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Настоящий выпуск журнала подго-
товлен при активном содействии 
ответственных редакторов – заве-

дующего центром коллективного поль­
зования «Биоинформатика» Н.Л. Подко­
лодного и доктора биологических наук, 
профессора М.П. Мошкина – и содержит 
статьи по ряду актуальных направлений 
биоинформатики, системной компьютер-
ной биологии и биотехнологии. Часть 
работ была представлена на Десятой 
международной мультиконференции по 
биоинформатике и системной биоло­
гии BGRS\SB-2016, прошедшей в авгу-
сте–сентябре 2016 г. в Новосибирском 
академгородке. Широкий спектр про-
блем системной биологии нашел свое 
отражение в научных исследованиях, 
опубликованных в этом номере.

Рубрика «Геномика» представляет 
обзор по технологиям высокопроизво­
дительного секвенирования ДНК и воз­
никающим техническим и вычисли-
тельным задачам процессинга данных, 
а также оригинальную работу по геном-
ному анализу эндогенных ретровирусов 
у домашних свиней и диких кабанов.

Раздел «Анализ регуляторных после­
довательностей» включает статьи по ге­
номике, технологиям секвенирования, 
анализу регуляторных последователь-
ностей ДНК. Рассмотрены проблемы 
геномного распределения сайтов свя-
зывания транскрипционных факторов, 
их совместной локализации в геноме, 
анализ данных ChIP-seq и рибосомного 
профилирования.

Проблема анализа маркеров однону-
клеотидных полиморфизмов поднята в 
статьях по поиску новых регуляторных 
полиморфизмов в геноме человека, ассо-
циированных с предрасположенностью к 
заболеваниям (рубрика «SNP-маркеры в 
биомедицине»).

Эволюция геномных последователь-
ностей рассматривается в работах по 
эволюции CpG-островов в геноме че-
ловека, функциональной дивергенции 
гомеологичных генов в геномах растений 
(рубрика «Филогенетика и эволюция»).

Представлена оригинальная работа по статистической 
оценке филогенетических сигналов с помощью геоме-
трического подхода.

В рубрике «Системная биология и моделирование»  
приводится анализ генных сетей у дрозофилы, описан 
циркадный ритм у млекопитающих. Рассмотрены также 
молекулярно-генетические механизмы взаимодействия 
процессов ответа клетки на механический стресс и ней-
ронального апоптоза при глаукоме, компьютерное пред-
сказание структур белковых комплексов.

Рубрика «Экспериментальная системная биология» 
включает исследование воздействия терагерцового из-
лучения на прокариотические организмы. Здесь же дано 
описание протокола по количественному анализу фено-
типических характеристик картофеля.

Статьи рубрики «Генетика человека» посвящены по-
пуляционному исследованию полиморфизмов локуса, 
контролирующего активность гена лактазы в двух тюрко-
язычных группах населения Южной Сибири – алтайских 
казахов и хакасов, а также исследованию функциональной 
роли некоторых элементов в промоторах генов IRF1, REL, 
RELA человека при действии ксенобиотика диоксина.

Рубрика «Экологическая генетика» включает статью 
по анализу инфицированности особей сибирского шел-
копряда – крайне опасного вредителя хвойных деревьев, 
симбиотической бактерией Wolbachia. Компьютерные 
подходы к анализу взаимодействия патогенных грибов и 
злаковых культур нашли отражение в базе данных генов 
устойчивости пшеницы к патогенам.

В рубрике «Актуальные технологии генетики и клеточ-
ной биологии» представлены работы, посвященные созда-
нию новых линий трансгенных животных и практическим 
аспектам использования системы редактирования генома 
CRISPR/Cas9 для внесения мутаций в геном млекопита-
ющих. Помимо оригинальных статей раздел знакомит с  
двумя обзорами. В первом обзоре собраны примеры ис-
пользования последних достижений в области клеточной 
биологии для маркирования потомков отдельных клеток 
in vivo, во втором – обоснована необходимость создания 
в Российской Федерации коллекции культур плюрипо-
тентных клеток для развития биомедицинских исследо- 
ваний.

Статья из рубрики «Моделирование патологий» по-
священа исследованию состояния ренин-ангиотензиновой 
системы у крыс линии НИСАГ – одной из моделей гипер-
тонической болезни человека. Также в этот раздел входит 
обзор молекулярных механизмов синдромного аутизма, 
обусловленного моногенными мутациями, в котором 
предложена механизм-обоснованная терапия некоторых 
расстройств аутистического спектра.

Заместитель главного редактора
академик Н.А. Колчанов
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Вычислительные проблемы анализа 
ошибок коротких прочтений ДНК 
при секвенировании следующего 
поколения

Р. те Боекхорст1, Ф.М. Науменко2,  
Н.Г. Орлова2, 3, Э.Р. Галиева2, 4, А.М. Спицина2,  
И.В. Чадаева2, Ю.Л. Орлов2, 4  , И.И. Абнизова5 
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учреждение высшего образования «Новосибирский национальный  
исследовательский государственный университет», Новосибирск, Россия 
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Сибирского отделения Российской академии наук», Новосибирск, Россия 
5 Институт Сэнгера, Велком Траст, Кембридж, Великобритания

Секвенирование следующего поколения (NGS) с помощью 
коротких прочтений ДНК вносит большой вклад в решение 
задач современной геномики, генетики, клеточной биологии и 
медицины, особенно в исследования метагеномики, сравни
тельной геномики, определение полиморфизмов, скрининг 
мутаций, транскриптомное профилирование, изучение ремо
делирования хроматина и многие другие приложения. Секве
нирование неустойчиво к техническим ошибкам, которые 
могут влиять на научные выводы. NGS технологии состоят из 
создания коллекции многочисленных коротких фрагментов 
ДНК, именуемой «библиотекой», получения молекулярных 
колоний и их дальнейшего массового параллельного секвени
рования. Такие секвенированные фрагменты называются «про
чтениями», они собираются (ассемблируются) в протяженные 
строки. Протяженные последовательности, в свою очередь, 
собираются в геномы для дальнейшего анализа. Вычислитель
ные/процессинговые ошибки и сбои секвенирования – это 
ошибки, возникающие при последующей цифровой обработке 
секвенированных образцов. Последующая обработка (процес
сирование) включает процедуры оценки качества, картирова
ния, ассемблирования и даже корректировки ошибочных 
данных. Данная статья рассматривает вычислительные ошибки 
процессирования, компьютерные и статистические подходы 
для их определения, а также представляет словарь терминоло
гии секвенирования. Рассмотрены задачи идентификации 
мутаций («Определение вариаций») в данных секвенирования 
и контроль качества их определения. Определение вариаций 
включает локальные вариации, такие как одиночные нуклео
тидные полиморфизмы, короткие вставки и делеции (инделы), 
и масштабные вариации (инверсии, транслокации или большие 

Short read next generation sequencing (NGS) has signifi
cant impacts on modern genomics, genetics, cell biology 
and medicine, especially on meta-genomics, comparative 
genomics, polymorphism detection, mutation screening, 
transcriptome profiling, methylation profiling, chromatin 
remodelling and many more applications. However, NGS 
are prone for errors which complicate scientific conclu
sions. NGS technologies consist of shearing DNA molecul
es into collection of numerous small fragments, called a 
‘library’, and their further extensive parallel sequencing. 
These sequenced overlapping fragments are called ‘reads’,  
they are assembled into contiguous strings. The contigu
ous sequences are in turn assembled into genomes for 
further analysis. Computational sequencing problems are 
those arising from numerical processing of sequenced 
samples. The numerical processing involves procedures 
such as: quality-scoring, mapping/assembling, and sur
prisingly, error-correction of a data. This paper is reviewing 
post-processing errors  and computational methods to 
discern them. It also includes sequencing dictionary. We 
present here quality control of raw data, errors arising 
at the steps of alignment of sequencing reads to a refer
ence genome and assembly. Finally this work presents 
identification of mutations (“Variant calling”) in sequenc
ing data and its quality control. 

Keywords: next generation sequencing (NGS); DNA; 
sequencing technologies; statistical biases; genome 
polymorphisms; sequencing errors; review.
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ния прочтений последовательностей ДНК на референсный 
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Here we will concentrate on second generation short read 
DNA sequencing (Liu et al., 2012), and will drop off 
the term ‘second generation short read’ while speaking 

about NGS further. The terms in bold are explained in the 
Glossary.

NGS technologies have as an essential feature of breaking 
DNA molecules into stack of numerous fragments, called a 
‘library’. The end parts of these fragments are sequenced in 
parallel, and called ‘reads’. They are assembled into con-
tiguous strings. These assembled sub-sequences are in turn 
assembled into genomes, and are subjects for further analysis. 

We refer to (van Dijk et al., 2014; Anders et al., 2015) for 
detailed characteristics of NGS platforms. 

The NGS data processing is arranged in a set of consecu-
tive steps, called a pipeline. A common post-sequencing NGS 
pipeline (Mutarelli et al., 2014; Newell, 2014) consists of: 
(1) Quality Control (QC) of initial data;
(2) Mapping to a reference genome and/or assembly;
(3) Post-mapping/assembly QC and re-calibration;
(4) Variant calling and its QC;
(5) Correcting of errors.

The step 2 may be combined and/or substituted by a de-novo 
genome assembly (Baker, 2012) in case there is no reference 
for the sequenced genome. 

We refer readers to reviews on NGS computational frame-
works (Dolled-Filhart et al., 2013; Guo et al., 2014a; Mutarelli 
et al., 2014; Pabinger et al., 2014). The on-line sources (Li J. 
et al., 2012b; Hadfield, 2013; Ignatieva et al., 2015) can help 
researchers to build up their own pipelines. For ‘meta’ pipe-
lines we refer to (Anders et al., 2015; Wolfinger et al., 2015) 
which describe tools to build up bespoke pipelines.

For each of the steps in a pipeline above we will review 
(a) what they are and what is their goal; (b) how it is done 
summarising the methodology, their advantages and pitfalls. 

1. QC of initial data
For any platform, an initial unprocessed digital outputs of a 
sequencing are a base calls and their qualities.

Compared to a first generation Sanger sequencing (Sanger 
et al., 1992), NGS technologies are confronted by shorter read 
length, platform/instrument/sample specific biases (Haris-
mendy et al., 2009), higher error rate, and irregular coverage. 
These factors lower the accuracy of NGS further analysis (e. g. 
variant calls and de-novo assembly) by introducing sequencing 
errors that may direct to mis-interpretation of data.

The main factors utilised in quality control of raw data to 
characterise sequencer’s performance and library prepara-
tion are:

Total read count; Proportion of high quality data; Nucleo-
tide and quality distribution per cycle; Duplication rate (can 
be optical or amplification duplicates); Adapter’s counts; 
Proportion of bases per sample for pooled multiplexed data;
◊  Total read count shows general library effectiveness. It 

should be reasonably large to produce results of statistical 
significance. 

◊ Proportion of high quality (Q > 30) bases within Q value 
distribution should be large: at least more than half. A base 
call is scored with low Q mostly because of sequencer’s 
preferences and faults (Abnizova et al., 2010; Ledergerber, 
Dessimoz, 2011). These low quality bases are typically 
trimmed or corrected (Kelley et al., 2010; Del Fabbro et 
al., 2013), so low Q and possibly wrong called data will 
not compromise downstream analysis. However, an error 
correction should be applied only to high-coverage and 
homogeneous data – an assumption that often fails for 
NGS data.

◊  Quality-per-cycle distribution. A random quality peaks/
deeps per cycle point to some problems on machine during 
sequencing. Quality usually declines gradually with cycle 
as a result of increasing signal-to-noise ratio. 

◊ Duplicate reads, appearing due to PCR (polymerase chain 
reaction) and optical problems, may lead to over-estimating 
of some variant contribution in the data. Duplicate remov-
ing is debated in (Pireddu et al., 2011; Davis et al., 2013). 
Thus, their proportion should be less than 10 %.

◊ Proportion if adapters should less than 10 % as well. Parts 
of adapter might be erroneously sequenced in the beginning 
of a read, and thus may bring artificial mutations (Martin,  
2011; Li  J. et al., 2012a). The popular tools for adapter 
removing are discussed in (Marroni et al., 2012; Jiang et 
al., 2014).

◊ Di-multiplexing, namely splitting up samples based on their 
tags, should be even across tags in theory. It is very impor-
tant that the size of each pool is sufficient and equal (Mir 
et al., 2013) for pooled multiplexed samples. Fairly even 
di-multiplexing (Hadfield, 2013) provides less biased data.

◊ There is also a possibility to quality control a library before 
massive sequencing. The MiSeq QC (Illumina, 2014) en-
ables performing a preliminary run on libraries before deep-
sequencing on a bigger machine, such as HiSeq or HiSeqX. 
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Nevertheless, any individual QC metric should be regarded 
in context of its project (Guo et al., 2014a). 

A lot of sequencers (Cox et al., 2010) generate a QC reports 
included into their processing pipeline, and these reports in-
vestigate mainly a general performance of the corresponding 
sequencer. They typically do not cover any effects of sample 
extraction and library preparations. 

A special case is fastQC. It is built up to point to prob-
lems which developed either in the library preparation or on 
sequencer. It is a very fast and crude estimation of different 
metrics formed by stratified samples of the data. 

Alternatively, FaQCs (Lo, Chain, 2014) records errors in 
the whole data. It also takes away low Q-value reads. 

The NGS QC Toolkit (Patel, Jain, 2012), except of perform-
ing a quality check and generating descriptive statistics, trims 
low Q ends of reads and removes low Q bases. It also enables 
a conversion between various file formats of NGS data from 
Illumina and Roche 454 platforms. 

One should be careful: what is removed might be a genuine 
biological signal. Nevertheless, any fluctuation from expected 
values for the QC metrics, might be a possible error. 

2. Mapping/aligning to a reference genome  
and/or assembly
The further step is the matching of the reads to positions at 
the reference genome, so called mapping. This is done by 
aligning reads to sub-sequences of the reference genome to 
which they are most close in terms of nucleotide sequence. 
Computationally, mapping is the most time and memory 
consuming step (Day-Williams, Zeggini, 2011; Fonseca et 
al., 2012). It is also critical: any mistake in alignment will be 
subject to further processing and hence spread errors to the 
further stages of sequencing and analysis. 

For the short reads of NGS, it is too inefficient in time 
and memory to use the well-known BLAST (Altschul et 
al., 1990) algorithm to map reads to genome. Therefore a 
particular memory and time optimised mapping algorithms 
are developed. 

NGS mappers/aligners can be classified based on their 
methods: hash table indexing (Shang et al., 2014) or Burrows-
Wheeler Transform (BWT) (Li, Durbin, 2010). They also 
differ by computer resource usage and sensitivity. Thus, 
they may lead to a different mapping results. Here we define 
sensitivity as a proportion of genome which is covered by at 
least one read after mapping. Mapping algorithms also vary 
in their ability to deal with particular sequencing platforms, 
quality of base, protocols and in the dealing with structural 
features of the DNA subject to sequencing, such as repetitive 
motives, gaps, deletions and insertions. 

Both types of aligners typically pre-process and index both 
reference and reads before a search of matching read posi-
tions (in the reference genome) itself. A hash table is a kind 
of a look up table, only supplied with advanced structure of 
indexing. BWT usually compresses data in a particular way 
(modification of a suffix array) before matching. BWT aligners 
are less sensitive than hash table methods, but are faster and 
use less memory (Newell, 2014).

A sequence assembly  refers to  aligning  and integrating 
short fragments from a sequenced DNA in order to recreate 
the original sequence. If the genome of an organism has not 

been sequenced before, the assembly results in the first form 
of its reference genome. This procedure is called “de-novo 
assembly”. Sometimes a de-novo assembly is used together 
with alignment to reconstruct previously insufficiently covered 
and untrustworthy sequenced genome loci. 

Present-day assembling algorithms for NGS comprise two 
main groups (Li Z. et al., 2012): (i) Overlap-layout-consensus 
(OLC) methods; and (ii)  Eulerian/de Bruijn Graph (DBG) 
methods. Both groups apply a graph theory to deal with NGS 
data, but in OLC notation reads are nodes, while in DBG nota-
tion a k-mer is a node. A read’s overlapping sequences stand 
for graph edges in both groups of assemblers.

We refer to (Li, Homer, 2010; Nagarajan, Pop, 2013; Otto 
et al., 2014; Pightling et al., 2014) or comparisons and bench-
mark aligners tests; for exhaustive literature on assemblers 
read (Nagarajan, Pop, 2013; Chin et al., 2014; Shang et al., 
2014). An online list of aligners is regularly updated at (http://
www.ebi.ac.uk).

What can go wrong?
•  Reference mistakes. One should understand that an align-

ment step is apparently dependent on a reference’s accuracy. 
In the case of incorrect reference many reference errors 
could be mistreated as high quality genetic variants. 

•  A bias shared by most technologies is that their accuracy 
decreases with the number of sequencing cycles, thus an 
error of mapping the end of a read grows (Balint, 2016; 
Sameith et al., 2016).

•  Of the more specific defects, we refer to: platform-depend
ent issues; the type of protocol used; complications due to 
the functional and structural complexity of the sample DNA.

•  Read Length and Error Rates
Read lengths span from 70–1500 bp (Newell, 2014) depend-

ing on the sequencing platform. If reads are short it is harder 
to match them precisely to a unique genomic location. 

Some sequencing platforms allow for longer read lengths 
than others (for example 200 bp by Ion Torrent and 700 bp 
by Roche’s 454, while Illumina’s reads of 100–250 bp) which 
makes mapping more precise. However, this advantage is 
defeated by their higher mismatch-error rate; aligners throw 
away reads with too many mismatches on the basis of a pre-
set mismatch error rate. 
•  Platform-dependent issues

The technology on which a platform is founded may be 
prone to a certain sequencing mistakes, resulting in platform-
specific error characteristic.

A ‘light-based’ sequencing platforms, Illumina, SOLiD, 
and Complete Genomics, employ fluorescent dye’s labelling 
to measure a signal strength for a successive sequencing 
cycle. The light-based platforms are known to be impaired by 
GC-bias, i. e. a low coverage of either GC-rich or GC-poor 
DNA regions (Chen et al., 2013; Rieber et al., 2013). Its ori-
gin is likely to be a fragmentation or/and cloning procedures 
during library preparation (Benjamini, Speed, 2012; Ross et 
al., 2013). 

The light-based platforms typically are disadvantaged by 
single nucleotide miss-identifications. The SOLiD platform 
is known to have difficulties with sequencing palindromic 
sequences (Huang et al., 2012).

Ion Torrent’s Personal Genome Machine (PGM) (Niu et al., 
2010) utilises semiconductor sequencing technology that oper-
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ates on acidity (pH) rather than on light. Roche’s 454 (Niu et 
al., 2010) employs a pyro-sequencing technology. An accuracy 
of both technologies depends on the length of sub-sequences 
of identical nucleotides (“homo-polymers”) because of similar 
computational approaches to evaluate a homo-polymer length. 
Defective flow-calls result in insertion/deletion (indel) errors: 
they are largely homo-polymer-associated errors in case when 
short homo-polymers are frequent while long are rare (Bragg 
et al., 2013; Li et al., 2013).

Recognizing indels from NGS is known to be very daring 
(Li et al., 2013), because ‘indel by itself obstructs with precise 
mapping’. To map indels precisely, pair-end (PE) information 
is employed (Albers et al., 2011). It is valid for indels half 
a size of reads. Longer deletions are detected by a split-read 
method.

To distinguish long insertions a de-novo assembly of weakly 
covered regions is required (Li et al., 2013). 
•  Sequence-specific errors: For pyrosequencing platforms, a 

‘homopolymer-associated errors’ result into throwing away 
repetitive DNA after mapping. Indel errors are known to 
be context-dependent. Moreover, for Ion Torrent, GC-poor 
organisms have higher error rate and poorer coverage than 
GC-balanced. The nucleotide context of Illumina errors is 
reported in (Minoche et al., 2011).

•  DNA complexity: DNA functionality causes aligning biases 
The study of NGS artefacts in (Schwartz et al., 2011) 

showed that less linguistically complex sequences of introns 
are less covered with reads than more complex sequences of 
exons. The authors discovered that peaks of mapped reads 
were associated with biological features, such as intron-
exon junction, expression level, splice sites and transcription  
length.

Similarly, the authors of (Auerbach et al., 2009) found that 
regions proximal to promoters are prone for sonication break-
age, and hence are the subjects of regional bias. These regions 
are the primary cause of an uneven read coverage, retaining 
a large peaks of aligned reads. 
•  DNA complexity: Repetitive DNA causes assembly problem 

A particular troublesome feature of the sequential structure 
of many genomes is the occurrence of long chunks of repeti-
tive DNA (so-called “repeats”): repetitive DNA is frequently 
overlooked, miss-mapped and miss-assembled by all platforms 
(McCoy et al., 2014).

Around half of human genome is comprised of repeti-
tive DNA (de Koning et al., 2011), the fraction of repeats is 
even larger for some plant genomes (Feschotte et al., 2002). 
Even though repetitive DNA is functionally important, NGS 
sequencing often fails to sequence it flawlessly (Alkan et al., 
2011b; Ye et al., 2011). Most current technologies are error-
prone while handling repeats. 

But granting a repetitive DNA stretch is sequenced cor-
rectly, it might be compromised by similar DNA in other 
genome location, and lead to mis-alignment. And finally, 
repetitive DNA is often a hot-spot of real biological mutations 
and structural variations (Orlov et al., 2006; Medvedev et al., 
2009; Safronova et al., 2015, 2016). 

In addition to various repetitive DNA, a short indels and 
segmental duplications are also difficult to align and assemble 
(McCoy et al., 2014) because of ambiguity at which location 
to map an identical DNA subsequence. 

The main assumption of assembly (similar reads belong to 
the same location) is breached by various repeats and poly-
morphisms. An assembly is computationally not tractable for 
genomes where the ratio of repeat length to read length is large 
(Nagarajan, Pop, 2013). 

When whole long repetitive stretch were sequenced together 
with their flanking regions, it would be easier to detect it within 
genome. Therefore, longer reads could solve this problem 
(Huddleston et al., 2014).
•  Diversity of protocols: PE and MP methods

The types of sequencing protocols depend on a researcher’s 
question: e. g. reads sequenced in pairs (pair end, PE) (Med-
vedev et al., 2009) or singles (SE). PE reads are designed to 
detect direction and distance between reads, therefore reads 
containing complex DNA can be mapped uniquely (Miller et 
al., 2010; Alkan et al., 2011a). 

A sub-type of PE reads, the long inserts reads (up to 5 KB), 
frequently named as mate-pair libraries (MP) (Park, 2013) 
are valuable to connect long repeats (including repetitive 
transposable elements) and structural variations.

Longer reads can solve the assembly and mapping prob-
lems. With longer reads it is easier to establish a correct 
genomic location for a sequenced DNA. Therefore, a new 
synthetic long reads (McCoy et al., 2014) from the Illumina 
TruSeq are developed. They are as long as 3d generation 
PacBio (Sharon et al., 2013), but much more accurate, having 
as low error rate as 0.03 % per base. 

These synthetic long reads are assembled from Illumina 
short reads, by combination of laboratory and computational 
efforts (Voskoboynik et al., 2013). Nonetheless, there are still 
some imperfections left: gaps in assembly and a low coverage 
for repetitive AT-rich regions. 

Regrettably, when some problems are reduced, a new 
ones arise. The essential problems of MP (Park, 2013) are: 
(i) extremely elaborated construction of their libraries, and 
(ii) common mistakes of mapping: ‘inward facing’ reads as 
a substitute of ‘outward facing’. This mistake results into 
chimeric reads (Illumina). Another problems are: unexpect-
edly small insert sizes (Nextera), underrepresentation of 
the AT-rich sequences (SOLiD) and unplanned spontaneous 
secondary fragmentation (Roche).
•  Sequencing errors (Abnizova et al., 2012; Ross et al., 2013) 

is another threat for aligners. Clearly, if a read encloses more 
mismatches than allowed by aligner settings, than it will 
be discarded, even if it accommodates biological signal.
Another objection significant discordance of assemblers 

(Magoc et al., 2013): different assemblers yield very unequal 
amount of assembled reads for the same data sets, specifically 
for homologous genome regions.

3. Post-mapping/assembly QC  
and re-calibration
Mapping is known (Li H. et al., 2009) to be the a primary 
cause of sequencing biases. Therefore it is recommended 
that one reviews the quality of mapped reads before in-depth 
scientific analysis.

3.1. Mapping metrics
To safeguard an adequate aligners’ performance, there are 
several QC metrics:
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◊ Number and proportion of high quality reads mapped; 
◊ Coverage uniformity and average/median depth of co-verage;
◊ Quality-associated metrics: mapping quality, base quality 

score distribution, etc.;
◊ Insert size distribution; most frequent k-mers;
◊ Protocol-linked metrics: fraction of discordant pairs; capture 

efficiency;
◊ Forward and reverse read strand symmetry;
◊ Error rate per cycle;
◊ Possible contaminations metrics, see Chapter 4; GC-bias 

metrics;
◊ For a confident variant call two metrics are of great import

ance: sequencing coverage depth and uniformity.
Ideally, an even read coverage is expected along genome, 

to escape local biases. On the other hand, coverage is known 
(Minoche et al., 2011) to be non-uniform along genome, de-
pending on the regional function, composition (Rieber et al., 
2013) and many other features. 
◊ The Q-value/score is a commonly used measure of base call 

quality (Bonfield, Staden, 1995; Ewing et al., 1998). The 
quality Q-scores compress different types of information 
about the quality of base calls into a confidence (of error) 
value. Quality score is commonly accepted input for ma-
jority of analysis tools, assemblers and aligners in order to 
produce accurate results. 
However, in a raw fastq/bam files these Qs are inferred or 

predicted. The predictions are based on a set of measurements 
of a base call, and on previous observations of the values of 
the measurements. The inferred Q-values are assigned by the 
means of pre-computed look up table, so called calibration 
table (Brockman et al., 2008; Abnizova et al., 2010).

A sequencer’s errors are typically of low Q, and come from 
technological and hardware shortcomings. 

The infamous sources of errors for Illumina sequencers are: 
phasing and pre-phasing, dye label X-talk, molecule degrada-
tion with time and G-quenching (IDT, 2011). The phase inac-
curacy results from base-incorporation errors on a sequencer 
machine. A G-quenching is an effect of previous nucleotide G; 
a base quality is typically low for this G-preceded base call 
(Abnizova et al., 2010, 2012). It was strongly pronounced for 
the v3 version HiSeq, and dramatically reduced for HiSeqX10 
and X5.
◊ Contaminated sequences (due to different reasons) may 

bring up artefacts during variant calling (Schmieder, Ed-
wards, 2011). 

◊ A capture efficiency for exome sequencing is a proportion 
of useful data (Garcia-Garcia et al., 2016). It is normally 
40–75 % (Guo et al., 2014a), and should not be too small 
for statistically sound results. 
And likewise to the section 1, any inconsistency with ex-

pected values for a sample investigated should be cautioning.

3.2. Assembly metrics
In the non-existence of reference genome, the assembly 
metrics are:
◊ Total number of contigs or scaffolds: the less the better; 
◊ Contig or scaffolds sizes: max, mean and N50. N50 is de

fined as the length of the scaffold/contig, which overlaps 
the midpoint of length-ordered concatenation of scaffolds/
contigs; 

◊ Total size of scaffolds. It should be close to an expected size 
of a genome sequenced;

◊ Number of Ns should be limited. (The created gaps in as-
sembly are filled with the uninformative base-pair cha
racter ‘N’.)
An assembly accuracy and several normalised metrics are 

possible to assess in case when a reference genome exits. Note 
that normalization accounts only on those parts of assembly, 
which can be mapped to a reference genome by standard local 
alignment tools. 
◊ Sensitivity of assembly is defines as a percent of genome 

assembled.
◊ Normalised N50 for contigs and for scaffolds is more com

plicated than for contigs because of N-filler of gaps (Ma
kinen et al., 2012).

3.3. Q re-calibration
A predicted Qs often do not correspond to an actual Qs for a 
certain run/lane/library. In this incident (and in case hetero-
geneous data are combined) it is suggested to re-calibrate 
the data (Ewing et al., 1998; Massingham, Goldman, 2012). 
In the WTSI we implemented the in-house recalibration 
and error analysis tools (Abnizova et al., 2010). Instead of 
trimming an ambiguous base calls, we warn (low Q) about 
possible sequencing errors. Trustworthy Q-value is known to 
increase SNP call accuracy (Li, Stoneking, 2012) more than 
hard filtering. 

4. Variant calling and its QC
Variant calling from NGS data is defined as a computational 
methods for establishing an event of genetic variant result-
ing from NGS experiments (Lawrence, 2014; Zhang et al.,  
2015).

Variant calling involves small-range variants (Kojima et 
al., 2013), such as single nucleotide polymorphisms (SNPs), 
short insertions and deletions (indels), and large-range struc-
tural variants, copy number variants (CNV) and structural 
variants (SV). A SVs are inversions, translocations, or large 
indels. All types of variants are identified by comparison to 
a reference genome.

Fraction of variation in genomes is significant: e. g. for 
human genome, SNPs comprise around 0.1  %, although 
SV’s contribution is estimated as 1.2 % (Tattini et al., 2015) 
and CNV’s contribution is as large as 15  % (Wong et al.,  
2010). 

A variant calling is crucial for comparative genomics and 
genetics of human diseases. A valuable variant calling ap-
plication is clinical testing: identifying disease-associated 
mutations (Chin et al., 2013). 

Variant calls are implemented in two ways: (i) after aligning 
reads, or (ii) after assembling reads. Sometimes these steps 
are combined. SNPs and small indels can be identified by 
alignment of short sequencing reads to a reference genome. 
However, larger structural variants and repetitive regions in 
the genome are harder to find. 

Structural variation can disturb genes or regulatory ele-
ments, therefore whole-genome sequencing is not complete 
without assembly and detection of structural variation (Li H. 
et al., 2009). In the (i) case, a position of each read relative to 
the reference genome if identified first. After reads are aligned, 
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a set of QC steps, involving recalibration, duplicate removing, 
and indel-realignment, are done before variant calling.

In the (ii) case, an assembly of un-processed reads is per-
formed first, and only after this the assembly is set against a 
reference genome (if the later exists). Variant detection after 
assembling is beneficial to individual genes (Olson et al., 
2015), but it loses power when applied to a whole genome: in 
the absence of a reference genome it is not possible to identify 
other genome’s contaminations; spurious variants can not be 
verified by raw reads after assembling.

Somatic versus germline mutation
Variant calling from NGS is well utilised in genetics of 

human diseases. There are three typical ways how NGS data 
is applied in the area: (a) detection of causal germline muta-
tions in Mendelian disorders (Lettice et al., 2008; Stitziel et 
al., 2011); (b) detection of putative genes for complex diseases 
with GWAS (Day-Williams, Zeggini, 2011; Lander, 2011; 
Marian, 2012); (c)  detection of somatic and constitutional 
mutations in cancer (Walther et al., 2009).

It is more complicated to identify a somatic mutation than 
a germline mutation (Pabinger et al., 2014).

To identify somatic mutations in cancer, they typically 
compare tumor vs/and normal samples for the same individual 
(Vissers et al., 2011; Yan et al., 2011).

An annotation step is commonly performed after a vari-
ant call (Li R. et al., 2009; Wang et al., 2010; Yang, Wang, 
2015). Annotation is done by utilising a public databases, e. g.  
dbSNP, dbVar (Lin et al., 2015). The next step is visualization 
(Nielsen et al., 2010).

A set of metrics to assess a quality of variant call is listed 
below (Guo et al., 2014b; Jun et al., 2015):
◊  Ti/Tv ratio, individually for whole genome sequencing 

(WGS) and whole exome sequencing (WES) (should be 
2 and 3);

◊ Heterozygocity ratio; 
◊ Number of known and of new SNPs per person: should be 

not more than 200;
◊ Cross species and within species contamination; genotype 

consistency;
◊ SNP spatial density; QC per SNP;
◊ Strand, cycle, allele balance, reference allele biases; hap-

lotype scores;
◊ Performance metrics: Sensitivity and specificity of single 

nucleotide variant call.
One can combine these metrics by a machine learning meth-

ods (DePristo et al., 2011; Jun et al., 2015). In order to mini-
mise false positive (FP), some variant callers do a lot of filter-
ing and trimming using metrics above: by applying a minimum 
depth of coverage threshold, by masking of homo-polymers 
and repeats, by trimming poor quality bases from a read  
etc. Unfortunately, while reducing FP, one can increase false 
negative (FN) by applying these filters (Olson et al., 2015). 
◊ To assess a goodness of a variant caller, one should use a 

performance metrics: accuracy, sensitivity and specificity, 
(Olson et al., 2015) given a reliable benchmarking test sets 
and reference.
A comprehensive review of post-map QC is performed in 

(Wyllie, 2013; Guo et al., 2014b). The GATK (DePristo et 
al., 2011) utilises variant QC metrics for their variant calls, 
applying genotyping and known SNP information for a variant 

QC and annotation. However, there seems to be no a standard 
evaluation of a variant caller (Olson et al., 2015) so far.

5. Correction of errors
A definite amount of errors is the result of sequencing and 
post-processing imperfections. One way to tackle them is to 
Q-score possible known artefacts low, so they would be not 
used by further analysis. Another way is to correct errors us-
ing a knowledge about error sources for various platforms’ 
errors (Edgar, Flyvbjerg, 2015; Olson et al., 2015) and com-
putational biases.

An error correction after mapping is correction of a mis-
match between sequenced read and a reference. After/during 
assembling error correction is a general agreement of base 
calls across all reads belonging to the same assembled location.

There are multiple attempts to correct sequencing errors. 
However, an error correction might introduce new type of 
errors: mis-correction errors (Yang et al., 2013; Fujimoto et 
al., 2014). And these errors are more difficult to correct back 
than technological errors.

A sound comparison of NGS platforms is done in (Yang 
et al., 2013) together with very good explanation of modern 
error-correction methods. Surprisingly, the paper is very con-
vincing that one should NOT introduce new mis-correcting 
errors. Additionally, it also does not look promising to correct 
reads without understanding causes of sequencing/library 
errors. The work (Fujimoto et al., 2014) confirms that error 
correction methods can not handle heterozygosity, and they 
introduce new mis-correction errors.

There are approaches to correct for known context biases, 
such as GGGGT error patterns for Illumina (Minoche et al., 
2011; Nakamura et al., 2011). However, new Illumina releases 
(e. g. HiSeqX10) are almost free from old type motif-depen-
dency, and new artefacts (such as larger context dependence 
on a next base) appear.

Error models are used in (Janin et al., 2014) to realistically 
simulate individual sequencing runs and/or technologies. 
These models are mostly empirically derived and context-
based. A comparison of genomes without assembling them 
is introduced by (Patro, Kingsford, 2015). 

It might be beneficial to do so for de novo sequenced ge-
nomes. However, possible PCR biases in coverage are not in-
cluded in the model. Some studies, such as (Orton et al., 2015) 
developed a computational error model of Illumina’s sample 
processing, which involves experimental steps. This model 
infers possible genomic genome locations of PCR errors.

