости, включая 
структурное и химическое укрепление КС, гиперчув-
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ствительный ответ и индукцию ряда генов. Причем, 
если при взаимодействии бобов и Pst наблюдается гипер-
чувствительный ответ, то при взаимодействии пшеницы 
и U. fabae гаустории были инкапсулированы и гибель 
клеток не наблюдалась.

Для большинства вызывающих ржавчину патогенов 
процесс инфицирования задерживается сразу после 
образования первичной материнской клетки гаусто-
рий в тканях невосприимчивых растений (Niks, 1983; 
Hoogkamp et al., 1998). Исследования взаимодействий 
невосприимчивых растений и ржавчинных грибов, таких 
как арабидопсис и Uromyces vignae, Puccinia triticina, 
Hemileia vastatrix (Mellersh, Heath, 2003; Sha��ei et al., 
2007; Azinheira et al., 2010); пшеница и P. hordei, U. fabae 
(Prats et al., 2007; Zhang et al., 2011); ячмень и P. triticina, 
P. hordei-murini, P. hordei-secalini, P. persistens (Jafary
et al., 2008); рис и P. graminis, P. triticina, P. striiformis,
P. hordei и Melampsora lini (Ayliffe et al., 2011a, b), пока-
зали, что устойчивость к грибной ржавчине наследуется
филогенетически и является активным ответом, в котором
задействованы сигналы салициловой кислоты.

У мутантов арабидопсиса sid2 и NahG с пониженным 
уровнем салициловой кислоты наблюдалось ускоренное 
развитие гриба U. vignae, вызывающего ржавчину у вигны 
(Mellersh, Heath, 2003). В формировании устойчивости 
арабидопсиса к листовой ржавчине пшеницы, вызываемой 
Ptt, задействованы активные формы кислорода, оксид 
азота, салициловая кислота и фитоалексин камалексин 
(Sha��ei et al., 2007). Для устойчивости риса, взаимодей-
ствующего с грибом стеблевой ржавчины пшеницы 
P. graminis f.sp tritici, характерны индукция образования
перекиси водорода и отложение каллозы (Ayliffe et al.,
2011b). Устойчивость, связанная с гиперчувствительным
ответом в запирающих клетках устьиц арабидопсиса
после проникновения через них апрессорий гриба H. vasta-
trix, вызывающего ржавчину у кофе, сопровождается на-
коплением фенолов, отложением каллозы и экспрессией
генов устойчивости, таких как PR1, PR5, POX и WRKY
(Azinheira et al., 2010).

Изучение неспецифической устойчивости способствует 
лучшему пониманию механизмов специфической устой-
чивости в связи с наличием ассоциаций между неспеци-
фической устойчивостью растений к неадаптированным 
и базовой устойчивостью к адаптированным патогенам 
(Cheng et al., 2012).
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Design and experimental validation 
of the action of small molecule-based
inhibitors of the FADD protein
N.V. Ivanisenko1, 2, L. Hillert3, V.A. Ivanisenko1, I.N. Lavrik1, 3

C D95 is one of the best studied members of the death 
receptor family. Activation of cD95 leads t o the induction 
of the cell death programme�� apoptosis�� via formation 
of the death-inducing signaling complex (DiSc ). FADD 
is a key adaptor protein for the formation of the cD95 
DiSc and ac tivation of caspase-8 in the receptor complex. 
FADD comprises the death domain and the death effector domain 
(DED). The death domain is essential for the inter-actions of FADD 
with cD95�� while DED is necessary for 
the recruitment of procaspase-8�� -10 and the protein c-FliP 
into the DiSc. The search for the inhibitors that would 
block the interactions of FADD with the other core proteins 
of the DiSc is essen tial for the studies of the structure and function 
of this complex�� investigation of the apoptosis mechanisms and 
development of new treatments for neurodegenerative diseases. in 
the course of this work�� 
the screening for small inhibitors in silico that selectively 
interact with DED has been performed. For this purpose�� 
the molecular modeling of the protein complexes and 
virtual screening of the potential inhibitors of FADD has 
been performed. in addition�� a new technology to test 
the activity of these inhibitors has been developed. 
The computational and experimental analysis performed  allowed 
us to characterize the optimal conformation 
of the FADD protein for the design of the small molecules 
that can bind in the region of amino acid residue Y25. 
we presume that further optimization of the structures 
of chemical compounds that can bind with the hydro-
phobic pocket next to the residue Y25 of FADD will 
allow for the creation of the new perspective inhibitors 
of the programmed cell death.

Key words: apoptosis; cD95; FADD; molecular modeling; 
DiSc; caspase .

e-mail: ivanisenko@bionet.nsc.ru

Дизайн и проверка действия малых химических 
соединений, направленных на ингибирование 
белка FADD
Н.В. Иванисенко1, 2, Л. Хиллерт3, В.А. Иванисенко1, И.Н. Лаврик1, 3 
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Рецептор cD95 �вл�етс� одним из наи�олее изу�енных 
представителей семейства рецепторов смерти. его активаци� 
ведет к запуску апоптоза – программы программируемой 
клето�ной ги�ели �ерез о�разование комплекса DiSc (Death-
inducing Signaling complex – комплекс�� индуциру�щий смерт��). 
Основным структурным звеном комплекса cD95 DiSc �вл�етс� 
адаптерный �елок FADD (Fas-Associated Death Domain – Fas-
ассоциированный домен смерти)�� олигомеризаци� которого 
нео�ходима дл� последу�щей активации прокаспазы-8 в 
рецепторном комплексе. Белок FADD характеризуетс� 
нали�ием домена смерти и домена DED (Death Effector Domain 
– эффекторный домен смерти). Домен смерти рецептора cD95 
св�зываетс� с соответству�щим доменом �елка-адаптера 
FADD�� а за с�ет св�зывани� доменов DED происходит 
о�разование комплекса с у�астием прокаспазы-8�� 10 и �елка 
с-FliP . �оиск инги�иторов взаимодействи� �елка FADD и 
других кл��евых компонент комплекса DiSc представл�ет 
огромный интерес дл� исследовани� структурно-
функционал��ной организации данного комплекса�� 
молекул�рных механизмов клето�ной ги�ели и ле�ени� 
нейродегенеративных за�олеваний. Был осуществлен поиск 
малых хими�еских соединений in silico�� направленно 
взаимодейству�щих c доменом DED �елка FADD. Дл� 
достижени� данной цели �ыли проведены молекул�рное 
моделирование �елковых комплексов и виртуал��ный скрининг 
потенциал��ных инги�иторов FADD�� а также разра�отана нова� 
методологи� экспериментал��ной проверки их �иологи�еского 
эффекта на клето�ных лини�х. ��омп���терно-
экспериментал��ный анализ позволил вы�вит�� оптимал��ну� 
конформаци� �елка FADD дл� дизайна низкомолекул�рных 
соединений�� спосо�ных св�зыват��с� в районе 
аминокислотного остатка Y25. �ы предполагаем�� �то 
дал��нейша� оптимизаци� структур хими�еских соединений�� 
спосо�ных св�зыват��с� с гидро-фо�ным карманом в�лизи 
аминокислотного остатка Y25 FADD�� позволит создат�� новые 
перспективные инги�иторы программируемой клето�ной 
ги�ели.

��л��евые слова: апоптоз; cD95; FADD; молекул�рное 
моделирование; DiSc; каспаза.
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Апоптоз – это неотъемлемая функция всех много-
клеточных организмов, которая отвечает за уничто-
жение всех поврежденных клеток (Krammer et al., 

2007). Дефекты в системе программируемой клеточной 
гибели, апоптоза, были описаны для целого ряда онколо-
гических и нейродегенеративных заболеваний. Имеются 
два основных пути, по которым передаются апоптоти-
ческие сигналы: внутренний, или митохондриальный, и 
внешний, передаваемый через так называемые рецепторы 
смерти (DR – Death Receptor) (Lavrik, Krammer, 2012). ПриReceptor) (Lavrik, Krammer, 2012). Приeceptor) (Lavrik, Krammer, 2012). ПриLavrik, Krammer, 2012). При, Krammer, 2012). ПриKrammer, 2012). При, 2012). При 
поступлении сигнала инициации апоптоза происходит об-
разование ряда апоптотических сигнальных комплексов, в 
которых осуществляется активация основных ферментов 
апоптоза – каспаз, что, собственно, и является сигналом 
к инициации апоптоза (Lavrik et al., 2005). Поэтому изу-Lavrik et al., 2005). Поэтому изу- et al., 2005). Поэтому изу-
чение молекулярных механизмов апоптоза и действия 
каспаз, включающих в себя исследование белковых ком-
плексов, в которых происходит их активация, является 
актуальнейшей задачей современных биомедицинских 
исследований. 

В настоящее время в научной литературе представ-
лено значительное количество работ, посвященных 
изучению апоптоза, индуцируемого через рецепторы 
смерти (Krammer et al., 2007). Рецептор CD95, который 
также известен как �as или APO-1, является одним из 
наиболее изученных представителей данного семейства. 
Известно, что первый этап инициации апоптоза через 
рецептор CD95 заключается в образовании комплекса 
DISC (Death-Inducing Signaling Complex – комплекс, 
индуцирующий смерть) (Lavrik, Krammer, 2012). CD95Krammer, 2012). CD95, 2012). CD95 
DISC – это сложный макромолекулярный комплекс, 
инициирующий апоптоз, который состоит из рецептора 
CD95, белка-адаптера �ADD (�as-associated death domain –�as-associated death domain –– 
ФАС- ассоциированный домен смерти), прокаспазы-8, 10 
и белка c-�LIP (cellular �LICE (�ADD-like interleukin-1cellular �LICE (�ADD-like interleukin-1 
beta-converting enzyme) Ihibitory Protein – клеточный – клеточный 
белок, ингибирующий �LICE (�ADD-подобный белок-
конвертирующий интерлейкин-1) (Krammer et al., 2007). 
Гомотипические взаимодействия играют центральную 
роль в формировании комплекса CD95 DISС. Домен смер-
ти рецептора CD95 взаимодействует с соответствующим 
доменом белка-адаптера �ADD, а за счет взаимодействия 
доменов DED (Death Effector Domain – эффекторный – эффекторный– эффекторный 
домен смерти) происходит связывание в комплекс про-
каспазы- 8, прокаспазы-10 и белка с-�LIP (Lavrik et al., 
2005). В результате образования комплекса происходит 
активация каспазы- 8, что и служит основным сигналом 
запуска апоптоза (Schleich et al., 2012).Schleich et al., 2012). et al., 2012). 

Однако, несмотря на значительный прогресс в пони-
мании апоптоза, по-прежнему остается невыясненным 
целый ряд механизмов функционирования молекулярных 
комплексов, индуцирующих апоптоз. В частности, это свя-
зано с тем, что структурная информация о молекулярных 
взаимодействиях в составе макромолекулярных белковых 
комплексов, инициирующих апоптоз, в большинстве 
случаев отсутствует. Поэтому огромное значение для 
исследований структуры и функции макромолекулярных 
комплексов, индуцирующих апоптоз, приобретают пере-
довые технологии молекулярного моделирования, которые 
позволяют создавать малые молекулы, специфически 

ингибирующие белок-белковые взаимодействия. Данный 
подход позволяет осуществлять направленное воздействие 
на определенные белок-белковые взаимодействия в сиг-
нальном пути апоптоза, индуцируемого через рецепторы 
смерти, и, таким образом, получать уникальную инфор-
мацию об особенностях функционирования исследуемого 
сигнального пути. Широкие перспективы для изучения 
этих процессов предоставляют технологии виртуального 
молекулярного скрининга, предназначенные для иден-
тификации малых химических соединений, эффективно 
ингибирующих функциональную активность белков. 
Компьютерное моделирование ингибиторов основных 
компонент сигнального пути апоптоза, индуцируемого 
через рецепторы смерти, и экспериментальное изучение 
эффекта их действия могут позволить получить новые 
фундаментальные знания о молекулярных механизмах 
биологического процесса клеточной смерти, включая 
знания о межмолекулярных взаимодействиях в составе 
апоптотических белковых платформ, и создадут основу 
для разработки принципиально новых лекарственных 
препаратов, направленных на лечение заболеваний, обус-
ловленных дефектами в системе рецепторов смерти.

В данной работе описаны стратегии поиска малых хи-
мических соединений, направленно взаимодействующих 
с основным структурным белком комплекса CD95 DISC, 
белком �ADD, и изучение с их помощью особенностей 
структурно-функциональной организации данного комп-
лекса и молекулярных механизмов клеточной смерти. Для 
достижения данной цели были проведены молекулярное 
моделирование белковых комплексов и виртуальный 
скрининг потенциальных ингибиторов с последующей 
экспериментальной проверкой их биологического эффекта 
на клеточных линиях. В качестве основной мишени для 
дизайна малых химических соединений был выбран белок 
�ADD, который является основным структурным звеном 
сборки комплекса CD95 DISC и, тем самым, ключевым 
регулятором сигнальных путей апоптоза, индуцируемых 
через активацию рецепторов смерти (Lavrik, Krammer,Krammer,, 
2012). Как было отмечено выше, именно связывание белка 
�ADD с рецептором смерти предоставляет возможность 
активации прокаспазы-8 в рецепторном комплексе и, 
соответственно, в отсутствие активного белка �ADD ини-
циация апоптоза является невозможной. Таким образом, 
создание специфических соединений, селективно блоки-
рующих взаимодействие между белком �ADD и другими 
ключевыми компонентами комплекса DISC, является 
приоритетной задачей современных биомедицинских 
исследований, решение которой позволит создать новые 
терапевтические подходы для лечения онкологических и 
нейродегенеративных заболеваний.

Материалы и методы

Процедура виртуального скрининга
Молекулярный докинг лигандов (соединений �ADDin) 
проводился с использованием программы Glide (Schro-Schro-
dinger, Inc.) (Halgren et al., 2004; �riesner et al., 2004;) (Halgren et al., 2004; �riesner et al., 2004; 
2006). Данная программа использует модифицирован-
ную версию функции ChemScore для оценки энергии 
взаимодействий «белок – лиганд». Виртуальный скри-
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нинг проводился с использованием режима стандартной 
точности (SP), а также режима экстраточности (XP). Для 
проведения виртуального скрининга использовались биб-
лиотеки коммерчески доступных химических соединений, 
подготовленных для молекулярного докинга: ZINC NCI 
Diversity Set, включающая около 1,9 тыс. соединений, а 
также библиотека, состоящая из > 3,5 млн соединений 
(Irwin et al., 2012). 

Подготовка белка для виртуального скрининга осу-
ществлялась с использованием модуля Protein Preparation, 
входящего в состав пакета Schrodinger (Sastry et al., 2013). 
Перед началом процедуры молекулярного докинга прово-
дились предварительная замена �25�, а также миними-
зация состояния белка с ограничением на среднеквадра-
тичное отклонение атомов не более 0,3 Е. 