As a conclusion, one should be informed of possible biases, 
and make decisions depending on their study’s aim. Overall 
conclusion is in necessity to use short sequencing reads error 
correction for the mapping and processing NGS data, depend-
ing on sequencing platforms. Details of error corrections 
publications will be presented in next paper.
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Glossary
The well-known Sanger sequencing method (Sanger et al., 1992) 

is called a first-generation DNA sequencing technology. The next 
generation sequencing technologies (Liu et al., 2012) include: 
(i) 2nd generation sequencing, the massive parallel sequencing 
of relatively short DNA fragments (Dolled-Filhart et al., 2013); 
and (ii) 3d generation sequencing, in which single DNA molecules 
hence much longer fragments (Schadt et al., 2010) are sequenced.
In this paper we will focus on 2nd generation DNA sequencing, 
and will omit the term ‘2nd generation’ while mentioning NGS 
further.

With NGS technologies, bases are inferred from light/chemistry 
intensity signals, a process commonly referred to as base-calling. 
The sequenced bases are assigned A, C, G or T letters depending 
on the intensity.

The Q-value/score is the most well accepted measure of base call 
quality (Bonfield, Staden, 1995).

The quality Q-scores compress a variety of types of information 
about the quality of base calls into a probability-of-error value.

Mapping or aligning is the matching of the reads to locations at the 
reference genome. This is done by aligning reads to stretches of 
the reference genome to which they are most similar in terms of 
nucleotide sequence.

A sequence assembly  refers to  aligning  and merging short frag-
ments from a DNA sequence in order to reconstruct the original  
sequence. 

If the genome of a species has not been sequenced before, the as-
sembly of the reads results in the first version of its reference 
genome. This is called “de-novo assembly”.

Multiplex is a library containing various samples labelled with bar 
codes.

Sample multiplexing is a useful technique when targeting specific 
genomic regions or working with smaller genomes. To accomplish 
this, individual “barcode” sequences are added to each sample so 
they can be distinguished and sorted during data analysis. Pooling 
samples exponentially increases the number of samples analyzed 
in a single run, without drastically increasing cost or time.

Di-multiplexing is separating samples based on their tags, ideally 
should be even across tags.

Adapter. The vast majority of next-generation sequencing experi-
ments will attach adapter sequence to the sequencing construct. 
In many cases these are standard sequences that can be obtained 
from the vendor and/or sequencing centre. Unfortunately some-
times adapter information is not properly tracked and attached as 
metadata to the raw sequencing data and may not be known for 
a given sample.

PF (purity-filtered) data: PF-filtering is known as throwing away 
data with low maximum intensity signal (purity, Illumina termi-
nology).

GC-content is a measure of the relative frequency of the cytosine (C) 
and guanine (G) bases, in comparison with the adenine (A) and 
thymine (T) bases. A genome is called GC-rich if significantly 
more than 50 % of its bases are G or C.

Mate-pair libraries. Mate-pair  is different from “paired-end ” in 
the sense of how the sequence library is made. In “Mate-pair” 
sequencing, 2–5 kb fragments are selected and sequenced from 
both end, thus giving information how nucleotides far apart are 
linked together. Mate-pairs are more ideal for studying genomic 
structural rearrangement and help de novo genome assembly. They 
also facilitate sensitive structural variant (SV) detection across a 
widened SV size-spectrum and in repetitive areas of the genome.

Insert size = DNA fragment size.

Ti/Tv (sometimes called Ts/Tv): the ratio of transitions vs. transver-
sions in SNPs. Transitions are mutations within the same type 
of nucleotide: pyrimidine-pyrimidine mutations (C <–> T) and 
purine-purine mutations (A <–> G). Transversions are mutations 
from a pyrimidine to a purine or vice versa. 

The heterozygosity ratio is the number of heterozygous sites in an 
individual divided by the number of non-reference homozygous 
sites.

Error-correction is an attempt to correct a mismatch between se-
quenced reads and/or reference (if it is available). 

Genomic variant or mutation is a permanent alteration of the 
nucleotide sequence of the genome of an organism. 

A single nucleotide polymorphism or simple nucleotide poly-
morphism, (SNP), is a variation in a single nucleotide which 
may occur at some specific position in the genome, where each 
variation is present to some appreciable degree within a popula-
tion (e. g. >1 %).

Structural variation (also genomic structural variation) is the varia-
tion in structure of an organism’s chromosome.
Structural variation consists of many kinds of variation in the 
genome of one species, and usually includes microscopic and sub-
microscopic types, such as deletions, duplications, copy-number 
variants, insertions, inversions and translocations. 

DNA sequencing is the process of determining the precise order of 
nucleotides within a DNA molecule.

WGS – whole genome sequencing.
WES – whole exome sequencing.
In Illumina, PCR and size selection steps have been implicated in 

GC-bias. PCR is known to preferentially amplify GC-moderate 
sequences, while size selection involves DNA heating which leads 
to a GC-poor fragment’s underrepresentation. Avoiding these steps 
helps to limit the GC-bias.

BAM File – binary version of SAM file, a typical output of the 
secondary phase of data analysis.

Coverage – this value indicates the coverage of an analysed sequence 
with respect to its length, usually expressed as a percentage; 
sometimes the term is also used for the depth of reading.

Long-Reads – strategy for sequencing samples prepared by Mate-
Pair-End method.

Mate Pair-End-Read – strategy for sample preparation where the 
longer fragment (thousands of bases) is circularized using labelled 
adapters, the molecule is subsequently fragmented, but only the 
fragments containing the labelled adapters are sequenced.

Paired-End-Read – a method of reading a fragment where the frag-
ment is first read from one end and then from the other.

Read Depth – DNA = number of times a nucleotide is read; RNA = 
total number of reads per sample.

Read Length – the number of read bases per fragment, respectively 
the maximum length of the fragment, which can be sequenced at 
a time (indicated in bases).

Single-Read – a method of reading a fragment where the fragment 
is read from one end only during sequencing.

SNP – Single-Nucleotide Polymorphism = sequence divergence in 
the range of a single base.

SNP Calling – process of detecting SNPs in the sequences obtained.
Variant Calling is a process of detection of sequence variants in 

the sequences obtained.
Heterozygosity occurs when an individual has two different alleles 

of a gene/loci.
Chimeric reads are reads with DNA sequences originating from 

two different samples.
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Modern transplantology is in need of transplants. 
To solve this problem, the use of animal organs and 
tissues for grafting to humans (xenografts) has been 
proposed. However, the progress in this direction 
is hampered by the risk of zoogenous infection of 
recipients. With regard to economic and ethical criteria 
and to the anatomical and physiological similarity 
to humans, the pig is the best source of xenografts. 
The pig genome harbors type A porcine endogenous 
retroviruses (PERV), which can infect human cell 
lines in vitro. A population of Siberian minipigs was 
raised at the Institute of Cytology and Genetics just 
for xenografting. The goal of the present study is 
to analyze the copy numbers of PERV A in Siberian 
minipigs, their founder breeds Landrace and Large 
White, and wild boars. The copy numbers of PERVs 
have been determined by absolute measurement with 
SYBR Green dye. End-point dilutions of a sample with 
a known copy number have been used for reference. 
The PERV A copy numbers in standard samples of 
Siberian minipig DNA are 2.4, 3.6, and 4.9 per cell, 
which is consistent with data obtained by other sci
entists. Minipigs and wild boars show a significant 
difference in retrovirus copy numbers. Thus, the 
Siberian minipig genome has a considerable number 
of type A PERVs, conceivably pathogenic to humans. 
It is necessary to select animals with minimum PERV 
numbers in the genome for xenografting. The method 

Современная трансплантология испытывает острейший недоста- 
ток в донорских органах. Для решения проблемы был предложен 
подход, основанный на использовании органов и тканей живот
ных для пересадки человеку (ксенотрансплантация). Однако 
широкому развитию этого направления препятствует риск пере
дачи человеку зоонозных инфекционных заболеваний. По эконо- 
мическим и этическим критериям, а также благодаря сходству 
по анатомическим и физиологическим параметрам, свинья 
является наиболее оптимальным источником органов для ксено
трансплантации. В геноме свиньи содержатся эндогенные ретро
вирусы (PERV) типа А которые могут инфицировать клеточные 
линии человека in vitro. Специально для биомедицинских целей, 
в том числе ксенотрансплантации, в Институте цитологии и гене- 
тики СО РАН была выведена селекционная группа сибирских 
миниатюрных свиней. Цель работы заключалась в анализе числа 
копий PERV A у сибирских миниатюрных свиней, пород-основа
телей ландрас и крупная белая, а также диких кабанов. Число 
копий PERV определяли методом абсолютного количественного 
анализа с использованием красителя SYBR Green. В качестве 
стандарта использовали образец с известным числом копий, 
который получали методом конечных разведений. Число копий 
PERV А в калибровочных образцах ДНК сибирских миниатюрных 
свиней составило 2.4, 3.6 и 4.9 копии PERV А на клетку, что хорошо 
совпадает с данными других авторов. Медиана числа копий PERV A 
на клетку составила 4.5 у сибирских миниатюрных свиней, 1.3 у 
ландрасов, 1.0 у представителей крупной белой породы и 0.8 у 
диких кабанов. Достоверные различия в числе копий ретровируса 
обнаружены между миниатюрными свиньями и дикими кабанами. 
Таким образом, геном сибирских миниатюрных свиней содержит 
значительное число копий потенциально патогенных для человека 
ретровирусов PERV типа А. Для ксенотрансплантации необходимо 
отбирать животных с наименьшим числом ретровирусов в геноме. 
Метод количественного определения числа копий PERV А с исполь- 
зованием красителя SYBR Green позволяет выявить таких живот
ных и проводить селекцию сибирских миниатюрных свиней на 
уменьшение этого показателя.

Ключевые слова: свинья; сибирская миниатюрная свинья; крупная 
белая порода; порода ландрас; дикий кабан; свиной эндогенный 
ретровирус; ДНК; ген envA; число копий; ксенотрансплантация.
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of PERV A quantitation with SYBR Green allows detec
tion of such animals and selection of Siberian minipigs 
for reduction of this index. 

Key words: pig; Siberian mini pig; Large White breed; 
Landras breed; wild boar; porcine endogenous retro
virus; DNA; envA gene; copy number; xenotransplan
tation.

Одна из важнейших проблем современной транс-
плантологии – недостаток донорских органов. 
Решить эту проблему можно за счет использования 

для пересадки человеку органов животных (ксенотран-
сплантация). Свинья считается наиболее вероятным 
донором органов для ксенотрансплантации в силу ана-
томического и физиологического сходства с человеком, 
а также по этическим и экономическим причинам (Ekser 
et al., 2015). Основным препятствием для широкого вне-
дрения ксенотрансплантации остается риск зоонозных 
инфекционных заболеваний, передающихся человеку от 
животных. Существенно снизить риск передачи инфекции 
при ксенотрансплантации можно путем выращивания 
свиней в специфических, свободных от патогенов усло-
виях (Shimatsu et al., 2013). Однако при этом сохраняется 
опасность передачи человеку свиных эндогенных ретро-
вирусов (Porcine Endogenous RetroVirus – PERV). PERV 
является РНК-содержащим ретровирусом, но в его цикле 
репликации также используется ДНК. Поэтому PERV 
способны встраиваться в геном клеток в качестве про-
вирусов и не могут быть удалены путем выращивания 
свиней в свободных от патогенов условиях (Yudin et al., 
2011). По предварительным оценкам, геном свиньи может 
содержать от 6 до 10 способных к репликации провиру-
сов, от 30 до 50 полноразмерных копий PERV и от 100 до 
200 локусов, содержащих их частичную последователь-
ность (Niebert, Tonjes, 2005). Существует риск развития 
инфекции PERV у реципиентов ксенотрансплантатов, 
распространения PERV от инфицированных пациентов 
к тесно контактирующему с ними медперсоналу и далее 
на общую популяцию (Denner, 2016).

Выделяют три типа ретровирусов PERV – А, В и С, 
которые сходны друг с другом по последовательностям 
ДНК генов gag (group-specific-antigens) и pol (polymerase), 
но существенно различаются по последовательности 
рецептор-связывающего домена гена env (envelope), ко-
дирующего белок оболочки вируса (Le Tissier et al., 1997; 
Akiyoshi et al., 1998). PERV A и B, помимо клеточных ли-
ний свиньи, могут инфицировать некоторые линии клеток 
человека in vitro, а PERV C может реплицироваться только 
в клетках свиньи (Kimsa et al., 2014). Исследования боль-
ных, которых лечили с использованием живых тканей или 
органов свиньи, до сих пор не выявили развития инфекции 
PERV у человека in vivo (Godehardt et al., 2015). Однако не 
ясно, являются эти данные результатом реального отсут-

ствия продукции вируса клетками свиньи или результатом 
эффективной инактивации высвобождаемых вирусных 
частиц иммунной системой. Поэтому потенциальная 
опасность переноса PERV при ксенотрансплантации по-
прежнему сохраняется.

Несколько пород лабораторных мини-свиней были вы-
ведены за рубежом специально для нужд ксенотрансплан-
тации (Morozov et al., 2015). Селекционная группа си-
бирских миниатюрных свиней была создана в Институте 
цитологии и генетики (ИЦиГ) СО РАН путем скрещивания 
свиней вьетнамской черной и пятнистой пород, свиней 
пород ландрас и крупной белой, а также диких кабанов 
европейского и среднеазиатского подвидов (Тихонов, 
2010). В геноме большинства сибирских миниатюрных 
свиней присутствуют ретровирусы PERV всех трех типов 
(Айтназаров и др., 2014б). Обогащенность геномов мини-
атюрных свиней ретровирусами, вероятно, обусловлена 
их внесением от пород-основателей. Известно, что дикий 
кабан имеет наименьшее число копий PERV всех типов 
в геноме по сравнению со свиньями домашних пород, в 
том числе крупной белой (Mang et al., 2001). Повышение 
этого показателя у домашних свиней, несомненно, связано 
с увеличением риска зоонозной инфекции. Однако число 
копий PERV в геноме сибирских миниатюрных свиней 
неизвестно. 

Целью работы было определение числа копий троп-
ного к клеткам человека ретровируса PERV типа A у 
сибирских миниатюрных свиней, используемых для ксе-
нотрансплантации, а также у представителей некоторых 
пород-основателей.

Материалы и методы
Животные. Образцы крови сибирских миниатюрных 
свиней (n = 10) были взяты в Центре коллективного 
пользования «Генофонды пушных и сельскохозяйствен-
ных животных» ИЦиГ СО РАН. Образцы крови свиней 
пород крупная белая (n = 6) и ландрас (n = 3) собраны 
в хозяйствах Новосибирской области. Образцы крови 
центральноевропейского кабана Sus scrofa scrofa (n = 3) 
получены из Воронежского биосферного заповедника, 
а среднеазиатского кабана (n = 1) Sus scrofa nigripes – в 
Чуйской долине (Киргизия). При анализе образцы дикого 
кабана объединяли в одну группу. ДНК выделяли методом 
протеолитической обработки с последующей экстракцией 
фенолом.

http://assa.bionet.nsc.ru/open/department/2fac8262-2b35-11df-bae0-00221585c8aa/
http://assa.bionet.nsc.ru/open/department/2fac8262-2b35-11df-bae0-00221585c8aa/
http://assa.bionet.nsc.ru/open/department/2fac8262-2b35-11df-bae0-00221585c8aa/
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Определение числа копий PERV А. Стандартные 
образцы для количественного анализа числа копий PERV 
были получены методом конечных разведений (Sedlak, 
Jerome, 2013). Для этого проводили амплификацию фраг-
мента гена envA в серии последовательных десятикратных 
или двукратных разведений исходного образца ДНК. 
Условия амплификации фрагмента гена envA ретровиру-
сов PERV размером 356 п. н. были описаны нами ранее 
(Никитин и др., 2008). Число копий PERV А в стандарт-
ных образцах определяли на основании распределения 
Пуассона по формуле С = –ln(1 – p), где С – среднее число 
копий, р – доля реплицированных образцов, в которых 
прошла амплификация. Результат подтверждали в двух 
независимых экспериментах.

Далее определение числа копий PERV осуществляли 
методом абсолютного количественного анализа по гра-
фику стандартов с различным числом копий PERV A на 
приборе Rotor-Gene Q (Qiagen, Нидерланды). Амплифи-
кацию выполняли с использованием набора реагентов 
для проведения ПЦР в реальном времени в присутствии 
красителя SYBR Green I (Синтол, Россия) по протоколу 
фирмы-изготовителя. Для каждого образца ДНК ПЦР 
проводили не менее трех раз. Данные обрабатывали с 
помощью программы Rotor-Gene 6000 Series software вер
сия  1.8.17.5. При вычислениях принимали, что клетка 
свиньи содержит то же количество геномной ДНК, что и 
клетка человека (6 пг ДНК на клетку).

Статистический анализ. Для определения нормаль-
ности распределения использовали критерий Колмого-
рова–Смирнова. В сравниваемых группах вычисляли 
медиану, 25- и 75%-й квартили количества копий PERV на 
клетку. Поскольку исследованный признак не подчинялся 
нормальному распределению, для сравнения показателей 
между группами применяли непараметрический критерий 
Краскела – Уоллиса, а попарные сравнения проводили 
путем апостериорного анализа средних рангов для всех 
групп. Критическое значение уровня статистической 
значимости при проверке нулевых гипотез принимали 
равным 0.05. Обработку результатов проводили с помо-
щью пакета STATISTICA версии 8.0.

Результаты
Методом конечных разведений было определено число 
копий PERV А в трех образцах ДНК сибирских миниатюр-
ных свиней, которые в дальнейшем использовали для по-
строения калибровочного графика. Исходная концентра-
ция ДНК в образцах варьировала от 1 376 до 1 972 нг/ мкл. 
При разведении около 1 : 40 × 10–6 наблюдали стохасти-
ческую амплификацию реплицированных образцов 
(рис. 1). Расчеты показали, что образцы ДНК трех мини-
свиней содержали 2.4, 3.6 и 4.9 копии PERV А на клетку.

Был разработан метод количественной ПЦР в реальном 
времени для определения числа копий гена envA с ис-
пользованием в качестве калибровки образцов, в которых 
число копий определялось методом конечных разведений. 
Исследования показали, что детекция целевой последо-
вательности ДНК была линейной (средний коэффициент 
регрессии R2 = 0.99) в диапазоне от 20 копий до 20 тыс. 
копий на пробу, что показывает высокую чувствитель-
ность метода (рис. 2).

С помощью метода количественной ПЦР в реальном 
времени было проведено сравнение числа копий гена envA 
ретровируса PERV в образцах ДНК крови у домашних 
свиней и диких кабанов (см. таблицу). Оказалось, что 
число копий на клетку у представителей этих групп до-
стоверно различается (Н = 7.88; p < 0.05). При попарном 
сравнении выявлены достоверные различия в числе копий 
ретровируса между миниатюрными свиньями и дикими 
кабанами (p < 0.05).

Обсуждение
Острый дефицит тканей и органов в трансплантологии 
привел к внедрению ксенотрансплантации органов от 
свиньи к человеку. Однако широкое развитие этого метода 
сдерживается возможностью передачи человеку патогенов 
свиньи, в особенности PERV. Передача PERV человеку 
может быть отправной точкой пандемии, угрожающей 
здоровью не только реципиентов, но и всего общества в 
целом. Многие клетки человека экспрессируют рецепто-
ры, специфичные для PERV типов А и В, в то время как 
рецепторы, специфичные для PERV  С, на них в боль

1     2     3     4      5     6     7     8      9   10    11

356 bp

Fig. 1. Determination of the copy number of the envA gene by the end-
point dilution method in a miniature pig DNA sample. 
Lanes 1–9 are amplified products from nine replicate dilutions 1 : 40 × 10–6 of 
the same DNA sample; lane 10, negative control (water); lane 11, DNA ladder 
from 100 to 1000 bp, at 100-bp increments.
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Fig. 2. Typical calibration curve for the envA gene. 
A standard miniature pig DNA sample was diluted to four concentrations: 
20000, 2000, 200, and 20 copies. Real-time PCR was run individually, and the 
corresponding Ct values were measured. The calibration curve for envA was 
constructed by plotting the Ct values (Y-axis) on the scale of logarithmic copy 
numbers in standard samples (X-axis).
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Определение числа копий эндогенных ретровирусов 
типа А у домашних свиней и диких кабанов

шинстве случаев не обнаружены (Marcucci et al., 2009; 
Nakaya et al., 2011). Соответственно, политропные вирусы 
PERV А и PERV В способны инфицировать клетки че-
ловека, а экотропный вирус PERV С инфицирует только 
клетки свиньи. Показано, что рекомбинанты PERV А/С 
также способны инфицировать клетки человека, причем 
их провирусы могут интегрироваться de novo в геномы 
соматических (но не герминативных) клеток (Denner, 
2008; Karlas et al., 2010).

Эксперименты доказали, что PERV могут инфицировать 
некоторые линии клеток человека in vitro (Specke et al., 
2001; Lee et al., 2008; Yu et al., 2009; Kimsa et al., 2014). 
Перенос эндогенных ретровирусов свиньи и, в некоторых 
случаях, даже их репликация были продемонстрированы 
на культурах первичных эндотелиальных клеток, гепато-
цитов и мононуклеарных клеток периферической крови 
человека (Specke et al., 2001; Li et al., 2006; Frühauf et al., 
2009). Эндотелиальные клетки представляют особый 
интерес, поскольку этот тип клеток является основным 
тканевым барьером для PERV.

В настоящее время риск распространения вызванной 
PERV инфекции среди населения носит гипотетический 
характер, поскольку все больные находятся под при-
стальным эпидемиологическим контролем. Но если 
ксенотрансплантация станет более рутинной процеду-
рой, то ситуация может быстро измениться. Поэтому для 
того, чтобы исключить какой-либо риск инфекции PERV, 
желательно получить свиней, утративших все тропные к 
человеку PERV. Экспрессия РНК PERV найдена практи-
чески у всех изученных пород домашних свиней (Yudin 
et al., 2011). Однако полногеномное секвенирование ДНК 
может помочь характеризовать и отбирать животных-до-
норов с пониженной инфекционной способностью PERV. 
Поскольку большинство копий PERV, вероятно, являются 
дефектными и вклад в репликацию компетентных вирусов 
вносят только несколько полноразмерных копий, экспрес-
сия РНК в целом не должна коррелировать с выработкой 
инфекционных вирионов. Как только эти критические 
локусы будут идентифицированы, может быть достигнут 
(путем селекции или нокаутных технологий) контроль за 
способными к репликации PERV. Так, недавно появилось 
сообщение об успешной инактивации всех 62 копий PERV 
в геноме линии эпителиальных клеток почки свиньи РК15 
с помощью технологии CRISPR/Cas9 (Yang et al., 2015). 
Определение числа копий PERV в геноме – первый шаг 
на пути к созданию безвирусных свиней с помощью био-
технологических манипуляций.

Существует два подхода для количественного опреде-
ления уровня ДНК- или РНК-мишеней в образце ткани – 
абсолютный и относительный (Ребриков и др., 2009). 
Абсолютный количественный анализ определяет точное 
число копий мишени, как правило, путем сравнения зна-
чения порогового цикла ПЦР-реакции Ct с калибровочной 
кривой. При относительном количественном анализе 
изменение в экспрессии мишени нормализуется относи-
тельно экспрессии контрольного референсного гена. В на-
стоящее время для абсолютного количественного анализа 
ДНК или РНК используются два метода ПЦР в реальном 
времени: с интеркалирующим красителем SYBR Green 
или с TaqMan-зондами. Использование красителя SYBR 
Green по сравнению с зондами TaqMan позволяет более 
эффективно и с меньшими затратами проанализировать 
большое число генов-мишеней. Поэтому на основе имен-
но этого подхода был разработан метод количественного 
определения числа копий PERV (Yu et al., 2007; Zhang et 
al., 2010), который использован в нашей работе.

Предварительно, в соответствии с рекомендациями 
авторов метода, нами были подготовлены три калибро-
вочных образца ДНК, в которых методом конечных разве-
дений определялось число копий PERV A (Sedlak, Jerome, 
2013). Исходя из предположения, что клетка свиньи со-
держит такое же количество ДНК, что и клетка человека 
(Yu et al., 2007), для образцов получены значения 2.4, 3.6 
и 4.9 копии PERV А на клетку. Эти значения хорошо со-
гласуются с числом копий гена envA в мононуклеарных 
клетках периферической крови (Yu et al., 2007) и других 
тканях (Zhang et al., 2010) у миниатюрных свиней китай-
ских пород.

Селекционная группа сибирских миниатюрных свиней 
была выведена специально для медико-биологических 
целей (Тихонов, 2010). С использованием пластинок роста 
тел позвонков новорожденных мини-свиней в Новосибир-
ском НИИ травматологии и ортопедии им. Я.Л. Цивьяна 
Минздрава России разработан метод получения хондро-
трансплантатов для коррекции дистрофических и травма-
тических изменений хрящевой ткани, а также процессов 
роста при идиопатическом сколиозе (Тихонов, 2010). 
Проводятся исследования по апробации и производству 
биопротезов клапанов сердца, кровеносных сосудов и пе-
рикардиального лоскута для интракардиальной хирургии 
и ангиопластики на основе материалов от мини-свиней 
(Тихонов, 2010).

С помощью метода количественного определения с 
использованием красителя SYBR Green нами определено 

Copy numbers of PERV A per cell in the genomic DNA of domestic pigs and wild boars

Sus scrofa varieties Number of animals Median 25th–75th 
percentiles

min – max

Siberian miniature pig 10 4.5 2.2–9.2 0.6–58.9

Large White breed 6 1.0 0.2–12.0 0.2–28.1

Landrace breed 3 1.3 1.2–1.6 1.2–1.6

Wild boar 4 0.8 0.4–1.1 0.1–1.2*

* p < 0.05 as compared to miniature pigs.
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число копий PERV А в клетках крови у сибирских миниа-
тюрных свиней, двух пород-основателей и диких кабанов. 
Оказалось, что у сибирских миниатюрных свиней число 
копий PERV А существенно выше, чем у дикого кабана. 
Аналогичная закономерность была найдена при анализе 
числа копий генов pol для других пород свиней (Mang et 
al., 2001). Авторы статьи выдвинули предположение, что 
инбридинг приводит к повышению числа копий PERV в 
геноме. Однако последующее изучение параметров гене-
тического разнообразия по микросателлитным маркерам 
не подтвердило эту гипотезу (Quereda et al., 2012). Ранее 
нами было показано, что, наряду с «вертикальной» пере-
дачей вирусов PERV в ряду поколений, у свиней также 
возможен «горизонтальный» перенос вирусных частиц 
при тесном контакте между животными (Айтназаров и 
др., 2014а). Поскольку частота контактов между миниа-
тюрными свиньями существенно выше, чем между дики-
ми кабанами, обнаруженные нами различия могут быть 
связаны с «горизонтальным» путем передачи вирусной  
инфекции.

Медианы числа копий PERV А у свиней пород ландрас 
и крупная белая в нашем исследовании оказались суще-
ственно ниже, чем показатели, опубликованные другими 
авторами (Mang et al., 2001; Mazurek et al., 2013). Однако 
это несовпадение не вызывает удивления. Исследования 
свиней крупной белой породы показали, что хромосомное 
распределение и число копий PERV существенно раз-
личаются у разных особей (Bosch et al., 2000; Herring et 
al., 2001). Значительные внутрипородные различия были 
получены и для свиней других пород (Ma et al., 2010; Lee 
et al., 2011; Liu et al., 2011).

Полученный нами большой разброс числа копий вируса 
в пересчете на одну клетку может иметь два объяснения. 
С одной стороны, он может отражать низкую чувствитель-
ность использованного нами метода определения числа 
копий PERV A в области низких концентраций ДНК-
мишени. В таком случае селекция свиней на снижение 
этого признака в популяции будет эффективной. С другой 
стороны, полученные значения могут быть связаны с 
индивидуальным разбросом среди животных по коли-
честву копий PERV A, возникшим вследствие вариации 
процессов встройки/вырезания копий провируса в ходе 
онтогенеза. В этом случае селекция будет неэффектив-
ной и отбор целесообразно проводить исключительно на 
индивидуальном уровне, непосредственно перед транс-
плантацией, путем исследования различных органов 
на степень их пораженности ретровирусом. Поскольку 
другие авторы также наблюдали значительный разброс 
между животными по этому показателю (Mazurek et al., 
2013), этот вопрос требует дальнейшего изучения.

Таким образом, геном сибирских миниатюрных свиней 
содержит существенное число копий тропных к клеткам 
человека ретровирусов PERV типа А. Этот факт должен 
учитываться при использовании органов животных для 
ксенотрансплантации. Метод количественного определе-
ния числа копий PERV А с применением красителя SYBR 
Green позволяет выбрать для ксенотрансплантации живот-
ных с наименьшим количеством ретровирусов в геноме 
и может быть использован для селекции мини-свиней на 
снижение этого показателя.
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Analysis of whole-genome 
binding patterns of GAGA 
and CNC transcription factors 
during Drosophila melanogaster 
development 

I.I. Brusentsov  , D.A. Karagodin, E.M. Baricheva,  
T.I. Merkulova

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

On the basis of available data of ChIP-seq and ChIP-
chip experiments performed using antibodies against 
GAGA and CNC transcription factors, genome-wide 
binding mapping of these factors at hours 0–12 and 
16–24 of Drosophila embryogenesis, as well as on 
white pre-pupae stage, was conducted. It was shown 
that the bulk of GAGA and CNC binding falls into 
promoter regions and introns, with the maximal 
density of peaks in the vicinity of the transcription 
start site. Moreover, in both 0–12 and 16–24 hour old 
embryos GAGA and CNC are frequently co-localized, 
while on white pre-pupae stage there is no co-loca
lization of these factors on a genome–wide scale. In 
order to select a set of genes potentially co-regulated 
by GAGA and CNC, the study of their co-binding in 
annotated regulatory regions (promoter areas and 
segments corresponding to the 5’-UTR and 3’-UTR of 
mRNA) was performed. The results obtained clearly 
demonstrated that the sets of genes characterized 
by co-binding of both factors vary greatly at different 
stages. Thus from 353 genes with overlapped GAGA 
and CNC binding loci on the 0–12 hour old embryos 
and 611 genes on the 0–12 hour old embryos only 
61 genes “belong” to both stages. For an explanation 
it is proposed that different sets of target genes are 
regulated by combinations of various GAGA and CNC  
isoforms, which are characterized by distinct expres
sion patterns during drosophila embryogenesis. 
Functional annotation analysis of genes, in whose 
regulatory regions both GAGA and CNC were found at 
all investigated stages, demonstrates enrichment by 
genes controlling embryogenesis, neurogenesis and 
wing development. The data obtained suggest the 
interaction of GAGA and CNC during D. melanogaster 
embryogenesis. 

Key words: transcription factors; GAGA; CNC; develop
ment; D. melanogaster.

На основании доступных данных ChIP-seq и ChIP-chip эксперимен
тов, выполненных с использованием антител к транскрипционным 
факторам GAGA и CNC, проведен анализ распределения по геному 
участков связывания этих факторов в эмбриогенезе (возраст 
эмбрионов 0–12 и 16–24 ч), а также на стадии белой предкуколки 
дрозофилы. Показано, что основная часть мест связывания GAGA 
и CNC попадает в промоторные районы и интроны генов, при 
этом максимальная плотность пиков связывания обоих факторов 
приходится на область старта транскрипции. Показано также, 
что у эмбрионов в возрасте как 0–12, так и 16–24 ч развития на
блюдается неслучайная колокализация GAGA и CNC, в то время 
как на стадии белой предкуколки колокализации этих транскрип
ционных факторов в масштабе генома выявить не удается. Для 
того чтобы очертить круг генов, для которых возможна совместная 
регуляция GAGA и CNC, было осуществлено исследование их 
совместного распределения в аннотированных регуляторных 
районах (промоторная область и участки, соответствующие 5’-UTR 
и 3’-UTR мРНК). Оказалось, что совокупности генов, в регуляторных 
районах которых обнаружено связывание обоих факторов, сильно 
различаются на разных стадиях. Если у эмбрионов в возрасте 
0–12 ч 353 гена характеризуются пересечением пиков ChIP-seq 
GAGA и CNC, а в возрасте 16–24 ч число таких генов составляет 
611, то всего лишь 61 ген является «общим» для обеих стадий. 
Предполагается, что различные подгруппы генов-мишеней этих  
факторов регулируются разными сочетаниями изоформ GAGA и 
CNC, паттерны экспрессии которых изменяются в ходе эмбриоге
неза дрозофилы. Функциональный анализ генов, в регуляторных 
районах которых найдена колокализация GAGA и CNC на всех 
исследованных стадиях развития, показывает обогащение генами, 
контролирующими эмбриогенез, развитие нервной системы и 
крыла дрозофилы.

Ключевые слова: транскрипционные факторы; GAGA; CNC; 
развитие; D. melanogaster. 
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Развитие и жизнедеятельность многоклеточного ор-
ганизма осуществляются за счет дифференциальной 
экспрессии многих тысяч генов, определенные набо-

ры которых транскрибируются в различных типах клеток 
на разных этапах развития и отвечают на разнообразные 
внешние сигналы (Tomancak, Ohler, 2010; Меркулова 
и др., 2013). Известно, что регуляция экспрессии боль-
шинства генов происходит на транскрипционном уровне, 
на котором центральную роль играют транскрипцион-
ные факторы (ТФ) – регуляторные белки, опознающие 
определенные последовательности ДНК в регуляторных 
районах (Frith et al., 2008; Charoensawan et al., 2010). 
В зависимости от состава используемых сайтов связы-
вания ТФ в регуляторных районах генов формируются 
различные ансамбли этих белков, и такая комбинаторика 
сайтов и взаимодействующих с ними ТФ имеет ключевое 
значение для определения уровня экспрессии различных 
генов, обусловленного стадией развития организма, ти-
пом клетки и внешними воздействиями (Harbison et al., 
2004; Ochoa-Espinosa, Small, 2006; Bulger, Groudine, 2011; 
Меркулова и др., 2013).

D. melanogaster на протяжении многих лет является 
одной из наиболее популярных моделей для изучения 
сети генных взаимодействий и роли различных ТФ на 
разных стадиях онтогенеза, включая эмбриональное раз-
витие (Adryan, Teichmann, 2010; Tomancak, Ohler, 2010). 
В ходе изучения эмбриогенеза D. melanogaster было 
выявлено более 10 ТФ (Bicoid, Nanos, Kruppel, Knirps, 
Giant, Hunchback, Caudal и др.) координированное дей-
ствие которых определяет ранние стадии формирования 
эмбриона (Ingham, 1988; Rivera-Pomar, Jãckle, 1996; Segal 
et al., 2008). Проведенные позднее полногеномные иссле-
дования показали, что в контроле онтогенеза дрозофилы 
участвуют сотни ТФ, хотя конкретная роль большинства 
из них еще не определена (Adryan, Teichmann, 2010; Ham-
monds et al., 2013). До сих пор очень мало известно также 
о взаимодействии различных ТФ друг с другом в ходе 
развития дрозофилы. Поэтому представляется очевидным, 
что наряду с общим анализом полногеномных данных 
необходимы более конкретизированные исследования 
накопленного экспериментального материала, в частно-
сти изучение колокализации отдельных ТФ в масштабе 
генома и выявление круга генов, совместно регулируемых 
этими факторами.

Транскрипционный фактор GAGA, кодируемый геном 
Trithorax-like (Trl), необходим для нормального развития 
D. melanogaster (Farkas et al., 1994). Он экспрессируется 
на всех стадиях развития, но особенно активно во время 
эмбриогенеза (http://flybase.org/reports/FBgn0013263.html). 
В ходе анализа полногеномных профилей связывания ТФ 
было установлено, что GAGA специфично связывается с 
так называемыми HOT-регионами (или Hotspot), местами 
с повышенной плотностью сайтов связывания разных ТФ 
по сравнению с остальным геномом (Kvon et al., 2012; 
Slattery et al., 2014). Поскольку GAGA присутствует в 
большинстве тканей и на всех стадиях онтогенеза, дол-
жен существовать механизм, обеспечивающий изменение 
наборов генов, регулируемых им в разных условиях. ТФ 
GAGA представлен несколькими изоформами, и одним 
из возможных механизмов специфичности его действия 

является связывание с разными сайтами различных его 
гомо- и гетеродимеров (Espinas et al., 1999). Другим воз-
можным механизмом может быть взаимодействие GAGA 
с другими ТФ и белками хроматина для обеспечения из-
менения специфичности связывания с разными сайтами 
(Pagans et al., 2002). В этом случае изменение перекрыва-
ния профилей связывания ТФ на разных стадиях развития 
будут обеспечивать изменение набора регулируемых 
генов. В рамках проекта modENCODE (www.modencode.
org; Roy et al., 2010) были получены профили связыва-
ния для более чем 80 ТФ на разных стадиях развития 
дрозофилы. Однако в настоящее время только для очень 
небольшого количества этих факторов получены профили 
связывания для нескольких следующих друг за другом 
стадий развития, что дает возможность проследить ди-
намику колокализации районов связывания разных ТФ и 
сделать предположения об их возможном взаимодействии 
в течение развития. Для GAGA профили были получены у 
эмбрионов нескольких возрастов, а также на стадии белой 
предкуколки (БП). Только для трех ТФ (SuHW, STAT92E, 
CNC) также получены профили для этих же периодов 
развития. SuHW является важным компонентом инсуля-
торных комплексов, и взаимное расположение его сайтов 
и сайтов связывания GAGA исследовалось в том числе и 
на геномном уровне (Nègre et al., 2010). Для STAT92E и 
CNC имеются литературные данные о перекрывании их 
сайтов связывания с сайтами GAGA, полученные при 
анализе профилей только для 0–12-часовых эмбрионов 
(Nègre et al., 2011). На наш взгляд, наибольший интерес 
для изучения возможного взаимодействия с GAGA пред-
ставляет CNC, кодируемый геном cap-n-collar (cnc). CNC 
является важным регулятором эмбриогенеза дрозофилы, 
в частности он необходим для формирования головного 
сегмента эмбриона (Mohler et al., 1995). 

Целью настоящей работы было изучение распреде-
ления сайтов связывания для двух важных регуляторов 
эмбрионального развития D. melanogaster – ТФ GAGA и 
CNC – в течение эмбрионального развития и на стадии 
БП. Мы определили также круг генов, которые, возможно, 
совместно регулируются этими факторами.

Материалы и методы
В анализ были взяты данные полногеномных экспери-
ментов по иммунопреципитации хроматина из проекта 
modENCODE (www.modencode.org; Roy et al., 2010). Экс-
перименты были выполнены с использованием антител 
к константным областям транскрипционных факторов 
GAGA и CNC на линии D. melanogaster iso1 (y, bw cn sp) 
для эмбрионов в возрасте 0–12 и 16–24 ч и на стадии БП. 
Экспериментальные данные для эмбрионов 0–12 ч были 
получены с применением технологии ChIP-chip, осталь-
ные – с помощью ChIP-seq. Исходные данные были из-
влечены из архивов NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/ для ChIP-chip и http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ для 
ChIP-seq) (таблица). В работе использовали версию 6 
аннотации генома дрозофилы (Hoskins et al., 2015; ftp://
ftp.ensembl.org/pub/release-83/gtf/drosophila_melanogaster/
Drosophila_melanogaster.BDGP6.83.gtf.gz).

Поскольку ChIP-chip для 0–12-часовых эмбрионов 
проводили в рамках одного эксперимента, данные о про-



Analysis of whole-genome binding patterns of GAGA  
and CNC during Drosophila melanogaster development

I.I. Brusentsov, D.A. Karagodin 
E.M. Baricheva, T.I. Merkulova

764 Analysis of regulatory sequencesVavilov Journal of Genetics and Breeding • 20 • 6 • 2016

филе распределения пиков взяты без предварительной 
обработки.

Предпроцессинг данных ChIP-seq проводили с использо-
ванием программы Trimmomatic-3.2.2 (Bolger et al., 2014). 
Средняя длина прочтения составила 36 п. н. Выравнивание 
проводили на последовательность генома дрозофилы 
версии 6 с помощью пакета программ Bowtie2 (Langmead, 
Salzberg, 2012). Для удаления эффекта дупликации про-
чтений использовали пакет программ SAMtools 1.2 (Li et 
al., 2009). Поиск пиков связывания проводили с помощью 
программы MACs2 2.0.9 (qvalue = = 0.01) (Zhang et al., 
2008). В качестве контроля для бутстреп-анализа были 
сформированы искусственные данные по каждому транс-
крипционному фактору, содержащие то же количество 
пиков для каждой хромосомы и размеры пиков, соответ-
ствующие средней протяженности пиков в эксперимен-
тальных данных, но со случайным распределением по 
геному. Относительно этой же выборки оценивали обо-
гащение различных районов генома пиками связывания 
CNC и GAGA, полученными в эксперименте. Плотность 
распределения пиков (ρ) в различных районах генома 
(промоторы, 5′- и 3′-UTRs, интроны, кодирующие районы 
и межгенные промежутки) рассчитывали по формуле:

ρ =    Nr   ,      N + Sr
где Nr – количество пиков данного ТФ, попадающих в 
определенный район генома, N — общее количество пиков 
данного ТФ, Sr — суммарная площадь данного района 
генома в мегабазах. 

Координаты HOT-районов и STARR-Seq энхансеров 
взяты из ранее опубликованных работ (Roy et al., 2010; 
Arnold et al., 2013). Преобразование ординат к версии 6 
аннотации генома дрозофилы производили с использо-
ванием Drosophila Sequence Coordinates Converter (http://
flybase.org/static_ pages/downloads/COORD.html).

Анализ обогащения генов-мишеней выполняли с ис-
пользованием пакета программ WebGestalt (http://www.
webgestalt.org/).

Результаты
При сравнении результатов экспериментов по иммуно-
преципитации хроматина было выявлено значительно 
большее количество мест связывания GAGA фактора с 
ДНК по сравнению с CNC (см. таблицу). Причем если в 
случае с CNC это количество остается относительно ста-

Raw ChIP-seq and ChIP-on-chip data and peak detection results 

Transcription factor Stage ID GEO Number of peaks Mean peak size (bp)

GAGA Embryo 0–12 h GSM409071 3 902 1 826

Embryo 16–24 h SRR063878, SRR063879, SRR063880* 6 682 658

White prepupa SRR099124, SRR099125, SRR099126* 18 668 346

CNC Embryo 0–12 h GSM399627 697 1 037

Embryo 16–24 h SRR390242, SRR390243, SRR390244* 823 618

White prepupa SRR350870, SRR350871, SRR350872* 415 568

* input control.

Fig. 1. (a) Distribution of CNC and GAGA-binding peaks in the Drosophi-
la genome. Designations: cds, coding sequences; igs, intergenic spacers. 
(b) Regions enriched and depleted in TFBSs around TSS. (c) Same around 
TES. Y-axis: logarithmic ratios between the densities of GAGA and CNC 
peaks around (b) TSS and (c) TES and the densities of the peaks in an arti-
ficial sample in the same region (see Materials and methods). 

a

b

c

5’UTR

Distance to the nearest TSS, bp

TSS
GAGA
CNC

–1.0

–5 000 –4 000 –3 000 –2 000 –1 000 1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000

–0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Promo- 
tors

lo
g 2(

ra
tio

)

3’UTR

TES

CNC
GAGA

–1.0

–5 000 –4 000 –3 000 –2 000 –1 000 1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000

–0.5

0.0

0.5

1.0

lo
g 2(

ra
tio

)

5’UTR 3’UTR

GAGA
CNC

cds–0.4

–0.3

–0.2

–0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

igsPromotors

lg
(r

at
io

)

Introns

Distance to the nearest TES, bp



И.И. Брусенцов, Д.А. Карагодин 
Э.М. Баричева, Т.И. Меркулова

2016
20 • 6

765Анализ регуляторных последовательностей Вавиловский журнал генетики и селекции • 20 • 6 • 2016
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бильным во всех стадиях, то количество пиков связывания 
GAGA растет по мере развития мух.

При оценке распределения пиков связывания GAGA 
и CNC по геному для всех исследованных стадий было 
выявлено, что районы начала генов, включающие про-
моторную область (интервал от старта транскрипции 
до –1000 п. н.) и участок, соответствующий 5′-UTR 
мРНК, существенно обогащены пиками обоих факторов 
(рис. 1, а). Следует отметить достаточно высокую плот-
ность пиков GAGA в кодирующих областях генов (см. 
рис. 1, а). Возможно, это связано с участием GAGA в 
процессе элонгации транскрипции (O’Brien et al., 1995). 
Максимальная плотность пиков и GAGA и CNC приходит-
ся на область старта транскрипции (TSS) (см. рис. 1, б). 
Такой характер распределения мест связывания в геноме 
зафиксирован и для других транскрипционных факторов 
(Farnham, 2009) и подтверждает принятую точку зрения 
о важной роли промоторных районов генов в регуляции 
транскрипции (Меркулова и др., 2013). Минимальная 
плотность пиков обоих факторов наблюдается в районе 
сайта терминации транскрипции (TES), что ранее было 
зафиксировано для GAGA (Nègre et al., 2010), а для CNC 
наблюдается впервые.

Для исследования возможного взаимодействия транс-
крипционных факторов была проведена оценка минималь-
ного расстояния между пиками GAGA и CNC на разных 
стадиях развития мух. Чтобы нивелировать влияние 
разницы в количестве пиков, полученных в разных экс-
периментах, на результат вычисления, для каждой стадии 
были случайным образом сформированы подвыборки, со-
держащие 3 902 пиков GAGA и 415 CNC, и на этих подвы-
борках оценивали расстояние между вершинами соседних 
пиков ТФ. Достоверность определяли с использованием 
бутстреп-анализа (999 реплик). Результаты представлены 
на рис. 2. Видно, что на эмбриональной стадии развития 
пики исследуемых ТФ тяготеют друг к другу. На стадии 
БП колокализации сайтов GAGA и CNC на геномном уров-
не практически не наблюдается: из рис. 2, б видно, что 

расстояние между пиками на этой стадии достоверно не 
отличается от расстояний между пиками в искусственно 
созданной нами выборке. При оценке количества и пло-
щади перекрытия пиков мы также видим колокализацию 
CNC и GAGA на эмбриональных стадиях и ее отсутствие 
на стадии БП в масштабе генома (см. рис. 2, б).

Для исследования функциональной роли участков 
возможного совместного связывания CNC и GAGA мы 
проанализировали перекрывание всех таких участков 
с HOT-регионами и STARR-seq энхансерами. HOT-ре
гионы – это участки ДНК, в которых плотность сайтов 
связывания ТФ повышена (Moorman et al., 2006). Было 
продемонстрировано, что HOT-регионы часто обладают 
энхансерной активностью (Kvon et al., 2012). Также ранее 
был предложен экспериментальный метод для полноге-
номного выявления энхансеров (STARR-seq), с помощью 
которого авторы выявили более 10 000 участков, обла-
дающих энхансерной активностью в S2 и OSC клетках  
(Arnold et al., 2013). Было установлено, что районы ко-
локализации GAGA и CNC с высокой частотой перекры
ваются и с HOT-регионами, и с энхансерами (рис. 3). 
C НОТ-регионами перекрывается 90 %, а с энхансера-
ми – 42 % районов колокализации CNC и GAGA, что 
достоверно больше, чем перекрывание каждого из ТФ по 
отдельности. Таким образом, значительная часть районов 
колокализации может обладать энхансерной активностью 
и участвовать в активации экспрессии рядом расположен-
ных генов.

Особый интерес представляет возможная колокали-
зация изучаемых ТФ в регуляторных районах генов. 
В качестве таких районов были выбраны промоторная 
область и прилежащий к ней участок, соответствующий 
5′-UTR мРНК, а также участок, соответствующий 3′-UTR 
мРНК. Оказалось, что у эмбрионов в возрасте 0–12 ч 353 
гена характеризуются пересечением пиков связывания 
GAGA и CNC в этих районах, в 12–24 ч – число таких 
генов составляет 611, а на стадии БП – 180 (рис. 4). Из 
приведенных на рис. 4 данных видно также, что число ге-
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Fig. 5. Involvement of genes targeted by CNC and GAGA TFs in various biologic processes accord-
ing to analysis with WebGestalt software (p < 0.02).

Fig. 4. Numbers of genes with peaks of GAGA 
and CNC-binding sites at the 0–12 h and 16–24 h 
embryonic stages and at the white prepupa 
stage.

Fig. 3. Shares of GAGA- and CNC-binding re-
gions and their putative linkage (CNC ∩ GAGA) 
that overlap HOT regions and S2 enhancers. 
Data are integrated over all Drosophila develop-
mental stages investigated. The share of regions 
with CNC and GAGA colocalization is significantly 
(p < 0.01 according to Fisher’s exact test) greater 
than the share of each factor in both cases.
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нов, в регуляторных районах которых 
обнаружено совместное связывание 
GAGA и CNC на более одной стадии, 
весьма невелико. Так, только в 12 из 
них колокализация ТФ наблюдалась 
на всех стадиях. Для эмбрионов в 
возрасте 0–12 и 16–24 ч количество 
таких «общих» районов равно 61, в 
0–12 ч и БП – 17, а в 16–24 ч и БП – 
72. Наиболее вероятным объяснени
ем этому явлению служит измене-
ние паттернов экспрессии изоформ 
GAGA и CNC в ходе эмбриогенеза 
дрозофилы. Это позволяет предпо-
лагать, что разные подгруппы генов-
мишеней GAGA и CNC регулируются 
различными сочетаниями изоформ 
GAGA и CNC.

Мы проанализировали функции всех выявленных нами предполагаемых 
генов-мишеней обоих ТФ (1006 генов). В результате выяснилось, что сово-
купность этих генов обогащена определенными группами. Так, по термину 
«молекулярные функции» выявлено повышенное содержание генов, кодиру-
ющих транскрипционные факторы (60 генов). По термину «биологические 
функции» среди генов-мишеней обоих ТФ также наблюдалось существенное 
обогащение генами-регуляторами различных процессов (336 генов). Это, 
вероятно, связано с тем, что cnc и Trl находятся на вершине регуляторных 
каскадов, а их мишени-регуляторы осуществляют регуляцию второго порядка. 
Более детально процессы, в которые вовлечены предполагаемые гены-мишени, 
представлены на рис. 5. Среди них интересны процессы развития нервной 
системы и морфогенеза крыла. Представленность генов, связанных с этими 
процессами, не одинакова на разных стадиях развития. Так, если обогащение 
по генам развития нервной системы наблюдается на всех изучаемых стадиях 
(эмбрионы 0–12 ч, эмбрионы 16–24 ч, БП), то обогащение по генам, вовле-
ченным в морфогенез крыльев, – только на стадии эмбриогенеза 16–24 ч, что 
коррелирует со временем инвагинации имагинальных дисков (Campos-Ortega, 
Hartenstein, 1997).
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Обсуждение
Разработка полногеномных технологий изучения экс-
прессии генов, функциональной организации хроматина и 
локализации различных ТФ в масштабе генома (RNA-seq, 
ChIP-chip, ChIP-seq, DamID) привела к существенному 
расширению знаний о характерных для разных типов 
клеток профилях транскрипции генов, модификаций хро-
матина и распределения ТФ, а также об изменениях этих 
профилей в ходе развития многоклеточного организма 
(Filion et al., 2010; Roy et al., 2010; Lelli et al., 2012; Diehl, 
Boyle, 2016). Однако в настоящее время темпы накопле-
ния экспериментальных данных, получаемых с помощью 
указанных технологий, значительно превышают темпы 
извлечения из них биологической информации. Так, в 
базах проекта modENCODE содержится уже довольно 
много данных ChIP-seq экспериментов по определению 
полногеномного распределения ряда ТФ на разных ста-
диях развития D. melanogaster, однако их анализ далек от 
завершения. В частности, для весьма немногих ТФ вы-
полнены работы по выявлению совместной локализации 
этих факторов (Slattery et al., 2014), которая может служить 
весомым указанием на их взаимодействие в процессе 
регуляции тех или иных наборов генов. Среди факторов, 
представляющих интерес для подобного изучения, мы вы-
делили два важных регулятора развития дрозофилы, ТФ 
GAGA и CNC, для которых в modENCODE содержатся 
данные ChIP-chip и ChIP-seq экспериментов, выполнен-
ных во время 0–12 ч и 16–24 ч развития эмбриона, а также 
на стадии белой предкуколки.

Известно, что гены Trl и cnc экспрессируются на всех 
стадиях онтогенеза дрозофилы (Перелыгина и др., 1993; 
Soeller et al., 1993; http://www.flyexpress.net/). Экспрессия 
Trl достигает максимума у эмбрионов 4–12 ч развития, а 
затем постепенно снижается (Soeller et al., 1993; Bhat et 
al., 1996; Karagodin et al., 2013). В раннем эмбриогенезе 
транскрипты Trl равномерно распределены по всему 
эмбриону, а в дальнейшем транскрипция наблюдается 
преимущественно в формирующейся нервной системе 
(Перелыгина и др., 1993). Основными транскриптами гена 
Trl являются два: длиной 2.5 и 3.0 т. н. На стадии 0–4 ч 
развития эмбрионов преобладает 2.5 т. н. транскрипт, а на-
чиная с 4 ч увеличивается количество транскрипта длиной 
3.0 т. н., и с 8–12 ч он становится преобладающим и оста-
ется таковым до конца эмбриогенеза (Soeller et al., 1993; 
Karagodin et al., 2013). Известно, что транскрипт длиной 
2,5 т. н. соответствует изоформе белка GAGA-519, а транс-
крипт длиной 3.0 т. н. – изоформе GAGA-581 (Karagodin 
et al., 2013). Несмотря на то что соотношение основных 
транскриптов гена Trl меняется в ходе онтогенеза, уста-
новлено, что только в первые 6 ч развития эмбрионов в 
них доминирует белок GAGA-519, а в дальнейшем обе 
изоформы выявляются примерно в равных количествах 
(Benyajati et al., 1997).

Транскрипты гена cnc на первых стадиях эмбриогенеза 
так же, как и транскрипты гена Trl, равномерно распре-
делены во всем эмбрионе, а в дальнейшем транскрипция 
cnc в основном ограничена областью формирующейся 
головы (http://www.flyexpress.net/). Выявлены три главных 
транскрипта гена cnc длиной 6.6; 5.4; 3.3 т. н. (McGinnis 
et al., 1998). У 2–8-часовых эмбрионов преобладающими 

являются транскрипты 5.4 и 4.0 т. н., у 8–12-часовых 
эмбрионов основной транскрипт – 5.4 т. н., а у 12–24-ча-
совых присутствуют все три транскрипта. Выявлены 
соответствующие этим транскриптам изоформы белка 
CNC длиной 533 а. о. (изоформа А, 3.3 т. н. транскрипт), 
805 а. о. (изоформа В, 5.4 т. н. транскрипт) и 1 383 а. о. 
(изоформа С, 6.6 т. н. транскрипт). Транскрипты, дающие 
начало изоформам А и С, и сами белки нарабатываются 
еще во время оогенеза, поэтому они выявляются в раннем 
эмбриогенезе еще до начала зиготической транскрип-
ции. В дальнейшем эти изоформы появляются вновь 
уже после 11 ч эмбриогенеза и присутствуют до конца 
этого процесса. Значительное количество изоформы В 
выявляется в головном отделе эмбриона на стадиях 6–14 
(3–12 ч) эмбриогенеза, тогда как в другое время этот белок 
обнаруживается в эмбрионе в очень малом количестве 
(McGinnis et al., 1998). Таким образом, если разные изо-
формы белка GAGA выявляются в течение большей части 
эмбриогенеза приблизительно в равных количествах, то 
разные изоформы белка CNC распределены по разным 
периодам эмбриогенеза достаточно специфично.

Анализ взаимного расположения пиков связывания 
CNC и GAGA позволил выявить районы, в которых пики 
перекрываются на определенной стадии развития. В этих 
районах сайты связывания CNC и GAGA располагаются 
достаточно близко друг к другу, для того чтобы было воз-
можно влияние связывания одного из ТФ на связывание 
второго и даже физическое взаимодействие между ними 
для совместного связывания. Нужно отметить, что дан-
ные Chip-seq и ChIP-chip относятся к целым эмбрионам 
и БП, поэтому нельзя исключить наложение пиков ТФ от 
разных типов клеток. Однако следует учитывать высокую 
степень перекрывания районов экспрессии генов cnc и Trl. 
Так, в раннем эмбриогенезе GAGA и CNC присутствуют 
во всех клетках эмбриона, а на более поздних стадиях их 
экспрессия перекрывается в головном сегменте эмбрио-
на. Поэтому кажется маловероятным, что большая часть 
наблюдаемого перекрытия возникает за счет наложения 
пиков от разных типов клеток. Как следствие, поиск мест 
совместной локализации CNC и GAGA служит первым 
этапом для выявления возможной совместной регуляции 
генов этими ТФ в течение развития дрозофилы.

Проведенный нами анализ высветил новые аспекты 
возможного совместного действия этих факторов в ходе 
эмбрионального развития D. melanogaster. Мы показали, 
что в периоды 0–12 и 16–24 ч развития эмбриона наблю-
дается неслучайная колокализация GAGA и CNC, в то 
время как на стадии белой предкуколки колокализации 
этих факторов в масштабе генома выявить не удается. 
Данные указывают на возможность совместной регуля-
ции GAGA и CNC определенного круга генов во время 
эмбриогенеза. Для того чтобы выявить эти гены, было 
осуществлено исследование колокализации изучаемых 
ТФ в аннотированных регуляторных районах (промо-
торная область и участки, соответствующие 5′-UTR и 
3′-UTR мРНК). Оказалось, что совокупности генов, в 
регуляторных районах которых обнаружено связывание 
обоих ТФ, сильно различаются на разных стадиях. Так, 
если в период 0–12 ч эмбриогенеза 353 гена характери-
зуются пересечением пиков ChIP-seq GAGA и CNC, а в 
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период 12–24 ч число таких генов составляет 611, то всего 
лишь 61 ген является «общим» для обоих периодов. Мы 
предполагаем, что такое варьирование числа генов, харак-
теризующихся совместным связыванием обоих белков, 
определяется тем, что на разных стадиях развития пре-
обладают различные изоформы CNC и GAGA, которые, 
по-видимому, обладают определенной избирательностью 
по отношению к сайтам связывания этих белков на ДНК 
и/или в составе хроматина.

Функциональный анализ генов, в регуляторных райо-
нах которых найдена колокализация ТФ GAGA и CNC, 
выделяет группы генов, контролирующих эмбриогенез, 
развитие нервной системы и развитие крыла дрозофилы. 
Следует отметить, что ТФ GAGA так же, как и ТФ CNC, 
влияют на ход этих процессов (Iyer et al., 2013; Schertel 
et al., 2015). Так, хорошо известно, что GAGA регулирует 
активность многих генов, контролирующих эмбриогенез 
дрозофилы (Granok et al., 1995). Ген cnc также принимает 
участие в этом процессе, влияя на работу генов развития 
головы (Veraksa et al., 2000). Однако до настоящего време-
ни не было данных о совместном участии GAGA и CNC в 
регуляции транскрипции конкретных генов. Полученные 
нами результаты указывают на существование обширной 
и динамично меняющейся сети генов, совместно регу-
лируемых этими ТФ в ходе эмбрионального развития 
дрозофилы, и открывают новые перспективы в изучении 
этого процесса.
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Statistical features of the distribution of transcription 
factor binding sites in the mouse genome that are 
obtained by ChIP-seq experiments in embryonic 
stem cells have been considered. Clusters of sites that 
contain four or more different transcription factor 
binding sites in the mouse genome have been defined, 
also their location relatively to the regulatory regions 
of genes has been described. The presence of two 
types of site co-localization has been shown: clusters 
containing binding sites for factors Oct4, Nanog, Sox2, 
located in the distal regions, and clusters containing 
binding sites n-Myc, c-Myc, mainly located in the pro
moter regions of mouse genes. Analysis of new ChIP-
seq data about binding of transcription factors Nr5a2, 
Tbx3 in the same cell type has confirmed the division of 
clusters of transcription factors binding sites into two 
types: those containing the binding sites of regulators 
of pluripotency (Oct4, Nanog, and others) and those 
not. The computer program of the statistical data pro
cessing of gene location and chromatin domains that 
analyzes experimental data of site localization obtain
ed by ChIP-seq in the mouse genome and the human 
genome has been developed. The presence of prefer
ences at position of transcription factor binding sites 
of various types has been revealed, the distances 
between the nearest groups of TF binding sites Oct4, 
Nanog, Sox2 and TF binding sites n-Myc and c-Myc 
have been calculated using this program. The presence 

Разработана компьютерная программа расчета кластеров сайтов 
связывания различных транскрипционных факторов (ТФ) по дан
ным геномных координат пиков профиля ChIP-seq (Chromatin 
ImmunoPrecipitation-sequencing). Рассмотрены статистические 
особенности распределения сайтов связывания транскрипцион
ных факторов в геноме мыши, полученных с помощью ChIP-seq 
экспериментов в эмбриональных стволовых клетках. Определены 
кластеры сайтов, содержащие четыре (и более) сайта связывания 
различных транскрипционных факторов в геноме мыши, описано 
их расположение относительно регуляторных районов генов. 
Подтверждено наличие двух типов совместной локализации 
сайтов: кластеры, содержащие сайты связывания факторов Oct4, 
Nanog, Sox2, расположенные в дистальных районах, и кластеры 
с сайтами связывания n-Myc, c-Myc, находящиеся в основном 
в промоторных районах генов мыши. Анализ новых данных 
ChIP- seq по связыванию транскрипционных факторов Nr5a2, Tbx3, 
Cep, SRF, USF1 в том же типе клеток подтвердил разделение кла
стеров сайтов связывания транскрипционных факторов на два 
типа: содержащие сайты связывания регуляторов плюрипотент
ности (Oct4, Nanog и Sox2) и не включающие их. Разработана 
компьютерная программа статистической обработки данных о 
расположении сайтов в генах, использующая экспериментальные 
данные локализации сайтов, которые получены методами ChIP- seq  
в геномах мыши и человека. С помощью этой программы выявле
ны закономерности локализации сайтов связывания транскрип
ционных факторов различных типов. Рассчитаны расстояния 
между ближайшими сайтами связывания ТФ группы Oct4, Nanog, 
Sox2 и сайтами связывания других факторов в кластерах сайтов, 
которые служат основой для анализа совместного связывания 
белковых комплексов с ДНК. Рассчитана доля присутствия извест
ных нуклеотидных мотивов сайтов связывания транскрипционных 
факторов в геномных участках ChIP-seq. Пересчитаны весовые 
матрицы для таких нуклеотидных мотивов. Показана корреляция 
присутствия мотивов с интенсивностью связывания ChIP-seq. 
Программы, реализующие разработанные компьютерные методы 
оценки кластеризации сайтов связывания различных транскрип
ционных факторов для новых данных ChIP-seq, доступны по запро
су к авторам.

Ключевые слова: сайты связывания; нуклеотидные мотивы; 
эмбриональные стволовые клетки; поиск закономерностей;  
ChIP-seq; энхансеры.
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of nucleotide motifs of transcription factor binding sites 
in the selected areas of ChIP-seq has been estimated, 
nucleotide motifs have been refined. A correlation bet
ween the presence of motifs and the intensity of ChIP-
seq binding has been shown. Computer methods for 
estimating the clustering of different transcription factors 
binding sites for new data ChIP-seq have been developed. 
Programs are available upon the request to the authors.
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Исследование регуляции экспрессии генов эукариот 
в масштабе генома требует изучения сайтов свя-
зывания транскрипционных факторов (ССТФ), 

контролирующих транскрипцию генов, их геномную 
локализацию, определение генов-мишеней ТФ. В по-
следние годы благодаря методам высокопроизводитель-
ного секвенирования ChIP-seq, ChIP-on-chip, ChIP-PET и 
другим технологиям, сопряженным с иммунопреципита-
цией хроматина (ChIP – Chromatin ImmunoPrecipitation), 
появился огромный массив качественно новых данных, 
позволяющих оценить регуляторный потенциал клетки, 
в том числе исследовать все сайты связывания заданного 
транскрипционного фактора в геноме (Орлов, 2014; Иг-
натьева и др., 2015).

Развитие высокоэффективных экспериментальных 
методик измерения экспрессии генов, построения карт 
ДНК-белковых взаимодействий позволяет исследовать 
совместное расположение сайтов связывания транс-
крипционных факторов в геноме (Kuznetsov et al., 2007; 
Chen et al., 2008). Возникают задачи анализа огромных 
объемов данных и поиска закономерностей организации 
регуляторных районов генов с помощью статистических, 
логических и биоинформационных методов (Кулакова и 
др., 2015; Спицина и др., 2015).

Классическими задачами анализа экспериментальных 
данных ChIP-seq являются картирование последователь-
ностей прочтений ДНК (ридов), определение пиков геном-
ного профиля связывания, последующая реконструкция 
нуклеотидных мотивов сайтов связывания по геномным 
последовательностям, представленным в таких пиках 
(Орлов, 2014; He et al., 2015). В данной работе мы рассма-
триваем задачу определения групп (кластеров) сайтов свя-
зывания в геноме и анализ расположения мотивов в них.

С появлением первых данных о сайтах связывания ТФ 
был разработан набор компьютерных методов предсказа-
ния сайтов только по нуклеотидной последовательности, 
поиска закономерностей взаимного расположения сайтов 
в промоторных районах (Babenko et al., 1999; Витяев и др., 
2001; Boeva, 2016). Первые работы основывались на вы-
явлении олигонуклеотидных мотивов и были ограничены 
статистической базой (десятки, в лучшем случае сотни 
последовательностей в базах данных) (Heinemeyer et al., 

1998). Появление полногеномных методов секвенирова-
ния дало толчок к поиску сайтов и регуляторных районов 
с помощью геномных профилей ChIP-seq, определению 
предпочтений геномной локализации, нуклеосомной 
упаковки (Goh et al., 2010; Орлов, 2014). 

В этой связи уникальный ресурс по одновременному 
анализу связывания большого числа различных транс-
крипционных факторов методами ChIP-seq для анализа 
как мотивов, так и регуляторных генных сетей представ-
ляет работа X. Chen с коллегами (Chen et al., 2008). Эти 
данные о сайтах связывания послужили основой целого 
ряда исследований, уточнявших протоколы обработки 
ChIP-seq, продолжающихся и в настоящее время (Orlov 
et al., 2009; Kuznetsov et al., 2010; He et al., 2015; Zhang, 
Wang, 2015). В нашем исследовании рассматривается 
аспект анализа регуляторных районов на основе класте-
ризации сайтов связывания различных транскрипционных 
факторов.

Выбор транскрипционных факторов в упоминаемой 
выше работе (Chen et al., 2008) был связан с анализом 
поддержания плюрипотентного состояния клеток. Так, 
например, транскрипционный фактор Oct4, кодируемый 
геном Pou5f1, – это POU домен-содержащий ТФ, суще-
ственный для эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) 
и раннего эмбрионального развития. В частности, Oct4 
взаимодействует с Sox2 (HMG-содержащий ТФ), со-
вместно они воздействуют на множество генов в ЭСК 
человека (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). В серии работ, 
включая известную публикацию S. Yamanaka (Takahashi, 
Yamanaka, 2006), было показано, что Oct4 и Sox2 вместе с 
c-Myc и Klf4 достаточны для репрограммирования фибро-
бластов в индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки, которые функционально похожи на ЭСК. Другой 
транскрипционный фактор – Nanog – представляет собой 
гомеодомен-содержащий фактор, который может поддер-
живать состояние плюрипотентности в ЭСК. Однако для 
этого требуются и другие транскрипционные регуляторы. 
К ним относятся Esrrb и Zfx, которые регулируют само-
обновление ЭСК (Ivanova et al., 2006; Loh et al., 2006). 
Известны также ключевые компоненты сигнальных пу-
тей, опосредованных BMP и LIF– Smad1 и STAT3 (Chen 
et al., 2008). Полногеномный эксперимент ChIP-seq для 



Computer analysis  
of co-localization of sites 

A.I. Dergilev, A.M. Spitsina, I.V. Chadaeva … 
E.E. Vityaev, M. Chen, Y.L. Orlov

772 Analysis of regulatory sequencesVavilov Journal of Genetics and Breeding • 20 • 6 • 2016

фактора Tbx3 в ЭСК мыши показал, что Tbx3 регулирует 
гены, ассоциированные с состоянием плюрипотентности, 
и факторы репрограммирования, и, таким образом, отно-
сится к группе транскрипционных факторов поддержания 
плюрипотентности (Han et al., 2010). Еще один важный 
транскрипционный фактор, E2f1, задействован в регуля-
ции клеточного цикла, где показана ассоциация участков 
его связывания с промоторными районами генов (Bieda 
et al., 2006).

Для расширения анализа к данным, полученным в 
работе X. Chen c коллегами (2008), были добавлены коор-
динаты сайтов связывания нескольких транскрипционных 
факторов, определенные с помощью ChIP-seq в том же 
типе клеток – Cep, SRF, USF1 (Sirito et al., 1998; Xu et al., 
2014; Kuzniewska et al., 2015).

Cep – активатор транскрипции, который связывает ту 
же последовательность ДНК, что и р53. Он играет важ-
ную роль в нормальном развитии, обеспечивает мейозное 
деление клеток. Следующий транскрипционный фактор, 
SRF, принадлежит к семейству факторов MADS (MCM1, 
Agamous, Deficiens и SRF). Этот белок связывается с эле-
ментом ответа в сыворотке (SRE) в промоторном участке 
генов-мишеней. Кроме того, SRF регулирует активность 
многих ранних генов, например С-FOS, и тем самым 
участвует в регуляции клеточного цикла, апоптоза, кле-
точного роста и дифференцировки клеток (Kuzniewska et 
al., 2015). Последний ТФ в нашем добавленном списке – 
USF1 – кодирует основную спираль лейциновой застежки 
и может функционировать в качестве фактора клеточной 
транскрипции (Sirito et al., 1998). Следует отметить, что 
пониженный уровень USF1 у мышей увеличивает ско-
рость метаболизма.