Процедура проверки действия ингибиторов Fa DD 
Проверка действия соединений �ADDin (�ADD Inhibi-
tor – ингибитор– ингибитор �ADD)�ADD)) проводилась в Т-клеточной линии 
Jurkat при использовании лиганда CD95 (CD95L, CD95L, CD95, CD95CD9595 
Ligand) в концентрации 60 нг/мл. Клеточная гибель была) в концентрации 60 нг/мл. Клеточная гибель была 
измерена с помощью набора CellTiter-Glo (Promega, Гер-
мания) для определения жизнеспособности клеток на 
основе их метаболической активности путем детекции 
АТФ. Клетки Jurkat (2 �� 10 �� 10�� 10 10104) были обработаны соедине-
ниями �ADDin в концентрациях 5 мкМ, 10 мкМ и 20 мкМ мкМ, 10 мкМ и 20 мкМмкМ, 10 мкМ и 20 мкМ мкМ и 20 мкМмкМ и 20 мкМ мкМмкМ 
за 2 ч до добавления CD95L с последующей инкубацией ч до добавления CD95L с последующей инкубациейч до добавления CD95L с последующей инкубациейL с последующей инкубацией с последующей инкубацией 
с CD95L в течение 6 и 22 ч. Содержание АТФ и жизне-L в течение 6 и 22 ч. Содержание АТФ и жизне- в течение 6 и 22 ч. Содержание АТФ и жизне- ч. Содержание АТФ и жизне-ч. Содержание АТФ и жизне-
способность клеток определялись согласно инструкциям 
производителя. 

Для контроля отсутствия неспецифических эффектов 
на клеточную гибель растворителя к клеткам линии Jurkat 
добавлялся растворитель диметилсульфоксид (ДМСО/ 
DMSO) для растворения соединений �ADDin. При этом 
его количество соответствовало количеству DMSO при 
добавлении 20 мкМ соединения �ADDin. 

результаты и обсуждение

Поиск малых соединений,  
ингибирующих белок Fa DD in silico
Для проведения виртуального скрининга было решено 
использовать единственную опубликованную на сегод-
няшний день структуру полноразмерного белка �ADD 
(pdb 2G�5), полученную с помощью метода ядерного 
магнитного резонанса (ЯМР), с использованием которой 
было выявлено наличие 25 различных конформаций 
этого белка (Carrington et al., 2006). В данной работе 
было показано, что аминокислотный остаток �25 играет 
важную роль при олигомеризации белка �ADD, а также 
то, что аминокислотная замена �25� заметно уменьшает 
эффективность такого типа олигомеризации. Более того, 
в работе Carrington с коллегами было сделано предполо-
жение о наличии гидрофобной полости в районе остатка 
�25. Поэтому в настоящей работе виртуальный скрининг 
был сфокусирован на поиске низкомолекулярных соеди-
нений, способных связываться с участком белка вблизи 
аминокислотного остатка �25. При этом была выбрана 
структура, содержащая аминокислотную замену �25� 
(pdb 2G�5). Анализ пространственной структуры белка 

in silico показал расположение потенциальной полости 
для связывания низкомолекулярных соединений вблизи 
альфа-спиралей α1, α2 и петли, соединяющей спирали α3 
и α4 (рис. 1), что и послужило предпосылкой для прове-
дения скрининга in silico. 

Для того чтобы выбрать конформацию белка �ADD, ко-
торая наиболее эффективно позволяла бы связывать низ-
комолекулярные соединения с выбранным участком этого 
белка, был проведен виртуальный скрининг библиотеки 
NCI Diversity Set, состоящей из ~ 1,9 тыс. соединений, для 
всех 25 конформаций белка. Конформации № 2, 11, 13, 23 
и 25 имели наибольшее среднее значение так называемой 
оценочной функции в режиме стандартной точности (SP 
Score) и были использованы для последующего виртуаль-
ного скрининга большой библиотеки соединений. 

В результате из коммерчески доступных соединений 
ZINC (> 3,5 млн соединений) с использованием режима 
SP для каждой из указанных выше конформаций были 
отобраны 1 000 соединений с наилучшим значением 
оценочной функции SP Score. Для полученного набора 
соединений был проведен дополнительный молекулярный 
докинг с использованием режима XP. Были отобраны 100 
соединений, имеющих наибольшее значение оценочной 
функции XP Score для всех анализируемых конформа-
ций белка. Из полученного набора с использованием 
визуального анализа (Bissantz et al., 2010) были выбраны 
шесть соединений для последующей экспериментальной 
проверки in vitro (таблица). 

Данные соединения были названы �ADDin.. На рис. 2 
показаны конформации со связанными потенциальными 
низкомолекулярными ингибиторами, использованные для 
молекулярного докинга. 

Экспериментальная проверка действия соединений 
Для проверки действия соединений, полученных в ре-
зультате скрининга, было решено использовать индукцию 
апоптоза при добавлении лиганда CD95 (CD95L) к Т-кле-L) к Т-кле-к Т-кле-
точной линии Jurkat. Данная форма индукции внешнего 
пути апоптоза широко используется в ряде исследований 
и сопровождается эффективным образованием комплекса 
CD95 DISC, активацией каспаз и индукцией апоптоза 
(Lavrik et al., 2012). Клеточная гибель была измерена 
с помощью набора CellTiter-Glo (Promega, Германия) для помощью набора CellTiter-Glo (Promega, Германия) дляпомощью набора CellTiter-Glo (Promega, Германия) для 
определения жизнеспособности клеток по их метаболи-
ческой активности, основанного на детекции АТФ. При 
этом в случае эффективной индукции клеточной гибели случае эффективной индукции клеточной гибелислучае эффективной индукции клеточной гибели 
происходит значительное уменьшение содержания АТФ 
в клетках. Соединения �ADDin, согласно моделированиюin, согласно моделированию согласно моделированию 
in silico, предположительно ингибируют олигомеризацию 
белка �ADD, что должно препятствовать связыванию 
и последующей активации каспазы-8 в комплексе CD95 последующей активации каспазы-8 в комплексе CD95последующей активации каспазы-8 в комплексе CD95 
DISC и, тем самым, приводить к ингибированию апопто-
за. Таким образом, в ходе экспериментальной проверки 
действия соединения �ADDin ожидалось ингибированиеin ожидалось ингибирование ожидалось ингибирование 
клеточной гибели при индукции апоптоза через рецеп-
тор CD95 при одновременном добавлении соединений 
�ADDin. В частности, с учетом того что ингибированиеin. В частности, с учетом того что ингибирование. В частности, с учетом того что ингибирование 
клеточной гибели не должно менять количество жизне-
способных клеток, ожидалось отсутствие снижения в них нихних 
уровня содержания АТФ, поскольку для определения 
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Fig. 1. The structure of the FADD protein used in this work. 
(a) Superposition of 25 conformations of FADD obtained by nMr  (pdb 2GF5). 
r esidue Y25 is shown as a ball-and-stick model. (b) The conformation of 
protein  #2 with the domain binding low-molecular-weight compounds. The 
putative binding domain is shown as a surface accessible for the solvent. 

Fig. 2. The position of the binding of the best ligands selected for three nMr  conformations of the FADD protein.

FADDin A FADDin B FADDin c

FADDin D FADDin E FADDin F

жизнеспособности клеток, как упоминалось выше, ис-
пользовался набор CellTiter-Glo (Promega, Германия), ра-
бота которого основана на детекции АТФ. Таким образом, 
индукция апоптоза измерялась по снижению содержания 
АТФ в клетках относительно необработанных клеток, 
а вывод по ингибированию апоптоза мог быть сделан 
только при неизменном уровне АТФ.

Были проверены несколько концентраций соединений 
�ADDin (5, 10 и 20 �M), а также два временных интервала:in (5, 10 и 20 �M), а также два временных интервала: (5, 10 и 20 �M), а также два временных интервала:M), а также два временных интервала:), а также два временных интервала: 
6 и 22 ч. Промежуток времени 6 ч был выбран для анализа 
различий на начальных этапах апоптоза, поскольку в дан-
ный временной интервал количество погибших клеток 
незначительно, что может позволить детекцию различий 
в скорости индукции апоптоза под действием соединений 
�ADDin (рис. 3). Временной интервал 22 ч соответствуетin (рис. 3). Временной интервал 22 ч соответствует (рис. 3). Временной интервал 22 ч соответствует 
поздним этапам апоптоза, когда большинство клеток уже 
погибло и количество жизнеспособных клеток значитель-
но уменьшилось (рис. 4), что дает возможность проанали-
зировать влияние �ADDin на окончательноеin на окончательное на окончательное число клеток, 
вошедших в апоптоз. В ходе экспериментов соединения 
�ADDin добавляли за 2 ч до добавления CD95L, послеin добавляли за 2 ч до добавления CD95L, после добавляли за 2 ч до добавления CD95L, послеL, после, после 
чего в течение 6 и 22 ч проводили инкубацию, как упо-
миналось выше.  

Добавление к клеткам почти всех соединений группы 
�ADDin в комбинации с CD95L не вызвало ожидаемогоin в комбинации с CD95L не вызвало ожидаемого в комбинации с CD95L не вызвало ожидаемогоL не вызвало ожидаемого не вызвало ожидаемого 
ингибирующего эффекта на индукцию апоптоза, посколь-
ку изменения содержания АТФ в клетках при добавлении 
только CD95Lили в комбинации с �ADDin не наблюдалосьLили в комбинации с �ADDin не наблюдалось или в комбинации с �ADDin не наблюдалосьin не наблюдалось не наблюдалось 
(рис. 3, 4). Более того, следует отметить, что добавление 
соединений �ADDin без CD95L к клеткам линии Jurkatin без CD95L к клеткам линии Jurkat без CD95L к клеткам линии JurkatL к клеткам линии Jurkat к клеткам линии Jurkat 
в некоторых случаях вело к снижению содержания АТФ 

в клетках при обработке только соединениями �ADDinin 
в концентрациях 5, 10 и 20 �M, особенно при инкубации вM, особенно при инкубации в, особенно при инкубации в 
течение 22 ч (рис. 3, 4, столбцы 3–5). В частности, данный 
эффект заключается в понижении количества АТФ, что 
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свидетельствует об индукции клеточной гибели лишь при 
добавлении соединений �ADDin и, тем самым, о неспе-
цифических эффектах данных соединений на индукцию 
клеточной гибели.

Важным исключением оказалось соединение �ADDin B. 
Характерной чертой этого соединения было отсутствие 
неспецифических эффектов на индукцию клеточной гибе-
ли: изменение содержания АТФ в клетках при обработке 
�ADDin B даже в самой высокой применяемой концен-
трации 20 �M в течение 6, а также 22 ч не наблюдалосьM в течение 6, а также 22 ч не наблюдалось в течение 6, а также 22 ч не наблюдалось 
(рис. 3, 4, столбец 3). 

Отметим, что при сравнительном анализе неспеци-
фических эффектов соединений �ADDin на индукцию 
клеточной гибели наибольшую токсичность показывает 
�ADDin А (рис. 3, 4, столбцы 3–5). При обработке этим 
соединением в течение 6 ч наблюдалась значительная 
потеря содержания АТФ в клетках, свидетельствующая 
о снижении их жизнеспособности, в то время как все 
другие соединения �ADDin в течение данного интервала 
времени подобного действия не оказывали. Наибольшая 
потеря содержания АТФ наблюдалась при использовании 
�ADDin А в концентрации 20 �M (рис. 3, столбец 3), ноM (рис. 3, столбец 3), но (рис. 3, столбец 3), но 
также следует отметить снижение содержания АТФ в клет-
ках при использовании �ADDin А в концентрациях 10 �MM 
(рис. 3, столбец 4) и даже 5 �M (рис. 3, столбец 5). БолееM (рис. 3, столбец 5). Более (рис. 3, столбец 5). Более 
того, если взять за критерий отсутствие неспецифических 
эффектов при инкубации в течение 22 ч с концентрацией 

�ADDin 20 �M (рис. 4, столбец 3), то по показателю кле-M (рис. 4, столбец 3), то по показателю кле- (рис. 4, столбец 3), то по показателю кле-
точной гибели на первом месте будет соединение �ADDin 
В, на втором – �ADDin С, затем – �ADDin E и �, за которы-E и �, за которы- и �, за которы-�, за которы-, за которы-
ми последует �ADDin D, и, наконец, на последнем месте,D, и, наконец, на последнем месте, и, наконец, на последнем месте, 
как было отмечено выше, будет находиться �ADDin А. 
При этом только �ADDin В не проявлял неспецифических 
эффектов соединений �ADDin на индукцию клеточной 
гибели, в то время как все остальные соединения данной 
группы продемонстрировали некоторую токсичность: 
максимальную – в случае �ADDin А и небольшую (только 
при инкубации в течение 22 ч в самой высокой концент-
рации) – в случае �ADDin С.

При сравнительном анализе эффектов �ADDin при 
комбинаторном воздействии вместе с CD95L наилучшееCD95L наилучшее95L наилучшееL наилучшее наилучшее 
действие имело �ADDin В. Добавление к клеткам соедине-
ния �ADDin В в комбинации с CD95L вызвало небольшойin В в комбинации с CD95L вызвало небольшой В в комбинации с CD95L вызвало небольшойL вызвало небольшой вызвало небольшой 
ингибирующий эффект на индукцию программируемой 
клеточной гибели. В частности, было детектировано 
большее содержание АТФ в клетках во временной точке 
6 ч при обработке CD95L в комбинации с соединениемL в комбинации с соединением в комбинации с соединением 
�ADDin В в концентрациях 20 и 10 �M (рис. 3, столбцыin В в концентрациях 20 и 10 �M (рис. 3, столбцы В в концентрациях 20 и 10 �M (рис. 3, столбцыM (рис. 3, столбцы (рис. 3, столбцы 
8, 9) по сравнению с содержанием АТФ при обработке 
только CD95L (рис. 3, столбцы 6, 7). При этом добавлениеL (рис. 3, столбцы 6, 7). При этом добавление (рис. 3, столбцы 6, 7). При этом добавление 
�ADDin В в концентрации 20 �M оказывало чуть большийin В в концентрации 20 �M оказывало чуть больший В в концентрации 20 �M оказывало чуть большийM оказывало чуть больший оказывало чуть больший 
эффект (рис. 3, столбец 8), чем в концентрации 10 �MM 
(рис. 3, столбец 9). Как отмечалось выше, в ходе  проверки 
действия соединений �ADDin ожидалось отсутствие сни-in ожидалось отсутствие сни- ожидалось отсутствие сни-

c haracterization of FADDin compounds tested in this work. The ligand chemical structure�� docking ranking�� and the ordinal number 
of the FADD 2GF5 conformation used for its generation 

FADDin type Structure identifie SP Score XP Score Protein conformation no.
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Fig. 3. Action of compounds FADDin ��� В�� С�� D�� E и F on Jurkat cells after 6-h incubation with СD95l .
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Fig. 4. Action of compounds FADDin ��� В�� С�� D�� E и F on Jurkat cells after 22-h incubation with СD95l .

жения уровня содержания АТФ в клетках при индукции 
апоптоза через рецептор CD95 при добавлении соедине-
ний �ADDin за счет ингибирования клеточной гибели и,in за счет ингибирования клеточной гибели и, за счет ингибирования клеточной гибели и, 
соответственно, повышения количества жизнеспособных 
клеток. Таким образом, эффекты, наблюдаемые в данном 

эксперименте, вполне можно отнести к ожидаемому 
эффекту �ADDin В на ингибирование апоптоза черезin В на ингибирование апоптоза через В на ингибирование апоптоза через 
связывание с белком �ADD.