С помощью компьютерного анализа данных ChIP-seq, 
доступных в GEONCBI, построены полногеномные карты 
сайтов связывания транскрипционных факторов в эмбрио-
нальных стволовых клетках в геноме мыши для факторов 
c-Myc, Oct4, Nanog, Sox2, E2f1, n-Myc, Tbx3, Eset, Nr5a2, 
Smad2 (Chen et al., 2008; Han et al., 2010; Heng et al., 2010; 
Lee et al., 2011), а также Cep, SRF, USF1 (Sirito et al., 1998; 
Xu et al., 2014; Kuzniewska et al., 2015).

В нашей работе были использованы координаты сайтов 
этих факторов связывания в одном и том же типе клеток, 
представленные в указанных выше публикациях. Най-
дена корреляция между присутствием мотивов (процент 
мотивов в пиках ChIP-seq) и интенсивностью связывания 
ChIP-seq (высота пика) в геноме мыши. Разработанное 
программное обеспечение может быть использовано 
для анализа кластеров сайтов связывания новых набо-
ров транскрипционных факторов в геномах эукариот, 
включая данные из проектов ENCODE (https://genome.
ucsc.edu/ENCODE/), modENCODe, FactorBook (http://
www.factorbook.org). Исследование закономерностей 
расположения нуклеотидных мотивов и контекстных 
сигналов в геномной ДНК найденных кластеров сайтов 
с помощью методов интеллектуального анализа данных и 
знаний (Data Mining) позволит описать точные закономер-
ности структурной организации регуляторных районов 
генов, в том числе энхансерных районов в геноме для 
их аннотации и распознавания на основе нуклеотидных 
последовательностей.

Материалы и методы
В работе были использованы полногеномные карты сайтов 
связывания транскрипционных факторов в эмбриональ-
ных стволовых клетках, построенных по данным ChIP-seq 
для c-Myc, Oct4, Nanog, Sox2, E2f1, n-Myc, Tbx3, Eset, 
Nr5a2, Smad2 в геноме мыши (Chen et al., 2008; Han et 
al., 2010; Heng et al., 2010; Lee et al., 2011). Были изучены 
закономерности расположения нуклеотидов в кластерах 
сайтов с помощью программы Match TM и других про-
грамм, разработанных на языке Python 2.7 (IDE PyCharm 
4.0.4) с использованием библиотек, реализованных на 
языке C++. Разработан набор утилит командной строки, 
при этом каждая утилита (на языке Python) реализует одну 
из требуемых функций. Был задействован ряд скриптов 
для симуляции числа кластеров в зависимости от обще-
го числа сайтов и размера генома, в том числе только 
размеров промоторных областей или заданных районов 
хромосом. С помощью скриптов в среде R были постро-
ены тепловые карты и проведены расчеты корреляций 
встречаемости пар сайтов.

Поиск мотива выполняли с использованием весовой 
матрицы из базы данных TRANSFAC (Heinemeyer et 
al., 1998), уточнение – по выравниванию найденных ну-
клеотидных последовательностей, содержащих мотив в 
различных наборах данных. Общая схема итеративного 
компьютерного поиска и уточнения мотивов по данным 
ChIP-seq представлена на рис. 1.

Результаты и обсуждение
Использованы геномные карты сайтов связывания боль-
шого набора транскрипционных факторов в геноме мыши 
на одном типе клеток (Chen et al., 2008; Han et al., 2010; 
Heng et al., 2010). Необходимо отметить, что экспери-
менты иммунопреципитации хроматина могут получать 
сигнал непрямых ДНК-белковых взаимодействий, по-
этому присутствие нуклеотидных мотивов не является 
необходимым условием и требует дополнительного уточ-
нения. Особенность использованного подхода состоит в 
изучении одновременного расположения сайтов связы-
вания нескольких различных транскрипционных факто-
ров, предполагается возможность их взаимодействия и 
согласованного функционирования в исследуемом типе 
ткани. Показано наличие геномных участков, совмест-
но занятых несколькими сайтами различных факторов, 
определенных с помощью ChIP-seq. Такие участки можно 
назвать «горячими точками» совместной локализации ТФ. 
Они с большой вероятностью представляют собой функ-
ционально важные регуляторные участки транскрипции 
генов. Необходима дальнейшая интеграция данных о 
связывании сайтов c анализом экспрессии генов (Orlov 
et al., 2012; Полунин и др., 2014; Спицина и др., 2015) с 
учетом дальнедействующих взаимодействий хроматина 
(Li et al., 2014; Кулакова и др., 2015).

Перерасчет карт локализации сайтов связывания Tbx3 
(Han et al., 2010) и исследованных ранее кластеров из 
работы Х. Chen с коллегами (2008) показал совместную 
локализацию связывания Tbx3 с группой Oct4-Sox2-Nanog 
(Доп. материалы 1)1.
1 Дополнительные материалы 1–4 см. в Приложении 1 по адресу:  
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx5.pdf

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx5.pdf
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Fig. 1. Data processing: construction of site clusters, search for nucleo-
tide motifs, and analysis of their co-localization.

Статистика расположения сайтов связывания 
транскрипционных факторов
Анализ расположения сайтов показал, что отдельные 
участки генома заняты одновременно несколькими раз-
личными транскрипционными факторами, связанными 
с геномной ДНК на очень близком расстоянии (десятки 
нуклеотидов), или даже с перекрытием участков свя
зывания. Некоторые обогащенные связыванием ТФ рай-
оны могут появиться по случайным причинам – близкое 
расположение сайтов еще не означает их функциональ
ной  общности или кооперативного связывания. В то 
же время некоторые геномные районы, обогащенные 
сайтами связывания (Chen et al., 2008), могут функцио-
нировать как дистальные энхансеры и действительно при-
влекают кооперативно связывающиеся белковые факторы, 
физически контактирующие друг с другом при связыва-
нии с ДНК. Примеры экспериментального определения 
таких контактирующих белков, образующих комплекс 
энхасеосомы, были показаны ранее (Panne et al., 2007)  
(рис. 2).

Рассмотрим расположение сайтов, определенных с 
помощью ChIP-seq, в пределах 500 нт. Для статистиче-
ского разделения неслучайных комбинаций сайтов от 
«шума» – ожидаемого по случайным причинам числа 
кластеров сайтов (групп близко расположенных позиций 
пиков связывания ChIP-seq) – был разработан алгоритм, 
принимающий во внимание число связанных районов, 
интенсивность сигнала ChIP-seq в связывании для каж-
дого ТФ. Первый шаг состоял в формальном определении 
кластера сайтов связывания. Два участка связывания 
(пики ChIP-seq) включались в кластер, если центральные 
позиции пиков были удалены не более чем на заданное 
расстояние (200 нт) друг от друга.

Для оценки вероятности получения таких комбинаций 
было построено распределение кластеров, которые могут 
образоваться по случайным причинам, по размерам, в том 
числе размерам сайтов и хромосом, с использованием под-
ходов, представленных в работах (Chen et al., 2008; Orlov 
et al., 2009). В целом три сайта связывания различных 
ТФ в одном и том же геномном локусе могут рассматри-
ваться как неслучайная комбинация. Для более строгого 
сравнения использовали размер, занимаемый только 
промоторами генов, без пересечения (определяли 2.5 Кб 
перед стартом транскрипции и 500 нт – после него), что 
значительно меньше размера всего генома, доступного 
для картирования. Связывание четырех и более ТФ одно-
временно достаточно для принятия гипотезы на уровне 
1 % FDR (с вероятностью ошибки ложного предсказания 
1 %) как для проксимальных промоторов, так и для дис-
тальных сайтов.

Пики ChIP-seq (сайты связывания) для фиксирован
ного ТФ, содержащие в окрестности 100 нт пики другого 
фактора, последовательно кластеризовали друг с другом. 
Кластер увеличивался до тех пор, пока новые пики уже 
невозможно было добавить. Ограничением по длине 
геномного участка, варьируемой в программе при постро-
ении кластеров, был размер 500 нт. Для каждого локуса 
получено описание, сколько сайтов разных ТФ, заданных 
пиками ChIP-seq, он содержит; названия факторов; высота 
пиков; его геномные координаты (см. рис. 2).

Рассмотрим геномную локализацию построенных кла-
стеров сайтов связывания транскрипционных факторов. 
40 % из них находятся во внутригенных районах, остав-
шиеся кластеры располагаются в промоторных районах 
(37 %) и внутри генов (23 %). 

Интересно отметить, что кластеры большего размера, 
как правило, расположены дистально, лишь менее 20 % 
кластеров из семи и более ТФ находятся в промоторных 
районах в сравнении с 40 % кластеров размером не более 
пяти ТФ. Следовательно, совместная встречаемость ССТФ 
в кластерах не связана с их расположением в промоторах, 
где могло бы находиться большинство геномных ССТФ. 
Разработанная программа позволяет пересчитывать уро-
вень значимости для совместной встречаемости группы 
сайтов для произвольного набора транскрипционных 
факторов.

Матрицы совместной локализации  
сайтов связывания различных  
транскрипционных факторов и тепловые карты
Разработана программа, позволяющая рассчитать по ге-
номным координатам пересечение расположения сайта 
связывания транскрипционного фактора с другими сай-
тами и построить кластеры (рис. 3).

На рис. 3 показано число кластеров в зависимости от 
размера кластера (числа содержащихся в нем сайтов). 
Параметр расчета границ расположения в данном случае – 
200 нт между координатами сайтов, определенными мето-
дом ChIP-seq. Из этого рисунка видно, что число сайтов 
связывания в кластерах в зависимости от размера кластера 
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экспоненциально убывает. Есть единичные кластеры, 
содержащие одновременно до 15 сайтов связывания раз-
личных факторов. В то же время нет геномного района, 
содержащего одновременно сайты всех 18 факторов, что 
говорит о функциональных различиях факторов. По-
добный результат был получен ранее для набора сайтов 
связывания 13 факторов, при этом максимальный размер 
кластера был равен 11 (Orlov et al., 2009) (см. Доп. мате-
риалы 2, рис. 1–3).

Для каждой пары транскрипционных факторов был 
рассчитан коэффициент линейной корреляции Пирсона 
совместной локализации их сайтов связывания в геноме 
мыши. Построена матрица частот совместной локали-
зации сайтов различных ТФ по координатам в геноме 
(рис. 4). 

В каждой ячейке такой симметричной матрицы со-
держится число совпадающих (перекрывающихся в 
геномном интервале до 200 нт) сайтов связывания двух 
факторов. По диагонали располагается число сайтов 
каждого фактора по отдельности. Далее была построена 
матрица корреляций. Для каждой пары транскрипцион-
ных факторов был подсчитан линейный коэффициент 
корреляции между строками исходной матрицы. Такая 
матрица задает меру близости, или ассоциации, между 
различными транскрипционными факторами. Чем выше 
коэффициент корреляции, тем ближе располагаются 
сайты связывания транскрипционных факторов друг к 
другу относительно других факторов. С использованием 
коэффициента корреляции расположения сайтов как меру 
близости факторов с помощью программы в среде R была 
рассчитана матрица совместной локализации исследован-
ных транскрипционных факторов. Интенсивность такой 
совместной локализации показана в форме тепловой 
карты (термокарты) (см. рис. 4).

Подтверждено, что группа кластеров Myc (включая 
гены c-Myc, n-Myc) характеризуется преимущественно 
промоторным расположением, а группа Nanog (c другими 
ключевыми факторами плюрипотентности) – преимуще-
ственно дистальным расположением относительно старта 
транскрипции генов.

Выявление нуклеотидных мотивов в кластерах
Анализ данных ChIP-seq о сайтах связывания несколь-
ких транскрипционных факторов позволяет получить 
комбинаторную информацию о регуляторном действии 
сайтов (Chen et al., 2008). Такая информация собирается с 
помощью определения точного положения нуклеотидных 
мотивов и их взаимного расположения в регуляторных 
участках генов (в нашем случае кластеров сайтов).

Fig. 2. Schematic presentation of transcription regulation loci containing clusters of transcription factor binding sites recognized according to ChIP-
seq data (Chen et al., 2008). Nucleotide motifs of binding sites, their location in regulatory regions, and pattern search.
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Проведена обработка исходных 
данных ChIP-seq, рассчитаны пороги 
для выделения пиков из профиля и 
число пиков и выделены их коор-
динаты в геноме мыши. Результаты 
представлены в таблице, в которой 
показано число сайтов для каждого 
транскрипционного фактора по от-
дельности, варьирующее от 1 до 39 
тыс. сайтов в геноме. Длина нуклео
тидного мотива (весовая матрица) 
взята из базы данных TRANSFAC 
(Heinemeyer et al., 1998). Далее был 
рассчитан процент присутствия ну-
клеотидных мотивов в пиках ChIP-seq 
всех анализируемых ТФ. 

Процент присутствия вычисляли 
как отношение числа пиков с хотя бы 
одним присутствием мотива (выше 
или равно порога по score, порог был 
установлен равным 0.8) к общему 
числу пиков данного ТФ. Процент 
присутствия мотивов характеризует 
как информационное содержание 
мотива, так и качество данных ChIP-
seq в наборе. При этом присутствие 
или отсутствие выраженного нук
леотидного мотива недостаточно для 
определения качества эксперимента, 
как показано в ряде работ на том 
же наборе данных (Kuznetsov et al., 
2010). Для пиков ChIP-seq в кла-
стерах, содержащих несколько раз-
личных сайтов, процент содержания 
нуклеотидных мотивов выше, чем 
для пиков ChIP-seq, расположенных 
вне кластеров. Таким образом, при-
сутствие других сайтов (пиков ChIP-
seq) на близком расстоянии в геноме 
может свидетельствовать о большей 
функциональной значимости рас
сматриваемого регуляторного участ-
ка. Дальнейший анализ олигонуклео
тидных мотивов в сайтах (Putta et al., 
2011) может служить контекстной 
характеристикой для изучения ре-
гуляторных районов транскрипции 
генов в целом.

Рассмотрим пример уточнения 
нуклеотидного мотива для сайтов 
связывания c-Myc. (Полностью дан
ные для набора всех ТФ приведены 
в Доп. материалах 3.) Пример уточ-
нения нуклеотидных мотивов по 
сравнению с известными ранее в ба-
зах данных (TRANSFAC и JASPAR) 
показан на рис. 5.

В Доп. материалах 3 (таблица) по-
казано графическое представление 
мотивов для всех рассмотренных ТФ. 

Для сайтов связывания CTCF показана высокая консервативность мотива (Доп. 
материалы 4, рис. 1). Выполнена качественная оценка присутствия мотивов 
в зависимости от интенсивности связывания (высоты пиков). Пики ChIP-
seq были сортированы по высоте (интенсивности связывания), полученный 
ранжированный список разбит на квартили. В каждой квартили подсчитаны 
число и относительная доля найденных мотивов. Показана положительная 
ассоциация присутствия мотивов в зависимости от квартили (25 % элемен-
тов упорядоченного списка). Результаты приведены в Доп. материалах 4, на 
рис.  2 и 3. Таким образом, анализ нуклеотидных мотивов позволяет повысить 
качество рассматриваемых данных для дальнейшего исследования при выборе  
только пиков ChIP-seq, содержащих мотивы.

Были проанализированы состав и предпочтения к совместной локализации 
транскрипционных факторов в кластерах сайтов. В целом в исследованном 
наборе выделяются две группы: относящиеся к Myc и относящиеся к Nanog 
транскрипционные факторы. Среди 18 факторов Nanog, Sox2, Oct4, Smad1, 
и STAT3 имеют тенденцию встречаться совместно чаще (см. рис. 4). Сайты 
связывания Zfx, CTCF и E2f1 чаще встречаются совместно в промоторных 
районах генов, так же, как и кластеры сайтов, содержащие сайты Myc. Не-
давние исследования (Yanan et al., 2016) показали, что связывание активного 
CTCF (CCCTC-связывающего фактора), который имеет важное значение для 
регуляции генов, с CBS (CTCF-сайтом связывания) устанавливает специфи-
ческое взаимодействие между энхансерами и промоторами, а три кластера 
Pcdhβγ образуют два CCD (CTCF/ когезин-опосредованных домена хрома-

Fig. 4. Heatmap of the colocalization of transcription factor binding sites in the mouse genome 
according to ChIP-seq data.  
Calculation of the colocalization of sites with regard to new factors was performed as in (Chen et al., 2008).
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тина). Полагается, что CTCF опосредуют специфические взаимодействия 
между энхансерами с образованием активной площадки транскрипции для 
экспрессии генов. Кроме того, в ходе исследований (Hutter et al., 2010) было 
обнаружено умеренное обогащение сайтов связывания фактора CTCF в об-
ласти геномного импринтинга. Было найдено несколько мотивов в элементах 
с  высокой консервативностью, которые могут выступать в качестве дополни
тельных регуляторных элементов.

Заключение
Анализ расширенного набора сай-
тов связывания транскрипционных 
факторов подтвердил совместную 
кластеризацию тех сайтов, которые 
относятся к поддержанию плюрипо-
тентности – Nanog, Sox2, Oct4 – от-
носительно более широкого набора 
факторов, координаты которых опре-
делены экспериментально в статье X. 
Chen с коллегами (2008). Объедине-
ние полногеномных данных картиро-
вания сайтов с помощью программ 
анализа данных ChIP-seq позволяет 
исследовать генные сети регуляции 
плюрипотентного состояния стволо-
вых клеток и в дальнейшем рассма-
тривать возможности оптимизации 
репрограммирования клеток (Orlov 
et al., 2012).

Использование нуклеотидных по-
следовательностей кластеров сайтов 
позволяет уточнить нуклеотидные 
мотивы связывания. С помощью 
компьютерного исследования комби-
наций сайтов связывания по данным 
ChIP-seq можно определять более 
сложные закономерности с исполь-
зованием дополнительных характе-

Fig. 5. Known nucleotide motifs (logos) of binding sites of transcription factors c-Myc and CTCF.
Above: known motifs of c-Myc and CTCF; below: motifs refined according to nucleotide sequences from 
ChIP-seq peaks.
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n-Myc 7 182 16 44.45

Oct4 3 761 15 24.42
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ристик нуклеотидных последовательностей, в частности 
оценки сложности текста (Babenko et al., 2015; Safronova 
et al., 2015), и их функциональную аннотацию, получен-
ную с помощью других пакетов, таких как ICGenomics 
(Орлов и др., 2012).

Анализ расположения кластеров относительно генов 
с помощью таких инструментов, как GREAT (Genomic 
Regions Enrichment of Annotations Tool), дает возможность 
оценить расположение сайтов связывания отдельных 
факторов и кластеров сайтов относительно генов (Guo 
et al., 2012), классифицировать их как промоторные и 
дистальные, что является дополнительной функциональ-
ной характеристикой таких кластеров. Дополнительные 
характеристики нуклеотидных последовательностей для 
описания кластеров сайтов связывания, таких как участки 
низкой сложности текста (Orlov, Potapov, 2004; Orlov et 
al., 2006), нуклеосомная упаковка (Орлов и др., 2006; Goh 
et al., 2010), позволяют более точно определить регуля-
торные районы в геноме и выполнять их поиск на основе 
непрямых данных, без экспериментов ChIP-seq. Интегра-
ция геномных данных средствами UGENE (Vas’kin et al., 
2011; Васькин и др., 2012; Golosova et al., 2014) позволит 
качественно решать новые задачи комбинаторного анализа 
сайтов по данным проектов ENCODE (https://genome.ucsc.
edu/ENCODE/) и FactorBook (http://www.factorbook.org) в 
геноме человека. Развитие методов поиска закономерно-
стей взаимного расположения сайтов связывания в регуля-
торных районах (комбинаций сайтов ChIP-seq в кластерах) 
по уточненным мотивам способствует определению более 
тонких закономерностей работы транскрипционных фак-
торов для регуляции транскрипции генов (Boeva, 2016).
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It is known that the 5’ untranslated region (5’ UTR) 
mRNA characteristics can influence translation initia­
tion efficiency and specificity. Previous knowledge 
about 5’ UTR characteristics was obtained theoretically 
and in vitro for mRNA of individual genes. It did not 
allow systematic analysis of mRNA translationally 
important parameters. To identify the above mention­
ed 5’ UTR characteristics, it is necessary to analyze 
their relationships with the translational activity of the 
corresponding mRNAs. Until recently, there were no 
experimental data on translation efficiency. Thanks 
to ribosome profiling technology, genome-wide 
experimental data of translation efficiency have been 
obtained for many eukaryotic mRNAs. Now it seems 
to be possible to reveal translationally important 
mRNA parameters and predict translation efficiency 
based on their nucleotide sequences. The aim of this 
study was to determine the translational significance 
of individual 5’ UTR characteristics in accordance with 
experimental ribosome profiling data. A statistical 
analysis was carried out for revealing relationships 
between the human and mouse mRNA nucleotide 
sequence characteristics and ribosome profiling data. 
Some of the mRNA parameters influencing translation 
efficiency were most significant, and the same trends 
for all three samples analyzed were revealed: a purine  
at start codon context position –3, upstream AUG pre­

Известно, что характеристики 5’-нетранслируемой последователь­
ности (5’-НТП) мРНК могут оказывать влияние на эффективность 
и специфичность инициации трансляции. Ранее знания о харак­
теристиках 5’-НТП были получены теоретически и в эксперимен­
тах in vitro для мРНК отдельных генов, что не давало возможности 
оценить реальную трансляционную значимость ее параметров. 
Для выявления трансляционно-значимых характеристик 5’- НТП 
необходимо проанализировать их связь с трансляционной актив­
ностью соответствующих мРНК. Однако до недавнего времени 
доступные технологии не позволяли получить широкогеномные 
экспериментальные данные по эффективности трансляции. Бла­
годаря появившейся технологии профилирования рибосом такие 
данные были получены для мРНК ряда эукариот. Использование 
их позволяет оценивать и выявлять трансляционно-значимые 
параметры мРНК, а также предсказывать эффективность трансля­
ции мРНК на основании характеристик ее нуклеотидной последо­
вательности. Цель нашей работы – определение трансляционной 
значимости отдельных характеристик нуклеотидной последова­
тельности 5’-НТП мРНК на основании соответствующих экспери­
ментальных данных по эффективности трансляции, рибосомному 
профилированию. Проведен статистический анализ отдельных 
характеристик нуклеотидных последовательностей мРНК чело­
века и мыши; выявлена их взаимосвязь с соответствующими 
данными рибосомного профилирования. Были отобраны трансля­
ционно-значимые параметры мРНК, тенденция влияния на эффек­
тивность трансляции которых наиболее значима и одинакова 
для всех трех проанализированных выборок: пурин в –3-позиции 
стартового кодона, вышележащие стартовые кодоны AUG в 5’-НТП, 
и комплементарные нуклеотиды G+C в составе 5’-НТП снижают 
эффективность трансляции; олигонуклеотид CCGCCA в районе 
5’-НТП и олигонуклеотиды AAGAAA, AAGAAG, AAGCAG, AAAAAG 
в составе белок-кодирующей последовательности – усиливают. 
Разработаны с помощью платформы BioUML набор инструментов, 
позволяющий анализировать трансляционную значимость 
отдельных 5’-НТП мРНК, и программа для предсказания эффек­
тивности трансляции мРНК на основании ее нуклеотидной после­
довательности. 

Ключевые слова: профилирование рибосом; RiboSeq; 5’-НТП; 
мРНК; инициация трансляции.

e-mail: ov@bionet.nsc.ru
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sence and G+C complementary nucleotide concentra­
tion reduce translation efficiency; whereas gexonu­
cleotides CCGCCA (5’ UTR) and AAGAAA, AAGAAG, 
AAGCAG, AAAAAG (CDS) increase translation efficien­
cy. A toolkit that allows analyzing the importance of 
5’ UTR characteristics and a program for prediction of 
translation efficiency were developed on the base of 
the BioUML platform.

Key words: ribosome profiling; RiboSeq; 5 ‘UTR; mRNA; 
translation initiation.

Трансляция оказывает существенное влияние на ре­
гуляцию экспрессии генов. Наиболее значима стадия 
инициации, а элонгация, трансляционные паузы 

и другие этапы не играют существенной роли (Ingolia 
et al., 2011). Эффективность трансляции является кон­
сервативной в плане эволюции. Это предполагает, что 
эффективность трансляции обусловлена первичной по­
следовательностью мРНК и ее взаимодействиями с соот­
ветствующими трансляционными факторами и 40S субъ­
единицами рибосом.

мРНК эукариотических генов различаются по интен­
сивности синтеза белка в процессе трансляции. 5′-не­
транслируемая последовательность мРНК (5′-НТП, ли­
дерная последовательность) участвует во взаимодействии 
с факторами аппарата трансляции и 40S субъединицами 
рибосом (Hinnebusch, Lorsch, 2012; Singh et al., 2012). 
Показано, что характеристики нуклеотидной последо­
вательности 5′-НТП оказывают существенное влияние 
на эффективность инициации трансляции (Kozak, 2005; 
Kochetov, 2008). Были выявлены некоторые из таких 
функционально значимых характеристик, в частности 
стабильная вторичная структура (Ding et al., 2012; Li et 
al., 2012) и потенциальные стартовые кодоны в районе 
5′-НТП, которые могут ингибировать трансляцию (Kozak, 
2005). Однако имеющаяся информация о структурно-
функциональной организации 5′-НТП недостаточна и 
требует дальнейшего уточнения.

Контекст стартового кодона трансляции в эукарио-
тических мРНК. Считается, что распознавание триплета 
AUG в качестве стартового кодона зависит от нуклеотид­
ного окружения (контекста). Экспериментально было под­
тверждено, что аденин или гуанин в позиции –3 (A/G–3)  
и, в меньшей степени, гуанин в позиции +4 (G+4) отно­
сительно кодона AUG способствуют распознаванию его 
как стартового (оптимальный контекст: R–3NNAUGG+4, 
R = A или G) (Kozak, 1981, 1997). Показано, что у мле­
копитающих в дискриминации между AUG кодонами 
в оптимальном и неоптимальном контекстах участвует 
эукариотический фактор инициации трансляции eIF1 
(Pestova, Kolupaeva, 2002; Takacs et al., 2011). На осно­
ве экспериментальных данных предполагается, что за 
узнавание 43S инициаторным комплексом пуринового 
нуклеотида в позиции –3 ответственно взаимодействие 

данного нуклеотида с α-субъединицей eIF2, а за узнава­
ние гуанина в позиции +4, возможно, ответственно его 
взаимодействие с нуклеотидами А1818-А1819 в спирали 
44 18S рРНК (Pisarev et al., 2006).

Оценки влияния нуклеотидов белок-кодирующей по­
следовательности (БКП) на распознавание стартового 
кодона варьируют от существенного (Grunert, Jackson, 
1994; Niimura et al., 2003; Nakagawa et al., 2008) и ограни­
ченно значимого (только G в позиции +4; (Kozak, 1997)) 
до незначительного (Harkins et al., 2005; Xia et al., 2007). 
Показано, что существуют устойчивые комбинации ну­
клеотидов в 5′- и 3′-частях контекста стартового кодона, 
к которым относятся варианты оптимального контекста 
AnnAUGn и GnnAUGG (Volkova, Kochetov, 2010).

Встречаемость триплетов AUG в составе 5′-НТП. 
В рамках модели линейного сканирования считается, 
что в составе 5′-НТП эукариотических мРНК не должны 
содержаться триплеты AUG (upstream AUG, uAUG), по­
скольку часть рибосом может распознавать их как старто­
вые кодоны и это будет снижать эффективность трансля­
ции основной рамки считывания (Kozak, 2005; Kochetov, 
2008). Ранее показано, что от 19 до 48 % 5′- НТП мРНК 
разных видов эукариот содержат uAUG, что значительно 
реже относительно промоторов, трейлеров и интронов 
(Rogozin et al., 2001; Volkova, Kochetov, 2010).

Контекстные особенности эукариотических 5′-НТП 
способствуют формированию менее стабильной вто-
ричной структуры. Считается, что повышенное содер­
жание G и C коррелирует со способностью нуклеотидной 
последовательности РНК формировать стабильную 
вторичную структуру, поскольку комплементарное взаи­
модействие G-C-пар наиболее энергетически выгодно. 
Вторичная структура в составе 5′-НТП препятствует 
сканированию мРНК 40S субъединицами рибосом и 
снижает эффективность инициации трансляции (Kozak, 
2005). Так, обнаружено, что 5′-НТП характеризуются даже 
более высоким содержанием G + C в сравнении с другими 
функциональными районами мРНК генов. Однако 5′- НТП 
человека и мыши характеризовались большим дисба­
лансом в содержании комплементарных нуклеотидов 
по сравнению с другими функциональными районами 
генов (Volkova, Kochetov, 2010). Также показано, что 
вторичная структура, лежащая ниже стартового кодона 
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в неоптимальном контексте в позициях 13–17, может 
способствовать его распознаванию 40S субъединицами 
рибосом (Kochetov et al., 2007).

Ранее было найдено (Kochetov et al., 1998), что транс­
ляционно-значимые характеристики мРНК (контекст 
старт-кодона, размер 5′-НТП, потенциал формирования 
вторичной структуры) у выборки высокоэкспрессиру­
ющихся генов млекопитающих оптимизированы. мРНК 
с оптимальным контекстом стартового кодона харак­
теризуются более короткими 5′-НТП, отсутствием (или 
меньшим числом) uAUG, и они менее склонны к форми­
рованию стабильной вторичной структуры в лидерном 
районе. Однако данные о характеристиках 5′-НТП в 
основном были получены теоретически и в эксперимен­
тах in vitro для мРНК отдельных генов, что не позволя­
ло оценить реальную трансляционную значимость ее  
параметров.

В последние несколько лет благодаря технологии 
профилирования рибосом (ribosome profiling technique, 
RiboSeq) (Siwiak, Zielenkiewicz, 2010; Ingolia et al., 2011; 
Schwanhausser et al., 2011; Weiss, Atkins, 2011; Lee et al., 
2012; Michel et al., 2012; и др.) были получены экспери­
ментальные данные по эффективности трансляции мРНК 
ряда эукариот. Профилирование рибосом – «глобальный 
снимок всех рибосом, загруженных на мРНК в клетке в 
одно мгновение», – производится путем количественного 
преобразования в ДНК защищенных рибосомами от ри­
бонуклеазы участков мРНК и секвенирования всех ДНК. 

Процедура рибосомного профилирования осуществля­
ется с помощью соответствующих ингибиторов инициа­
ции трансляции (например, харрингтонин) или элонгации 
(например, циклогексимид) или сначала инициации, а 
затем элонгации. Обработка харрингтонином ингибирует 
формирование первой пептидной связи и, таким образом, 
способствует позиционированию рибосом на стартовых 
кодонах; циклогексимид ингибирует элонгацию путем по­
давления перемещения пептидил-тРНК из акцепторного в 
донорный сайт большой субъединицы рибосомы.

Ранее в мировой практике оценивали уровень транс­
ляции мРНК с помощью анализа микрочипов мРНК, 
выделенных из полисом (Johannes et al., 1999; Zong et al., 
1999; Na, Lee, 2010), и профилирования с использованием 
аффинной очистки эпитопом-связанных рибосом (Heiman 
et al., 2008; Sanz et al., 2009). Однако эти методы не дают 
позиционной и количественной информации в отличие от 
метода профилирования рибосом. Данная техника важна 
для аннотирования генома и исследования регуляции 
экспрессии.

Рибосомное профилирование широко используется для 
исследования регуляции трансляции мРНК. Так, техноло­
гия RiboSeq позволила обнаружить новые транслируемые 
мРНК и альтернативные сайты инициации трансляции 
(Liu et al., 2011; Michel et al., 2012), в том числе в зави­
симости от фазы клеточного цикла (Brar et al., 2012), в 
условиях стресса (Gerashchenko et al., 2012), локализации 
трансляции в клетке (Reid, Nicchitta, 2012), апоптозе (Zhu 
et al., 2014). Однако существуют и недостатки данной 
технологии (Gerashchenko, Gladyshev, 2014).

Выявление трансляционно-значимых характеристик 
5′-НТП мРНК важно для предсказания трансляционной 

активности мРНК (Simon, Ruckenstein, 1966; Heinrich, 
Rapoport, 1980; Godefroy-Colburn, Thach, 1981; Zouridis, 
Hatzimanikatis, 2007; Dimelow, Wilkinson, 2009), особен­
ностей контроля экспрессии генов на пост-транскрип­
ционном уровне, а также связи между мутациями в этом 
районе гена и патологическими состояниями. В этой 
работе мы используем данные RiboSeq для выявления 
трансляционно-значимых характеристик мРНК и пред­
сказания эффективности трансляции мРНК по ее нуклео­
тидной последовательности.

Материалы и методы
Для выявления взаимосвязи между отдельными транс­
ляционно-значимыми характеристиками последователь­
ностей мРНК и соответствующими экспериментально 
найденными с помощью технологии рибосомного профи­
лирования RiboSeq эффективностями трансляции (коли- 
чество ридов), известными из литературы и базы данных 
GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), нами были со­
ставлены три следующие выборки мРНК с обработан­
ными данными RiboSeq: GSE30839 (Set 1, Mus musculus, 
эмбриональные стволовые клетки) (Ingolia et al., 2011); 
GSE31539 (Set 2, Homo sapiens, HEK293) (Reid, Nicchitta, 
2012); GSE37744 (Set3, Homo sapiens, HEK293) (Ingolia 
et al., 2012).

В качестве трансляционно-значимых характеристик 
мРНК мы использовали: 1) длину 5′-HTП; 2) наличие 
оптимального контекста аденина или гуанина в позиции 
–3 контекста стартового кодона, A/G–3; 3) наличие гуанина 
в позиции +4 контекста стартового кодона, G+4; 4) содер­
жание кодонов AUG в 5′-HTП, [uAUG]; 5) концентрацию 
отдельных гексануклеотидов в районах [–100, –1] и 
[3, 103] относительно стартового кодона; 6) содержание 
комплементарных нуклеотидов гуанина и цитозина в 
5′-HTП, ([G + C]); 7) индексы комплементарности (IC) в 
позициях [–15, 1] и [1, 20] относительно стартового кодо­
на; 8) длину 3′-HTП; 9) концентрацию комплементарных 
нуклеотидов C+G в 3′-HTП; 10) длину мРНК; 11) концен­
трацию комплементарных нуклеотидов C + G в мРНК. Для 
оценки эффективности трансляции использовали данные 
RiboSeq: нормированное количество ридов, rpkm (reads 
per kilobase of transcript per million mapped reads) после 
обработки харрингтонином.

Были отобраны два специфических набора гексанук­
леотидов, которые наиболее часто встречались в выборке 
мРНК, c высокими значениями rpkm и, соответствен­
но, высокой эффективностью инициации трансляции: 
GCCGCC, CGCCGC, CCGCCA, CCGCCG, CCGCGC, 
CCCGCC, CTCCGC, CGCGCC и AAGAAG, GAAGAA, 
CAAGAA, AGAAGC, CCAAGA, AAGCAG, AGAAGA, 
AAGAAA, AAAAAG, AAGAAC для районов [–100, –1] и 
[3, 103] относительно стартового кодона соответственно 
(см. табл. 4).

Индексы комплементарности IC[–15, 1] и IC[1, 20] 
вычисляли в районах [–15, 1] и [1, 20] соответственно, 
относительно стартовых кодонов. Комплементарный ин­
декс IC определяли как коэффициент корреляции между 
частотами комплементарных триплетов. Предполагается, 
что чем выше индекс IC, тем более стабильная вторичная 
структура формируется исследуемым районом.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Для оценки и предсказания влияния характеристик 
нуклеотидной последовательности 5′-НТП мРНК мле­
копитающих на ее трансляционную эффективность, по­
лученную с помощью рибосомного профилирования, 
были использованы методы регрессионного, дискрими­
нантного и кластерного анализов.

Для оценки качества предсказания линейной регрессии, 
построенной методом наименьших квадратов, исполь­
зовали коэффициент корреляции между наблюдаемыми 
и предсказанными эффективностями трансляции. Не­
обходимо отметить, что для построения наиболее эф­
фективной регрессионной функции нет необходимости 
использования всех отобранных трансляционно-значи­
мых характеристистик, например, вследствие наличия 
мультиколлинеарности (т. е. характеристики мРНК могут 
коррелировать между собой).

Работа выполнялась на основе платформы BioUML 
(http://www.biouml.org). Были использованы следующие 
ее возможности: поддержка работы со многими базами 
данных; импорт/экспорт данных в разных форматах, ра­
бота с таблицами и выборками; поддержка DAS протоко- 
ла (http://www.biodas.org) для доступа к последователь­
ностям и их аннотациям; геномный браузер, обеспечива­
ющий широкие возможности интерактивной визуализа­
ции последовательностей, их аннотаций и данных NGS 
(поддержка и визуализация данных в форматах SAM/
BAM); разнообразные встроенные методы анализа дан­
ных; интеграция с R/Bioconductor и Galaxy (https://main.
g2.bx.psu.edu/) позволяют использовать внутри BioUML 
множество других программ, в первую очередь для вы­
равнивания ридов – BWA, Bowtie и др.

Результаты
Предсказание эффективности трансляции на осно-
вании трансляционно-значимых характеристик с 
помощью дискриминантного анализа. Для проведения 
дискриминантного анализа мы отобрали по 1 000 мРНК 
с высокими и низкими значениями rpkm (с высоким 
и низким уровнем трансляции соответственно) из вы­
борки Set 1. Использовали следующие характеристики 
мРНК: [G + C] в 5′-НТП, длина 5′-НТП, A/G–3, IC [–15, 1], 
IC [1, 20], [uAUG], G+4, описанные в литературе как транс­
ляционно-значимые (табл. 1). Коэффициенты линейной 
дискриминантной функции определяли стандартным 
образом.

Среди 2 000 проанализированных мРНК из выборки 
Set 1 с высокими и низкими трансляционными эффек­
тивностями при проведении дискриминантного анализа 
удалось правильно классифицировать 74.8 % (табл. 2). 

Регрессионный анализ характеристик 5′-НТП мРНК,  
связанных с функционированием сигнала инициации 
трансляции. Проведен регрессионный анализ с целью 
выявить трансляционно-значимые характеристики 5′-НТП 
мРНК на основании данных рибосомного профилирова­
ния (нормированное количество ридов, rpkm) для выборок 
Set 1, Set 2 и Set 3 (табл. 3). При построении регресси­
онной функции были отобраны характеристики мРНК, 
определенные теоретически или в отдельных экспери­
ментах как трансляционно-значимые. Исходный набор 
характеристик содержал все (см. Материалы и методы) 

предсказывающие переменные, регрессоры. На каждом 
последующем регрессионном шаге удаляли наименее 
значимую характеристику с максимальным p-value.

В результате окончательная функция регрессии для 
выборки Set 1 содержала 14 наиболее значимых характе­
ристик. Коэффициент корреляции между наблюдаемыми 
и предсказанными значениями достиг максимального 
значения 0.377. Для предсказания значений из выборки 
Set 2 было отобрано 19 характеристик мРНК, для Set 3 – 
17. Коэффициенты корреляции между наблюдаемыми и 
предсказанными значениями эффективности трансляции 
достигли максимальных значений – 0.382 и 0.305 для Set 2 
и Set 3 соответственно.

Использование функции линейной регрессии y =  
= log(R1), где R1 – количество нормированных ридов, 
rpkm, после обработки харрингтонином, позволяет на 
основании экспериментальных данных по эффективно­
сти трансляции RiboSeq и по теоретически выявленным 
статистически значимым переменным предсказывать 
эффективность трансляции мРНК. На базе платформы 
BioUML мы разработали набор инструментов, позволя- 
ющий предсказывать эффективность трансляции по 
данным нуклеотидной последовательности мРНК (http://
micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/
Binding%20regions/Ribo-Seq%20and%20mRNA%20
features). Доступ к данному набору осуществляется по 
запросу к авторам статьи.

Анализ частот олигонуклеотидов в районах, при-
лежащих к стартовому кодону. При формировании на­
бора трансляционно-значимых характеристик мРНК для 
регрессионного анализа был проведен предварительный 

Table 1. Fisher linear discriminant function coefficients for trans­
lationally important characteristics of mRNAs 

mRNA characteristics Fisher coefficient

A/G–3 –5.8 × 10–5

G+4 –1.4 × 10–4

5’-UTR length 1.7 × 10–7

IC [1, 20] 2.0 × 10–4

IC [–15, 1] 4.4 × 10–4

[C,G] in 5’-UTR 0.002

[uAUG] 0.075

Table 2. The accuracy of translation efficiency classification 
based on translationally important mRNA characteristics 

mRNA translation 
efficiency

Percentage of classified mRNAs

correctly incorrectly

High 0.828 0.172

Low 0.668 0.332

All mRNAs 0.748 0.252

http://www.biouml.org
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
http://micro.biouml.org/bioumlweb/#de=analyses/Methods/Binding regions/Ribo-Seq and mRNA features
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Table 3. Regression coefficients for mRNA characteristics: Set 1, Set 2, Set 3

mRNA characteristics, Set 1 Regression coefficient Z-score p-value*

Set 1

[uAUG] –18.7745 12.4538 4.8 × 10–15

5’-UTR length –0.0061 9.9547 6.4 × 10–15

mRNA length 7.0 × 10–8 10.6784 1.5 × 10–13

AAAAAG [3, 103] 0.1036 6.1414 4.1 × 10–10

[G + C] in 5’ UTR –0.6468 5.7385 5.2 × 10–10

CCGCCA [–100, –1] 0.2425 6.0110 5.9 × 10–10

IC [–15, 1] –0.2041 4.2438 1.1 × 10–6

CCCGCC[–100, –1] –0.1341 4.1337 1.8 × 10–6

A/G–3 0.1320 4.0518 3.0 × 10–6

[G + C] in mRNA 1.2758 5.3203 5.5 × 10–6

3’-UTR length 4.0 × 10–6 3.5822 1.7 × 10–5

AAGCAG [3, 103] 0.0592 3.9310 5.0 × 10–5

AAGAAA [3, 103] 0.1008 2.6775 0.0037

AAGAAG [3, 103] 0.0321 2.0705 0.0192

Set 2

[G + C] in 5’ UTR 1.5874 45.4915 6.7 × 10–18

[G + C] in mRNA –2.0886 43.6240 5.4 × 10–18

mRNA length 6.2 × 10–7 27.5748 8.8 × 10–17

3’-UTR length –5.6 × 10–6 15.8597 9.1 × 10–17

CGCCGC [–100, –1] 0.1456 11.1288 8.3 × 10–15

G+4 0.0491 7.0671 8.0 × 10–13

CAAGAA [3, 103] 0.1017 6.7531 7.3 × 10–12

AAAAAG [3, 103] 0.1036 6.1414 4.1 × 10–10

A/G–3 0.0429 5.0215 2.5 × 10–7

GAAGAA [3, 103] 0.0659 4.7225 1.1 × 10–6

AGAAGC [3, 103] 0.0664 4.6729 1.4 × 10–6

CTCCGC [–100, –1] 0.0724 4.4143 5.0 × 10–6

CCGCCA [–100, –1] 0.0717 3.9105 6.0 × 10–6

AAGCAG [3, 103] 0,0592 3.9310 5.0 × 10–5

5’-UTR length 6.3 × 10–7 3.1167 9.0 × 10–5

[uAUG] –1.0117 –3.2702 0.0005

IC [–15, 1] –0.0638 –2.9720 0.0015

AAGAAG [3, 103] 0.0491 2.0705 0.0142

AGAAGA [3, 103] 0.0253 1.8736 0.0310

Set 3

mRNA length –9.97 × 10–6 24.3408 < 10–20

[uAUG] –8.9533 10.3665 < 10–20

A/G–3 0.1905 10.1875 < 10–18

3’-UTR length 5.1 × 10–6 8.1743 2.2 × 10–16

CCGCCA [–100, –1] 0.1569 5.4900 2.0 × 10–9

IC [–15, 1] –0.1584 4.6798 1.5 × 10–7

[G + C] in 5’ UTR –0.2258 4.3418 7.0 × 10–7

AAGCAG [3, 103] 0.0903 3.3412 4.2 × 10–5

[G + C] in 3’ UTR 0.3403 3.2927 4.5 × 10–5

CTCCGC [–100, –1] 0.0788 3.2086 6.0 × 10–5
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анализ частот гексануклеотидов в районах, прилежащих 
к стартовому кодону.

мРНК выборок Set1, Set2 и Set3 были ранжированы 
по значению нормированного количества ридов (rpkm) 
и разбиты на группы с высокой и низкой эффективно­
стью трансляции. Был проведен сравнительный анализ 
частот гексануклеотидов в районах [–100, –1] 5′-НТП и 
[3, 100] БКП. Для дальнейшего анализа были отобраны 
гексануклеотиды, частоты которых значимо выше в по­
следовательностях мРНК с высокой эффективностью 
трансляции (Fhigh) относительно аналогичных частот в 
последовательностях мРНК, с низкой эффективностью 
трансляции (Flow) (табл. 4). Данные гексануклеотиды, 
таким образом, являются характеристиками, дискрими­

нирующими мРНК с высокой и низкой эффективностью 
трансляции. Затем анализ проводился только для гекса­
нуклеотидов, чаще встречающихся в последовательностях 
мРНК, характеризующихся высокой эффективностью 
трансляции, т. е. Fhigh / Flow > 1.

Обсуждение
Предсказание эффективности трансляции на основа-
нии трансляционно-значимых характеристик с по-
мощью дискриминантного анализа. Проведен предва­
рительный дискриминантный анализ с характеристиками 
мРНК: [C + G] в 5′ НТП, длина 5′ НТП, A/G–3, IC [–15, 1], 
IC [1, 20], [uAUG], G+4, описанными в литературе как 
трансляционно-значимые. С использованием функции 

Table 4. Hexanucleotides tending to occur in [–100,  –1] and [+3, +103] mRNA regions characterized by high efficiency of translation 
in samples Set1, Set2, and Set3; Fhigh / Flow > 1

Hexanucleotide Set1 Set2 Set3

Flow Fhigh Fhigh / Flow Flow Fhigh  Fhigh / Flow Flow Fhigh  Fhigh / Flow

[–100,  –1] 5’-UTR

GCCGCC 0.070 0.187 2.671 0.139 0.253 1.820 0.063 0.169 2.68

CGCCGC 0.080 0.161 2.013 0.129 0.240 1.860 0.051 0.148 2.90

CCGCCA 0.046 0.126 2.739 0.040 0.177 4.425 0.037 0.105 2.838

CCGCCG 0.063 0.141 2.238 0.127 0.224 1.764 0.050 0.136 2.720

CCGCGC 0.048 0.110 2.292 0.110 0.148 1.345 0.048 0.110 2.292

CCCGCC 0.083 0.123 1.482 0.117 0.190 1.624 0.067 0.119 1.776

CTCCGC 0.048 0.084 1.750 0.057 0.118 2.070 0.042 0.079 1.881

CGCGCC 0.055 0.094 1.709 0.092 0.150 1.630 0.046 0.098 2.130

[+3, +103] CDS

AAGAAA 0.031 0.060 1.935 0.046 0.059 1.283 0.027 0.061 2.259

AAAAAG 0.060 0.097 1.617 0.066 0.095 1.439 0.058 0.091 1.569

AAGAAC 0.037 0.054 1.459 0.024 0.071 2.958 0.031 0.050 1.613

AAGAAG 0.071 0.134 1.887 0.090 0.161 1.789 0.073 0.134 1.836

AAGCAG 0.053 0.068 1.283 0.054 0.100 1.852 0.054 0.072 1.333

AGAAGA 0.076 0.105 1.382 0.095 0.127 1.337 0.081 0.115 1.420

AGAAGC 0.056 0.095 1.696 0.082 0.102 1.244 0.056 0.090 1.607

CAAGAA 0.050 0.097 1.940 0.053 0.130 2.453 0.053 0.100 1.887

End of Table 3

mRNA characteristics, Set 1 Regression coefficient Z-score p-value*

CGCCGC [–100, –1] 0.0559 2.9725 0.0014

CAAGAA [3, 103] 0.0829 2.9264 0.0017

AAGAAC [3, 103] 0.0914 2.8492 0.0023

5’-UTR length –7.0 × 10–8 2.6223 0.0044

AAGAAG [3, 103] 0.0524 2.3658 0.0090

CCAAGA [3, 103] 0.0527 1.7994 0.0360

[G + C] in mRNA –0.4714 3.2485 0.5825

* Regressors are arranged in the descending order of statistical significance, p-value.
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Фишера (см. табл. 1) нам удалось с точностью 74.8 % 
классифицировать 2 000 мРНК из выборки Set 1 как ха­
рактеризующиеся высокой и низкой эффективностью 
трансляции (см. табл. 2).

Далее с помощью регрессионного анализа мы решили 
выявить наиболее трансляционно-значимые характе­
ристики мРНК, используя экспериментальные данные 
рибосомного профилирования как параметры эффектив­
ности трансляции.

На основании результатов проведенного регрессион­
ного анализа мы сделали ряд выводов.

1. Полученные с помощью регрессионного анализа 
результаты не однозначны для трех проанализированных 
выборок. Тенденции влияния отдельных трансляционно-
значимых параметров разнонаправлены. Возможно, это 
связано с погрешностями эксперимента, различными 
условиями и особенностями регуляции трансляции для 
разных типов клеток.

2. Тем не менее можно выделить трансляционно-значи­
мые параметры мРНК, тенденция влияния на эффектив­
ность трансляции которых наиболее значима и одинакова 
для всех трех выборок:

A/G–3, [uAUG], IC [–15, 1] снижают эффективность 
трансляции;

CCGCCA [–100, –1], AAGAAA [3, 103], AAGAAG 
[3, 103], AAGCAG [3, 103], AAAAAG [3, 103] усиливают 
эффективность трансляции.

Обнаруженные закономерности хорошо укладываются 
в общую схему инициации трансляции в рамках модели 
«линейного сканирования» (Kozak, 2005) и согласуются с 
полученными теоретически данными (Volkova, Kochetov, 
2010). 

3. Регрессионный анализ позволяет выявлять наиболее 
трансляционно-значимые параметры мРНК и с исполь­
зованием их предсказывать эффективность трансляции.

4. Данные рибосомного профилирования позволяют 
выявлять трансляционно-значимые параметры мРНК 
и использовать полученные данные для предсказания 
эффективности трансляции мРНК и при клонировании 
мРНК эукариот методами генной инженерии.

Следует отметить, что гексануклеотиды, отобранные 
как значимо коррелирующие с эффективностью транс­
ляции на левых флангах стартовых кодонов, существенно 
отличаются по своему нуклеотидному составу от олиго­
нуклеотидов, отобранных на правых флангаx мРНК, ха­
рактеризующихся высокой эффективностью трансляции, 
и часто содержат в 5′-НТП GC-богатые гексануклеотиды 
с гуанином в каждой третьей позиции, в БКП – A-, G- и 
С-богатые (U избегается) гексануклеотиды. Отметим, 
что гексануклеотиды, часто расположенные в 5′-НТП 
мРНК, характеризующихся высокой эффективностью 
трансляции, имеют сходство с оптимальным контекстом 
млекопитающих GCCRCCAUGG (Kozak, 1986, 1987a, b; 
De Angioletti et al., 2004). Показано, что олигонуклеотид 
GCCGCCGCC (c G в каждой третьей позиции) усилива­
ет эффективность трансляции на AUG и неAUG кодо­
нах в отсутствии G в +4 позиции (Kozak, 1987a, 1989). 
По-видимому, высокая частота встречаемости данных 
гексануклеотидов в 5′-НТП мРНК, характеризующихся 
высокой эффективностью трансляции, связана с их спо­

собностью усиливать эффективность инициации транс­
ляции как стартовых кодонов.

Отметим, что олигонуклеотиды БКП не позициониро­
ваны относительно рамки считывания. Представленные 
комбинации нуклеотидов приводят к образованию три­
плетов, кодирующих аминокислоты Ala, Asn, Arg, Ser, Gln, 
Glu и Pro. Ранее было показано, что данные аминокислоты 
перепредставлены во 2–4-й позициях белков, и считается, 
что они способствуют образованию первой пептидной 
связи (Volkova, Kochetov, 2010). Уридин не встречается 
в комбинации нуклеотидов в мРНК, характеризующихся 
высокой эффективностью трансляции. Это позволяет 
избегать стартового и стоп-кодонов, а также уридина в 
+4-позиции, который, как показано, уменьшает эффектив­
ность трансляции (Kozak, 1997).
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The following heuristic hypothesis has been proposed: 
if an excess of a protein in several animal organs was 
experimentally identified as physiological marker 
of increased aggressiveness and if a polymorphism 
(SNP) can cause superexpression of the human gene 
homologous of the animal gene encoding this pro­
tein, then this polymorphism can be a candidate 
SNP marker of social dominance, whereas a deficient 
expression corresponds to subordinate and vice versa. 
Within this hypothesis, we analyzed 21 human genes – 
ADORA2A, BDNF, CC2D1A, CC2D1B, ESR2, FEV, FOS, GH1, 
GLTSCR2, GRIN1, HTR1B, HTR1A, HTR2A, HTR2C, LGI4,  
LEP, MAOA, SLC17A7, SLC6A3, SNCA, TH – which repre­
sent the functions of proteins known as physiological 
markers of aggressive behavior in animals: hormones 
and their receptors, biosynthetic enzymes and recep­
tors of neurotransmitters, transcription and neuro­
trophic factors. These proteins may play an important 
role in determining hierarchical relationships in social 
animals. Using our previously developed Web-service 
SNP_TATA_Comparator (http://beehive.bionet.nsc.ru/
cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl), we analyzed 381 SNPs 
within the region of [–70; –20] relative to the start 
protein-coding transcripts, which is the region of the 
all known TATA-binding protein (TBP) binding sites. 
We took them from the database dbSNP, v.147 As a 
result, we found 45 and 47 candidate SNP markers 
of dominance and submission, respectively (e. g., 
rs373600960 and rs747572588). Within the framework 
of the proposed heuristic hypotheses and database 
dbSNP v.147, we found statistically significant (α < 10-5) 

Предложена эвристическая гипотеза, согласно которой, если 
избыток какого-либо белка в ряде органов животных был экспери­
ментально установлен как физиологический маркер повышенной 
агрессивности и если некоторый полиморфизм (SNP) человека 
вызывает суперэкспрессию гена, гомологичного гену этого белка 
у животных, то этот полиморфизм может быть кандидатным SNP-
маркером предрасположенности к социальному доминированию, 
тогда как случаю дефицитной экспрессии может соответствовать 
социальное подчинение и наоборот. В рамках этой гипотезы 
проанализировали 21 ген человека: ADORA2A, BDNF, CC2D1A, 
CC2D1B, ESR2, FEV, FOS, GH1, GLTSCR2, GRIN1, HTR1B, HTR1A, HTR2A, 
HTR2C, LGI4, LEP, MAOA, SLC17A7, SLC6A3, SNCA, TH, – которые пред­
ставляют функции белков, известных как физиологические мар­
керы агрессивного поведения животных: гормоны и их рецеп­
торы, ферменты биосинтеза и рецепторы нейромедиаторов, 
транскрипционные и нейротропные факторы. Эти белки могут 
играть важную роль при установлении иерархических отношений 
у социальных видов животных. С использованием созданного 
нами ранее Web-сервиса SNP_TATA_Comparator (http://beehive.
bionet.nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl) мы проанализировали 
381 SNP в районе [–70;–20] перед стартами белок-кодирующих 
транскриптов (район связывания ТАТА-связывающего белка, 
ТВР) из базы данных dbSNP (выпуск № 147). Было найдено 45 и 
47 кандидатных SNP-маркеров доминирования и подчинения 
соответственно (например, rs373600960 и rs747572588). В рамках 
предложенной эвристической гипотезы и выпуска № 147 базы 
данных dbSNP мы получили статистически достоверные (α < 10–5) 
свидетельства о действии естественного отбора как против дефи­
цитной экспрессии генов, способных влиять на предрасположен­
ность к доминированию, так и в пользу того, что подчинение и 
доминирование могут характеризовать норму реакции агрес­
сивности (отличие незначимо: α > 0.35). Предложенная гипотеза, 
выявленные на ее основе кандидатные SNP-маркеры и законо­
мерности их влияния естественного отбора на геном человека 
обсуждаются в контексте литературных данных: могут ли они 
иметь какое-либо отношение к социальному доминированию 
у людей. Сделано заключение – эти результаты нуждаются в 
экспериментальной проверке. 

Ключевые слова: ТАТА-связывающий белок (ТВР); сайт ТВР-
связывания (ТАТА-бокс); промотор; сродство ТВР/промотор; ген; 
нуклеотидный полиморфизм (SNP); изменение экспрессии гена; 
достоверность; SNP-маркер; доминант; субординант.
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evidence of the effects of natural selection against the 
deficient expression of genes, which can affect the 
predisposition to dominate, as well as in favor of both 
subordination and domination behavior as a norm of 
reaction of aggressiveness (difference not significant: 
α > 0.35). The proposed hypothesis, the candidate SNP 
markers predicted and the observed regularities of 
effects of natural selection for the human genome are 
discussed in comparison with published data: whether 
they can have any relation to social dominance in 
human. It was concluded that these results require 
experimental verification. 

Key words: TATA-binding protein (TBP); TBP-binding 
site (TATA box); promoter; TBP-promoter affinity; 
gene; single nucleotide polymorphism (SNP); 
gene expression change; significance; SNP marker; 
dominant; subordinate.

Социальным доминированием называется иерархиче-
ская структура взаимоотношений между особями в 
популяции, которая является необходимым услови-

ем их сосуществования, способствующим уменьшению 
агрессии среди них, упорядочиванию конкуренции за 
ограниченные ресурсы среды и поддержанию высокого 
репродуктивного потенциала (Rowell, 1974; Hinde, 1970). 

Иерархические отношения между особями одного вида 
устанавливаются путем агрессии, т. е. агонистического 
поведения. Оно определяется этологами как врожденная 
форма поведения по защите самого себя, потомства, 
территории, жилища (Lorenz, 2002). Эксперименты по 
доместикации (Belyaev, 1979) и искусственной селекции 
животных на агрессивность (Kulikov et al., 2016) до-
казали вклад генетических факторов в фенотипические 
проявления агрессивности (Ehrman, Parsons, 1981; Moore, 
2013). Уже известны работы полногеномного поиска 
генетических факторов, проводимые на модельных жи-
вотных (Zapata et al., 2016). Однако референсный геном 
человека (Colonna et al., 2014) и его однонуклеотидный 
полиморфизм (single nucleotide polymorphism, SNP) – ре-
зультат не искусственного, а естественного отбора. Тем 
не менее у социальных видов (в том числе у человека) 
границы допустимой агрессии между особями возникают 
при установлении иерархических отношений «доминант –
субординант». Эти границы контролируются естествен-
ным отбором как норма реакции агрессивного поведения 
(Eldakar, Gallup, 2011), а ранг особи в социальной иерар-
хии влияет на условия, качество и продолжительность 
ее жизни (Michopoulos et al., 2012). В микропопуляциях 
лабораторной мыши были описаны репродуктивные 
корреляты социальной иерархии (Осадчук и др., 2007), а 
также обнаружено наследование предрасположенности 
к социальному доминированию (Серова и др., 1991). Это 
свидетельствует о возможности вклада агрессии между 
особями одного вида в приспособленность. Предвестни-
ком поиска генетических факторов агрессии у человека 

стало обнаружение биомедицинских SNP-маркеров – от-
личий между референсным геномом человека и геномом 
индивида с определенным фенотипом, – для агрессив-
ности как осложнения при терапии антипсихотическими 
препаратами (например, оланзапином (Ellingrod et al., 
2005)).

Если в «догеномную эру» открытие корреляции между 
SNP и фенотипическим признаком (например, патологией) 
было редкой случайной удачей, то в настоящее время это 
одна из главных целей крупнейшего научного проекта 
современности «1000 геномов» (Colonna et al., 2014). Офи-
циальным источником найденных и тщательно верифи-
цированных в рамках «1000 геномов» SNP является база 
данных dbSNP (Sherry et al., 2001). На ее основе корректи-
руют референсный геном человека (Colonna et al., 2014), 
который собирается из самых частых (анцестральных) ну-
клеотидов в каждой позиции ДНК. Общепринятый подход 
к поиску SNP-маркеров – оценка достоверности различия 
частоты встречаемости целевого SNP в представительных 
когортах особей с целевым фенотипическим признаком 
(например, с импульсивностью поведения как формой 
агрессивности) и без этого признака, что является весьма 
трудоемкой и дорогостоящей процедурой (Abbas et al., 
2006). Предварительный компьютерный анализ известных 
SNP может удешевить и сделать прицельным поиск SNP-
маркеров путем выбраковки нейтральных SNP, которых 
абсолютное большинство (по теории нейтральной эво-
люции (Kimura, 1968)). Точность биоинформатического 
подхода достигает своего максимума для SNP-маркеров 
белок-кодирующих районов генов в силу инвариантности 
дефектов белков, а также минимума для SNP-маркеров 
регуляторных районов генов из-за отсутствия дефектных 
белков (Amberger et al., 2015). Большинство известных 
биомедицинских регуляторных SNP-маркеров (≈ 10 %) 
занимают узкий район [–70; –20] относительно стартов 
транскрипции генов и изменяют связывание ТАТА-свя-
зывающего белка с ТАТА-боксом (Ponomarenko et al., 
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2015), необходимым для запуска транскрипции генов 
(Martianov et al., 2002). Было экспериментально показано, 
что сродство ТВР/ТАТА-бокс достоверно позитивно кор-
релирует с экспрессией соответствующих генов (Mogno  
et al., 2010).

Мы фокусировали наши предыдущие исследования 
на районе [–70;–20] перед стартами белок-кодирующих 
транскриптов в геноме человека, куда проецируются из-
вестные сайты связывания ТВР, самые изученные регуля-
торные сигналы генома (Ponomarenko et al., 2013). Была 
создана вычислительная модель трехшагового связывания 
ТВР/ТАТА-бокс (Ponomarenko et al., 2008): скольжение 
ТВР вдоль ДНК → остановка ТВР на ТАТА-боксе → ста-
билизация комплекса ТВР/ТАТА изгибом спирали ДНК, 
как это годом позже наблюдали в опыте R.F. Delgadillo 
с коллегами (2009). На основе этой модели мы создали 
Web-сервис SNP_TATA_Comparator (http://beehive.bionet.
nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl) (Ponomarenko et al., 
2015) для оценки значимости изменения сродства ТВР 
к минорному аллелю промотора относительно нормы 
(анцестральный аллель) и применили его к предсказанию 
кандидатных SNP-маркеров для ожирения (Arkova et 
al., 2015), хронопатологий (Ponomarenko P. et al., 2016), 
аутоиммунных патологий (Ponomarenko M. et al., 2016) 
и агрессивности как осложнения при ряде заболеваний 
(Chadaeva et al., 2016).

Цель этой работы – прогноз на основе референсного 
генома человека кандидатных SNP-маркеров предрасполо-
женности к социальному доминированию и ее отсутствию 
(что обусловливает субординантный (подчиненный) ранг 
особи). Для ее достижения мы предложили гипотезу о 
возможности такого прогноза на основе учета физиоло-
гических маркеров агрессивности животных. В рамках 
этой гипотезы мы применили Web-сервис (Ponomarenko 
et al., 2015) к анализу генов человека, гомологичных генам 
животных для широкого круга функций белков-маркеров, 
связанных с агрессивным поведением: гормоны, фермен-
ты биосинтеза и рецепторы нейромедиаторов, транскрип-
ционные и нейротропные факторы. В результате нашли 
92 маркера предрасположенности к доминированию и 
подчинению у людей, которые могут быть актуальной ин-
формацией при планировании экспериментально-компью-
терных исследований социального поведения человека.

Материалы и методы
Базовая гипотеза. Поскольку геном человека как био-
логического вида закреплен в результате действия есте-
ственного, а не искусственного отбора, в частности по 
агрессивному поведению, как в случае экспериментов на 
лабораторных животных (см., например, (Kulikov et al., 
2016)), то для его анализа мы предлагаем эвристическую 
гипотезу: если избыток какого-либо белка в ряде органов 
животных был экспериментально установлен как физио-
логический маркер повышенной агрессивности и если 
некоторый SNP человека вызывает суперэкспрессию 
гена, гомологичного гену этого белка у животных, то этот 
полиморфизм может быть кандидатным SNP-маркером 
предрасположенности к социальному доминированию, 
тогда как случаю дефицитной экспрессии может соот-
ветствовать поведение подчинения и наоборот.

Исследуемые гены человека. Для исследования пред-
ложенной гипотезы в рамках референсного генома чело-
века (Colonna et al., 2014) мы сформировали выборку из 
21 гена человека (ADORA2A, BDNF, CC2D1A, CC2D1B, 
ESR2, FEV, FOS, GH1, GLTSCR2, GRIN1, HTR1B, HTR1A, 
HTR2A, HTR2C, LGI4, LEP, MAOA, SLC17A7, SLC6A3, 
SNCA, TH), представляющую различные функции белков, 
которые экспериментально известны в качестве маркеров 
агрессивного поведения животных: гормоны и их рецеп-
торы, фермент биосинтеза и рецепторы нейромедиаторов, 
транскрипционные и нейротропные факторы (таблица). 

Компьютерный анализ SNP-последовательностей 
ДНК промоторов генов. Для анализируемых генов 
человека мы взяли из базы данных Ensembl (Zerbino 
et al., 2015), (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/) 
номера всех белок-кодирующих транскриптов и с по-
мощью Web-сервиса UCSC Genome Browser (Haeussler 
et al., 2015), (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db = 
hg38) – номера всех SNP в районе [–70;–20] относительно 
стартов каждого из этих транскриптов. Отобранные таким 
путем SNP были проанализированы с помощью нашего 
Web-сервиса (Ponomarenko et al., 2015), как показано на 
рисунке для случая SNP rs3813929 в промоторе к транс-
крипту 001 гена HTR2C человека. В окне Base sequence 
(см. рисунок) показана последовательность ДНК этого 
промотора, взятая из базы данных Ensembl (Zerbino et 
al., 2015) с помощью стандартной библиотеки BioPerl 
доступа к референсному геному человека (Colonna et 
al., 2014). Она была использована как анцестральный 
вариант SNP rs3813929 (норма). Минорный вариант этого 
SNP был сделан вручную по его описанию в базе данных 
dbSNP ((Sherry et al., 2001), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
snp/), как показано в окне Editable sequence. С помощью 
этих последовательностей ДНК мы оценили, согласно 
работе M. Ponomarenko с коллегами (2015), величины 
16.42 ± 0.07 и 16.70 ± 0.07 натуральных логарифмических 
единиц сродства ТВР к анцестральному и минорному 
аллелям данного промотора соответственно (окно Result), 
которые даны также в таблице как 73 и 56 nM. Различие 
между этими аллелями по сродству ТВР/промотор оце-
нили Z-статистикой (отношение разности к корню суммы 
квадратов стандартных отклонений) и взяли уровень зна-
чимости из стандартного статистического пакета R, как 
показано на рисунке (Z = 6, α < 10–6). Это означает, что рас-
сматриваемый SNP rs3813929 может значимо увеличить 
сродство ТВР к минорному варианту рассматриваемого 
промотора относительно нормы (анцестральный вариант) 
и, таким образом, вызвать суперэкспрессию гена HTR2C, 
согласно (Mogno et al., 2010). Этот прогноз Web-сервиса 
(Ponomarenko et al., 2015) в строке DECISION на рисун-
ке согласуется с известными данными об SNP-маркере 
rs3813929 устойчивости к оланзапину (Landrum et al., 
2014) вследствие избытка серотонинового рецептора 2С 
(Ellingrod et al., 2005), кодируемого этим геном. 