Отметим, что ингибирующее влияние соединения 
�ADDin В при инкубации вместе с CD95L во временнойin В при инкубации вместе с CD95L во временной В при инкубации вместе с CD95L во временнойL во временной во временной 
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точке 22 ч отсутствовало (рис. 4, столбцы 8, 9). По-види-
мому, данное явление связано с тем, что действие �ADDin 
B в концентрациях 20 и 10 �M является недостаточноM является недостаточно является недостаточно 
эффективным, в связи с этим его активность можно 
детектировать только на начальных стадиях индукции 
апоптоза. 

Таким образом, проведенный анализ показывает, 
что соединение �ADDin B обладает потенциалом для 
ингибирования апоптоза, что должно быть проверено 
в последующих исследованиях. Отсутствие явно выра-
женных неспецифических эффектов соединений �ADDin 
на индукцию клеточной гибели позволяет сделать пред-
положение о том, что концентрация �ADDin В может 
быть увеличена в дальнейших экспериментах для увели-
чения эффективности его действия. Более того, данные 
экспериментального анализа позволяют предположить, 
что именно конформация белка �ADD № 13, возможно, 
является активной при образовании комплекса CD95 DISC 
и рекрутировании прокаспазы-8 в данный комплекс, что 
соответствует ключевому этапу в запуске апоптоза через 
рецептор CD95. 

Также небольшие эффекты по ингибированию апоптоза 
проявляли �ADDin E и � при обработке вместе с CD95L вE и � при обработке вместе с CD95L в и � при обработке вместе с CD95L в� при обработке вместе с CD95L в при обработке вместе с CD95L вCD95L в95L вL в в 
течение 6 ч в концентрации 5 �M (рис. 3, столбец 10). Так-M (рис. 3, столбец 10). Так- (рис. 3, столбец 10). Так-
же следует отметить потенциальное действие �ADDin DD 
при инкубации вместе с CD95L в течение 6 ч и концент-CD95L в течение 6 ч и концент-95L в течение 6 ч и концент-L в течение 6 ч и концент- в течение 6 ч и концент-
рациях 10 и 5 �M (рис. 3, столбцы 9, 10). Если проранжи-M (рис. 3, столбцы 9, 10). Если проранжи- (рис. 3, столбцы 9, 10). Если проранжи-
ровать эффект действия данных химических соединений, 
принимая за критерий влияние на клеточную гибель при 
обработке вместе с CD95L в течение 6 ч и концентрацииCD95L в течение 6 ч и концентрации95L в течение 6 ч и концентрацииL в течение 6 ч и концентрации в течение 6 ч и концентрации 
�ADDin 20 �M, то первое место, безусловно, занимаетM, то первое место, безусловно, занимает, то первое место, безусловно, занимает 
�ADDin В, а последнее – �ADDin А.

При этом следует отметить, что наблюдаемые эффек-
ты по ингибированию апоптоза, индуцируемого через 
рецептор CD95, были не очень большими, что позволяетCD95, были не очень большими, что позволяет95, были не очень большими, что позволяет 
предложить дальнейшую химическую модификацию по-
лученных малых химических соединений как стратегию 
продолжения данных исследований. Альтернативным 
объяснением может служить предположение, что кон-
формации белка �ADD, такие как № 2 и 23, не содержат 
гидрофобного кармана вблизи аминокислотного остатка 
�25, благоприятного для связывания низкомолекулярных 
соединений. В дальнейших исследованиях предполага-
ется проверить возможность дизайна малых химических 
соединений для других участков белка �ADD, которые 
могут служить сайтами для их связывания. 

Таким образом, в ходе данной работы был проведен 
поиск малых химических соединений in silicoin silico silicosilico, направлен-
но взаимодействующих с основным структурным белком 
комплекса CD95 DISC, �ADD, и с их помощью изучены 
особенности структурно-функциональной организации 
этого комплекса и молекулярные механизмы клеточной 
гибели. Для достижения поставленной цели были прове-
дены молекулярное моделирование белковых комплексов 
и виртуальный скрининг потенциальных ингибиторов 
(соединений �ADDin), а также разработана новая мето-
дология экспериментальной проверки их биологического 
эффекта на клеточной линии Jurkat. Действие соединенийJurkat. Действие соединений. Действие соединений 
�ADDin на ингибирование апоптоза, индуцируемого 
через рецептор CD95, было не очень значительным, чтоCD95, было не очень значительным, что95, было не очень значительным, что 

позволяет предложить дальнейшую химическую моди-
фикацию соединений группы �ADDin как стратегию про-
должения данных исследований. Наибольшую активность 
продемонстрировало соединение �ADDin В, что, в свою 
очередь, позволяет высказать предположение о том, что 
именно конформация белка �ADD № 13, которая явля-
ется мишенью для соединения �ADDin В, представляет 
потенциал для проведения дальнейшего структурного 
дизайна низкомолекулярных химических ингибиторов 
программируемой клеточной гибели.
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�оиск эффективных инги�иторов апоптоза �вл�етс� актуал��ной 
зада�ей при создании лекарственных препаратов�� в том �исле 
направленных на ле�ение нейродегенеративных за�олеваний. 
Инициаци� апоптоза осуществл�етс� �ерез о�разование макро-
молекул�рных комплексов�� в которых происходит активаци� 
каспаз – основных ферментов�� ответственных за ги�ел�� клетки. 
Одним из таких макромолекул�рных комплексов �вл�етс� 
комплекс DiSc (D eath-inducing Signaling c omplex – комплекс�� 
индуциру�щий смерт��)�� который играет кл��еву� рол�� 
при индукции так называемого внешнего пути апоптоза�� 
в формировании которого централ��ное место занимает 
�елок-адаптер FADD (Fas-Associated Death Domain– Fas- ассоци-
ированный домен смерти). �оэтому инги�иторы �елка FADD�� 
преп�тству�щие выполнени� его функций в составе комплекса 
DiSc�� могут �ыт�� потенциал��ными лекарствами�� подавл��щими 
запуск апоптоза�� а изу�ение молекул�рного механизма их 
действи� представл�ет высокий интерес дл� понимани� функ-
ционировани� путей переда�и сигнала апоптоза. Известно�� 
�то одним из природных �елков-инги�иторов FADD �вл�етс�
протеогликан M�c1 из группы муцинов. В �астности�� �ыло 
установлено�� �то два пептида из перви�ной структуры цито-
плазмати�еского домена M�c1 (M�c1-cD �� M�c1-cytoplasmic 
domain) также спосо�ны инги�ироват�� св�зывание каспазы-8 
c FADD. Однако пространственна� структура �елка M�c1-cD 
до сих пор не расшифрована�� �то существенно усложн�ет 
рационал��ное конструирование потенциал��ных лекарств 
на основе данных пептидов. В св�зи с этим цел��� насто�щей 
ра�оты �ыли комп���терное моделирование пространственных 
структур пептидов M�c1-cD �� соответству�щих фрагментам 
этого �елка (1–20 и 46–72)�� а также анализ их конформационных 
свойств. Основное внимание в ра�оте �ыло уделено пептиду 
M�c1-cD (46–72)�� который спосо�ен св�зыват��с� с FADD. 
С испол��зованием метода молекул�рной динамики в не�вной 
воде �ыло показано�� �то пептид M�c1-cD (46–72) о�ладает 
конформацией�� сходной с таковой у р�да у�астков домена 
DED (Death Effector Domain – эффекторный домен смерти) 
�елка каспазы-8. Было о�наружено как минимум 4 у�астка 
�елка каспазы-8�� пространственну� структуру которых может 
принимат�� пептид M�c1-cD (46–72). �олу�енные резул��таты 
показывают, что молекулярный механизм ингибирующей 
активности данного пептида может заключаться в 
конкурентном связы-вании с FADD за счет структурного и кон-
формационного сходства с белок-связыва-ющими участками 
домена DED каспазы-8.

Ключевые слова: апоптоз; программируемая клеточная гибель; 
FADD; MUC1; каспаза- 8; молекулярная динамика; неявная вода; 
обобщенная модель Борна; предсказание структуры белка.
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identification of new effective inhibitors of apoptosis is an important 
task for drug development for treatment of a number diseases 
including neurogenerative diseases. initiation of apoptosis occurs via 
the forma-tion of macromolecular protein complexes. in these 
complexes�� activation of key enzymes in apoptosis�� caspases�� takes 
place. one of those macromolecular complexes is DiSc (death-
inducing signaling complex) playing a central role in the induction of 
the extrinsic apoptosis pathway. The adaptor protein FADD has a 
major role in the formation of the DiSc. Therefore�� inhibitors 
of FADD�� preventing its function in the DiSc�� can act 
as potential drugs inhibiting apoptosis. Furthermore�� the study of 
the mechanisms of action of these inhibitors is of great interest for 
understanding the mechanisms 
of the signal transduction pathways of apoptosis. it has been 
reported that a natural protein inhibitor of FADD 
is mucin-type 1 glycoprotein (M�c1). in particular�� two fragments of 
the primary structure of the cytoplasmic domain of M�c1 (M�c1- 

cD) are capable of inhibiting the binding of caspase-8 to FADD. 
However�� the three-dimensional structure of M�c1 has not been 
obtained yet. it complicates significantly the rational design of 
potential drugs on the basis of these peptides. in this context�� 
the aim of the present study was in silico prediction 
of three-dimensional structures of M�c1-cD peptides corresponding 
to protein fragments (1-20 and 46-72)�� 
as well as analysis of their conformational properties. The main focus 
of the work was given to the peptide M�c1-cD (46-72)�� which is 
capable of binding to FADD. �sing the methods of molecular 
dynamics in the implicit water it was shown that the peptide M�c1-
cD (46-72) can take conformations similar to the conformations 
of a number of fragments of the caspase-8 DED domain. it was found 
that the structure of the peptide M�c1- cD (46-72) is similar to the 
spatial structure of at least four fragments of caspase-8. These results 
indicate that 
the molecular mechanism of the inhibitory activity 
of the peptide can be explained by competitive binding with FADD 
due to the structural and conformational similarity with the 
fragments of the caspase-8 DED domain.  

Key words: apoptosis; programmed cell death; FADD; M�c1; 
caspase-8; molecular dynamics; implicit salvation; Generalized Born 
model; protein structure prediction.
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Апоптоз – регулируемый процесс программируемой 
клеточной гибели – вызывается внешними либо 
внутренними сигналами, которые активируют кас-

кад цистеиновых протеаз, называемых каспазами. Пути 
передачи внешних сигналов апоптоза осуществляются 
с участием так называемых рецепторов клеточной смер-
ти, включая рецептор фактора некроза опухоли 1-го типа 
(TN�-R1), а также  рецепторы �AS (CD95), TRAIL- R1 
и TRAIL-R2. Взаимодействие CD95 с лигандом CD95L, 
а также между TRAIL-R1/2 и TRAIL приводит к образо-
ванию комплекса DISC (Death-Inducing Signaling Com-Death-Inducing Signaling Com-
plex – комплекс, индуцирующий смерть), в формировании – комплекс, индуцирующий смерть), в формировании 
которого важнейшую роль играет белок �ADD (�as-Asso-�as-Asso-
ciated Death Domain, �as-ассоциированный домен смерти)., �as-ассоциированный домен смерти). 
В свою очередь, связывание каспазы-8 с �ADD, которое 
осуществляется с помощью домена DED (Death EffectorDED (Death Effector (Death Effector 
Domains – эффекторный домен смерти), сопровождается 
разрезанием междимерной субъединицы с образованием 
активной формы каспазы-8 (фрагмент p18/ p10) и запуском 
сигнала апоптоза. Таким образом, белок �ADD является 
ключевым звеном в пути передачи сигнала, обеспечива-
ющим активацию каспазы-8. Ингибиторы белка �ADD, 
препятствующие выполнению его функций в составе 
комплекса DISC, представляют огромный интерес для 
исследования молекулярных механизмов передачи 
сигнала апоптоза. Известно, что одним из природных 
белков-ингибиторов �ADD является белок mucin-type 
гликопротеин (MUC1). Человеческий белок MUC1 экс-
прессируется в апикальной плазматической мембране 
нормальных секреторных эпителиальных клеток (Kufe et 
al., 1984). В работе Agata с коллегами (2008) было показа-
но, что MUC1 сверхэкспрессируется в клетках карциномы 
и представлен на всей поверхности этих клеток. Незрелая 
форма белка MUC1 подвергается посттрансляционному 
автопротеолизу, в результате которого образуются две 
субъединицы, MUC1-N и MUC1-C (Ligtenberg et al., 1992; 
Levitin et al., 2005; Macao et al., 2006). MUC1-C состоит из 
межклеточного домена длиной 58 а. о., а также  трансмем-
бранного (28 а. о.) и цитоплазматического (MUC1-CD, 
75 а. о.) доменов. Цитоплазматический домен MUC1-CD 
является субстратом киназ c-Src (Li et al., 2001), GSK 3b 
(Huang et al., 2005), Cd (Ren et al., 2002) и c-Abl (Raina et 
al., 2006). MUC1-CD так же напрямую взаимодействует 

с ключевыми для клеточной пролиферации белками, 
включая Wnt / β-катенин (Huang et al., 2005), p53 (Wei et al., 
2005), IkB киназы (IKK-β и IKK-γ) и т. д. (Wei et al., 2005). 
В работе (Agata et al., 2008) было показано, что MUC1-C 
может напрямую связываться с каспазой-8 и доменом 
DED белка �ADD. Эти взаимодействия MUC1-CD спо-
собны блокировать связывание �ADD с каспазой-8 и тем 
самым препятствовать активации апоптоза. Более того, 
авторы определили два пептида в последовательности 
MUC1-CD, которые ингибировали связывание каспазы-8 
c �ADD. Один из этих пептидов, MUC1-CD (1–20), спосо-
бен образовывать комплекс с доменом p18 каспазы-8, в то 
время как другой пептид, MUC1-CD (46–72), способен 
напрямую связываться с доменом DED белка �ADD. 

Последовательности этих пептидов могут быть исполь-
зованы для разработки низкомолекулярных соединений 
ингибиторов �ADD, обладающих антиапоптотическими 
свойствами. Однако на сегодняшний день простран-
ственная структура MUC1-CD остается неизвестной, что 
существенно усложняет рациональный дизайн препара-
тов на основе данных пептидов. В связи с этим целью 
настоящей работы были компьютерное моделирование 
пространственных структур пептидов MUC1-CD (1–20 
и 46–72) и анализ их конформационных свойств. Основ-
ное внимание было направлено на исследование конфор-
мационных свойств пептида MUC1-CD (46–72), который 
способен связываться с белком �ADD in vitro.

Согласно полученным результатам большая часть по-
следовательности пептидов принимала неупорядоченную 
третичную структуру, однако N-конец пептида MUC1-CD 
(1–20) имел тенденцию образовывать альфа-спирали. 
На основе анализа рассчитанных траекторий молекуляр-
ной динамики (МД) было показано, что пептид MUC1-
CD (46–72) обладает конформацией, сходной с таковой 
ряда участков домена DED2 белка каспазы-8, имеющих 
сходство аминокислотных остатков с рассматриваемым 
пептидом. Всего было найдено не менее четырех участков 
белка каспазы 8, пространственную структуру которых 
может принимать пептид MUC1-CD (46–72). Полученные 
результаты подтверждают, что молекулярный механизм 
ингибирующей активности данного пептида состоит во 
взаимодействии с белком �ADD в тех участках, которые 
связываются с доменом DED2 каспазы-8 и, таким обра-
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Fig. 1. Structures of FADD (pdb: 2GF5) and caspase 8 (pdb: 4ZBw ) proteins. 
(a) FADD consists of two domains: Death Domain (DD) and Death Effector Domain (DED)�� (b) 
c aspase 8 domains: DED1 and DED2.

зом, пептид может конкурировать 
с каспазой-8 за связывание с белком 
�ADD. 

Материалы и методы

Молекулярная динамика
Моделирование молекулярной ди-
намики (МД) с неявным представ-
лением воды проводили с помощью 
модуля pmemd.cuda пакета про-
грамм Amber 14 (Case et al., 2015) на 
графических картах NVIDIA Tesla 
M 2090 в комбинации с моделью 
неявной воды GB-Neck2 (Nguyen et 
al., 2013) с использованием атомных 
радиусов mbondi3 и силового поля 
ff14SBonlysc. Начальные структуры 
пептидов генерировали с использова-
нием модуля cpptraj (AmberTools 14), 
затем структуры минимизировали 
и уравновешивали в три шага: 1 000 
циклов минимизации, нагрев от 0 
до 300 К в течение первых 100 пс, 
эквилибрация в течение первых 
10 нс. Ковалентные связи, включаю-
щие атомы водорода, ограничивали 
с использованием алгоритма SHAKE 
с точностью 0,00001. Температуру 
контролировали с использованием 
термостата Лангевина с частотой 
столкновений γ = 1,0 пс–1. Конечное 
моделирование структур проводили 
при температуре 300 K в течение 
1 мкс с шагом по времени 2 фс. 

а нализ траектории  
молекулярной динамики
Кластеризацию конформаций пеп-
тида проводили с использованием 
алгоритма ближайшего соседа, реали-
зованного в инструменте MaxCluster 
(Herbert, Sternberg, 2014). Всего клас-
теризацию проводили по 3 тыс. кон-
формаций пептида с использованием 
координат Cα атомов пептидов.

Структурное выравнивание пеп-
тидов проводили с помощью ин-
струмента MultiProt (Shatsky et al., 
2004), качество выравнивания ха-
рактеризовалось по значениям сред-
неквадратичного отклонения RMSD 
(Root Mean Square Deviation, сред-
неквадратичное отклонение) и оце-
ночной функции, учитывающей 
качество выравнивания первичной 
структуры. Расчет RMSD проводили 
с использованием модуля cpptraj 
(AmberTools 14), расчет вторичной 
структуры – методом DSSP (De��ned 

Secondary Structure of Proteins) (Kabsch et al., 1983), реализованным в модуле 
cpptraj (AmberTools 14). 

результаты и обсуждение

Валидация метода на примере пептидов, полученных из Fa DD
В последнее время для in silico предсказания третичной структуры белков 
и пептидов широкое распространение получили методы, использующие 
длинные траектории МД в неявной воде (в приближении обобщенной модели 
Борна). Однако, несмотря на то что метод моделирования фолдинга белков 
с использованием МД в неявной воде показал хорошие результаты для целого 
ряда белков (Nguyen et al., 2013), возможность этого подхода предсказывать 
конформации коротких пептидов остается не до конца изученной. Для того 
чтобы проверить применимость данного метода к семейству белков, содержа-
щих домен DED, мы использовали этот подход для двух пептидов, входящих 
в состав домена DED белка �ADD (Carrington et al., 2006). Моделирование 
проводилось на длительном интервале времени, равном 1 мкс. Принимая во 
внимание низкую вязкость растворителя при использовании моделей неяв-
ной воды (Zagrovic et al., 2003), мы предположили, что для идентификации 
наиболее стабильных конформаций пептида такой длины траектории будет 
достаточно. Идентификация всего конформационного ансамбля пептидов 
не являлась целью текущего исследования.

Последовательности этих пептидов, получивших название �ADD-1 и 
�ADD- 2, соответствовали участкам 1–25 и 60–85 белка �ADD (рис. 1). Данные 
участки �ADD принимают вторичную структуру альфа-спираль – петля – альфа-
спираль. В качестве начальной структуры этих пептидов бралась развернутая 
цепь. Наблюдаемые в ходе МД вторичные структуры этих пептидов после 
проведенного уравновешивания (100 нс) показаны на рис. 2. В ходе моде-
лирования оба пептида принимали конформации с вторичной структурой 
альфа-спираль – петля – альфа-спираль, аналогичной той, которая наблюдается 
в составе белка. При этом для пептида �ADD-2 данная вторичная структура 
являлась основной в траектории молекулярной динамики. C-конец пептида 
�ADD-1 в ходе моделирования оказался наименее упорядоченным. Одной из 
причин может являться то, что конформация этого пептида в составе белка 
в значительной степени стабилизирована за счет взаимодействий между пеп-
тидом и остальной частью белка, а взаимодействия между аминокислотными 
остатками внутри пептида вносят меньший вклад в его стабилизацию. Стоит 
отметить, что в силу возможных недостатков моделирования молекулярной 
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динамики в неявной воде данное утверждение требует 
дополнительной валидации, например, с использованием 
метода ЯМР (ядерный магнитный резонанс). 

Для сравнения пространственных структур изолиро-
ванных пептидов и соответствующих им участков полно-
размерного белка был проведен расчет RMSD отклонения 
этих структур по координатам Cα атомов (рис. 3). При 
расчете RMSD не учитывали три начальных аминокис-
лотных остатка на N- и C-концах пептидов, предполагая, 
что они являются неупорядоченными в растворе. Было 
обнаружено, что пептид �ADD-1 находился в заданной 
конформации с RMSD < 2 Å примерно в 0,1 % точек тра-
ектории МД. При этом примерно для 2 % точек структура 
этого изолированного пептида имела отличие от его струк-
туры в составе белка с RMSD < 3 Å. Для пептида �ADD-2 
наблюдались конформации, при которых RMSD < 2 Å 
в более чем 5 % точек МД и в более чем 30 % точек RMSD 
оставались меньше 3 Å. Таким образом, из проведенного 
анализа следует, что наиболее часто наблюдаемая в тра-
ектории МД третичная структура пептида �ADD-2 имеет 
конформацию (RMSD < 3 Å), схожую с таковой данного 
пептида в составе полноразмерного белка. Это позволя-
ет предположить, что пептид �ADD-2 может являться 
структурным миметиком данного участка белка �ADD. 

Заметим, что, хотя конформация пептида �ADD-1 в со-
ставе белка не являлась доминирующей в процессе МД, 
метод молекулярной динамики в неявной воде позволил 
ее идентифицировать на относительно протяженных 
районах траектории МД. Принимая во внимание тот факт, 
что моделирование структуры изолированных пептидов 
проводилось de novo из развернутой цепи, можно заклю-
чить, что предлагаемый подход может быть эффективно 
использован для решения задач предсказания конфор-
маций пептидов. В частности, мы предполагаем, что он 
может быть применен для анализа структур пептидов, 
полученных из последовательности MUC1-CD.

а нализ конформаций пептидов MuC1-1 и MuC1-2
Согласно работе (Agata et al., 2008), пептид MUC1-CD 
из района последовательности 1–20 (MUC1-1, CQCRR 
KN�GQLDI�PARDT�) связывается с участком p18 
белка каспазы-8, в то время как пептид из участка 46–72 
(MUC1- 2, �EKVSAGNGGSSLS�TNPAVAATSANL) 
способен связываться с доменом DED белка �ADD. Одна 
из гипотез связывания MUC1-2 с доменом DED белка 
�ADD может заключаться в том, что пептид способен 
принимать конформацию участка связывания белка кас-
пазы-8 и, таким образом, ингибировать взаимодействие 
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Fig. 2. Time variation of the secondary structures of peptides during molecular dynamics simulation. 
(а) c hanges in the secondary structures of the FADD-1 and FADD-2 peptides. (b) changes in the secondary structures of the M�c-1 and M�c1-2. white bars: 
alpha helix; light-gray: 3–10�� Pi; dark-gray: beta sheet; black: disorder or turn.
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Fig. 3. identific tion of FADD-1 and FADD-2 conformations corresponding to those observed 
in the full-length FADD protein: (а)�� root-mean square deviation of c α atoms of a peptide from 
the conformation in full-length FADD; (b)�� the frequency of occurrence of conformations with 
a given r MSD throughout 1-µs molecular dynamics trajectory; (c)�� superimposition of peptide 
conformations with r MSD < 2 Å on the DED domain of FADD. The first and last th ee amino acid 
residues of peptide were omitted from the calculation of r MSD�� as they were assumed to be 
disordered. 

между доменами DED белков �ADD 
и каспазы-8. 

Отметим, что MUC1-CD представ-
ляет домен белка MUC1, имеющий 
неупорядоченную третичную струк-
туру (Raina et al., 2015). Можно ожи-
дать, что пептиды MUC1-1 и MUC1-2 
также не имеют единой третичной 
структуры и могут принимать мно-
жество конформаций. В связи с этим 
для изучения конформационных осо-
бенностей таких пептидов наиболее 
адекватными могут оказаться методы 
de novo предсказания структур белков 
из развернутой цепи, включая моде-
лирование молекулярной динамики 
в неявной воде (Nguyen et al., 2013). 

Как видно из рис. 2, в ходе МД пеп-
тид MUC1-1 большую часть времени 
находился в неупорядоченном состо-
янии либо в состоянии с наличием 
бета-складок. В то же время C-конец 
пептида MUC1-2 часто оставался 
в состоянии альфа-спирали. Таким 
образом, основываясь на данных 
моделирования МД в неявной воде, 
можно предположить, что для связы-
вания с участком p18 белка каспазы-8 
не требуется образования альфа-спи-
ральных конформаций пептидов.

Проведенный кластерный анализ 
конформаций пептида MUC1-2 поз-
волил выявить ряд конформаций, 
наблюдаемых в ходе молекулярной 
динамики. На рис. 4 показаны цен-
тры наиболее крупных, различных 
по структуре кластеров конформе-
ров. Отметим, что кластеры с фик- 
сированной упаковкой пептида на-
блюдались лишь в коротком про-
межутке времени моделирования. 
Среди них можно выделить три кон-
формации со следующими типами 
вторичной структуры: антипарал-
лельные бета-складки, альфа-спи-
раль – петля – альфа-спираль – петля, 
а также альфа-спираль – бета-складка 
(рис. 4). Наиболее часто наблюдае-
мая в ходе молекулярной динамики 
конформация пептида представляет 
собой стабильную структуру альфа-
спирали на C-конце и неупорядочен-
ный участок на N-конце. Принимая 
это во внимание, мы рассматривали 
пространственные структуры пеп-
тида с данным типом упаковки как 
основного кандидата на связывание 
с белком �ADD.

Следующим шагом нашего анализа 
было структурное выравнивание всех 

конформаций пептида MUC1-2 с доменом DED2 каспазы-8 (pdb: 4ZBW) (Shen 
et al., 2015) для выяснения того, какие из них обладают большей способностью 
имитировать конформацию белка каспазы-8. Поскольку неупорядоченный 
домен пептида MUC1-2 мог принимать большой набор конформаций, то при 
сравнении, помимо рассмотрения отклонений между структурами пептида 
и участками белка по координатам Cα атомов, также учитывали и сходство 
аминокислотных последовательностей. В результате структурного выравни-
вания были отобраны конформации пептида, удовлетворяющие следующим 
условиям: пространственные структуры пептида и какого-либо участка белка 
имеют отличия RMSD < 2 Å, а в выравнивании их последовательностей имеют-
ся не менее трех идентичных остатков. Таким образом, было отобрано около 
1 % всех конформаций. Неожиданным для нас оказалось, что практически все 
конформации пептида, удовлетворяющие заданным условиям, принадлежат 
кластеру 1, содержащему наиболее стабильные из них. Примеры суперпозиции 
пространственных структур пептидов MUC1-2 из кластера 1 и домена DED2 
каспазы-8 показаны на рис. 5. Следует заметить, что большинство пептидов 
имели структурное сходство с участками домена DED2 каспазы-8, что согла-
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суется с работами (�ang et al., 2005; Dickens et al., 2012; Schleich et al., 2012), 
в которых каспаза-8 связывается с �ADD через домен DED2.

Предсказание третичной структуры белков и пептидов является чрезвычай-
но важной и актуальной задачей, решение которой необходимо при изучении 
молекулярных взаимодействий в клетке и тканях, а также критическим шагом 
при рациональном конструировании лекарственных препаратов. В последнее 
время методы МД заняли прочные позиции среди других методов, использу-
емых для решения данных задач. В частности, широкое развитие получили 
методы in silico предсказания третичной структуры белков и пептидов с 
использованием методов МД в неявной воде (в приближении обобщенной 
модели Борна). Эти методы позволяют проводить моделирование МД в мик-

росекундном диапазоне и решать 
задачу фолдинга белков небольших 
размеров. В работе с помощью дан-
ного метода были проведены моде-
лирование и анализ конформаций 
пептидов, соответствующих фраг-
ментам последовательности MUC1, 
которые, согласно эксперименталь-
ным данным, способны ингибировать 
взаимодействие �ADD с каспазой-8 
(Agata et al., 2008). 

На первом этапе анализа была про-
ведена оценка применимости данного 
подхода для предсказания функцио-
нально важных конформаций пепти-
дов, участвующих во взаимодействии 
с DED, на примере белка �ADD. Было 
показано, что моделирование струк-
туры пептидов с использованием 
метода МД в неявной воде, после-
довательности которых были взяты 
из различных фрагментов последо-
вательности белка �ADD, позволило 
выявить стабильные конформации 
этих пептидов, имеющих сходство 
с конформациями соответствующих 
участков полноразмерного белка. 
В частности, для пептида �ADD-2 
данная конформация превалировала 
в ходе моделирования МД. 