Наконец, поскольку эксперимент (Popova et al., 2010) 
выявил избыток этого рецептора в гиппокампе и в лоб-
ной коре головного мозга в качестве физиологического 
маркера неагрессивных крыс в сравнении с агрессивны-
ми крысами, то в рамках предложенной нами гипотезы 
rs3813929 может быть кандидатным SNP-маркером для 
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Candidate SNP markers for social dominance predicted by the Web-service SNP_TATA_Comparator (Ponomarenko et al., 2015)

Human 
gene

dbSNP, rel. 147   
(Sherry et al., 2001) 5’-flank wt 

mut 3’-flank

KD, nM Features: known 
(see Reference) 
and / or predicted 
(this work) 

Referencewt 
mut Δ Z α

ADORA2A rs199593618 tgcccgccat c 
g tgagggaggt 45 

32 ↑ 7 10–6 Subordination Jegou et al., 2003

rs200817204 ggtgccaatc c 
a ttcacgtgac 45 

25 ↑ 13 10–6

rs539804305 caatccttca c 
t gtgacgtgac 45 

20 ↑ 15 10–6

rs201534466 aatccttcac g 
a tgacgtgacg 45 

21 ↑ 15 10–6

rs200174085 cttcacgtga c 
t gtgacgtggc 45 

32 ↑ 7 10–6

rs143744701 ccgtccgtca gtcc 
– gtccgtccgt 100 

47 ↑ 13 10–6

rs561125568 gccgcaggta g 
c cgggcgggga 47 

55 ↓ 2 0.05 Dominance

BDNF rs549649514 cttaattaga g 
t atttttaagc 9 

7 ↑ 3 0.01 Dominance Bondar et al., 2009; 
Kudryavtseva et al., 2010; 
Ilchibaeva et al., 2015rs774974933 agtatcactt a 

c attagagatt 9 
8 ↑ 2 0.05

rs554116130 atatcaagta t 
a cacttaatta 9 

6 ↑ 5 10–3

rs368334830 tctgtttaag c 
t cggcgtgttt 10 

76 ↑ 6 10–6

rs768585661 cccgggaaac g 
a cacgccctct 48 

39 ↑ 4 10–3

rs539103547 gggaagcttg c 
t gccttcagcc 142 

66 ↑ 13 10–6

rs781368365 aaacagcgag g 
t ttagtcgtcg 27 

14 ↑ 11 10–6

CC2D1A rs749187303 ctgcagagcc c 
t taggtgggcc 41 

32 ↑ 4 10–3 Subordination Kondaurova et al., 2016

rs774355414 gggcctgctt g 
a tcctccttac 41 

21 ↑ 12 10–6

rs752806837 ggcctgcttg tcc 
– tccttacccc 41 

31 ↑ 5 10–3

rs761077398 tcctccttac c 
t cccgccacca 41 

31 ↑ 5 10–6

rs372837238 tccttacccc c 
t,(g) gccaccagcc 41 

34 ↑ 3 0.01

rs750548001 aggaggcagg g 
t caaggccggg 121 

81 ↑ 8 10–6

CC2D1B rs751009765 cgcagctagc c 
t tctgtgagga 39 

33 ↑ 3 0.01 Dominance Kondaurova et al., 2016

rs756613102 gtcgcagcta g 
a cctctgtgag 39 

24 ↑ 8 10–6

rs752164206 cttggagtcg c 
t agctagcctc 39 

18 ↑ 12 10–6

rs143901936 ccttggagtc g 
a cagctagcct 39 

34 ↑ 2 0.05

rs769629145 tgggtttctg g 
t accagttctc 39 

9 ↑ 23 10–6

rs551992483 caggccctta g 
a ctgaattgtt 43 

17 ↑ 16 10–6

rs200669825 gcaggccctg g 
t,(a) agtggccagg 43 

22 ↑ 10 10–6

rs549629102 aatggtaggc c 
t,g tagcaggccc 43 

36 ↑ 3 0.01

rs767975647 gcctctgtga g 
c gagaggcaga 39 

50 ↓ 4 10–3 Subordination

rs764015054 gagtcgcagc tagc 
– ctctgtgagg 39 

50 ↓ 4 10–3

rs536919659 agtcgcagct a 
g gcctctgtga 39 

50 ↓ 4 10–3

rs375339315 agtggggtca c 
a gtgttgcgcg 38 

44 ↓ 2 0.05
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Continuation of Table

Human 
gene

dbSNP, rel. 147  
(Sherry et al., 2001) 5’-flank wt 

mut 3’-flank

KD, nM Features: known 
(see Reference) 
and / or predicted 
(this work)  

Referencewt 
mut Δ Z α

ESR2 rs35036378 cctctcggtc t 
g ttaaaaggaa 6 

8 ↓ 5 10–3 Dominance Cao et al., 2014;  
Rosenfeld, 2015

rs766797386 ttaaaaggaa g 
t aaggggctta 6 

7 ↓ 3 10–2

FOS rs547882209 ctggcgccac c 
t gtggttgagc 61 

51 ↑ 3 10–3 Dominance Savonenko et al., 1999; 
Lin et al., 2011

rs7101 cagctctgct c 
t cacagcgccc 62 

46 ↑ 6 10–6

rs76195634 tcattcccac g 
a gtcactgcca 60 

52 ↑ 3 0.05

rs747221475 tcactgccat c 
t tcgaccagtc 60 

32 ↑ 12 10–6

rs148786753 ctcgaccagt c 
a cggacctgca 60 

38 ↑ 8 10–6

rs752219516 caggtgagga a 
t ctctagcgta 26 

14 ↑ 10 10–6

rs757931341 gcgtactctt c 
t ctgggaatgt 26 

22 ↑ 3 0.01

rs763882586 tactcttcct g 
a ggaatgtggg 26 

18 ↑ 6 10–6

rs180743738 agacgtcagg g 
a atatttataa 1.7 

2.1 ↓ 3 10–3 Subordination

rs776646101 cgtcagggat a 
g tttataacaa 1.7 

3.0 ↓ 8 10–6

rs761656041 agggatattt a 
g taacaaaccc 1.7 

4.5 ↓ 14 10–6

rs767588227 aactctagcg t 
c actcttcctg 26 

50 ↓ 10 10–6

GH1 rs774326004 ccagggtata a 
t aaagggccca 1.5 

0.9 ↑ 7 10–6 Dominance Ji, Findling, 2016

rs777003420 aaggggccag g 
t gtataaaaag 1.5 

1.3 ↑ 3 0.05

rs768454929 agggtataaa a 
c agggcccaca 1.5 

2.6 ↓ 7 10–6 Subordination

rs761695685 gccagggtat a 
g aaaagggccc 1.5 

5.8 ↓ 19 10–6

GLTSCR2 rs562807927 agtacgtcac g 
a gaagagggtg 16 

14 ↑ 2 0.05 Subordination Heyne et al., 2014

rs779295677 acaaagaaga g 
a aaccaaagtc 34 

25 ↑ 6 10–6

rs79458115 agaagagaac c 
g aaagtccaga 34 

31 ↑ 2 0.05

rs776466959 gtcactgctt с 
t tcaagaaacc 34 

18 ↑ 12 10–6

rs548738286 gggagaagct g 
a gccaagcagg 207 

168 ↑ 4 10–3

rs748396660 gagaagctgg c 
t caagcagggc 207 

92 ↑ 16 10–6

rs769839944 tggccaagca g 
c ggcgagctgc 207 

163 ↑ 5 10–3

rs773436143 ccaagcaggg c 
t gagctgcccc 207 

168 ↑ 4 10–3

rs541246368 gggcgagctg c 
a cccgggaggt 207 

152 ↑ 6 10–6

rs561564168 cgagctgccc с 
t gggaggtgcg 207 

182 ↑ 3 0.05

rs760081568 gagctgcccc g 
a ggaggtgcgc 207 

158 ↑ 5 10–6

rs755859075 ccgggaggtg c 
t gcagggccca 207 

76 ↑ 16 10–6

rs752084705 cgggaggtgc g 
a cagggcccag 207 

73 ↑ 18 10–6

rs780677965 ccggctgcgc g 
a ggatcaaggc 56 

44 ↑ 5 10–3

rs747572588 cggctgcgcg g 
a gatcaaggcc 56 

50 ↑ 2 0.05
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End of Table

Human 
gene

dbSNP, rel. 147   
(Sherry et al., 2001) 5’-flank wt 

mut 3’-flank

KD, nM Features: known 
(see Reference) 
and / or predicted 
(this work)  

Referencewt 
mut Δ Z α

GLTSCR2 rs746705150 aagtcactgc t 
c tctcaagaaa 34 

39 ↓ 2 0.05 Dominance Heyne et al., 2014

rs569945779 agtcactgct t 
с ctcaagaaac 34 

39 ↓ 3 0.01

rs767787052 ggccttgact t 
с gttctctttc 24 

52 ↓ 15 10–6

rs752987742 gccttgactt g 
с ttctctttcc 24 

39 ↓ 10 10–6

GRIN1 rs372970942 ccgagggccc с 
t gcgttcgcgc 203 

153 ↑ 6 10–6 Dominance Reif et al., 2009

rs759827008 gagggccccg с 
a gttcgcgccg 203 

147 ↑ 6 10–6

rs200150234 gccccgcgtt с 
a gcgccgcgca 203 

61 ↑ 19 10–6

rs540882401 cgcgttcgcg c 
a cgcgcagagc 203 

157 ↑ 5 10–6

rs753166193 gcgttcgcgc c 
t gcgcagagcc 203 

160 ↑ 5 10–3

rs201254060 caaagacagg g 
a tggtgtggac 23 

26 ↓ 2 0.05 Subordination

HTR1B rs75032335 tctgcagatc c 
t aaaagcgtcc 37 

9 ↑ 24 10–6 Subordination Popova, 2006

HTR2A rs6316 tgacatacac a 
g tagagggagg 5 

7 ↓ 4 10–3 Dominance Popova, 2006

HTR2C rs3813929 
(рисунок) cccctcatcc c 

t gcttttggcc 73 
56 ↑ 6 10–6

Resistance to  
olanzapine  
(clinical history)  
and subordination

Ellingrod et al., 2005;  
Landrum et al., 2014; 
Popova et al., 2010

LGI4 rs187763897 ccagcctctt с 
t acctccaact 34 

16 ↑ 11 10–6 Dominance Heyne et al., 2014

rs538317089 gatgggggct g 
a caattctgga 34 

17 ↑ 10 10–6

LEP rs200487063 tgatcgggcc g 
a ctataagagg 4 

2 ↑ 6 10–6 Dominance Michopoulos et al., 
2012

rs34104384 ccgctataag a 
t ggggcgggca 4 

3 ↑ 4 10–2

rs201381696 tcgggccgct a 
g taagaggggc 4 

12 ↓ 17 10–6 Subordination

SNCA rs373600960 tgtattttat g 
a,(t) ttttccagtg 6 

3 ↑ 12 10–6 Dominance Bondar et al., 2009

rs578214974 gggcagaagc g 
t ctgacaaatc 25 

23 ↑ 2 0.05

rs539338282 ctcacgcctt g 
a ccttcaagcc 47 

26 ↑ 13 10–6

rs748857490 cccgcgagtg t 
c gagcggcgcc 51 

26 ↓ 14 10–6 Subordination

rs562817680 cgcgagtgtg a 
g gcggcgcctg 51 

114 ↓ 8 10–6

rs530304614 gtgcttaact a 
g atcttccgaa 7 

19 ↓ 13 10–6

rs777103921 agttctcatt 11 п. о.$ 
– ttatgttttc 6 

10 ↓ 8 10–6

rs773252996 cattcaaagt g 
c tattttatgt 6 

9 ↓ 7 10–6

TH rs772061026 agctggacaa g 
t tgtcatcacc 22 

27 ↓ 4 10–3 Subordination Bondar et al., 2009

Designations: wt and mut are the ancestral (reference human genome, release GRCh38(NCBI)/hg38(UCSC)) )) and minor (Parenthesized are neutral substitu­
tions.) alleles, respectively; # the DNA strand of the gene promoter; $ rs777103921, the 11-bp caaagtgtatt deletion; KD, dissociation constant of the TBP/DNA 
complex in vitro (Savinkova et al., 2013); Δ, expression rate change: ↑, increase; ↓, decrease; Z – Z-score; α, significance (α = 1 – p, where p is the probability in the 
figure). Genes: ADORA2A, A2a adenosine receptor; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; CC2D1A and CC2D1B, Freud-1 and Freud-2, respectively; ESR2, es­
trogen receptor β; GH1, somatotropin (growth hormone 1); GLTSCR2, Glioma tumor suppressor candidate region gene 2; GRIN1, glutamate ionotropic receptor 
subunit 1; HTR1B, HTR2A, and HTR2С, serotonin receptors 1B, 2A, and 2C, respectively; LGI4, leucine-rich glioma-inactivated gene 4; LEP, gene for leptin (satiety 
hormone); SNCA, α-synuclein; TH, tyrosine hydroxylase. 
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Кандидатные SNP-маркеры 
социального доминирования

предрасположенности людей к под-
чинению (см. таблицу).

Более детальное описание метода 
можно найти в статье (Ponomarenko 
et al., 2015), его верификации – в на-
ших экспериментах in vivo на куль-
турах клеточных линий человека с 
использованием вектора pGL4.23 
(Chadaeva et al., 2016), in vitro в ре-
альном времени (Arkova et al., 2014), 
в неравновесных (Drachkova et al., 
2014) и равновесных (Savinkova et 
al., 2013) условиях, а также на данных 
независимых экспериментов других 
авторов (см. обзоры (Ponomarenko et 
al., 2009, 2010; Suslov et al., 2010)).

Результаты
Проанализирован 381 случай SNP-
промоторов 21 гена человека и вы-
явлено 92 кандидатных SNP-маркера 
доминирования и подчинения, кото-
рые приведены в таблице, как описа-
но выше на примере SNP rs3813929. 
Для генов MAOA, HTR1A, SLC17A7, 
SLC6A3 и FEV мы не нашли таких 
SNP-маркеров (данные не показаны). 

Прежде всего, неожиданным ре-
зультатом стало выявление 45 и 47 
кандидатных SNP-маркеров для 
предрасположенности к социаль-
ному доминированию и подчине-
нию соответственно, в границах 
46 ± 2 стандартной ошибки ожидае-
мого их количества при равноверо-
ятном биномиальном распределении 
B (n = 92; p = 0.5): значимость раз-
личия: α > 0.35. Это может означать, 
что для возникновения доминант
но-подчиненных (субординантных) 
отношений может быть достаточным 
присутствие в социуме особей, пред
расположенных как к доминирова
нию, так и к подчинению. Получен-
ный результат статистически значимо 
отражает результат давления есте-
ственного отбора в пользу поддер-
жания обеих стратегий поведения – 
доминирования и подчинения, т. е. 
нормы реакции, у человека.

Неожиданностью было также вы
явление 26 и 66 кандидатных SNP- 
маркеров, которые могут, соответст
венно, уменьшить и увеличить срод
ство ТВР/промотор для генов чело-
века, способных влиять на поведение 
доминирования и подчинения. Эти 
количества достоверно отличаются от 
их ожидаемой оценки при равноверо-
ятном биномиальном распределении 

(α < 10–5). В этом смысле рассматриваемый результат может статистически 
достоверно отражать возможность давления естественного отбора на геном 
человека против значимого снижения экспрессии генов, влияющих на пове-
дение доминирования и подчинения у людей.

Обсуждение
Мы проанализировали 381 SNP и выбрали из них 92 кандидатных SNP-
маркера, которые способны значимо влиять на сродство ТВР к промоторам 
генов человека (24 %). Это согласуется как с теорией нейтральной эволюции 
(Kimura, 1968), так и с текущим представлением о снижении затрат на экспе-
риментальный поиск ценных для практики SNP-маркеров в геноме человека 
методом «проб и ошибок» за счет предварительного компьютерного анализа 
известных SNP (Deplancke et al., 2016).

При этом мы учли лишь влияние SNP на связывание ТВР/промотор как са-
мый изученный, облигатный и позиционированный этап регуляции экспрессии 
генов, вследствие чего любой из оставшихся 289 SNP также может оказаться 
кандидатным SNP-маркером для поведения доминирования и подчинения у 
человека при его влиянии на связывание геномной ДНК с другими белками 
или, например, при изменении им кодона в зоне перекрывания промотора 
одной РНК с белок-кодирующим экзоном в другой РНК, транскрибируемых 
с общего для них гена человека (например, SNP rs772061026). Кандидатные 
SNP-маркеры для социальной иерархии человека могут быть вне узкого 
района [–70; –20] (длина 50 п. о.) относительно стартов транскрипции белок-
кодирующих РНК человека, анализом которого мы ограничили эту работу. 

Reference human genome
(Colonna et al., 2014)

Standard 
statistical 

software R 

Z-score:  
an estimate of the significance  
of a change of gene expression  

in a person with a minor allele of  
a particular SNP with reference to the 

norm as the ancestral allele   
(Ponomarenko et al., 2008)

BioPerl

Illustrative prediction of a candidate SNP marker for dominant and subordinate behavior in 
humans with the Web-service (Ponomarenko et al., 2015) in the case of the known SNP marker 
rs3813929 for resistance to olanzapine (Landrum et al., 2014) determined by an excess of seroto­
nin receptor 2C (Ellingrod et al., 2005). 
The DECISION row indicates that this prediction fits clinical data (Ellingrod et al., 2005).
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Для компьютерного анализа различных локализаций и 
проявлений SNP на уровнях реорганизации хроматина, 
транскрипции, сплайсинга, трансляции и последующих 
модификаций белковых продуктов генов человека име-
ются свободно доступные Web-сервисы, которые можно 
найти, например, в обзоре (Podkolodnyy et al., 2014).

Достоверность предсказанных кандидатных SNP-мар
керов мы оценили по их бинарным классификациям: 
доминирование/подчинение и рост/спад сродства ТВР/
промотор в рамках традиционного биоинформатическо-
го подхода к анализу геномов (Haldane, 1957; Kimura, 
1968), например, скорость их эволюции оценивают по 
отношению частот транзиций и трансверсий (Kimura, 
1980). В этой связи интересно сравнение генов, способ-
ных влиять на поведение доминирования и подчинения 
людей, со всем геномом человека в целом, охарактеризо-
ванным вдвое более частым уменьшением в сравнении с 
увеличением сродства транскрипционных факторов к про-
моторам с SNP (Kasowski et al., 2010; 1000 Genomes Pro
ject Consortium, 2012). Указанная полногеномная оценка 
диаметрально противоположна нашему предсказанию 
26 и 66 кандидатных SNP-маркеров для соответственно 
уменьшения и увеличения сродства ТВР к промоторам 
рассматриваемых генов. Столь высокая значимость 
(α < 10–12) отличия этих генов от всего генома человека в 
целом согласуется с существующим мнением об адаптив-
ной роли социального поведения человека в его эволюции, 
в отличие от нейтральной эволюции генома в целом, со-
гласно теории Кимура (Kimura, 1968) и дилемме Холдейна 
(Haldane, 1957). Это может дополнительно подтверждать 
достоверность нашего предсказания кандидатных SNP-
маркеров для предрасположенности к доминированию 
или подчинению у человека (см. таблицу).

Исследования на инбредных линиях мышей позволили 
установить, что поведение доминирования и подчинения 
в значительной мере детерминировано генотипом (На-
уменко и др., 1983; Осадчук и др., 2009; Клещев и др., 
2013). Это свидетельствует, вероятнее всего, о возмож-
ности предсказания кандидатных SNP-маркеров для тех 
или иных социальных рангов на основе компьютерного 
анализа последовательностей геномной ДНК. Но, наряду 
c генетическими, были описаны социальные механизмы 
передачи иерархических рангов от родителей к потомству, 
например у макак (Prud’Homme, Chapais, 1993), оленей 
(Dusek et al., 2007) и гиен (Engh et al., 2000). Кроме 
того, известно влияние морфометрических параметров, 
особенностей онтогенеза, гендерного диморфизма и 
социального опыта на ранг особи (van der Kooij, Sandi, 
2015). Это означает, что реальная картина вклада индиви-
дуального генома человека в его социальный ранг может 
быть гораздо сложнее, многообразнее, богаче, ярче и 
интереснее в сравнении с нашей предельно упрощенной 
гипотезой, которая была, однако, необходима как базовый 
инструмент в рамках традиционных биоинформатических 
подходов к компьютерному анализу SNP и референсного 
генома человека.

Заключение
Найдены SNP, способные влиять на сродство ТВР к про-
моторам генов человека, гомологичным генам животных, 

которые были ассоциированы с поведением доминиро-
вания и подчинения. Высказано предположение, что эти 
кандидатные SNP-маркеры могут иметь отношение к 
социальному доминированию и у людей. Как компью-
терный прогноз, этот результат нуждается в дальнейшей 
экспериментальной проверке.
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Detection of new regulatory 
SNPs associated with colorectal 
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A new approach to the search for regulatory SNPs 
(rSNPs) based on the use of ENCODE project data on 
ChIP-seq and RNA-seq experiments was developed. 
The approach was successfully used for the detection 
of rSNPs associated with colorectal cancer susceptibi
lity. To start out with, we used raw sequence data 
of 15 independent ChIP-seq experiments run on 
colorectal cancer cell line HCT-116, which allowed us 
to generate the initial pool of 7985 SNPs located in 
regulatory regions. For further selection of functional 
SNPs, we used the ChIP-seq binding bias analysis and 
revealed 775 SNPs that are more likely to influence 
transcription regulation in HCT-116 cells. Then the 
RNA-seq bias analysis in HCT-116 cells was performed. 
As a result, we confirmed the functionality of 231 SNPs, 
which were classified as rSNPs. In order to select rSNPs 
potentially associated with colorectal cancer we chose 
those in strong linkage disequilibrium with SNPs asso- 
ciated with this pathology according to GWAS and 
ClinVar data. Functional annotation analysis of genes  
containing the rSNPs selected confirmed the involve
ment of BAIAP2L1 and BUB3 genes in colorectal cancer 
predisposition. We also found two genes (RRAGD and 
FZD6) playing a role in the RAS/MAРK and WNT 
signaling pathways. Although the involvement of the 
RAS/MAРK and WNT pathways in colon cancer is a 
well-known fact, these two genes are still unknown 
candidates. Moreover, we found 14 new candidate 
genes with promise for further study of colorectal 
cancer predisposition. 

Key words: regulatory SNPs (rSNP); colorectal cancer; 
next generation sequencing; ENCODE project.

Разработан новый подход к поиску регуляторных SNP (rSNP), 
основанный на анализе ChIP-seq и RNA-seq данных проекта 
ENCODE. Подход успешно применен для выявления rSNP, связан
ных с колоректальным раком. В качестве исходных данных были 
взяты результаты 15 независимых ChIP-Seq экспериментов, выпол- 
ненных на клеточной линии колоректального рака HCT-116, что 
позволило сформировать пул из 7985 SNP, расположенных в ре
гуляторных районах генов. Для дальнейшего отбора регулятор
ных SNP из этого пула использована выявляемая в экспериментах 
ChIP-seq аллель-специфичность распределения гистоновых 
меток и негистоновых белков хроматина в местах локализации 
гетерозиготных SNP. Это позволило выявить 775 SNP, которые 
потенциально могут влиять на уровень экспрессии генов в клетках 
HCT-116. В дальнейшем  была проведена оценка асимметричности 
экспрессии аллелей на основании данных RNA-seq, полученных 
на той же клеточной линии. В результате была подтверждена 
функциональность 231 SNP, которые были классифицированы 
как rSNP. Для отбора из них тех, что могут иметь отношение к 
развитию колоректального рака, были взяты rSNP, находящиеся 
в одной группе сцепления (±10 т. п. н.) с SNP, ассоциированными с 
этим заболеванием, по данным GWAS и ClinVar. Функциональная 
аннотация генов, содержащих выбранные таким образом SNP, 
подтвердила полученные ранее данные о роли генов BAIAP2L1 
и BUB3 в формировании предрасположенности к раку толстого 
кишечника. Также были обнаружены новые гены-кандидаты коло
ректального рака, RRAGD и FZD6, белковые продукты которых  
являются компонентами RAS/MAРK- и WNT-сигнальных путей, 
сопряженных с развитием данной патологии. Кроме того, выяв
лено 14 новых потенциальных генов-кандидатов колоректального 
рака, перспективных для дальнейшего изучения. 

Ключевые слова: регуляторные SNP (rSNP); колоректальный рак; 
полногеномные данные; проект ENCODE.
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Колоректальный рак является одним из наиболее рас­
пространенных онкологических заболеваний и вно­
сит существенный вклад в показатели смертности 

населения по всему миру. В настоящее время в структуре 
онкологических заболеваний на эту патологию приходит­
ся приблизительно 9.7 % (Ferlay et al., 2015). 

Колоректальный рак представляет собой мультифак­
торное заболевание с четко выраженной генетической 
компонентой. По современным оценкам, от 15 до 35 % 
риска развития этой патологии можно объяснить на­
следственными факторами (Taylor et al., 2010). При этом 
известно, что до 6 % случаев возникновения колорек­
тального рака связано с тремя хорошо охарактеризованны­
ми наследственными заболеваниями: семейным аденома­
тозным полипозом (familial adenomatous polyposis, FAP),  
MUTYH-ассоциированным полипозом (MUTYH-associat­
ed polyposis, MAP) и наследственным неполипозным ко­
лоректальным раком (HNPCC, или синдром Линча) (Kaz, 
Brentnall, 2006; Jasperson, 2014). Причиной FAP являются 
мутации в гене APC, кодирующем важный регулятор 
Wnt-сигнального пути, MAP – мутации в гене MUTYH, 
кодирующем один из ключевых ферментов системы экс­
цизионной репарации ДНК, а синдром Линча обусловлен 
мутациями в генах MLH1, MSH2, MSH6 и PMS2, кодиру­
ющих ферменты системы репарации ошибочно спаренных 
нуклеотидов (Al-Tassan et al., 2002; Castells et al., 2009; 
Jasperson et al., 2010; Fearon, 2011). В то же время многие 
случаи колоректального рака демонстрируют связь с пока 
неизвестными генетическими причинами (Esteban-Jurado, 
2014). Кроме того, можно предполагать, что ряд споради­
ческих форм этого заболевания также может быть связан 
с редкими и до сих пор не выявленными мутациями в как 
уже известных, так и новых кандидатных генах. В этой 
связи нельзя переоценить значение работ по поиску новых 
молекулярных маркеров предрасположенности к колорек­
тальному раку для разработки критериев формирования 
группы диспансерного учета.

Однонуклеотидные полиморфизмы (single nucleotide 
polymorphism, SNP) – самый распространенный тип ге­
номных вариаций. В результате прогресса в технологиях 
секвенирования число известных SNP в геноме человека 
из года в год увеличивается и в настоящее время составля­
ет более 150 млн (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/feed/rss. cgi). 
Предполагается, что большинство SNP относятся к ней­
тральным и не оказывают заметного влияния на фенотип, 
и только малая доля замен характеризуется фенотипиче­
скими проявлениями посредством изменения функции 
гена или уровня его экспрессии (Chung, Chanock, 2011; 
Zhao et al., 2011). В настоящее время основным методом 
выявления связи между генетическими вариациями и 
признаком является полногеномный поиск ассоциаций 
(genome-wide association studies, GWAS). Согласно дан­
ным каталога NIH GWAS, уже более 15 тыс. SNP, а также 
мелких делеций/инсерций ассоциировано с болезнями 
и другими фенотипическими проявлениями с помощью 
этого метода (Welter et al., 2014). Важно отметить, что 
около 90 % таких вариаций находятся в некодирующих 
районах генома и могут быть связаны с регуляцией 
экспрессии генов (Manolio et al., 2009; Maurano et al., 
2012). Однако, по результатам GWAS, невозможно от­

личить действительно связанный с болезнью вариант от 
множества маркерных, выявленных в исследованиях за 
счет неравновесия по сцеплению (Edwards et al., 2013). 
Кроме того, установление ассоциаций тех или иных ге­
нетических вариантов с заболеванием не дает сведений 
о функциональности этих вариантов, и, соответственно, 
о молекулярных механизмах развития патологии, что 
тормозит разработку эффективных методов ее лечения и 
профилактики (Lappalainen, 2015).

В решении этих проблем может существенно помочь 
информация о регуляторных элементах генома (ChIP-seq) 
и транскрипционных профилях (RNA-seq), накапливаемая 
в базах данных консорциума ENCODE (The Encyclopedia 
of DNA Elements). В частности, данные ChIP-seq экспери­
ментов об аллель-специфичности в связывании различных 
транскрипционных факторов можно рассматривать как 
указание на регуляторную функцию SNP, расположен­
ных в участках связывания этих факторов (Kasowski et 
al., 2010; Reddy et al., 2012; Rozowsky et al., 2014). Таким 
же указанием на функциональность SNP могут служить 
данные по аллель-специфичности распределения гисто­
новых меток активного хроматина в местах локализации 
SNP (Trynka et al., 2015). А включение в анализ данных 
по транскриптомам позволит связать такие потенциально 
регуляторные SNP с уровнем экспрессии конкретных 
генов (Reddy et al., 2012; Rozowsky et al., 2014). Мы ис­
пользовали в работе результаты экспериментов ChIP-seq и 
RNA-seq из проекта ENCODE, полученные на клеточной 
линии колоректального рака HCT-116, для выявления 
новых регуляторных SNP, которые могут быть связаны 
с предрасположенностью к развитию этого заболевания. 

Материалы и методы
Были использованы материалы ChIP-seq (c антителами к 
ряду гистоновых меток и негистоновых белков) (таблица) 
и RNA-seq (SRX159835) экспериментов, выполненных на 
линии HCT-116, депонированные в SRA (sequencing read 
archive NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). 

Предпроцессинг сиквенсов проводили с использова­
нием программы Trimmomatic-3.2.2 (Bolger et al., 2014). 
Данные секвенирования выравнивали на референсный 
геном человека GRCh37/Hg19 с помощью программы 
Bowtie2 (Langmead, Salzberg, 2012). Потенциальные 
ПЦР-дупликаты были удалены с помощью программы 
SAMtools (Li et al., 2009). Для уменьшения ошибок 
секвенирования и выравнивания использовали только 
уникально картированные риды с QMAP > 25 (SAMtools). 
Для поиска SNP и оценки их покрытия в районах OTFR 
(Bryzgalov et al., 2013) применяли программу SAMtools 
mpileup (Li et al., 2009) и программы, написанные нами 
на perl. В дальнейшем анализе не использовались SNP, 
попадающие в тандемные повторы (http://hgdownload.
cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/database/ simpleRepeat.txt), в 
половые хромосомы, а также микроделеции и инсерции. 
Для исключения соматических мутаций в дальнейшую 
работу были взяты только те SNP, которые аннотированы 
в dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

Для корректировки смещения величины покрытия в 
сторону референсного аллеля мы сконструировали аль­
тернативный геном, в который были введены найденные 
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нами в НСТ-116 полиморфизмы. После этого был про­
веден повторный раунд выравнивания уже на этот аль­
тернативный геном. Затем на основании выравниваний 
на референсный и альтернативный геномы было оценено 
покрытие каждого аллеля (Ni et al., 2012). В результате 
из всего массива найденных SNP были отобраны те, у 
которых покрытия аллелей достоверно различаются 
(р < 0,01) – aSNP (асимметричные SNP). Затем по данным 
аннотации генома человека HG19/GRCh37.75 (http://ftp.
ensembl.org/) были выбраны гены, у которых найденные 
нами aSNP были локализованы в области от –1 800 п. н. 
до старта транскрипции или в теле гена.

Данные RNAseq были использованы для оценки экс­
прессии аллелей. Для этого были найдены SNP, при­
сутствующие в гетерозиготе в линии HCT116, которые в 
дальнейшем использовали как маркерные. Был построен 
альтернативный геном, содержащий данные SNP. Затем на 
основании выравниваний на референсный и альтернатив­
ный геномы была оценена асимметрия представленности 
аллелей в транскриптоме. Из генов, содержащих aSNP, 
были отобраны гены с достоверным различием (p < 0,01) 
экспрессии аллелей. аSNP, связанные с такими генами, 
были классифицированы как регуляторные (rSNP).

Для поиска rSNP, ассоциированных с онкологическими 
заболеваниями, были отобраны те, которые находятся в 
одной группе сцепления (± 10 т. п. н.) с SNP, ассоциирован­
ными с этими заболеваниями, по данным GWAS (http://
www.gwascentral.org/) и ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/clinvar/). Функциональный анализ генов, содержащих 
отобранные rSNP, проводили с использованием аннотаций 
GO, основанных на экспериментальных данных (Inferred 
from Experiment (EXP), Inferred from Direct Assay (IDA), 
Inferred from Physical Interaction (IPI), Inferred from Mutant 
Phenotype (IMP), Inferred from Genetic Interaction (IGI), 
Inferred from Expression Pattern (IEP)) (http://geneontol­
ogy.org/). 

Обработка данных была проведена в среде програм­
мирования R.

Результаты
На рис. 1 приведена схема предложенного нами подхода 
к поиску потенциально регуляторных SNP, связанных с 
развитием колоректального рака.

В качестве исходного материала использованы дан­
ные проекта ENCODE, включающие 15 экспериментов 

ChIP-seq для клеточной линии колоректального рака 
НСТ-116. Эксперименты были выполнены с примене­
нием антител к различным модификациям гистона H3 
(H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3 и H3K27me3), а также 
к транскрипционному фактору Sp1, коактиватору р300 и 
H3K4 метилтрансферазе MLL4. 

Известно, что обнаружение гистоновых меток активно­
го хроматина, H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K27me3 
и других, так же, как и коактиваторных белков, в опре­
деленных районах генома указывает на регуляторную 
роль этих районов и возможную регуляторную функцию 
локализованных в них SNP (Ernst et al., 2011; Sahu et al., 
2013). Однако наши предыдущие исследования пока­
зали, что более универсальным и надежным маркером 
регуляторных районов генома является их обогащение 
участками связывания факторов транскрипции (пиками 
ChIP-seq), которое определяется в результате анализа 
множества ChIP-seq экспериментов по полногеномному 
распределению мест связывания этих белков (Bryzgalov 
et al., 2013). Нами было найдено около 200 000 таких ре­
гуляторных районов в геноме человека, которые получили 
название OTFR (overlapping TF binding regions). Поэтому 
для более надежного определения регуляторных SNP мы 
проводили их поиск в участках, одновременно являющих­
ся местами локализации исследованных гистоновых меток 
и негистоновых белков в клетках НСТ-116 и найденными 
нами ранее OTFR.

В результате проведенного поиска было обнаружено 
7 895 SNP. Для обнаружения функциональных полимор­
физмов мы провели анализ данных ChIP-seq на предмет 
асимметричной представленности аллелей в преципи­
татах. Для избежания асимметрии, возникающей в ре­

The data used in the work
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Fig. 1. Genome-wide search for regulatory SNPs.
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зультате предпочтительного картирования референсного 
аллеля на геном, мы построили альтернативный геном, 
содержащий альтернативные варианты всех выявленных 
SNP. После выравнивания на альтернативный геном был 
произведен подсчет покрытия каждого аллеля и выявлено 
775 SNP с асимметричной представленностью аллелей 
в преципитатах (aSNP). Данные aSNP могут влиять на 
связывание транскрипционных факторов и состояние 
хроматина и, как следствие, – на активность определен­
ных генов. При оценке распределения aSNP в геноме мы 
установили, что большинство их расположено в интронах 
и  промоторной области (от –1 800 п. н. до старта транс­
крипции) (рис. 2).

В межгенные промежутки попадает 81 (6.85 %) aSNP, 
что не позволяет связать их с экспрессией какого-либо 
конкретного гена. Они были исключены из дальнейшего 
анализа.

Для определения влияния остальных aSNP на экс­
прессию генов были использованы данные RNA-seq для 
линии HCT-116. В экзонах генов, связанных с aSNP, были 
найдены маркерные гетерозиготные полиморфизмы, ко­
торые позволили оценить асимметричность экспрессии 
аллелей. В ряде случаев эти маркеры совпадали с aSNP, 
расположенными в 5′- и 3′-UTR. В итоге был найден 231 
rSNP, для которых мы выявили асимметричную экспрес­
сию аллелей связанных с ними генов.

Для выяснения связи найденных rSNP с онкологиче­
скими заболеваниями использовали базы данных GWAS и 
ClinVar. Были отобраны rSNP, которые находятся в одной 
группе сцепления (± 10 т. п. н.) с SNP, ассоциированными 
с этими заболеваниями. Таким образом, было выявлено 
36 rSNP в регуляторных районах 41 гена. Из них семь 
SNP могут оказывать влияние на два и более генов. Также 
имеется шесть генов, содержащих несколько полимор­
физмов. При этом ни один из найденных нами rSNP не 
совпал с SNP, ранее зарегистрироваными в этих базах и 
ассоциированными с онкозаболеваниями. 