Анализ траектории МД пептида 
MUC1-1, который, согласно экспе-
риментальным данным, связывается 
с субъединицей p18 каспазы-8, пока-
зал, что N- и C-концы пептида имеют 
предрасположенность образовывать 
бета-складки с неупорядоченным 
линкером между ними. Для пепти-
да MUC1-2, способного, согласно 
данным тех же авторов, связываться 
с доменом DED белка �ADD, харак-
терно образование альфа-спирали 
на C-конце с неупорядоченным 
N-концом. С применением подхода
структурного выравнивания всех
конформаций пептида MUC1-2 на
структуру доменов DED2 каспазы-8
было сделано предсказание кон-
формаций, потенциально участву-
ющих во взаимодействии с доменом
DED белка �ADD. Таким образом,
полученные результаты являются
отправной точкой для планирования
сайт-специфических экспериментов
по мутагенезу и выявлению струк-
туры функционально важных кон-
формаций пептидов, что позволит
в будущем провести рациональный
дизайн более эффективных пептидов
и низкомолекулярных пептидов-ми-

Fig. 5. identified onformations of the M�c1-2 peptide able to mimic conformations of portions 
of the DED2 domain of caspase 8. 
M�c1-2 is shown in blue. The alignments of sequences used in spatial superimposition by MultiProt 
program and positions corresponding to the alignments are shown.
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метиков. Для такой экспериментальной работы особый 
интерес могут представлять позиции MUC1-2, содержа-
щие сходные аминокислотные остатки каспазы-8, такие 
как S5, G7, L13, L27, S11, L13, S14 (рис. 5).
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Analysis of biological data is a key topic in bioinformatics�� 
computational genomics�� molecular modeling and sys-
tems biology. The methods covered in this article could 
reduce the cost of experiments for biological data. 
The problem of identifiabili y of mathematical models 
in physiology�� pharmacokinetics and epidemiology is 
considered. The processes considered are modeled using 
nonlinear systems of ordinary differential equations. 
Math modeling of dynamic processes is based on the use 
of the mass conservation law. while addressing the pro-
blem of estimation of the parameters characterizing 
the process under the study�� the question of nonunique-
ness arises. when the input and output data are known�� 
it is useful to perform an a priori analysis of the relevance 
of these data. The definition of ide tifiabili y of mathema-
tical models is considered. Methods for analysis of iden-
tifiabili y of dynamic models are reviewed. in this 
review article�� the following approaches are considered: 
the transfer function method applied to linear models 
(useful for analysis of pharmacokinetic data�� since 
a large class of drugs is characterized by linear kinetics); 
the Taylor series expansion method applied to nonlinear 
models; a method based on differential algebra theory 
(the structure of this algorithm allows this to be run 
on a computer); a method based on graph theory 
(this method allows for analysis of the identifiabili y 
of the model as well as finding a p oper reparametriza-
tion reducing the initial model to an identifiable one).
The need to perform a priory identifiabili y analysis 
before estimating parameters characterizing any process 
is demonstrated with several examples. The examples 
of identifiabili y analysis of mathematical models 
in medical biology are presented.

Key words: identifiabili y; mathematical models in medical 
biology; system of ordinary differential equations; 
pharmacokinetic; epidemiology; physiology; differential 
algebra.
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�нализ �иологи�еских данных �вл�етс� важнейшим вопро-сом в 
�иоинформатике�� вы�ислител��ной геномике�� молеку-л�рном 
моделировании и системной �иологии. Рассматриваемые в стат��е 
подходы позвол��т сократит�� затраты на проведение 
экспериментов по полу�ени� �иологи�еских данных. В стат��е 
рассмотрен вопрос идентифицируемости математи�еских моделей 
физиологии�� фармакокинетики и эпидемиологии. Рассматриваемые 
процессы моделиру�тс� с помощ��� нелинейных систем 
о�ыкновенных дифференциал��ных уравнений. �атемати�еское 
моделирование дина-ми�еских процессов основано на 
испол��зовании закона сохранени� масс. В процессе решени� зада�и 
по оценке параметров�� характеризу�щих исследуемый процесс�� 
нередко возникает вопрос неединственности решени�. В слу�ае�� 
когда известны резул��таты эксперимента (данные на выходе) и 
данные на входе�� целесоо�разно проводит�� априорный анализ 
информативности этих данных. В стат��е  рассмотрено пон�тие 
идентифицируемости математи�еских моделей. �редставлен о�зор 
методов анализа идентифицируемости динами�еских систем. В 
ра�оте приведен о�зор следу�щих подходов: метод передато�ной 
функции�� примен�емый дл� линейных моделей (удо�ен дл� анализа 
фарма-кокинети�еских данных�� так как �ол��шой класс препаратов 
характеризуетс� линейной кинетикой); метод разложени� 
в р�ды тейлора�� примен�емый дл� нелинейных моделей; метод�� 
основанный на теории дифференциал��ной алге�ры 
(структура данного алгоритма допускает его реализаци� 
на ЭВ�); метод�� основанный на теории графов (данный метод не 
тол��ко определ�ет идентифицируемост�� модели�� но 
и позвол�ет найти замену переменных специал��ного вида�� 
привод�щу� исходну� модел�� к идентифицируемой). На кон-
кретных примерах продемонстрирована нео�ходимост�� проводит�� 
априорный анализ идентифицируемости модели перед 
проведением �исленных рас�етов по определени� параметров�� 
характеризу�щих тот или иной процесс. Рассмотрены примеры 
анализа идентифицируемости математи�еских моделей 
медицинской �иологии.
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Динамические процессы фармакокинетики, эпиде-
миологии и физиологии моделируются (Bellman, 
Astrom, 1970; Brown, 1980; Walter et al., 1984; Tunali, 

Tarn, 1987; Bellu et al., 2007) с помощью систем обыкно-
венных дифференциальных уравнений (СОДУ) вида:

 

 = f(x(t), p) + h(x(t), p)ui(t)
y(t) = g(u(t), x(t), p) 

, (1)

где x(t) – n-мерная функция состояния (в фармакокине-
тике – доза препарата, в эпидемиологии – количество 
больных разного типа), y(t) – k-мерная функция экспери-
ментальных данных (в фармакокинетике – концентрация 
препарата в крови и/или моче, в эпидемиологии – ко-
личество больных по годам), u(t) – функция входных 
данных (в фармакокинетике – способ введения препарата 
в организм) (Goodwin, Payne, 1977), g – функция, связы-
вающая модель с измерениями, h – функция, определя-
ющая структуру входных данных, f(x(t), p) – функция, 
определяющая структуру модели, p – s-мерный вектор 
параметров, характеризирующий рассматриваемый про-
цесс (в фармакокинетике – скорость перехода препарата 
между органами, в эпидемиологии – смертность, приток 
индивидов, скорость развития болезни и др.).

При изучении динамических процессов (1) возникает 
вопрос неединственности набора параметров p = [p1, …, 
ps], удовлетворяющего имеющимся экспериментальным 
данным. С другой стороны, зачастую по измеренным дан-
ным невозможно определить набор параметров p. Нередко 
в физиологических и клинических исследованиях прове-
дение экспериментов по получению данных y(t) является 
финансово затратной процедурой. Кроме того, получение 
экспериментальных данных – не всегда приятная про-
цедура для пациента, и избежание «неинформативных» 
измерений – важный момент и с этической стороны.

На практике у исследователя есть два типа информации: 
входные данные – функция u(t) и данные на выходе – y(t). 
Априорный анализ идентифицируемости математической 
модели отвечает на вопрос: можно ли по информации на 
входе и на выходе утверждать, что искомый набор пара-
метров определяется единственным образом? Если ответ 
на данный вопрос положительный, то можно проводить 
серию измерений для получения экспериментальных дан-
ных y(t), не опасаясь иметь, с одной стороны, бесполезные, 
а с другой – затратные данные.

Определение идентифицируемости (Brown, 1982; Car-Car-
son, Cobelli, 2001, 2008; Bellu et al., 2007) формулируется, 2001, 2008; Bellu et al., 2007) формулируется 
следующим образом:

Определение 1. Модель (1) называется априорно иден-
тифицируемой, если ее параметры p = [p1, …, pn] можно 
однозначно определить по входным данным u(t) и данным 
измерений y(t) = g(t, p).

Информация, содержащаяся в измерениях, является 
функцией от времени и вектора параметров p = [p1, …, 
pn] вида:

y(t) = g(t, p), (2)

где g(t, p) – функция, связывающая модель с измере-
ниями. 

На практике точные экспериментальные данные y(t) 
недоступны из-за ошибок измерений (например, настроек 
прибора по измерению данных). Обычно в наборе дис-
кретных точек по времени [t1, …, tN] экспериментальные 
данные имеют вид:

z(ti) = yi + vi = g(ti, p) + vi , (3)

где vi – погрешность (ошибка) i-го измерения, которую 
можно рассматривать как случайную величину, имею-
щую нулевое математическое ожидание (Carson, Cobelli, 
2008). Зачастую некоторая статистическая информация о 
погрешности известна заранее. 

На рис. 1 приведен пример фармакокинетических 
данных: крестиками отмечены значения измеренных кон-
центраций препарата, внутривенно введенного в момент 
времени t = 0. Данные z1, …, zn могут быть представлены 
в виде (3) с помощью функции g(t, p) = A1e–λ1t + A2e–λ2t 
следующим образом: 

z(ti) = yi + vi = g(ti, p) + vi = A1e–λ1ti + A2e–λ2ti + vi .

Известно (Carson, Cobelli, 2008), что если для точных 
данных y(t) модель является неидентифицируемой, то на-
бор p = [p1, …, pn] невозможно определить единственным 
образом. А при использовании «зашумленных» данных 
вида (3) возможно получение данных, не имеющих ни-
какого смысла.

В первом разделе статьи рассмотрены подходы к 
анализу идентифицируемости. Так как в определении 
идентифицируемости фигурируют функции y(t) и u(t), 
и отсутствует x(t), то большинство методов основано на 
«исключении»  x(t) и получении соотношений между y(t) 
и u(t). Во втором разделе рассмотрены примеры анализа 
идентифицируемости математических моделей.

1. Обзор методов

1.1. Метод передаточной функции
Для динамических процессов, которые могут быть пред-
ставлены с помощью линейной системы обыкновенных 
дифференциальных уравнений вида (4), чаще всего при-
меним метод передаточной функции.

(t) = A(p) x(t) + B(p) u(t)
y(t, p) = g(x(t, p); p)

, (4)

где A(p) и B(p) – постоянные матрицы. Функция измерений 
чаще всего имеет вид: y(t, p) = C(p) x(t, p), где C(p) – по-
стоянная матрица. 

Метод передаточной функции основан на использова-
нии преобразования Лапласа и так называемой переда-

точной функции H(s) = Y(s)
           U(s) , которая выражает связь

между параметрами модели и наблюдаемыми парамет-
рами (Cobelli, DiStefano, 1980; Audoly, D�Angio, 1983; 
Jacquez, Greif, 1985; Ben-Zvi et al., 2004; Carson, Cobelli, 
2008). Здесь U(s) и Y(s) – преобразования Лапласа функ-
ций u(t) и y(t) соответственно. Метод заключается в анали-
зе коэффициентов матрицы передаточной функции вида: 

H(s, p) = [Hij(s, p)] = Yi(s, p) , (5)                                    Uj(s) 
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где каждый элемент Hij матрицы H является преобразова-
нием Лапласа функций выхода yi(t, p) и входа uj(t). Hij(s, p) 
представляют собой рациональные полиномы с коэффи-
циентами: βij (p), …, βij (p)   1                      n  в числителе и αij (p), …, αij (p)   1                      n  
в знаменателе. Коэффициенты перед мономами представ-
ляются в виде комбинаций параметров p = [p1, …, pn]. 
Приравняем эти комбинации к неопределенным пара-
метрам φij

   l , которые назовем наблюдаемыми величинами,
и составим систему алгебраических уравнений вида:

 

β11(p) = φ11
   1                  1…
α11(p) = φ11
    n                  2n

…
βrm(p) = φrm
   1                  1

…
αrm(p) = φrm
    n                  2n  

. (6)

Если система (6) разрешима единственным образом 
относительно вектора параметров p, значит исходная 
математическая модель (4) является идентифицируемой. 
Таким образом, анализ идентифицируемости СОДУ сво-
дится к вопросу разрешимости системы алгебраических 
уравнений вида (6). Во втором разделе рассмотрен фар-
макокинетический пример такого анализа.

1.2. Метод, основанный  
на разложении в ряд тейлора
При анализе идентифицируемости можно использовать 
разложение функции выходных данных (2) в ряд Тейлора. 
Данный метод в отличие от метода передаточной функции 
применим и к системам нелинейных дифференциальных 
уравнений. Подробное описание данного метода можно 
посмотреть в работе (Carson, Cobelli, 2008).

Разложение в ряд Тейлора функции yi(t, p) в точке t0 = 0 
выглядит следующим образом: yi(t) = yi(t0) + t i(t0) +

+ t 
2

2! i(t0) + t 
3

3! i(t0). Обозначим:

y(k)(t0, p) = φ i; k = 0, 1, 2 … (7)   i                         k

Данный метод основан на замене в равенстве (7) левых 
частей на выражения, получаемые из исходной СОДУ 
(1). После такой замены получается система нелинейных 
алгебраических уравнений. Как и в методе передаточной 
функции, вопрос идентифицируемости математической 

модели сводится к анализу разрешимости алгебраиче-
ской системы. В разделе 2 рассмотрен пример такого 
анализа.

1.3. Метод, основанный на теории 
дифференциальной алгебры
Перепишем систему (1) в виде:

 

– f (x(t), p) – h(x(t), p)ui(t) = 0
y(t) – g(u(t), x(t), p) = 0

.             (8)

Рассмотрим ее как систему алгебраических уравнений 
в переменных состояния x(t), измерения y(t), входных 
данных u(t), а также соответствующих производных 
этих функций. Ниже приведена краткая схема анализа 
идентифицируемости.

1. Введем формальное упорядочение: будем считать,
что u <  <  < … < y <  <  < …< x <  <  < …. Если диф-
ференциальные полиномы являются рациональными 
функциями, то необходимо привести их к общему зна-
менателю.

2. Проводится упорядочение всех уравнений систе-
мы (8) в соответствии со старшим слагаемым в каждом 
дифференциальном полиноме.

3. Проводится специальная процедура псевдоделения,
исключающая из рассматриваемых уравнений функции 
x, , , …. Подробно данная процедура изложена в рабо-
тах (Carson, Cobelli, 2001; Bellu et al., 2007; Meshkat et al., 
2012). В результате такого алгоритма остается столько 
дифференциальных многочленов относительно y(t), u(t), 
их производных, а также всевозможных комбинаций, 
сколько в исходной системе (8) выходных данных yi(t).

4. Составляем нелинейную систему алгебраических
уравнений, приравнивая коэффициенты при каждом сла-
гаемом дифференциальных полиномов к наблюдаемым 
параметрам (аналогично предыдущим методам). Анализ 
разрешимости системы проводится с использованием 
теории базисов Гребнера.

5. Вопрос идентифицируемости системы (8) сводится
к вопросу разрешимости нелинейной алгебраической 
системы.

Данный метод привлекателен тем, что структура ал-
горитма позволяет автоматизировать его и проводить 
анализ идентифицируемости нелинейных динамических 
систем с использованием ЭВМ (Bellu et al., 2007; Meshkat 
et al., 2014). Подробное описание данного подхода можно 
посмотреть, например, в работах (Carson, Cobelli, 2001; 
Bellu et al., 2007; Meshkat et al., 2014).

1.4. Метод, основанный на теории графов
Иногда неидентифицируемую модель с помощью спе-
циальной замены можно привести к идентифицируемой. 
Ниже приведен алгоритм поиска так называемой рацио-
нальной репараметризации для линейных динамических 
систем (4). Замена такого типа крайне полезна в фармако-
кинетических приложениях (Meshkat, 2014). Этот метод 
позволяет найти такую рациональную замену, которая, 
во-первых, позволяет сохранить вид функции x1(t, p), 
так как чаще измерения доступны в виде y1(t) = x1(t, p). 
Во-вторых, после такой замены переменных в качестве 
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Fig. 1. Drug concentration in plasma.
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искомых параметров выступают комбинации исходных 
параметров, обладающие физическим смыслом.