Первичное описание найденных генов проводили с 
использованием аннотаций GO, основанных на экспери­
ментальных данных (http://geneontology.org/). Оказалось, 
что 18 из 41 гена не имеют аннотации в GO. Для 12 из 23 
оставшихся генов показана их роль в канцерогенезе. Сре­
ди них следует отметить ген RRAGD, продукт которого яв­

ляется компонентом RAS/MAРK сигнального пути, и ген 
FZD6, продукт которого – компонент WNT-сигнального 
пути. Известно, что мутации ряда генов, кодирующих 
компоненты WNT- и RAS/MAPK-сигнальных путей, спо­
собствуют развитию колоректального рака (Fearon, 2011; 
The Cancer Genome Atlas Network, 2013). В нашем ис­
следовании обнаружены новые гены-кандидаты развития 
колоректального рака, белковые продукты которых при­
надлежат данным сигнальным путям. Кроме того, найден 
rSNP в гене BAIAP2L1, который, по данным литературы, 
относится к кандидатным генам развития рака толстого 
кишечника (Cohen, 2003). Белковый продукт этого гена 
принадлежит к Rho/Rac семейству, участвует в подавлении 
апоптоза за счет убиквитинилирования p53 и способствует 
пролиферации клеток в результате активации EGFR-ERK 
пути (Wang et al., 2013). К известным генам-кандидатам 
развития колоректального рака относится и BUB3. Пока­
зано, что мутации в кодирующей части гена BUB3 увели­
чивают риск развития этой патологии в молодом возрасте 
(De Voer et al., 2013). Мы нашли связанный с колорек­
тальным раком SNP в регуляторной области этого гена. 
Для восьми генов (ZFP276, ACADVL, PAFAH1B2, MC1R, 
ZNF652, CDK10, TUBB3, P4HB) связь с колоректальным 
раком пока не показана, но участие продуктов этих генов 
в развитии различных злокачественных опухолей (Wong  
et al., 2003; Pan et al., 2010; Yu et al., 2012; Sun et al., 2013; 
Kanojia et al., 2015; Kohnz et al., 2015; Laitinen et al., 2015; 
Tagliabue et al., 2015) дает основание предполагать их роль 
в развитии и данной патологии. 

Еще для 11 генов, содержащих выявленные нами rSNP, 
связь с канцерогенезом в литературе не описана. Однако 
среди них присутствуют шесть генов, продукты которых 
участвуют в таких процессах, как клеточная пролифера­
ция (COMMD5 (Solban et al., 2000)) и дифференцировка 
(RNF114 (Han et al., 2013)), апоптоз (TARDBP (Li et al., 
2015), UBE2Z (Babu et al., 2011), SCO2 (Madan et al., 2013)), 
репарация ДНК (ENDOV (Zhang et al., 2015)). Это также 
дает основание предполагать их возможную вовлечен­
ность в развитие злокачественных опухолей, включая 
колоректальный рак.

Обсуждение
Генетическая предрасположенность играет существенную 
роль в развитии рака толстого кишечника (Taylor et al., 
2010). Выявлен целый ряд генов, генеративные мутации 
в которых приводят (или способствуют) к развитию 
данной патологии (APC, MLH1, MLH2, PTEN и др.). 
Обнаружено также множество соматических мутаций, 
с высокой частотой представленных в клинических об­
разцах колоректального рака. Прежде всего, это мутации 
генов, кодирующих компоненты WNT-, TGF-β и RAS-
MAPK-сигнальных путей, и гены, кодирующие фермен­
ты репарации повреждений ДНК (Fearon, 2011). Важно 
отметить, что и генеративные, и соматические мутации 
в большинстве случаев затрагивают одни и те же гены. 
Более того, часть найденных в опухолях мутаций соот­
ветствуют SNP, c повышенной частотой встречающихся в 
геномах больных раком толстого кишечника. Объединение 
всех этих данных позволяет в общих чертах наметить 
картину нарушений генных взаимодействий, ведущих к 

Fig. 2. Distribution of detected aSNPs over genome regions.
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Выявление новых регуляторных SNP, ассоциированных  
с предрасположенностью к развитию колоректального рака 

колоректальному раку. Однако, несмотря на значительные 
усилия многих лабораторий в мире, полная реконструкция 
данной картины весьма далека от завершения. 

В последние годы с развитием технологий NGS (next 
generation sequencing) широкое распространение полу­
чили полногеномные исследования. Они открывают 
широкие возможности для идентификации новых генов, 
ответственных за предрасположенность к тем или иным 
патологиям, и для обнаружения генетических вариаций, 
в первую очередь SNP, повышающих риск развития за­
болеваний. В настоящее время для поиска таких вариаций 
наиболее часто используемой технологией NGS является 
полноэкзомное секвенирование, позволяющее с высокой 
надежностью и эффективностью проводить исследования 
большого количества биологических образцов. Так, при­
менение этой технологии к изучению экзомов более 200 
образцов опухолей толстого кишечника и прилежащей 
нормальной ткани, наряду с подтверждением мутаций 
в уже известных кандидатных генах WNT-, TGF-β и 
RAS-MAPK-сигнальных путей и ферментов репарации, 
позволило выявить ряд новых генов, мутации в которых 
связаны с колоректальным раком. В частности, среди них 
был обнаружен ген Sox9, кодирующий важный регулятор 
плюрипотентности, который ранее не был ассоциирован 
ни с одним типом рака (The Cancer Genome Atlas Network, 
2013). С помощью полноэкзомного секвенирования была 
также выявлена вызывающая колоректальный рак гене­
ративная нонсенс-мутация в гене системы эксцизионной 
репарации NTHL1 (Weren et al., 2015); обнаружены ассоци­
ированные с этим заболеванием миссенс-варианты в генах 
CENPE и KIF23 (DeRycke et al., 2013); в финской когорте 
больных с семейным раком толстого кишечника найдены 
11 генов с редкими мутациями, приводящими к синтезу 
укороченных белков (Gylfe et al., 2013); показано, что 
rs10795668 в гене FLJ3802842 и rs4631962 в CCND2 досто­
верно ассоциированы с риском развития колоректального 
рака в тайваньской популяции (Yang et al., 2014) и т. д.

Полноэкзомное секвенирование представляет собой 
технологию таргетного секвенирования, охватывающего 
всю совокупность белок-кодирующих последователь­
ностей (~ 1 % генома), фланкирующие экзоны, районы 
интронов и некоторые некодирующие РНК (Ng et al., 
2010). Его основным преимуществом по сравнению с 
полногеномным секвенированием является достижение 
существенно лучшего покрытия при меньших затратах, 
что позволяет с высокой надежностью и эффективностью 
идентифицировать генетические вариации, включая SNP. 
В настоящее время в отношении регуляторных районов 
специальных технологий таргетного секвенирования 
еще не разработано. Однако многочисленные ChIP-Seq 
эксперименты, направленные на выявление и изучение 
регуляторных районов генома, «попутно» осуществляют 
таргетное секвенирование этих районов. 

В настоящей работе в качестве данных таргетного 
секвенирования регуляторных районов использованы 
результаты 15 независимых ChIP-Seq экспериментов, 
выполненных на клеточной линии колоректального рака 
HCT-116, что позволило сформировать исходный пул из 
7 985 потенциально регуляторных SNP. Для дальнейшего 
отбора регуляторных SNP мы основывались на выявля­

емой в экспериментах ChIP-seq аллель-специфичности 
распределения гистоновых меток и негистоновых белков 
хроматина в местах локализации гетерозиготных SNP, 
которая рассматривается в качестве важного указания на 
регуляторную функцию таких SNP (Kasowski et al., 2010; 
Reddy et al., 2012; Trynka et al., 2015). Это позволило вы­
явить 775 SNP, которые потенциально могут влиять на 
уровень экспрессии генов в клетках HCT-116. Для про­
верки этого предположения была проведена оценка ал­
лель-специфичности экспрессии генов с использованием 
данных RNA-seq, полученных на той же клеточной линии. 
В результате была подтверждена функциональность 231 
SNP (rSNP). Для выбора полиморфизмов, относящихся 
к развитию колоректального рака, были отобраны rSNP, 
находящиеся в одной группе сцепления (± 10 т. п. н.) с 
SNP, ассоциированными с этим заболеванием, по данным 
GWAS и ClinVar. С помощью этого подхода было выявлено 
36 rSNP в регуляторных районах 41 гена. Функциональ­
ная аннотация этих генов подтвердила полученные ранее 
данные о роли генов BAIAP2L1 и BUB3 в формирова­
нии предрасположенности к раку толстого кишечника 
(Cohen, 2003). Причем если ранее для гена BUB3 были 
найдены связанные с колоректальным раком мутации в 
его кодирующей части (Cohen, 2003), с помощью предло­
женного подхода такие мутации были найдены в районе, 
соответствующем 5ʹ-UTR. Также были получены новые 
данные, подтверждающие вовлеченность в развитие коло­
ректального рака RAS/MAРK и WNT-сигнальных путей. 
В нашем исследовании обнаружены новые гены-канди­
даты развития колоректального рака, RRAGD и FZD6, 
белковые продукты которых являются компонентами 
данных сигнальных путей. Кроме того, выявлено 14 новых 
потенциальных генов-кандидатов колоректального рака, 
перспективных для дальнейшего изучения.

Таким образом, разработан новый подход к поиску 
регуляторных SNP, основанный на анализе данных про­
екта ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements, The 
ENCODE Project Consortium 2012) по полногеномному 
распределению мест локализации гистоновых меток и не­
гистоновых белков, а также определению транскриптома. 
Подход успешно опробован при использовании такого 
комплекса данных, полученных на клеточной линии ко­
лоректального рака HCT116, для поиска rSNP, связанных 
с этим заболеванием. При условии достаточного объема 
полногеномных данных этот подход может быть применен 
к поиску rSNP, вовлеченных в развитие любой мультифак­
ториальной патологии.
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CG-rich islands (CpG-islands, or CGI) are important 
functional elements in a genome of vertebrates. In 
particular, they: a) initiate transcription as promoters 
in most (> 50 %) genes of vertebrates, in some cases 
bi-directional, due to self-complement feature of cg 
dinucleotides; b) form a global methylation landscape; 
c) act as a transcription “switch” via methylation. 
The degenerate nature of CpG-island (elevated CG 
composition) implies an increase in the probability of 
tandem repeats and palindromes within CpG- island. 
This work is devoted to the identification of tandem 
duplications of complete CpG-islands, i. e. considering 
mega monomers of size 400–5 000 bp, in the human 
genome. We found a range of inter- and intragenic 
tandem duplications of CpG-islands. Intergenic CpGi 
duplication mediates through CG-rich telomeric 
satellites, as well as elements of the SINE. One of the 
most pronounced tandems are located in chromo
some 19, known for its abundance of segment dupli
cations and gene expansion. We also underline the 
unique genomic segment, which is DXZ4 mega 
satellite, in q arm of chromosome X, also falling into 
the category of CpG-islands which evolved by tandem 
duplications rounds.

Key words: CpG-islands; tandem repeats; macro
satellites; human genome; methylation; CpG-island 
clusters.

CG-богатые острова (далее CpG-острова; CpG-islands, или CGI) 
являются важными функциональными элементами генома позво
ночных. В частности, они инициируют транскрипцию как промо
торы в большинстве (>50 %) генов позвоночных, в ряде случаев  
двунаправленную, в силу самокомплементарности cg динуклео
тидов; формируют глобальный ландшафт метилирования; высту
пают как «выключатель» транскрипции через метилирование. 
Вырожденная природа CpG-островов (смещенный cg-состав) 
предполагает увеличение вероятности тандемных повторов и 
палиндромов внутри CpG-острова. Данная работа посвящена 
идентификации тандемных дупликаций полных CpG-островов, 
т. е. мегамономеров длиной 400–5000 п. н., в геноме человека. 
Были найдены меж- и внутригенные тандемные дупликации 
CpG- островов. Найденные межгенные CGI дупликации опосредо
вались через CG-богатые субцентромерные и теломерные сател
литы, а также SINE элементы. Высокое сходство мономеров танде
мов в отдельных случаях предполагает существование давления 
отбора на структуру таких локусов. Исследование контекста 
межгенных тандемных CGI повторов указывает на их возможную 
роль в выравнивании cg-состава в геномном сегменте. Найден
ные тандемные CGI были транскрипционно активными в широком 
диапазоне тканей и клеточных линий. Рассмотренный феномен 
кластерной организации CGI наиболее выражен при рассмотре
нии хромосомы 19, известной своим избытком сегментных дупли
каций и генных экспансий. К уникальным геномным сегментам 
относится также мегасателлит DXZ4 на q плече хромосомы X, ко
торый также попадает в категорию CpG-островов, порожденных 
тандемными дупликациями.

Ключевые слова: CpG-острова; gc состав; метилирование; 
эпигенетика, генные дупликации; хромосома 19.
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Одна из характеристик геномов позвоночных – на-
личие множества так называемых CpG-островов, 
характеризующихся избытком CG динуклеотидов 

(Gardiner-Garden, Frommer, 1987). Формальное определе-
ние CpG-островов включает ряд параметров: процентное 
содержание cg-состава более 60  %; отношение cg_obs/
cg_exp > 0.6; длина острова > 300 п. н. Упомянутое отно-
шение видоспецифично, в частности у мыши плотность cg 
динуклеотидов в CGI меньше, чем у человека (Illingworth, 
Bird, 2009). В геноме человека их число составляет при-
мерно 26 тыс. (www.genome.ucsc.edu).

CpG-острова перекрываются с промоторной частью 
50–70 % генов. Такие промоторы называют CpG промо-
торами (Babenko et al., 1999; Deaton, Bird, 2011). В генах 
гомеобоксов (HOX, PAX), а также примерно в 5 % дру-
гих случаев CpG-островов промоторов CGI являются 
тканеспецифичной мишенью для метилтрансфераз: при 
метилировании промотора ген репрессируется.

CpG сайты в составе CpG-острова часто гомогенны по 
метилированию. Поэтому в качестве проб для платформы 
Illumina methyl 450 в ряде случаев берутся только один-
два сайта острова (Sandoval et al., 2011).

Недавно было показано, что для репрессии гена TTP 
в клетках рака печени достаточно метилирования лишь 
одного CpG динуклеотида, находящегося на границе 
(берегу – shore) CpG-острова (Sohn et al., 2010). Возмож-
но, такой мощный эффект метилирования одного сайта 
обусловлен разрушением пространственной структуры 
хроматина путем ликвидации сайта связывания инсулято-
ра ctcf (Wang et al., 2012; Kang et al., 2015). Не исключена 
также ситуация, что состояние сайта CpG на границе 
CpG-острова связано со статусом метилирования острова 
в силу кооперативного метилирования (Haerter et al., 2014; 
Grandi et al., 2015). 

Остальные 30–40 % островов, не связанных с промото- 
рами генов, находятся во внутригенных районах (20 %) 
и в межгенных областях (12–15 %) (Deaton, Bird, 2011). 
Метилирование внутригенного CpG-острова часто уси
ливает экспрессию гена, предположительно за счет ис
ключения образования спонтанного инициирующего 
Pol II-комплекса (Deaton, Bird, 2011), а также выражен-
ного отсутствия нуклеосом из-за слабой гибкости ДНК 
(Vinogradov, 2005; Fenouil et al., 2012). При этом наблюда-
ется градиент корреляции метилирования и экспрессии с 
максимальным положительным значением от 3′ конца гена.

В настоящее время известны семейства протяженных 
(более 10 т. п. н.) тандемных cg-богатых межгенных по-
второв человека, которые были названы мега- или мак
росателлитами (Chadwick, 2008; Tremblay et al., 2010). 
Одновременно они являются тандемно повторенными 
CpG-островами, поэтому мы остановимся на них более 
подробно. Мегасателлиты имеют специфическую номен-
клатуру, которая состоит из буквы D (duplication) или RS 
(repeated sequence) и последующего индекса хромосомы, 
после чего обычно идет буква Z. Они включают в себя 
DXZ4 на Xq23-24 (Giacalone et al., 1992; Horakova et al., 
2012) и D4Z4 на 4q35/10q24 (Hewitt et al., 1994; Chadwick, 
2008; Das, Chadwick, 2016). В базу данных RepeatMasker 
они не включены, поскольку не являются диспергиро-
ванными и часто аннотированы как «простые повторы».

Макросателлиты характеризуются двумя общими при-
знаками: высоким cg-составом и значительной (несколько 
т. п. н.) длиной мономера. Сами мономеры, как правило, 
не имеют межсателлитной гомологии, а также проявля-
ют индивидуальную вариацию числа копий мономеров 
(Horakova et al., 2012), что используется как сигнатура 
популяции по аналогии с микросателлитами (Tremblay 
et al., 2010). 

При наличии ряда межгенных тандемных CGI повторов 
большинство найденных в работе CGI повторов связаны 
с рекуррентной тандемной дупликацией генов умеренной 
длины, каковыми являются, в частности, гены KRAB-ZNF, 
и их промоторов (Lukic et al., 2014). Как правило, число 
мономеров в таких тандемах немногочисленно, но в не-
которых случаях (кластеры некодирующих РНК) может 
доходить до 30–40.

В контексте генных дупликаций следует отдельно 
сказать о макросателлите (до недавнего времени генов в 
них не обнаруживалось) RS447 (4q17), не относящемся 
к CG-богатым сателлитам, но являющемся классической 
рекуррентной генной дупликацией. Его мономер содер-
жит ген убиквитин-специфичной пептидазы 17 (11 генов 
USP17L). Небольшой кластер USP17L (2 гена) расположен 
также на хромосоме 8p23.1 (chr8:11.974.676-12.006.269). 
Гомология между мономерами макросателлита RS447 со-
ставляет более 99 %, поэтому различить отдельные копии 
современными методами (кроме клонирования) не пред-
ставляется возможным (Treangen, Salzberg, 2012). Именно 
поэтому кластер, хотя он активно экспрессируется в ряде 
клеток, не аннотирован по состоянию хроматина и экс-
прессии: NGS секвенирование не может быть однозначно 
картировано. Это же касается и других мегасателлитов с 
высокогомологичными мономерами.

Задачей данной работы были поиск и анализ регуляр-
ных локальных повторов CpG-островов, представляющих 
как тандемные, так и диспергированные повторы.

Материалы и методы
Набор из 26 412 CpG-островов взят нами из таблицы 
cpgIslandExt (www.genome.ucsc.edu; version hg19). Список 
аннотированных повторов в зоне тандемных регулярных 
CpG-островов заимствован из базы данных (трека) резуль-
татов работы RepeatMasker (Smit, Hubley, 2008).

Оценка достоверности кластеризации CGI. Для поис-
ка кластеров CGI геном был разбит на 10 т. п. н. сегменты 
(243 785). Частота попадания в сегмент острова (λ) равна 
26 412/243 785 = 0.1. Оценка достоверно неслучайного 
числа островов в сегменте выполнялась на основе рас-
пределения Пуассона

P(X = k) = exp(–λ) λ
–k  

.                               k!  
Вычисление вероятности P значения проводилось по 

формуле
P(X > k) = 1 – Σk

    P(X = n).                           n = 0
При ожидаемом числе CGI в сегменте λ = 0.1 интеграль-

ные вероятности (P-значения) следующие: 
P(X > 0) = 4.7E–3; P(X > 1) = 1.6E–4; P(X > 2) = 3.8E–6; 
P(X > 3) = 7.7E–8.

Таким образом, для четырех и более CGI в сегменте 
вероятность составляет, с учетом поправки на множе-
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ственные сравнения, порядка 1E–3, т. е. может считаться 
достоверным порогом.

Результаты
При рассмотрении распределения длины CGI в исходной 
выборке выяснилось, что медианная длина островов 
составляет 1 т. п. н. В этой связи нами выдвинуто пред-
положение, что длинные CGI являются тандемным рас-
ширением островов мономеров. В частности, в исходной 
выборке CGI наблюдалось 16 островов длиннее 10 т. п. н. 
Они рассмотрены в отдельном разделе в конце статьи.

По остальным CGI был произведен поиск их кластеров 
по сегментам, согласно описанной методике. Всего выяв-
лено 25 кластеров с общим числом CGI 141. Наибольшее 
число кластеров находилось на 19, 4, 2, 7 и 10 хромосомах 
(табл. 1).

Тандемные кластеры CpG-островов на хромосомах 4 
и 19, опосредованные диспергированными повторами, 

относятся к макросателлитам и включают 64 острова. Их 
характеристика приведена далее. Ген-ориентированные 
CpG-острова (141 – 64 = 77) рассмотрены ниже. 

Большинство кластеров CpG-островов расположено 
в районах генов гомеобокса (развития). Найденные 
25 кластеров с числом CpG-островов более 3 на 10 т. п. н. 
были проаннотированы вручную (табл. 2). Обнаружено, 
что большинство кластеров, содержащих в общей слож-
ности 141  CpG-остров, относятся к генам гомеобокса 
(HOXa,c) и нервного развития (PAX2–5). Число островов, 
расположенных в районах этих генов, составляет 45. За-
метим, что ряд генов гомеобокса находятся в единичных, 
но протяженных (более 2 т. п. н.) CpG-островах, которые 
мы не рассматривали по методическим причинам.  На
пример, ген NKX6-2 на хромосоме 10 расположен внутри 
CpG-острова длиной более 3 т. п. н., который метилиро
ван в большинстве тканей. О наличии множества CpG-
островов в районах генов гомеобокса говорилось и ранее 

Table 2. Genes associated with CGI clusters 

Gene class / location Gene Chromosome Number of CGIs Position

Homeobox ALX4 chr11 4 44 325 657

Promoter Cyp26A1_C1 chr10 4 94 825 546

Homeobox DLX1 chr2 5 1.73E+08

Homeobox EN1 chr2 4 1.2E+08

Promoter FAM89 (и AS) chr11 4 65 337 213

Intragenic HMHA1 chr19 4 1 066 866

Homeobox HOXa chr7 13 27 146 069

Homeobox HOXc12 chr12 4 54 348 695

Membrane peptide HS3ST3B1 chr17 4 14 200 579

Homeobox MSX1 chr4 4 4 858 389

Myosin (promoter) MYO1C chr17 4 1 388 686

Homeobox NKX2-1 chr14 4 36 986 362

Homeobox NKX2-3 chr10 4 1.01E+08

Homeobox NKX2-5 chr5 5 1.73E+08

Homeobox NRN1 chr6 4 5 996 185

Homeobox (optical) PAX2 chr10 4 1.02E+08

Homeobox (fetus) PAX3 chr2 4 2.23E+08

Homeobox (CNS) PAX5 chr9 4 37 025 492

Neurospecific gene (*protocadherin) PCDHGA1 chr5 4 1.41E+08

Intragenic PTB1 chr19 4 807 131

Rows with nonhomeobox genes are filled yellow.

Table 1. Prevalence of CGI clusters and CGIs on chromosomes, clusters having more than three monomers per 10 kb being taken 
into consideration 

Numbers 
of

Chromosome

2 4 5 6 7 9 10 11 12 14 15 17 19 Total

CGI 13 20 9 4 13 8 12 8 4 4 6 8 32 141

Clusters 3 2 2 1 1 2 3 2 1 1 1 2 4 25
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Table 4. Distribution of SST1 repeats over chromosomes 
according to RepBase

Chromosome Number of SST1 
monomers

Mean length

chr12 10 710.3

chr16 15 522.7

chr17 27 805.9

chr19 56 1 228.5

chr20 49 775.7

chr4 19 1 519.9

chr6 3 345.0

chr7 35 757.6

chr9 50 885.9

chrY 321 295.5

Rows for macrosatellites on chromosomes 4 (4SST1) and 9 (19SST11, 19SST12) 
are filled with yellow. 

(Branciamore et al., 2010). В ряде злокачественных опу-
холей наблюдается гипометилирование данных генов. 
Такая этиология (гипометилирование HOX, PAX генов 
с последующей злокачественной пролиферацией) воз-
никает, в частности, из-за мутаций метилтрансферазы 
DNMT3A (Qu et al., 2014).

Кроме пяти генов, кодирующих избыточные белки «до-
машнего хозяйства» и содержащих кластеры CpG- остро-
вов в промоторной области, такие как фактор сплайсинга 
PTB1, миозин MYO1C, гепарансульфат (мембранный бе-
лок) HS3ST3B1, транскрипционный фактор FAM89B, ген 
гистосовместимости HMHA1, цитохром P Cyp26A1_C1 
(см. табл. 2). Стоит выделить отдельно ген протокадерина, 
содержащего cg-богатые кассеты экзонов и опосредую-
щего специфическую адгезию нейронов.

Ген протокадерина (PCDH). На хромосоме 5 находит-
ся локус гена протокадерина (PCDH; см. табл. 2). Локус 
содержит 22 (аннотированных) транскрипта, разделенных 
на три подсемейства. Подсемейство А содержит 12 генов, 
подсемейство В – 7 генов и 2 псевдогена, а более отда-
ленное семейство G – 3 гена. Тандемный массив 22 CGI-
содержащих экзонов, составляющих вариабельную часть, 
завершается константной, общей для всех подсемейств 
частью, включающей в себя три экзона. Постоянная часть 
гена кодирует цитоплазматическую часть. В каждом ва
риабельном экзоне имеется внеклеточный домен, состоя-
щий из пяти кадериновых эктодоменов и трансмебранного 
района. Предполагается, что данные белки клеточной 
адгезии играют критическую роль в установлении и функ-
ционировании межклеточных связей в мозге.

Интересно, что благодаря CpG-островам каждый экзон 
вариабельного кластера также содержит промоторную 
часть для генов семейства. Эволюция этого гена про-
исходила путем дупликации сегмента из двух соседних 
экзонов. Длина такого мономера превышала 7  т. п. н., 
длина каждого экзона в нем достигала 2 400–2 600 п. н. 
Подробнее механизм генерации транскриптов в генах 
этого уникального семейства рассмотрен в работах (Ong, 
Corces, 2014; Guo et al., 2015).

Сателлитные тандемы CGI, опосредованные анно-
тированными повторами. В отдельную группу были 
выделены повторы, имеющие в составе мономеров по-
вторы, аннотированные в базе данных RepBase (Smit, 
Hubley, 2008–2015) (табл. 3).

Повторы, опосредованные SST1. Название умерен-
ного SST1 происходит от рестрикционного энзима Sst1, 
гидролизующего мономер в одном сайте и приводящего к 
наблюдению спектра фрагментов, кратных 2.5 т. п. н., при 
разрезании тандемных кластеров этих повторов. Данный 
энзим имеет гомологию с аденовирусом (Epstein et al., 
1987). Повтор аннотирован в RepBase как центромерный, 
является G/C богатым (g/c состав 67 %) и имеет наиболь-
шую длину на хромосомах 4 и 19 (табл. 4).

Распределение числа SST1 повторов по хромосомам 
оценено нами с использованием аннотации RepeatMasker 
(Smit et al., 2008). Как можно видеть, геном человека 
содержит 590 SST1 повторов, большинство из которых 
являются «старыми» и имеют малую длину (см. табл. 4). 
Множество их следов находится на хромосоме Y.

Два «целевых» кластера макросателлитов SST1 в хро-
мосомах 19 и 4, содержащих в своем мономере CpG- ост
ров, были описаны ранее (Tremblay et al., 2010). Моно-
меры макросателлитов 4SST1 и 19SST11, 19SST12 на 4 
и 19 хромосомах соответственно (Tremblay et al., 2010) 
являются трехсегментными и включают в себя мотив 

Table 3. Locations of CGI tandem segments with > 10 monomers 

Chromosome Location (Mb) Number of 
monomers

Gene Annotated 
repeats

Segment features PMID ID

19 36.7 34 ZNF SST1 Promoter 21 078 170

4 132.6 17 – SST1 – 21 078 170

X 115 45–112 – Simple DXZ4 Chadwick, 2008

X 120 12 CT47A AluS 1 coding exon, 12 genes 16 382 448

X 3 11 PPP2R3B AluSx1 Single gene 11 173 861

Y 2.5 11 PPP2R3B AluSx1 Single gene 11 173 861
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SST1, простой повтор (трек RepeatMasker) и CpG-остров 
(зеленый трек CpG-islands): SST1_SR_CGI (рис. 1). Длина 
данного мономера составляет 2.4 т. п. н.

Выявлено, что при достаточно неравномерной (не 
тандемной) общей кластеризации SST1 на хромосомах 
существуют три выраженных высокогомологичных тан-
дема этих повторов: два – на хромосоме 19 и один – на 
хромосоме  4. От остальных SST1 кластеров они отли-
чаются также тем, что находятся далеко от центромеры 
(19q12.12, 4q28.4) и содержат в составе мономера CpG-
остров. В большинстве своем острова неметилированы, 
и, возможно, в силу этого три рассмотренных тандема 
повторов экспрессируются во всех тканях (Tremblay et 
al., 2010). 

Два кластера тандемных высокогомологичных повторов 
cо структурой мономера расположены в районе 19q13.12 

(рис. 1 и 3). Мономер повтора состоял из SST1, спейсера 
(300 п. н.), содержащего в начале несколько простых ко-
ротких повторов, и CpG-острова длиной 400 п. н: (SST1, 
spacer, CGI). Кластеры были ориентированы противона-
правленно. 

Важно отметить, что и SST1, и CpG-острова ведут себя 
аналогично по отношению к нуклеосомам, а именно, име-
ют ярко выраженную «деплецию» нуклеосом (Vinogradov, 
2005). При чередовании этих двух повторов (см. рис. 1 и 2) 
вся область тандемов оказалась свободной от нуклеосом 
(трек Nucleosome position by MNase-seq).

На основе выравнивания мономеров мы вычислили 
внутритандемную и межтандемную гомологию для трех 
рассмотренных тандемов (табл.  5). Из приведенных в 
таблице данных видна высокая гомология сателлитов, 
что указывает на возможную эволюционную поддержку 
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Fig. 1. Macrosatellite 19SST11 comprising monomers SST1_SR_CGI (chr19:36.755.278-36.810.578).
Three segments constituting the monomer are apparent from the RepeatMasker track (below) and green-colored CGI track (above): Satellite (SST1); Simple repeat 
(SR); CGI. 
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Fig. 2. Macrosatellite 4SST1 comprising 16 tandems of monomer SST1_CGI in the 4q28.3 region with high similarity of the monomers to those of 
macrosatellites 19SST11 and 19SST12 (see Table 4). 

Table 5. Inter- and intra-tandem similarities calculated as the percentage of identity in blast pairwise alignment for three clusters: 
19SST11, 19SST12, and 4SST1 

Macrosatellite 19SST11 19SST12 4SST1

19SST11 99.8 97.1 93.4

19SST12 98.7 93.4

4SST1     94.6

консервативности этих сателлитов, наблюдающуюся в 
значительном числе тандемно повторяющихся треков 
(Warburton et al., 2008).

CpG промоторы 17 генов цинкового пальца (ZNF) 
между тандемами порождены SST1_CpGi мономерами. 
Схема района, насыщенная 56 SST1_CGI мономерами и 
состоящая из двух макросателлитов 19SST11 и 19SST12, 
а также кластера генов KRAB-ZNF, может быть пред-

ставлена в виде распределения длин соседних мономеров 
(рис. 3).

Сверхдлинные CGI. Рассмотрены 16 CpG-островов 
длиной более 10 т. п. н., выделенные в отдельный класс 
(см. также (Warburton et al., 2008)). Как видно из анно-
тации (табл. 6), сверхдлинные острова, за рядом исклю-
чений, порождены тандемными повторами и во многих 
случаях проаннотированы как макросателлиты, поскольку 
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Table 6. Sixteen ultralong (> 10 kb) CGIs

# Annotated repeats Repeat name Gene Chromosome Length (kb) Hypometh

1 Simple – tRNA chr1 32 361 0

2 Simple – miRNA chr1 40 058 1

3 Simple – ZNF (antisense) chr10 14 472 1

4 – – Promoter of EBF3 chr10 10 527 1

5 Telomere LSAU DUX cluster chr10 20 640 0

6 – – piRNA cluster chr15 12 438 0

7 – – TBX (AS) chr17 10 206 1

8 – – NKX2 homeobox 2 chr20 10 782 1

9 – – – chr4 13 414 0

10 Telomere LSAU DUX cluster (D4Z4) chr4 27 227 0

11 – – FOXC1 chr6 11 260 1

12 – – UNC homeobox (UNCX), mRNA chr7 13 699 1

13 – – Promoter of TNRC18 chr7 10 753 1

14 – – Plectin (PLEC) chr8 11 865 0

15 – – Promoter of BCOR chrX 15 813 1

16 DXZ4 – – chrX 45 712 0

–, no data.
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Fig. 3. Distribution of intermonomer distances between SST1 repeats in chromosome 19 macrosatellite doublet 
19SST11-19SS12 (Chadwick, 2008).
The intersatellite region comprises 17 KRAB-ZNF genes whose promoters contain SST1_RS_CGI monomers (Table 7).

картировать гены в них, в силу повторенности в начальной 
версии генома, не представлялось технически возмож-
ным (Treangen, Salzberg, 2012). Впоследствии гены были 
найдены, и макросателлиты были переаннотированы в 
генные кластеры – например, D4Z4 (DUX cluster). Они 
отличаются от разделенных кластеров CGI, рассмотрен-
ных выше, тем, что сливаются в один CpG-остров, хотя 
и имеют тандемную структуру.

После ручной аннотации (см. табл.  6) мы разделили 
16 островов на следующие категории по типам генов: 
1) кластеры некодирующих РНК (тРНК, миРНК, пиРНК – 

tRNA, miRNA, piRNA), найденные на хромосомах  1 

(miRNA 40 т. п. н.; tRNA 32 т. п. н., см. табл. 6) и хромосо-
ме 15 (piRNA, 12 т. п. н.). В последнем случае, несмотря 
на очевидную тандемную структуру, признаки наличия 
простых повторов отсутствуют, вероятно, вследствие 
высокой дивергенции;

2) два кластера гомеобокс-генов DUX (хр. 10, 20.6 т. п. н.) 
и DUX (D4Z4; хр. 4, 27.2 т. п. н.) в теломерах, переме
жающиеся теломерными хромосом-специфичными 
cg-богатыми повторами LSAU в обоих случаях. Заме-
тим, что по этому теломерному макросателлиту (D4Z4) 
наблюдалась внутрипопуляционная транслокация 
между сегментами хромосом 4q   10q (Zhang et al., 
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2005; Thijssen et al., 2014), благодаря значительной 
гомологии мономеров тандемов, как и в случае SST1 
повторов (см. табл. 5);

3) гены гомеобокса FOXC1 (хр. 6, 11.2 т. п. н.), NKX2 
(хр. 20, 10.7 т. п. н.) и UNCX (хр. 7, 13.7 т. п. н.). В этих 
случаях CGI образованы уникальными последователь-
ностями, их размеры лишь слегка превышают 10 т. п. н., 
а гены лежат внутри CGI. Вне эмбриональных клеток 
эти районы гетерохроматизированы PcG комплексом. 
Упомянутые выше кластеры DUX также являются гена-
ми гомеобоксов, с последующей гетерохроматизацией 
или метилированием;

4) острова являются сверхдлинными промоторами генов 
EBF3 (хр. 10, 10.5 т. п. н.), TNRC18 (хр. 7, 10.7 т. п. н.), 
BCOR (хр. Х, 15.8 т. п. н.) и в этом случае имеют струк-
туру без повторов;

5) случаи бинаправленных промоторов генов цинковых 
пальцев и их антисмысловых партнеров: ZNF (хр. 10, 
14.5 т. п. н.), TBX (хр. 17, 10.2 т. п. н.); имеются признаки 
тандемной структуры CGI;

6) оставшиеся неклассифицированные случаи включают 
вышеуказанный DXZ4 (хр. Х, 45 т. п. н. в референсном 
геноме) и ген плектина PLEC (хр. 8, 11.8 т. п. н.), у ко
торого протяженный остров находится внутри тела гена 
(см. табл. 6).
Достаточно часто наблюдалась нетандемная структура 

сверхдлинных CpG-островов, однако и в этих случаях не 
исключена гипотеза тандемного механизма возникно-
вения и последующего вырождения: возможно, данные 
протяженные cg-богатые районы являются следствием 
древних дупликаций или резко повышенной скорости 
эволюции для приобретения новых свойств у паралогов.