Метод заключается в сопоставлении линейной СОДУ 
графа G (Cobelli et al., 1976). По данному графу G с n верши-
нами и m ≤ 2n – 2 дугами мы либо указываем конкретную 
замену, которая сведет нашу модель к идентифицируемой, 
либо говорим, что такой замены не существует. Пусть про-
странство параметров P ⊆ 2n – 1 состоит из таких матриц, 
структура которых индуцируется графом G. Отображение 
с: P → 2n – 1 сопоставляет матрице A ⊆ P вектор (c1(A), …, 
cn(A), d1(A), …, dn – 1(A)), составленный из коэффициен-
тов при характеристических многочленах. Отображение 
с: P → 2n – 1 называется двойным характеристическим 
полиномиальным отображением. На первом этапе алго-
ритма мы вычисляем d = dim(Imc) – размерность образа 
так называемого двойного характеристического полино-
миального отображения. Если d ≠ m + 1, то не существует 
замены переменных в необходимом для нас виде. Иначе:

а) ищем остовное дерево T из графа G с вершинами 
j1 → i1, …, jn – 1 → in – 1;

б) формируем матрицу инцидентности E(T) таким 
образом, что первые n – 1 столбцов отвечают ребрам T. 
Далее вычеркиваем первую строкy и получаем матри-
цу E1. Другими словами, получили E1 – матрицу размера 
(n – 1) �� (n – 1), отвечающую ребрам T;

в) определяем мономиальное масштабирование: 
Xi = fi(A)xi. Положим f1(A) = 1. 

Пусть также ri = (r1, i, ..., rn – 1, i )T – i-ый столбец матрицы 

C1 = E1
– 1. Тогда fi +1(A) = ar1, i  …, arn–1, i

   i1 j1             in–1 jn–1
;

г) заменяем элементы aij матрицы A на элементы 
aij fi (A) / fj (A).

Сделаем некоторые замечания по описанному алгорит-
му. Во-первых, d может быть вычислено как с помощью 
определения ранга матрицы Якоби отображения c в об-
щей точке, так и с помощью поиска обнуляющего идеала 
образа отображения c, при использовании базисов Грёб-
нера. Также следует отметить, что в некоторых случаях 
этот шаг можно пропустить: если G является индуктивно 
сильно связным графом, то условие d = m + 1 автоматиче-
ски выполняется и нет необходимости вычислять d трудо-
емкими методами.

В случае существования идентифицируемой масш-
табируемой замены переменных, новая матрица будет 
иметь n – 1 элементов, отвечающих остовному дереву T, 
равных единице, и оставшиеся внедиагональные эле-
менты (их m – n + 1) понимаются как новые параметры в 
репараметризованной системе. Получаемая с помощью 
такой замены модель является идентифицируемой от-
носительно рациональных комбинаций исходных пара-
метров. Более подробно этот алгоритм изложен в работе 
(Meshkat, 2014). 

2. Примеры анализа идентифицируемости

2.1. а нализ идентифицируемости 
фармакокинетической модели контроля  
глюкозы-инсулина методом передаточной функции
Рассмотрим модель контроля глюкозы-инсулина (9) 
(Carson, Cobelli, 2008). Следует отметить, что в рамках 

камерного подхода к моделированию фармакокинети-
ческих процессов в качестве камер могут выступать не 
только органы, но и различные вещества внутри камеры 
(например, глюкозы и инсулина в крови).

 

dx1(t)
dt  = – q1x1(t) – q2x2(t) + u(t),

dx2(t)
dt  = – q3x2(t) + q4x1(t),

y1(t) = x1(t)
V1

,

x1(0) = x2(0) = 0,

(9)

где x1(t), x2(t) – массы глюкозы (назовем глюкозу – 1- я 
камера) и инсулина (2-я камера), u(t) = D · δ(t) – доза.  
p = [q1, q2, q3, q4, V1] – вектор неизвестных параметров. 
Пусть V2 – объем второй камеры. Предположим, что в 
качестве данных измерений нам известна только концен-
трация глюкозы y1(t). Следует отметить, что на практике 
начальные данные системы (9) не могут быть равными 
нулю. В этом примере такие значения выбраны для удобс-
тва и никак не влияют на схему анализа.

Для определения идентифицируемости данной моде-
ли воспользуемся методом передаточной функции. Запи- 

шем передаточную функцию в виде: H1(s) = Y1(s)
U(s) .

Применяя преобразования Лапласа для уравнений 
системы (9), получим:

sX1(s) – x1(0) = –q1X1(s) – q2X2(s) + D
sX2(s) – x2(0) = –q3X2(s) + q4X1(s)

Y1(s) = X1(s)
V1

.

Прописными буквами обозначены преобразования Лап-
ласа для соответствующих функций. Находим выражение 
для Y1(s) путем выражения X1(s) из первых двух уравнений 
в последней системе. Получим следующее выражение:

Y1(s) = X1(s)
V1

= s
2 + (q1 + q3)s + q1q3 + q2q4

DV1(s + q3)
.

Теперь подставляем значения Y1(s) и U(s) в формулу 
передаточной функции:

H1(s) = Y1(s)
U(s) =

s + q3
V1

s2 + (q1 + q3)s + q1q3 + q2q4
 = φ2 s + φ1

s2 + φ4 s + φ3
.

H1(s) – рациональный многочлен с коэффициентами, 
зависящими от неизвестных параметров. Записываем 
систему алгебраических уравнений (10), приравнивая ко-
эффициенты при мономах к наблюдаемым параметрам φi:

 

q3
V1

 = φ1

1
V1

 = φ2

q1q3 + q2q4 = φ3
q1 + q3 = φ4

. (10)

Система (10) не имеет единственного решения, сле-
довательно, модель априорно неидентифицируема. Если 
рассмотреть вместо параметров q2 и q4 – их произведение, 
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Fig. 2. A nonlinear two-compartmental pharmacokinetic model. 
x1�� drug amount in blood; x2�� drug amount in the peripheral compartment; 
V1�� volume of the first ompartment.

Fig. 3. A nonlinear two-compartmental model with Michaelis – Menten�s 
kinetics.
x1�� x2�� drug amounts in the blood and tissues; u�� the drug loading function; 
y�� measurements in the second compartment. 

считая их одним параметром, то система разрешится, и 
набор параметров, определяемых единственным образом, 
имеет вид: p = [q1, q3, V1, q2 q4].

Предположим, что в качестве данных измерений извест-

на также концентрация инсулина, т. е. y2(t) = x2(t)
V2

. Для

таких данных измерений также выпишем передаточную 
функцию. Применяя преобразование Лапласа для соот-
ветствующих уравнений системы, получим выражение 
для Y2(s), передаточная функция H2(s) имеет следую- 
щий вид:

H2(s) = Y2(s)
U(s) =

q4
V2

s2 + (q1 + q3)s + q1q3 + q2q4
.

К системе алгебраических уравнений (10) добавляется 
еще одно уравнение, связывающее наблюдаемые данные

с данными измерений: q4
V2 = φ5. Тогда набор идентифи-

цируемых параметров имеет вид: p = q1, q3, V1, q2V2, 
q4
V2

.

Следует отметить, что если известно значение V2 (или, 
например, что V1 = V2), модель станет идентифицируемой. 
Таким образом, можно заключить, что добавление инфор-

мации об исследуемом процессе делает вычисление пара-
метров более надежным, что согласуется с интуитивным 
представлением.

2.2. а нализ идентифицируемости двухкамерной 
фармакокинетической модели методом разложения 
в ряд тейлора
Рассмотрим нелинейную двухкамерную фармакокинети-
ческую модель (Carson, Cobelli, 2008) (рис. 2). 

Предположим, что препарат вводится в момент времени 
t = 0 (U(t) = Dδ(t)) в плазму крови (камера 1). В этой же 

камере измеряется концентрация y(t) = x1(t)
V1

. Элимина-

ция препарата происходит линейно и характеризуется па-
раметром k01, переход вещества в недоступную для изме-
рений камеру 2 (группа органов с низким кровоснабжени- 
ем) осуществляется «ленгмюровской кинетикой насыще-

ния» – со скоростью k21(1 – x2(t)
s2

). Математическая модель

имеет следующий вид:

1(t) = –k01x1(t) – k21 1 – x2(t)
s2

 x1(t) + U(t)

2(t) = k21 1 – x2(t)
s2

 x1(t)

y(t) = x1(t)
V1

.      (11)

Для определения идентифицируемости данной модели 
применим метод разложения в ряд Тейлора. Для этого 
нужно определить значения y(0), (0), (0) и (0).

Из описания модели имеем x1(0) = D. Для 1(0), учитывая 
структуру системы (11) и тот факт, что x2(0) = 0, получаем

1(0) = – (k01 + k21) x1(0). Аналогично 1(0) = – (k01 + k21) 1(0) + 

+ k21
s2

k21
2
1 (0) и 1(0) = – k 2

21
 s2

k21
s2

 x 2
1 (0) – 3 1(0)  x1(0) –

– (k01 + k21) 1(0).
Далее легко найти y(0), (0), (0) и (0) из полученных 

соотношений, разделив каждое из уравнений на V1. Со-
гласно алгоритму выражения для y(0), (0), (0) и (0), 
приравняем к наблюдаемым параметрам φj для получе-
ния системы алгебраических уравнений относительно 
искомых параметров:

D
V1

 = φ1

1
V1

 [–(k01 + k21) x1(0)] = φ2

1
V1

 –(k01 + k21) 1(0) + k21
s2

 k21 2
1(0) = φ3

1
V1

 – k
2
21

 s2 

k21
s2

 x2
1(0) – 3 1(0)  x1(0) – (k01 + k21) 1(0)  = φ4

.

Система имеет единственное решение, а значит, рас-
сматриваемая модель является идентифицируемой.

2.3. а нализ идентифицируемости модели  
методом, основанным на теории  
дифференциальной алгебры
Рассмотрим двухкамерную фармакокинетическую модель, 
описывающую распространение препарата с нелинейной 

Y

�

k21(1 – x2/s2)
x1
V1

k01

x2

x1 x2

y

P1

vmax(km + x1)

u
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кинетикой в крови и тканях (Bellu et al., 2007) (рис. 3). 
Система (1) для такой модели имеет вид:

 

1 = – 
vmax

km + x1
 x1 + u

2 = 
vmax

km + x1
 x1 – p1 x2

y = x2

.  (12)

Данные измерений известны в тканях, т. е. функция вы-
ходных данных имеет вид: y = x2, p1 – константа скорости, 
vmax и km – классические параметры кинетики Михаэлиса-
Ментен. Неизвестный набор параметров p = [p1, vmax, km].

Проведем анализ идентифицируемости такой модели 
методом из раздела 2.3.

1. Формальное упорядочение слагаемых имеет вид:
u < y <  <  <  <  < x1 < x2 < 1 < 2.

2. Упорядочение полиномов имеет следующий вид:
y – x2 = 0 

1(km + x1) + vmax x1 – u(km + x1) = 0
2(km + x1) – vmax x1 + p1 x2(km + x1) = 0                      

.

3. После применения процедуры псевдоделения полу-
чаем одно соотношение на данные входа и выхода:

–  k2
m v 2max –  3kmvmax +  2(–3p1kmvmax y + km(uvmax + 2v 

2
max)) +

– (–3p2
1kmvmax y 2 + p1(–k2

m v 2max + km)(2vmaxuy + 4v 
2
max  y)) +

+ km(–2v 
2
maxu – v3

max) – p3
1kmvmax y 

3 + p2
1km(uvmax y 

2 + 2v 
2
max y 

2) +

+ p1km(–2uv 
2
max y – v 

3
max y) + kmv 

3
maxu = 0.

4. Нелинейная система алгебраических уравнений
имеет вид:

















kmvmax = γβ 
–p1 = –α
vmax = β

–p2
1 = –α2

–p1vmax = –αβ

v 2max = β2

–p3
1 = –α3

–p2
1vmax = –α2β

–p1v 2max = –αβ2

–km p1vmax = –γαβ

 . (13)

5. Система алгебраических уравнений (13) разре-
шима единственным образом относительно искомого 
набора параметров p = [p1, vmax, km], а значит, исходная 
фармакокинетическая модель (12) является идентифици- 
руемой.

2.4. Пример замены переменных,  
приводящей неидентифицируемую модель  
к идентифицируемой
Рассмотрим фармакокинетическую трехкамерную модель 
(Meshkat, 2014) с введением препарата и взятием проб из 
первой камеры (y = x1) и элиминацией из всех трех камер 

(рис. 4). Соответствующая система дифференциальных 
уравнений имеет вид:

1 = a11 x1 + a12 x2 
2 = a21 x1 + a22 x2 + a23 x3 
3 = a31 x1 + a33 x3

y = x1         

.

Согласно алгоритму из 1.4 первым шагом является по-
строение остовного дерева, в нашем случае остовное де-
рево соответствует ребрам a23 и a12. Второй шаг состоит

в построении матрицы инцидентности 
  –1   0

E(T) = 



 1   –1

   0    1
.

Вычеркиваем 1-ю строку матрицы E(T), получим E1 и

находим 
            1  1E –1

1  = 0  1 
. Делаем замену согласно формуле

в пункте (в) раздела 1.4. Получаем явный вид рациональ-
ной репараметризации для этой модели: X1 = x1, X2 = a12 x2, 
X3 = a12 a23 x3.

Итак, полученная модель является идентифицируемой 
и имеет следующий вид:







1 = a11 X1 + X2 
2 = a12 a21 X1 + a22 X2 + X3 
3 = a12 a31 a23 X1 + a33 X3

y = X1         

.

При определенной структуре модели и данных на 
входе и выходе анализ априорной идентифицируемости 
позволяет избежать лишних экспериментов, если искомые 
параметры являются неидентифицируемыми. Проведение 
такого анализа позволяет определить комбинации пара-
метров рассматриваемой модели, относительно которых 
модель является идентифицируемой.

В случае неидентифицируемости модели следует пред-
принять один из следующих шагов:

1) добавить данные о характере эксперимента, привле-
кать дополнительные данные измерений;

2) упростить исходную модель, меняя ее структуру.
Добавить априорную информацию о некоторых пара-
метрах модели;

3) искать замену переменных, приводящую исходную
модель к идентифицируемой.

Fig. 4. (а) A three-compartmental pharmacokinetic linear model;  
u�� the drug loading function; y�� measurements in the first ompartment. 
(b) A graph with three vertices.

x1 x3

x2

x1 x3

x2
u

y

а b
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Computer Simulation 
review

Bacterial communities are tightly interconnected systems 
consisting of numerous species making it challenging 
to analyze their structure and relations. There are several 
experimental techniques providing heterogeneous 
data concerning various aspects of this object. A recent 
avalanche of metagenomic data challenges not only 
biostatisticians but also biomodelers�� since these data 
are essential to improve the modeling quality while 
simulation methods are useful to understand the evo-
lution of microbial communities and their function 
in the ecosystem. An outlook on the existing modeling 
and simulation approaches based on different types 
of experimental data in the field of mic obial ecology 
and environmental microbiology is presented. A number 
of approaches focusing on a description of such microbial 
community aspects as its trophic structure�� metabolic 
and population dynamics�� genetic diversity as well as 
spatial heterogeneity and expansion dynamics is con-
sidered. we also propose a classific tion of the existing 
software designed for simulation of microbial commu-
nities. it is shown that although the trend for using multi-
scale/hybrid models prevails�� the integration between 
models concerning different levels of biological organiza-
tion of communities still remains a problem to be solved. 
The multiaspect nature of integration approaches used 
to model microbial communities is based on the need 
to take into account heterogeneous data obtained from 
various sources by applying high-throughput genome 
investigation methods.

Key words: microbial communities; ecological simulation; 
evolutionary modeling; prokaryotes.
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методов�� предоставл��щих гетерогенные данные�� каса�щи-  
ес� разли�ных аспектов этого о�ъекта исследовани�. �ро-  
изошедшее за последнее врем� резкое увели�ение о�ъема 
доступных метагеномных данных представл�ет интерес   
не тол��ко дл� �иостатистиков�� но и дл� специалистов в о�лас-  
ти моделировани� �иосистем�� поскол��ку эти данные позво-
л��т повысит�� ка�ество моделей. В то же врем� методы 
математи�еского и комп���терного моделировани� оказы-
ва�тс� полезны дл� понимани� эвол�ции микро�ных 
соо�ществ и их функции в экосистеме. В стат��е представлен 
о�зор существу�щих методов и средств математи�еского 
и комп���терного моделировани��� испол��зу�щихс� в о�ласти 
экологии микро�ных соо�ществ и опира�щихс� на разли�-
ные типы экспериментал��ных данных. Рассмотрены подходы�� 
фокусиру�щиес� на описании таких аспектов микро�ного  
соо�щества�� как его трофи�еска� структура�� мета�оли�еска� 
и попул�ционна� динамика�� генети�еское разноо�разие�� 
а также пространственна� гетерогенност�� и динамика рас-
пространени�. В ра�оте также приведена классификаци� 
существу�щих программных средств моделировани� 
микро�ных соо�ществ. �оказано�� �то несмотр� на прео�лада- 
ние тенденции к испол��зовани� ги�ридных подходов к моде-
лировани��� оста�тс� актуал��ными про�лемы интеграции 
между модел�ми�� описыва�щими разли�ные уровни �иоло-
ги�еской организации соо�ществ. �ногоаспектност�� интегра-
ционных подходов�� испол��зуемых дл� моделировани� 
микро�ных соо�ществ�� основана на нео�ходимости у�итыват�� 
гетерогенные данные�� полу�енные из разли�ных исто�ников 
с помощ��� высокопроизводител��ных экспериментал��ных 
методов исследовани� генома.

��л��евые слова: микро�ные соо�щества; экологи�еское 
моделирование; эвол�ционное моделирование; прокариоты.
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Микроорганизмы образуют разнообразные сооб-
щества, которые динамически изменяются по 
структуре и функции в ответ на изменения окру-

жающей среды. Примерами таких сообществ являются 
биопленки и бактериальные маты (Karunakaran et al., 
2011), а также сообщества, населяющие, например, ки-
шечник (Chewapreecha, 2013) или ротовую полость (Salli, 
Ouwehand, 2015) человека. Являясь сложной адаптивной 
системой, микробное сообщество демонстрирует свойства 
более высокого порядка, которые не присутствуют в от-
дельных микробах, но возникают из их взаимодействий. 
Как было отмечено в статье Comolli (2014), взаимодей-
ствия комплексной природы, включающие трофические, 
физические и даже информационные (например, кво-
рум-чувствительность) факторы, возникающие между 
клетками микробного сообщества, в том числе и между 
клетками разных видов, играют важную роль в функци-
онировании этого сообщества в качестве единого целого, 
голобионта.

В последние годы в научной литературе опубликовано 
много работ по моделированию различных аспектов 
жизнедеятельности бактерий. В одних статьях рассмат-
ривали биологические аспекты моделирования, такие как 
связь между индивидуальным и популяционным ростом 
бактериальных клеток (Kutalik et al., 2005), способность 
поддержания биологического разнообразия системы при 
разных ландшафтах приспособленности и частотах му-
таций (Beardmore et al., 2011). В других рассматривали 
различные методики компьютерного моделирования (Song 
et al., 2014), анализировали целесообразность, а также 
плюсы и минусы использования индивидуально-ориенти-
рованного моделирования, вместо классических методов 
(DeAngelis, Mooij, 2005; Grimm et al., 2006) или же клеточ-
ных автоматов (Esteban, Rodríguez-Patón, 2011).

Предсказательные математические и компьютерные 
модели не только помогли бы понять фундаментальные 
законы, лежащие в основе динамики и синергетических 
свойств естественных и синтетических микробных сооб-
ществ, но также представили бы практический интерес 
для их применения в задачах генной инженерии. Отме-
тим особо тот факт, что сразу несколько биологических 
особенностей микробных сообществ делают их весьма 
сложным объектом для изучения in vitro: это и наличие 
некультивируемых видов, и физические размеры сооб-
ществ, и сложности в воспроизведении в лаборатории 
пространственной структуры и других физических па-
раметров среды обитания сообщества. Соответственно, 
верификация математических и компьютерных моделей 
природных сообществ сопряжена с проблемами поиска 
качественных экспериментальных данных, в ряде случаев 
принципиально неразрешимых. Для решения подобных 
проблем предлагается создавать серии искусственных 
микробных сообществ, для каждого из которых одновре-
менно строилась бы математическая модель, которая затем 
верифицировалась бы по экспериментальным данным, 
полученным при исследовании этих сообществ (De Roy 
et al., 2013; Wolfe, Dutton, 2015). При этом отмечается 
широкий спектр экспериментальных техник, которые 
могли бы использоваться при таком подходе (Колмакова, 
2013), в частности in vitro культивирование, микроскопия, 

in situ мониторинг и сэмплинг, высокопроизводительное 
секвенирование и метагеномика, метатранскриптомика, 
метапротеомика, метаболомика. Отметим, что одним 
из средств дизайна подобных синтетических сообществ 
являются методы математического и компьютерного моде-
лирования (Wolfe, Dutton, 2015). В работе Ларсена с кол-
легами (Larsen et al., 2012) были рассмотрены различные 
подходы к моделированию с точки зрения исследования 
микробного средового интерактома (МСИ). Показано, что 
МСИ может быть описан с помощью трех параметриче-
ских пространств: параметров среды, структуры микроб-
ного сообщества и средового метаболома. При этом для 
описания взаимоотношений между различными парами 
этих пространств подходят соответствующие методики.

Помимо большого числа разработанных моделей, 
посвященных описанию тех или иных аспектов функци-
онирования микробных сообществ, в настоящее время 
существует ряд компьютерных средств, предназначенных 
для моделирования пространственно распределенных 
бактериальных сообществ. Большинство из них, такие 
как клеточные автоматы UMCCA (Laspidou, Rittmann, 
2004), компьютерные гибридные системы моделирования 
AQUASIM (Wanner, Morgenroth, 2004; Mburu et al., 2014), 
INDISIM (Ginovart et al., 2002), делают серьезный упор 
на детальное описание пространственной структуры 
сообществ. Другие концентрируются на описании того, 
как процессы генетической изменчивости могут влиять 
на пространственную структуру сообщества, такие как 
AEvol (Knibbe et al., 2008; Beslon et al., 2010), однако они 
описывают пространственную организацию сообществ 
недостаточно детально.

В статье приведен обзор методов моделирования мик-
робов и микробных сообществ. В моделях описаны как 
отдельные уровни их биологической организации, так 
и одновременно несколько таких уровней. Последние 
помогают выявить закономерности эволюции микробных 
сообществ, возникающие на генетическом уровне и рас-
пространяющиеся в дальнейшем на все прочие уровни 
функционирования микробного сообщества.

Методы моделирования разных уровней 
биологической организации  
микробного сообщества
В настоящее время существует ряд методов и програм-
мных средств моделирования микробных сообществ, 
фокусирующихся на тех или иных аспектах их жизнеде-
ятельности. Хотя эти аспекты в живых организмах так тес-
но переплетены, что иногда бывает трудно их разделить, 
это приходится делать потому, что для разных процессов 
следует применять разные методы описания и моделиро-
вания. Рассмотрим эти аспекты в том виде, в каком они 
обычно выделяются при моделировании: 
Экологическая структура сообщества. Под экологи-

ческой структурой сообщества понимаются, прежде 
всего, взаимоотношения между видами. Для ее описа-
ния применимы любые виды реконструкции биологи-
ческих сетей: нелинейная регрессия, продукционные 
методы и т. д.

Метаболическая и популяционная динамика. Широко 
используемыми методами в этой сфере являются обык-
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новенные дифференциальные уравнения (ОДУ), алгеб-
раические и разностные уравнения, булевы функции, 
матричные модели, термодинамическое стохастическое 
моделирование и т. д.

Генетическое разнообразие. Для описания генетического 
разнообразия используются дискретные (уравнения 
динамики аллелей) и стохастические модели, а также 
индивидуально-ориентированные подходы.

Пространственные гетерогенность и динамика. 
К этой категории относятся гетерогенные распределе-
ния клеток, субстратов, метаболитов и т. д., паттерны 
этих распределений, пространственно специфичное 
взаимодействие между видами и средой обитания, 
подвижность клеток, миграции и т. д. К используемым 
для моделирования пространственной гетерогенности 
и динамики методам относят уравнения в частных 
производных (УЧП), клеточные автоматы, агентное мо-
делирование, модели сетевые, популяционного баланса 
(интегро-дифференциальные уравнения в частных 
производных) и т. д.

реконструкция экологической 
структуры сообщества
Реконструкция экологических взаимоотношений в сооб-
ществе, устанавливающая его трофическую организацию 
(сеть метаболических связей между видами), является 
одним из первых этапов анализа этого сообщества. 
Методы метагеномики и биоинформатики позволяют 
идентифицировать виды членов сообщества и оценить 
их относительные плотности, а также функциональные 
способности (Wooley et al., 2010). Появление большого 
количества метагеномных данных привело к развитию 
методов реконструкции трофических сетей сообществ 
на основе этой информации (�aust, Raes, 2012). Как 
правило, это регрессионные и продукционные методы, 
а также динамическое моделирование (Zomorrodi et al., 
2014) и стехиометрические подходы расчета обмена ме-
таболитами (Klitgord, Segre, 2010). Эти методы позволяют 
оценивать экологические отношения в сообществе, в том 
числе и в зависимости от параметров среды обитания. 
Микробные отношения могут быть реконструированы 
из данных о плотностях популяций. Основываясь на тра-
диционном восприятии, мы можем называть отношение 
пары организмов конкурентным (или отрицательным), 
если их плотности по всем образцам антикоррелированы, 
несмотря на то что они обладают общей экологической 
нишей, и, напротив, мы можем называть отношение пары 
организмов кооперативным (или положительным), если 
они демонстрируют схожее распределение плотностей. 
Сеть микробных взаимосвязей может быть предсказана 
с использованием методов, называемых реконструкцией 
сетей. Парные отношения выводятся с помощью основан-
ных на сходстве методов путем анализа распределения 
взаимных встречаемости/исключения двух видов исходя 
из суммы баллов похожести. Сложные взаимодействия 
между более чем двумя видами могут быть зафиксированы 
с использованием других техник, таких как регрессионные 
и продукционные методы. Регрессионные методы пред-
ставляют плотность определенного вида как функцию 
от плотностей других видов. Продукционные методы 

изначально перечисляют все логически возможные 
правила сосуществования/исключения видов, которые 
поддерживаются набором данных об их наличии или 
отсутствии. В ходе последовательного фильтрационного 
процесса сохраняются только значимые правила. В работе 
(�aust, Raes, 2012) представлен исчерпывающий обзор по 
этому вопросу.

Установленные отношения между видами-членами мо-
гут быть представлены как сеть микробных взаимосвязей, 
состоящая из вершин (виды или таксоны) и ребер (меж-
видовые взаимодействия). Поскольку отношения между 
видами часто асимметричны, т. е. наличие одного вида 
может влиять на популяцию другого, но не наоборот, то 
данная сеть представляет собой ориентированный граф. 
Направление и сила микробного взаимодействия могут 
быть представлены в виде стрелки соответствующей тол-
щины. Переменные окружающей среды также могут быть 
встроены в сеть путем трактовки их как дополнительных 
видов-вершин. Эта расширенная сеть описывает взаимо-
отношения между видами и признаками окружающей сре-
ды. Например, согласованная совместная встречаемость 
между определенными видами и питательными вещест-
вами (например, нитритами и нитратами) свидетельствует 
о вовлеченности особых микробов в биогеохимические 
циклы (�uhrman, 2009).

Итак, микробные отношения могут быть системати-
чески реконструированы из данных о плотности видов. 
Полученные таким образом взаимосвязи между мик-
робами специфичны по отношению к условиям. Это 
означает, что информация об отношениях между видами 
микробов, полученная при одних условиях, может быть 
недействительной в других условиях, поскольку структура 
и свойства сетей взаимосвязей между микробами могут 
значительно видоизменяться в зависимости от условий 
окружающей среды. Также эти методы ничего не говорят 
о биологических причинах того, почему определенные 
виды взаимодействуют особым образом, в то время как 
другие – нет. Чтобы получить более механистичное по-
нимание, требуются методы, основанные на физиологии, 
такие как стехиометрическое моделирование.

Моделирование метаболизма 
и генетической регуляции
Для моделирования микробного метаболизма исполь-
зуется широкий круг математических методов, включа-
ющий дифференциальные уравнения (обыкновенные 
и в частных производных), булевы сети и сети Петри, 
алгебраические линейные и нелинейные уравнения, кле-
точные автоматы и др. Моделирование метаболизма часто 
сопряжено с моделированием генетической регуляции 
(De Jong, 2002; Hecker et al., 2009; Лихошвай и др., 2010). 
Интегрирующая роль здесь отводится концепции генных 
сетей. Как правило, в подобных моделях описывалась 
отдельная метаболическая подсистема микробной клетки, 
возможно, с сопутствующей ей генетической регуляцией 
(Covert et al., 2001; Likhoshvai, Ratushny, 2007; Oberhardt 
et al., 2009). Однако с конца ХХ–начала ХХI столетия 
начинаются попытки создания полной модели метаболиз-
ма клетки, так называемые модели электронной клетки 
(Tomita et al., 1999; Tomita, 2001; Ishii et al., 2004; Price 
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et al., 2004; Sauer et al., 2007; Durot et al., 2009). В 2012 г. 
Карр с коллегами сообщили о том, что построенная ими 
модель электронной клетки предсказывает фенотип по 
генотипу (Karr et al., 2012).

Недавно один из широко используемых методов модели-
рования клеточного метаболизма – динамический анализ 
стационарных потоков – был расширен на случай модели-
рования микробных сообществ (Mahadevan, Henson, 2012; 
Henson, Hanly, 2014). Кроме того, широко используются 
оптимизационные методы, такие как метод минимизации 
метаболического регулирования (MOMA) (Segr� et al., 
2002), а также методы, включающие многокритериальную 
оптимизацию (см. Zomorrodi, Maranas, 2012; Zomorrodi et 
al., 2014), которая позволяет исследователю использовать 
критерии приспособленности уровня всего сообщества. 
Помимо этого, для моделирования метаболизма также ис-
пользуются анализ элементарных режимов (EM) (Schuster 
et al., 2000) и  эволюционная теория игр (EGT) (Pfeiffer, 
Schuster, 2005; �rey, 2010) .

Пространственная гетерогенность 
и популяционная динамика 
микробных сообществ
Другой аспект жизнедеятельности микробного сообще-
ства, являющийся предметом как экспериментальных, 
так и теоретических исследований, – это популяционная 
динамика, т. е. изменение численностей составляющих 
сообщество популяций во времени или в ряду поколений. 
В простейшем случае рассматриваются модели однород-
ных сред с равномерным перемешиванием. Математиче-
ские модели микробных популяций берут свое начало 
с работ Ж. Моно, предложившего теорию хемостата 
(культиватора) и модель микробной популяции в куль-
тиваторе с одним субстратом, от концентрации которого 
зависит скорость роста клетки (Monod, 1950; Ризниченко, 
Рубин, 1993). На основе принципа лимитирующего фак-
тора в ферментативных процессах, сформулированного 
Н.Д. Иерусалимским (Чернавский, Иерусалимский, 1965), 
для функции «скорость роста клетки» была предложена 
более реалистичная формула, учитывающая, кроме кон-
центрации субстрата, ингибирующее влияние продуктов 
метаболизма микробных клеток, известная как формула 
Моно – Иерусалимского (Ризниченко, Рубин, 1993). 
Непрерывная модель возрастной структуры микробной 
популяции, оперирующая не с численностями отдельных 
групп популяции, а с непрерывной функцией плотности 
распределения организмов по возрастам, была получена 
Мак-Кендриком в 1926 г., а затем переоткрыта фон Фер-
стером в 1959 г. (Ризниченко, 2003). Матричные модели 
динамики структуры популяций (например, возрастной), 
впервые предложенные П. Лесли (Leslie, 1945), детально 
исследованы в работах (Гимельфарб и др., 1974) (Логофет, 
Белова, 2007).

Однако, несмотря на то что предположение о равномер-
ном перемешивании удобно с точки зрения проведения 
численного исследования и широко используется, оно 
слабо согласуется с большинством наблюдений реальных 
биологических систем, в которых градиенты питатель-
ных веществ, света и метаболитов играют важную роль 
в структуризации сообщества (Wimpenny et al., 2000). 

Поэтому пространственная неоднородность и динамика 
являются еще одной областью исследований, где оказы-
ваются полезными методы математического и компью-
терного моделирования. 

Использование моделей в формализме уравнений в 
частных производных является одним из традиционных 
подходов к описанию пространственной гетерогенности 
и исследованию образующихся в системе паттернов 
распределения. Одним из первых случаев применения 
данной методики к исследованиям в области теорети-
ческой биологии была знаменитая работа А.М. Тью-
ринга (Turing, 1952), в которой он предложил модель 
«реакция – диффузия», способную в несложных системах 
синтеза веществ, связанных отношениями активации и 
ингибирования и распространяющихся в пространстве 
посредством диффузии, воспроизводить нетривиальные 
паттерны пространственного распределения. При опи-
сании проточных систем используются классические 
для гидродинамики уравнения Навье – Стокса (Lencastre 
�ernandes et al., 2011), также являющиеся уравнениями в 
частных производных.

Существует ряд подходов, позволяющих описать не 
только пространственную гетерогенность, но и измен-
чивость внутри популяций. Одним из таких подходов 
является использование моделей популяционного баланса 
(Ramkrishna, 2000). С математической точки зрения, 
данные модели представляют собой интегро-дифферен-
циальные уравнения в частных производных, описываю-
щие как пространственные координаты, так и внутренние 
характеристики объекта, такие как, например, масса 
клетки, ее возраст и морфология. Индивидуально-ориен-
тированные модели также позволяют сочетать описание 
пространственного распределения с внутренними харак-
теристиками моделируемых объектов. В моделях данного 
типа пространственная гетерогенность описывается с 
помощью «лоскутов» (Stauffer et al., 2005) квадратной 
решетки или ячеек сетки соответствующей размерности 
(Klimenko et al., 2015). Среди других методов для опи-
сания пространственной неоднородности используются 
клеточные автоматы (Wimpenny, Colasanti, 1997), методы 
теории графов (O�Donnell et al., 2007) и др. С проблемой 
пространственной динамики микробных сообществ тесно 
связано описание подвижности организмов. Известно, что 
значительное число видов бактерий способны активно 
передвигаться в окружающей среде по направлению к пи-
тательным веществам или же лучшим условиям обитания 
(Adler, 1976). Как правило, микроорганизмы используют 
для своего передвижения жгутики (Henrichsen, 1972) 
или другие механизмы, такие как, например, специ-
альные белки, расположенные на мембране (например, 
Flavobacterium johnsoniae) (Shrout, 2015), реснички, поз-
воляющие скользить клеткам Oscillatoria princeps (Halfen, 
Castenholz, 1971), или же микроорганизмы передвигаются, 
изменяя поверхностное натяжение путем выделения по-
верхностно-активных веществ (как это делают представи-
тели вида M. xanthus) и т. д. Способность передвигаться в 
соответствии с градиентами определенных экологических 
факторов называется таксисом (например, хемотаксис, 
фототаксис и т. д.) (Нетрусов, Котова, 2007). Подробный 
обзор математических подходов, используемых для мо-
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делирования бактериального хемотаксиса, представлен 
в работах (Tindall et al., 2008a, b). Для микробных сооб-
ществ, распределенных вдоль одномерного пространства, 
популяционное уравнение, описывающее как случайные, 
так и хемотаксические движения, может быть дано в фор-
ме, известной как модель хемотаксиса Келлера – Сигела 
(Tindall et al., 2008b). 

В работе (Emonet et al., 2005) было представлено про-
граммное средство, позволяющее изучить влияние стоха-
стических флуктуаций в межклеточных взаимодействиях 
на поведение отдельных клеток. Была разработана муль-
тиагентная программная система AgentCell, с помощью 
которой авторы смоделировали хемотаксический ответ 
свободных клеток E. coli на градиент хемоаттрактантов 
в трехмерной среде. В данной модели каждая клетка 
бактерии является самостоятельным агентом, имеющим 
собственную генную сеть хемотаксиса, молекулярные 
моторы и жгутик. Использовалась модель генной сети 
хемотаксиса Мортон-Фирт и Коробковой. На вход модели 
сети поступал параметр занятости рецептора (вероятность 
того, что рецептор связан с лигандом), что соответствует 
концентрации питательного вещества в среде. Выходным 
параметром сети является количество молекул регуля-
тора хемотаксического ответа Che�-P внутри клетки. 
Для проверки был смоделирован хемотаксический ответ 
свободно плавающих бактерий на линейный градиент 
концентрации. Результаты моделирования согласуются 
с экспериментальными данными, полученными для 
отдельных клеток и клеток, взятых из бактериальной 
популяции (Emonet et al., 2005).

Другим примером использования индивидуально-ори-
ентированного подхода для моделирования подвижности 
бактериальных клеток является работа Б. Ниу с коллегами 
(Niu et al., 2013). Они смоделировали процессы хемотак-
сиса, сравнив результаты поведения бактерий в 3D среде 
с чувством кворума и без него. Авторы рассмотрели раз-
личные стратегии обмена информацией между клетками 
бактериальной популяции и оценили их эффективность 
в деле достижения глобального оптимума. Согласно 
их результатам, клетки популяции достигают наиболее 
благоприятных условий при наиболее интенсивных ком-
муникациях, задействующих как индивидуальные, так и 
межгрупповые механизмы обмена информацией.

Проблемы интеграции  
и многоуровневые подходы  
к моделированию микробных сообществ
Одной из острых и актуальных проблем в сфере моделиро-
вания микробных сообществ является проблема интегра-
ции различных методик моделирования в рамках единого 
исследования. В обзоре (Song et al., 2014) приводится 
следующая классификация стратегий по интегрированию 
моделей: 1) информационная обратная связь; 2) непрямое 
сцепление; 3) прямое сцепление. Информационная об-
ратная связь является самой слабой формой интеграции: 
в данном случае результаты «верхнего» модельного слоя 
используются, чтобы настроить предположения, лежащие 
в основе независимого «нижнего» модельного уровня. 
Непрямое сцепление представляет собой конвейер, при 
котором результаты одной модели передаются на вход 

другой независимой модели (Scheibe et al., 2009). Прямое 
сцепление подразумевает степень интеграции, в которой 
различные методики моделирования сливаются в единую 
систему. При многоуровневом моделировании (с прямым 
сцеплением, по терминологии Сонга) индивидуально-
ориентированные методики выигрывают по сравнению 
со своими аналогами, благодаря своей гибкости и спо-
собности интегрировать различные методики в качестве 
подмоделей единой системы моделирования. Например, 
данная концепция была успешно применена в работе 
(Rudge et al., 2012) для комбинированного моделирования 
внутриклеточной динамики, межклеточного сигналинга и 
клеточной биофизики бактериальных клеток, образующих 
биопленку. Авторы решают вопрос in silico предсказания 
поведения синтетических биопленок до их создания in 
vitro. При этом особый упор делается на эмерджентные 
свойства, проявляемые тысячами растущих и обменива-
ющихся сигналами бактериальных клеток, поскольку эти 
свойства имеют решающее значение для проектирования 
синтетических биопленок.

С развитием компьютерных технологий широкое 
распространение получили методы индивидуально-ори-
ентированного моделирования (DeAngelis, Mooij, 2005). 
В рамках данного подхода популяции моделируются 
как системы, состоящие из агентов, представляющих 
собой индивидуальные организмы или группы похожих 
организмов, обладающих набором признаков, варьиру-
ющих среди агентов. При этом каждый агент обладает 
своей уникальной историей взаимодействий со средой 
и другими агентами. Индивидуально-ориентированное 
моделирование широко применяется в экологическом 
моделировании, социальной динамике и моделировании 
эволюционных процессов. В рамках данных моделей 
изучается то, как поведение отдельных индивидуумов, 
следующих локальным правилам, приводит к формирова-
нию сложных паттернов, в том числе и пространственно 
распределенных, например, косяки рыб, стаи птиц, рой 
насекомых и т. п. (DeAngelis, Mooij, 2005). 

Преимуществом данного подхода является то, что он 
позволяет максимально гибко отобразить разнообразие 
характеристик индивидуальной особи и в то же время 
явно описывает взаимодействия между отдельными ор-
ганизмами на микроуровне.

Основные недостатки метода индивидуально-ориен-
тированного моделирования – необходимость в большом 
количестве экспериментальных данных для детального 
описания биологических объектов и высокая вычисли-
тельная сложность. Трудоемкость вычислений накладыва-
ет определенные ограничения на размеры моделируемых 
сообществ. Есть два основных подхода к снижению вы-
числительной нагрузки: 1) ограничение вычислительной 
области небольшим представительным пространством 
и 2) использование понятия супериндивидов. Например, 
можно снизить число моделируемых клеток, сосредо-
точившись на маленькой области биопленки или озера. 
Масштабирование к большему пространству на основе 
этого подхода становится трудным в случае, когда значима 
пространственная неоднородность в системах. В настоя-
щее время индивидуально-ориентированное моделиро-
вание микробных сообществ ограничено масштабами 
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от микрометров до сантиметров (Tang, Valocchi, 2013). 
В качестве альтернативы можно моделировать на основе 
супериндивидов, представляющих группу отдельных 
клеток (Scheffer et al., 1995). В таком случае возникает 
проблема, как согласованно определить супериндивидов 
для данной изучаемой системы, поскольку определение 
супериндивидов таким образом, чтобы те содержали боль-
шое число клеток, в конечном счете ослабляет присущую 
индивидуально-ориентированному моделированию силу, 
которая способна объяснить динамику каждой отдельной 
клетки. Классификация существующих программных 
средств моделирования микробных сообществ представ-
лена в таблице.

Другой особенностью, проистекающей из многоаспект-
ности этих интеграционных подходов, является необхо-
димость учитывать гетерогенные данные, полученные из 
различных источников с помощью высокопроизводитель-
ных экспериментальных методов исследования генома, 
транскриптома, протеома и метаболома сообщества. 
Секвенирование нового поколения, масс-спектрометрия 

и другие высокопроизводительные методы генерируют 
огромные массивы экспериментальных данных, пре-
доставляющих информацию о генетической структуре 
сообщества, представленности видов, экспрессии тех 
или иных функциональных групп генов и т. д. Поэтому 
учет этого информационного пласта в существующих 
методиках моделирования микробных сообществ является 
актуальной задачей.

В последнее время большое количество метагеномных 
данных послужило базой для обширного биостатистиче-
ского анализа с использованием методов оценки биораз-
нообразия и видового богатства сообщества, методов по-
нижения размерности, дисперсионного анализа, линейной 
регрессии и др. Хотя эти методы помогают исследователю 
прийти к определенным гипотезам касательно внутрен-
ней структуры объекта исследования, они не способны 
раскрыть механизм и установить причинно-следственные 
связи, лежащие в основе наблюдений о микробном сооб-
ществе. Для этих целей могут быть использованы методы 
математического и компьютерного моделирования, кото-

Сomparison of software tools designed for the simulation of bacterial communities

Software name 
(reference) 

Simulation 
unit

Population 
size

Genetic diversity Spatial 
distribution

The range of target 
problems

Availability  
of documenta-
tion

Supported 
platforms

Agentc ell (v. 2.0)  
(Emonet et al.�� 
2005)

c ell Thousands 
of cells

Escherichia coli 
only

c ells move 
through a 3D 
space with  
a predefined
attractant 
gradient

Simulation of the 
chemotactic response of 
cells to a gradient of an 
attractant in 3D environ-
ment

installation 
guide

l inux

AQ�ASiM 
(wanner�� 
Morgenroth�� 
2004)

c ompartment Depends 
on biofilm
thickness

Allows modeling 
multispecies 
batch ferment-
ers but without 
dynamic genetic 
variation during 
the simulation

Takes into 
account vari-
ous compart-
ment and 
membrane 
connectivity 
topologies

Bacterial biofilm simul -
tion in aquatic ecosys-
tems. Provides tools for 
sensitivity analysis and 
parameter estimation

Manual  
and support 
mailing list

windows�� 
l inux�� 
Maco S

in DiSiM 
(Ginovart et al.�� 
2002)

c ell��  
super-
individual

Millions  
of cells

Supports indi-
vidual diversity 
among cells but 
does not allow for 
dynamic genetic 
variation during 
the simulation

Square lattice investigation of: 
– biomass distribution 
throughout the colony;
– dependency of colony 
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рые способны не только давать предсказания о поведении 
биологических систем, но и обнаруживать наши пробелы 
в знаниях, необходимых для их реконструкции in silico.

В данной работе показано, что одним из трендов 
развития данной области является объединение возмож-
ностей различных подходов к моделированию в рамках 
гибридных или многоуровневых моделей, что позволяет 
получить более полное знание о такой биологической 
системе, как микробное сообщество. Однако на этом пути 
существует ряд проблем, связанных как с межуровневой 
интеграцией моделей, так и с интеграцией данных из ге-
терогенных источников. Несмотря на все эти сложности, 
нет никаких сомнений, что исследователям удастся их 
преодолеть и вывести моделирование прокариотических 
сообществ на новый уровень. 
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