В каждом случае, особенно для кластеров tRNA, 
miRNA, piRNA, каждый остров имеет свою историю 
и происхождение, а также отдельную функцию. Таким 
образом, несмотря на существующие закономерности 
тандемной структуры при возникновении сверхдлинных 
CGI, на этом этапе можно рассматривать данное явление 
как достаточно уникальный феномен.

В ряде случаев дупликация была, возможно, опосре-
дована сателлитными повторами, как центромерными, 
так и теломерными, а также SINE Alu. Гены, входящие 
в сверхдлинные CGI, также являются гомеобоксными, 
или генами раннего развития. Их расположение в CGI 
островах обеспечивает возможности ткане-, стадио- и 
пол-специфичного выключения с помощью метилирова-
ния и последующего образования HP1 – гетерохроматина.

В контексте бинаправленных промоторов с антисмыс-
ловой lncRNA (см. табл. 6, строки 3 и 7) отметим, что при 
полногеномном сканировании в большом числе случаев 
наблюдается CGI промотор (Vavouri, Lehner, 2012) в силу 
его самокомплементарности, т. е. обогащения cg-состава 
одновременно в обеих нитях ДНК. Частое наличие ин-
сулятора вблизи CGI промотора (Vavouri, Lehner, 2012) 
позволяет переключать транскрипцию с одной цепи на 
другую ткане- и стадиоспецифичным образом (Wood 
et al., 2013; Anderson, 2014). Следует упомянуть недав-
нюю статью об антиоксидантом ответе, где наблюдалась 
массовая экспрессия антисмысловых РНК (Giannakakis  
et al., 2015).

Обсуждение
Со времени открытия и формального определения CpG-
островов (Gardiner-Garden, Frommer, 1987) выяснилось, 
что эти функциональные элементы играют крайне важную 
роль в функционировании геномов позвоночных (Deaton, 
Bird, 2011). В частности, большинство генов «домаш-
него хозяйства» имеют в промоторной области данный 
остров, распознаваемый множеством транскрипционных 
факторов (Sp1, CTCF и др.), и обеспечивают инициацию 
транскрипции соответствующих генов.

Позже выяснилось, что около 30 % CpG-островов не 
имеют отношения к промотору и расположены в меж- и 
внутригенных областях. Эволюционная консервативность 
данных элементов, показанная в ряде работ (Deaton, Bird, 
2011), свидетельствует об их функциональной нагрузке, 
которая пока до конца не определена. Выдвигались ги-
потезы, что в целом CpG-острова связаны с глобальным 
ландшафтом метилирования, т. е. имеют эпигенетическое 
значение (Deaton, Bird, 2011). Не случайно CpG-острова 
часто встречаются в районах импринтированных генов 
(в частности, PPA2C, DNMT1, TSHZ3, CHST8, ZNF225^, 
ZNF229^, DMWD, ZNF331^, LILRB4, NLRP2, ZIM2^, 
PEG3^, MIMT1, USP29, ZIM3^, ZNF264^, CHMP2A, 
MZF1^), причем не только в промоторе, но и в их рас-
ширенном контексте (Deaton, Bird, 2011).

Режим эволюции CpG-островов путем дупликации не 
был рассмотрен ранее. Имеются факты, подтверждающие 
их адаптационное значение. В частности, на хромосо-
ме  19 произошло достоверно большее число генных и 
сегментных дупликаций по сравнению с остальными 
хромосомами (Grimwood et al., 2004). При этом гены, 
содержащие активный CpG промотор, сохраняли его и 
при дупликациях. Тем не менее, кроме промоторных 
CpG, хромосома 19 содержит значительное число 3′UTR 
и внутригенных CpG-островов, которые в подавляющем 
числе случаев метилированы, что связано с усилением 
экспрессии. 

Использование протяженных районов сильно сме-
щенного нуклеотидного состава, каковыми являются 
CpG-острова, в процессе эволюции могло происходить по 
причинам: а) открытости района, практически полностью 
свободного от нуклеосом и, как правило, транскрибиру-
емого в широком диапазоне тканей; б)  использования 
cg-богатого состава для дупликации вследствие неравного 
кроссинговера; в) возможности выключения генов путем 
метилирования и последующей гетерохроматизации про-
мотора или всего гена.

В нашей работе мы выявили тандемные дупликации 
CpG-островов в геноме человека. Про cg-богатые тан-
демные повторы в некодирующих областях сообщалось 
достаточно давно в контексте полиморфных сателлитов 
(Schaap et al., 2013). Дело в том, что эти макросателлиты 
полиморфны по длине, т. е. встречаются в геномах с вариа-
бельным числом в силу повышенной митотической реком-
бинации (Schaap et al., 2013). Это свойство позволяет ис-
пользовать их как популяционно-специфический маркер. 
Наибольшая вариация cg-богатых тандемов отмечается у 
африканцев, наименьшая – у азиатов (Schaap et al., 2013). 
CpG-острова используются в популяционной генетике и 
имеют следующие названия (Schaap et al., 2013): RS447 
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(chromosome 4p non CpGi), MSR5p (5p), FLJ40296 (13q), 
RNU2 (17q) и D4Z4 (4q and 10q), а также X chromosomal 
DXZ4 и CT47.

Cтруктурные свойства района макросателлитов 
19SST11 и 19SST12 и генного кластера между ними. 
Наибольшими по размеру найденными тандемными 
кластерами CGI являются макросателлиты 19SST11 и 
19SST12 на хромосоме 19 (см. табл. 4). Их длина в общей 
сложности составляет около 1  млн  п. н. Между ними 
и сразу за ними находятся кластеры генов KRAB-ZNF 
(табл. 7, см. рис. 3), имеющих в качестве промотора моно-
мер фланкирующих сателлитов. Существует гипотеза о 
возможности гомологичной неравной рекомбинации на 

основе двух рассмотренных тандемных инвертированных 
кластеров 19SST11–19SST12 в районе 19q13.12, которая 
развернула сегмент 1 млн п. н. между повторами (Tremb
lay et al., 2010). Высокое сходство тандемов, расположен
ных в обратной ориентации, делает такую гипотезу прав- 
доподобной. Это также подтверждается локальной мо-
заичной синтенией с позвоночными, описанной в работе 
(Grimwood et al., 2004).

Полногеномный анализ SST1 повтора показал, что он 
транскрипционно активен (в большинстве тканей) на всех 
хромосомах, кроме облигатно репрессированного сегмен-
та хромосомы Y, где расположены короткие следы повтора 
(см. табл. 4). Области локусов, включающие в себя SST1, 

Table 7. Genes and CGIs located between macrosatellites 19SST11–19SST12

Cpg_id CpG island Location Gene

Macrosatellite 19SST11

9361 CpG: 56 36 869 564 ZFP14

9362 CpG: 66 36 909 281 ZFP82

9363 CpG: 74 36 912 260 LOC644189

9364 CpG: 44 36 980 190 ZNF566

9365 CpG: 66 37 018 919 ZNF260

9366 CpG: 69 37 063 892 ZNF529

9367 CpG: 86 37 095 680 ZNF382

9367 CpG: 86 37 095 680 ZNF529

9368 CpG: 39 37 157 632 ZNF461

9370 CpG: 53 37 263 381 ZNF850

9372 CpG: 40 37 288 342 LOC284408

9373 CpG: 49 37 328 896 ZNF790

9374 CpG: 26 37 340 918 ZNF345

9374 CpG: 26 37 340 918 ZNF790

9375 CpG: 48 37 406 931 ZNF568

9375 CpG: 48 37 406 931 ZNF829

9377 CpG: 56 37 568 952 ZNF420

Macrosatellite 19SST12*

9394 CpG: 45 37 825 101 HKR1

9395 CpG: 57 37 861 691 ZNF527

9397 CpG: 57 37 957 726 ZNF569

9398 CpG: 64 37 959 852 ZNF570

9399 CpG: 26 37 997 790 ZNF793

9400 CpG: 66 38 039 561 LOC100507433

9401 CpG: 56 38 085 148 ZNF540

9401 CpG: 56 38 085 148 ZNF571

9402 CpG: 119 38 145 826 ZFP30

9403 CpG: 47 38 182 793 ZNF781

9404 CpG: 50 38 210 107 ZNF607

9405 CpG: 26 38 270 79 ZNF573

* Immediately after the tandem pair following macrosatellite 19SST12. For continuation of imperfect tandem duplications, see Fig. 3. 
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в большинстве своем не содержат CpG-островов, за ис-
ключением рассмотренных трех тандемных кластеров на 
хромосоме 19 и 4, а также случаев SST1_CpG промоторов 
генов KRAB-ZNF, расположенных между тандемами на 
хромосоме 19 (см. рис. 3 и табл. 7).

Тандемные кластеры SST1_CGI хромосомы 19 находят-
ся в районе гетерохроматина B4 (Rao et al., 2014), изобилу-
ющего кластерами KRAB-ZNF генов (см. табл. 7). Данные 
гены имеют отношение к метилированию ретровирусов в 
эмбриогенезе (Lukic et al., 2014) и реплицируются в ран-
ней G-фазе (Rao et al., 2014). Соответственно, они репрес-
сированы гетерохроматином HP1, который характерен 
для доменов B4 (Rao et al., 2014). Интродукция кластеров 
SST1_CGI «открывает» хроматин, освобождая его от ну-
клеосом. Об этом также свидетельствует базальная транс-
крипция (см. рис. 1 и 2, зеленые линии в треке HMM from 
ENCODE для клеточных линий), наблюдаемая в данных 
районах как на хромосоме 19, так и на хромосоме 4 во всех 
тканях (Tremblay et al., 2010). Тем не менее в большинстве 
зрелых тканей эти районы закрыты HP1 хроматином.

Наличие сайтов связывания CTCF в районах кла-
стеров CGI. На рис. 1 и 2 видно также избирательное ме-
тилирование определенных CGI (коричневый трек MeDIP 
CpG) и наличие CTCF сайтов связывания (см. рис.  1, 
голубые полосы (Das, Chadwick, 2016)). В литературе име-
ются ссылки на связь тандемных повторов CGI, состояния 
хроматина, а также ctcf инсуляторов, которые в совокуп-
ности модулируют трехмерную конформацию хроматина, 
в частности на инактивированной X хромосоме (Rao et 
al., 2014). Избирательное выпетливание, опосредованное 
ctcf инсуляторами, приводит также к множественному 
альтернативному сплайсингу CGI-релевантных первых 
экзонов гена протокадерина PCDHA, рассмотренного 
выше. Таким образом, данная «структурная аномалия» 
на хромосоме 19, вполне возможно, связана с простран-
ственной координацией хроматина (Rao et al., 2014; Das, 
Chadwick, 2016).

Кроме этого, инсуляторный функциональный потен-
циал, представленный многочисленными сайтами свя-
зывания ctcf фактора в CGI тандемах, используется и в 
случае макросателлита D4Z4 (Zhang et al., 2005; Ottaviani 
et al., 2010; Darrow, Chadwick, 2014; Das, Chadwick, 2016), 
а также в генах протокадеринов для осуществления аль-
тернативного сплайсинга (см. табл. 2) (Nichols, Corces, 
2015), в кластере тРНК (см. табл. 7) (Darrow, Chadwick, 
2014), кластере пиРНК (piwiRNA) (см. табл. 7) (Williams 
et al., 2015), а также в сцепленных с болезнями кластеров 
двойных гомеобоксах DUX4 (см. табл. 7) (Das, Chadwick, 
2016). Это подчеркивает тесную функционально-регу-
ляторную связь CpG-островов и ctcf инсуляторов как 
в промоторах (Vavouri, Lehner, 2012; Kang et al., 2015), 
так и в некодирующих тандемных кластерах, таких как 
DXZ4 (Ottaviani et al., 2010; Horakova et al., 2012; Wang 
et al., 2012; Darrow, Chadwick, 2014; Rao et al., 2014). Как 
правило, все сверхдлинные CGI (см. табл. 7) содержат 
сайты связывания инсуляторов CTCF.

При оценке внутри- и межтандемной гомологии (см. 
табл. 3) выяснилось, что CpG-острова имеют крайне вы
сокую гомологию, что говорит об их возможной функ
циональной значимости. В силу этих же причин танде-

мы мономеров SST1_CGI могут выступать в качестве 
рестрикционных макросателлитных маркеров (Tremblay 
et al., 2010), хотя их использование затруднено наличием 
по крайней мере трех высокогомологичных тандемных 
повторов на двух хромосомах, что снижает их специфич-
ность.

DXZ4: феномен сверхдлинного CGI. Макросателлит 
DXZ4 (45–120 т. п. н., см. табл. 6, строка 16) составляет 
единый CpG-остров. Мономеры CGI (DXZ4) содержат 
три структурных элемента, все из которых CG-богатые 
(Horakova et al., 2012). DXZ4 является консервативным 
среди приматов и, по всей видимости, кодирует длинную 
некодирующую РНК, хотя, возможно, происходит просто 
базальная транскрипция CpG богатого неметилированно-
го сегмента. Его длина сильно варьирует среди популяций 
по числу тандемов: от 12 до 99, среднее число мономеров 
54 (Horakova et al., 2012). Таким образом, DXZ4 – также 
популяционный маркер.

Тандемный массив DXZ4 (Chadwick, 2008; Horakova 
et al., 2012; Rao et al., 2014) разделяет инактивированную 
хромосому  X на два пространственных супердомена: 
(0–115 млн п. н.) (DXZ4) и (115–153.3 млн п. н.) (Rao et al., 
2014). Инициация эффекта «ламповых щеток» при инак-
тивировании X хромосомы происходит эухроматизаци
ей  DXZ4 путем деметилирования, в отличие от гипер-
метилированного состояния на активной X хромосоме. 
На инактивированной X хромосоме с сегментом DXZ4 
связывается ряд CTCF факторов, позволяя обеспечить до  
27 больших суперпетель размером от 7 до 74 млн п. н. 
(Rao  et al., 2014). Организация суперпетель идет по-
давляющим образом с помощью ctcf факторов: его со-
держат 23 из 24  районов основания петель (Rao et al., 
2014). Четыре района основания суперпетель содержат 
длинные некодирующие РНК (lncRNA), а именно XIST, 
loc550643, DXZ4 и FIRRE. Интересно, что два первых 
являются cg-богатыми и гиперметилированы в активной 
X хромосоме, что предотвращает связывание ctcf факто-
ров (Wang et al., 2012).

Феномен инактивации X хромосомы, а также результа-
ты исследования взаимодействия метилирования и сайтов 
связывания ctcf факторов (Wang et al., 2012; Kang et al., 
2015) выявляют антагонистическое взаимодействие ctcf 
фактора и метилирования в cg-богатых районах, каковыми 
являются CGI. 

Заключение
Сосредоточившись в основном на аннотации районов и 
выявлении общих характеристик, для их поиска мы ис-
пользовали метод кластеризации CGI, что является гру-
бым приближением при поиске тандемных дупликаций. 
Тем не менее в работе по выявлению длинных тандемных 
повторов c помощью специализированной программы 
Tandem Repeats Finder – TRF (Warburton et al., 2008) содер-
жатся все основные макросателлиты/тандемные дуплика-
ции, которые мы нашли с учетом CGI-релевантности, за 
исключением несовершенных, как piРНК кластер.

Мы представили относительно немногочисленные, но 
выраженные случаи множественной дупликации CpG-
островов, а также сверхдлинных CGI (см. табл. 2 и 6). 
Выяснилось, что основные аннотированные повторы, 
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опосредующие консервативную дупликацию, относятся к 
типам SINE (AluS на половых хромосомах) и центромер-
ным повторам SST1 на хромосомах 4 и 19. Кроме этого, 
существуют неаннотированные «простые» cg-богатые по-
вторы, которые создали уникальный якорный CGI остров 
DXZ4 на хромосоме X, участвующий в ее инактивации, а 
также D4Z4 (см. табл. 2 и 6).

В работе показано, что большинство плотных класте-
ров CGI, как раздельных (см. табл. 2), так и слитных (см. 
табл.  6), порождено тандемными дупликациями. Эти 
кластеры связаны с генами раннего развития, включая 
протяженный кластер piРНК (piwiRNA) (Williams et al., 
2015), а также KRAB-ZNF гены, расположенные на хро-
мосоме 19 в районе B4 хроматина.
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Филогенетика и эволюция
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

A new Euclidean distance based algorithm is used 
for analysis of congruence and combining molecular 
genetic data. This approach is called geometric, since 
Euclidean distance satisfies all metric axioms and the 
points representing the sequences can be placed 
in a geometric space without distorting the mutual 
distances and can be endowed with the coordinates 
in this space. Geometricness of Euclidean distances 
allows methods of multivariate analysis to be applied 
to molecular data, which is relevant to intra- and 
interspecies variability investigating, visualization of 
possible directions of evolution, combining data and 
evaluation of the congruence of phylogenetic signals. 
The algorithm is used for the analysis of more than 
1 500 nucleotide sequences of two nuclear (apoB, 
brca1) and two mitochondrial (co1, cytb) genes of 15 
Palaearctic and Nearctic shrew species of the genus 
Sorex (Soricidae, Eulipotyphla). All sequences of each 
gene are represented as a set of points in Euclidean 
space. Centroids of a set of points belonging to the 
same species are calculated. The matrix of Euclidean 
distances between the species centroids is calculated 
for each gene. Mantel test is applied to estimate pair
wise similarity (congruence) of interspecies distances 
matrices relating to different genes. nDNA gene con
gruence is 0.961, that of mtDNA is 0.748. All matrices 
of the interspecies distances are combined into a 
joint matrix by weighing. Joint genetic space for all 
species is built by principal coordinate method from 
the joint matrix. Several variability directions reflect
ing evolutionary events of different scale are visual
ized in a joint genetic space. In addition, the joint 
matrix of interspecies distances is used for building a 

Рассмотрены возможности недавно предложенного нами нового 
алгоритма (DJ-метода) для анализа конгруэнтности и комбини
рования молекулярно-генетических данных на основе матриц 
евклидовых расстояний. Этот подход назван геометрическим, 
поскольку евклидовы дистанции удовлетворяют аксиомам 
метрики, что обеспечивает возможность помещения множества 
точек, представляющих последовательности, в некоторое гео
метрическое пространство без искажения взаимных расстояний 
и наделения точек этого множества координатами в пространстве. 
Геометричность евклидовых расстояний позволяет применять 
к молекулярным данным весь арсенал методов многомерного 
анализа, что является актуальным для исследования соотношения 
внутри- и межвидовой изменчивости, вычисления центроидов 
таксонов и расстояний между ними, визуализации возможных 
направлений эволюции, комбинирования и оценки конгруэнт
ности филогенетических сигналов, относящихся к разным генам 
и даже к разным системам признаков. DJ-метод использован для 
оценки конгруэнтности и комбинирования филогенетических 
сигналов, получаемых от нескольких генов. Анализировались 
более 1500 нуклеотидных последовательностей двух ядерных 
(apoB, brca1) и двух митохондриальных (co1, cytb) генов 15 пале
арктических и неарктических видов землероек-бурозубок рода 
Sorex (Soricidae, Eulipotyphla). Для каждого гена все его последо
вательности представлялись множеством точек в евклидовом 
пространстве. Для множества точек, относящихся к одному виду, 
вычислялся его центроид в этом же пространстве, а для каждого 
гена – матрица евклидовых расстояний между центроидами 
видов. Для оценки попарного сходства (конгруэнтности) матриц 
межвидовых расстояний применен тест Мантеля. Конгруэнтность 
генов яДНК составила 0.961, мтДНК – 0.748. Все матрицы межви
довых расстояний через взвешивание объединены в единую 
матрицу, по которой методом главных координат для всех видов 
построено единое пространство. В объединенном генетическом 
пространстве проявилось несколько направлений межвидовой 
изменчивости, отражающих разные по масштабу эволюционные 
события. По объединенной матрице межвидовых расстояний 
построено дерево, которое хорошо согласуется с принятой 
на сегодня зоологической систематикой. Это подтверждает 
работоспособность предложенного метода.

Ключевые слова: Sorex; мтДНК; яДНК; DJ-метод; филогенетика; 
евклидово пространство.

e-mail: efimov@bionet.nsc.ru

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2016;20(6):816-822
DOI 10.18699/VJ16.153

Combining and congruence 
evaluation of phylogenetic 
signals from different genes 
based on geometric approach

V.M. Efimov1, 2, 3  , V.Yu. Kovaleva4, Yu.N. Litvinov4

1 Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia 
3 Tomsk State University, Tomsk, Russia 
4 Institute of Systematics and Ecology of Animals SB RAS, 
Novosibirsk, Russia

Комбинирование и оценка конгруэнтности 
филогенетических сигналов от нескольких генов 
с помощью геометрического подхода
В.М. Ефимов1, 2, 3  ,  В.Ю. Ковалева4, Ю.Н. Литвинов4

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 
3 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Национальный исследовательский 
Томский государственный университет», Томск, Россия 
4 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт систематики и экологии животных Сибирского отделения 
Российской академии наук, Новосибирск, Россия

ORIGINAL ARTICLE
Received 07.07.2015 
Accepted for publication 01.02.2016 
Online 09.06.2016
© AUTHORS, 2016



817Филогенетика и эволюция Вавиловский журнал генетики и селекции • 20 • 6 • 2016

КАК ЦИТИРОВАТЬ ЭТУ СТАТЬЮ:
Ефимов В.М., Ковалева В.Ю., Литвинов Ю.Н. Комбинирование и оценка конгруэнтности филогенетических сигналов от не-
скольких генов с помощью геометрического подхода. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2016;20(6):816-822. DOI 
10.18699/VJ16.153

HOW TO CITE THIS ARTICLE:
Efimov V.M., Kovaleva V.Yu., Litvinov Yu.N. Combining and congruence evaluation of phylogenetic signals from different genes 
based on geometric approach. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2016;20(6):816-
822. DOI 10.18699/VJ16.153

phylogenetic tree, which is consistent with the zoo
logical systematics accepted for today. This confirms 
the efficiency of our proposed method.

Key words: Sorex; mtDNA; nuclear DNA; DJ-method; 
phylogenetics; Euclidean space.

Одна из целей молекулярной систематики – изучение 
филогенетических взаимоотношений некоторого 
набора таксонов по нуклеотидным последователь-

ностям, относящимся к разным генам. Для достижения 
этой цели необходимо решить две самостоятельные и 
важные задачи: проанализировать конгруэнтность филоге-
нетических сигналов от разных генов (Гречко и др., 2006; 
Гречко, 2013) и объединить информацию, относящуюся 
к разным генам.

В настоящее время для решения обеих задач применя-
ются два подхода: конкатенация (метод суперматрицы) 
и консенсус (метод супердерева) (Delsuc et al., 2005; 
Gadagkar et al., 2005; Philippe et al., 2005; Jeffroy et al., 
2006; Planet, 2006). При использовании первого подхода 
выровненные последовательности из нескольких генов 
стыкуются в одну, и филогенетический анализ выполня-
ется на объединенных в общую матрицу последователь-
ностях (Nylander, 2004; Wortley, Scotland, 2006; de Queiroz, 
Gatesy, 2007). При использовании второго отдельное дере-
во строится для каждого гена, а общее дерево оценивается 
на основе консенсуса (Bininda-Emonds et al., 2002; Burleigh 
et al., 2011). Оба подхода ориентированы на деревья как 
форму представления окончательного результата. Это 
обусловлено тем, что на сегодняшний день основными 
подходами в филогенетике являются методы максималь-
ной парсимонии, максимального правдоподобия и другие 
статистические подходы, опирающиеся на модели эволю-
ции непосредственно нуклеотидных последовательностей 
(Лукашов, 2009) и неизбежно приводящие к деревьям.

Однако, вопреки широко распространенному в молеку-
лярной филогенетике мнению, деревья – не единственный 
способ представления филогенетических взаимоотноше-
ний. Они могут быть дополнены отображением взаимного 
расположения последовательностей в многомерном про-
странстве (геометрический подход) или даже объединены 
с ним (Cavalli-Sforza, Edwards, 1967; Klingenberg, Ekau, 
1996; Scippa et al., 2008; Klingenberg, Gidaszewski, 2010; 
Ковалева и др., 2012; Polly et al., 2013).

Некоторые исследователи выделяют в отдельный под-
ход дистанционные методы, основанные на матрицах рас-
стояний, как первичных, посчитанных непосредственно 
по последовательностям, так и вторичных, полученных из 
деревьев для каждого гена (Criscuolo et al., 2006; Criscuolo, 
Michel, 2009). Это не вызывало бы возражений, если бы 
используемые дистанции были дистанциями в строгом 
математическом смысле этого слова. Внимательное рас-
смотрение показывает, что это не совсем так. По сути 

дела, дистанциями, расстояниями и даже метриками в 
молекулярной филогенетике называются произвольные 
меры различия между последовательностями. Для ну-
клеотидных и аминокислотных последовательностей 
уже предложено довольно много разнообразных гене-
тических расстояний и постоянно предлагаются новые 
(Criscuolo, Michel, 2009), однако при этом не имеются в 
виду метрические свойства этих расстояний и, тем более, 
анализ взаимного расположения таксонов в каком-либо 
геометрическом пространстве. В частности, не являются 
евклидовыми такие известные генетические расстояния, 
как p-дистанция (см. Доп. материалы 1)1, расстояние Нея 
(Beaumont et al., 1998), Джукса – Кантора, двупараметри-
ческое расстояние Кимуры, LogDet (Ефимов и др., 2013) и, 
по-видимому, многие другие. Соответственно, анализ кон-
груэнтности и объединение расстояний производятся без 
учета их метрических свойств и достаточно произвольно. 
Объединение расстояний реализуется просто суммирова-
нием или усреднением (Criscuolo, Michel, 2009), анализ 
конгруэнтности – при помощи теста Мантеля (Mantel, 
1967; Mantel, Valand, 1970). На практике дистанционные 
методы, используемые сегодня в молекулярной филоге-
нетике, в том числе и как начальный этап при построении 
эволюционных моделей, ограничены тем, что по матрице 
объединенных расстояний между последовательностями 
тем или иным алгоритмом все равно строится филогенети-
ческое дерево. Фактически большинство существующих 
дистанционных методов – это разновидности методов 
суперматрицы и супердерева.

Конечно, было бы гораздо удобнее, если бы дистанции 
между последовательностями сразу являлись метрически-
ми расстояниями, т. е. удовлетворяли аксиомам метрики: 
неотрицательности, симметричности, неравенству тре-
угольника. Еще лучше, если бы они были евклидовыми 
расстояниями. Выполнение аксиом метрики обеспечивает 
возможность помещения множества точек, представля-
ющих последовательности, в некоторое геометрическое 
пространство без искажения взаимных расстояний и 
наделения точек этого множества координатами в этом 
пространстве (Havel et al., 1983; Gower, Legendre, 1986).

Для целей настоящей статьи будем называть геоме-
трическим любое молекулярно-генетическое расстояние, 
удовлетворяющее аксиомам метрики, поскольку исполь-
зуемые в настоящее время в молекулярной филогенетике 
термины «расстояние», «дистанция», «метрика» не име-
1 Дополнительные материалы см. в Приложении 2 по адресу:  
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx2.pdf

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx2.pdf
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ют достаточно определенного геометрического смысла. 
К геометрическим расстояниям относится известное 
генетическое расстояние Кавалли-Сфорца – Эдвардса 
(Cavalli-Sforza, Edwards, 1967). Оно выведено при пред-
положении, что генетическая разница возникает главным 
образом за счет генетического дрейфа. Это расстояние 
является евклидовым и обладает хорошими статисти-
ческими свойствами. Авторы с самого начала имели в 
виду отображение эволюции в виде пучка расходящихся 
траекторий в некотором многомерном евклидовом про-
странстве и прекрасно понимали геометрический смысл 
предлагаемого ими расстояния. В нашей недавней работе 
введены два новых геометрических расстояния, которые 
служат евклидовыми аналогами расстояний Джукса – Кан-
тора и Кимуры (Ефимов и др., 2013). Если генетические 
расстояния являются геометрическими, то это позволяет 
применять весь арсенал методов многомерного анализа 
для исследования соотношения внутри- и межвидовой 
изменчивости, вычисления центроидов таксонов и рассто-
яний между ними, визуализации возможных направлений 
эволюции, комбинирования и оценки конгруэнтности фи
логенетических сигналов, относящихся к разным генам и 
даже к разным системам признаков (Ковалева и др., 2012, 
2013; Ефимов и др., 2013). Обсуждение этих возмож-
ностей на примере ядерных и митохондриальных генов 
является целью настоящей работы.

Материалы и методы
Проанализированы взятые из GenBank нуклеотидные 
последовательности двух ядерных (apoB, brca1) и двух 
митохондриальных (co1, cytb) генов, относящихся к 
15 палеарктическим и неарктическим видам землероек 
рода Sorex (Soricidae, Eulipotyphla): подрода Sorex – So­
rex araneus, S. bedfordiae, S. caecutiens, S. daphaenodon, 
S. isodon, S. minutissimus, S. minutus, S. roboratus, S. tund­
rensis и подрода Otisorex – S. cinereus, S.  fumeus, S. haydeni, 
S. monticolus, S. palustris, S.  trowbridgii. В общей слож-
ности обработано 1 588 последовательностей (см. Доп. 
материалы 2).

Особенностью молекулярной филогенетики, осложня-
ющей дальнейший анализ, является то, что ее цель – это 
установление филогенетических взаимоотношений между 
таксонами, а исходные нуклеотидные последователь-
ности, как правило, относятся к особям, и их число для 
разных таксонов на практике сильно различается. По этой 
причине построение эволюционного дерева выполняется 
для последовательностей, и только потом по нему каким-
либо образом строится таксономическое дерево. Из этого 
следует, что таксономическая принадлежность особей 
должна быть определена заранее. Исходной информацией 
служит множество нуклеотидных последовательностей, 
классифицированных по таксонам и генам. Для каждого 
сочетания «таксон – ген» имеется хотя бы одна последо-
вательность. Последовательности по разным генам не 
обязательно соответствуют одним и тем же особям.

В работе (Ковалева и др., 2012) нами предложен но-
вый алгоритм анализа соответствия и комбинирования 
молекулярно-генетических и морфологических данных 
на основе матриц расстояний между видами (DJ-метод). 
Для того чтобы получить межвидовые расстояния из ну-

клеотидных последовательностей, относящихся к особям, 
нам пришлось дополнительно для каждого вида констру-
ировать модальную (консенсусную) последовательность 
из нуклеотидов, с максимальной частотой встречающихся 
в каждой позиции. Это решение оказалось не совсем 
удачным, и в следующей работе (Ковалева и др., 2013) 
мы попытались более последовательно применить гео-
метрический подход.

Усовершенствование алгоритма сводится к следующе-
му. Сначала для каждого гена строится матрица евклидо-
вых расстояний между всеми последовательностями всех 
таксонов. Полученная матрица расстояний переводится 
в матрицу объект – признак методом главных координат 
(Torgerson, 1952; Gower, 1966). Это означает, что каждой 
последовательности ставится в соответствие некоторая 
точка в евклидовом пространстве, причем размерность 
этого пространства будет всегда меньше числа после-
довательностей. Для множества точек, относящихся к 
одному таксону, вычисляется его центроид, который 
и представляет данный таксон. Между центроидами 
таксонов вычисляется матрица евклидовых расстояний, 
которая переводится в матрицу объект – признак методом 
главных координат. Это значит, что теперь каждому таксо-
ну ставится в соответствие некоторая точка в некотором 
новом евклидовом пространстве, причем размерность 
этого пространства будет всегда меньше числа таксонов.

Дополнительным преимуществом такого подхода яв-
ляется возможность контроля над систематическим ис-
кажением результатов, возникающим вследствие разного 
числа анализируемых последовательностей для каждого 
таксона. Более того, легко решается и сопутствующая 
проблема, появившаяся из-за накопления в базах данных 
таксономически неправильно определенных или искажен-
ных при секвенировании или выравнивании последова-
тельностей (Dubey et al., 2009; Гречко, 2013). Поскольку 
при отображении последовательностей в евклидово про- 
странство четко видна структура каждого таксона и соот-
ношение внутри- и межтаксонной изменчивости, то воз-
можно отфильтровать сомнительные последовательности 
от основного ядра каждого таксона.

Геометричность евклидовых расстояний между видами 
позволяет легко и однозначно решить задачу комбини-
рования филогенетических сигналов, относящихся к 
разным генам. Так как каждую матрицу евклидовых рас-
стояний можно методом главных координат без потери 
информации перевести в матрицу объект – признак, то 
конкатенация этих матриц для разных генов позволяет 
получить единую координатную матрицу, по которой 
однозначно вычисляется объединенная матрица евклидо-
вых расстояний. Очевидно, что та же самая объединенная 
матрица получится, если мы поэлементно просуммируем 
квадраты межвидовых расстояний в исходных матрицах 
и извлечем квадратный корень. При желании исходные 
матрицы можно брать с некоторыми неотрицательными 
весами (Cavalli-Sforza, Edwards, 1967).

В настоящей работе в качестве весов выбраны коорди-
наты первого собственного вектора (Abeysundera et al., 
2014). Объединенная матрица расстояний между видами 
обработана методами Крускала (Kruscal, 1964) и UPGMA 
(Unweighted pair-group method using arithmetic averages).
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Результаты
Сначала по каждому гену между всеми его последователь-
ностями с помощью пакетов Jacobi 4 и Excel вычислены 
EPQ-дистанции (при α = 1) (Ефимов и др., 2013), явля-
ющиеся евклидовыми аналогами двупараметрического 
расстояния Кимуры (Kimura, 1980). Методом главных 
координат все последовательности представлены точка-
ми в многомерном евклидовом пространстве. На рис. 1 
приведена конфигурация полных последовательностей 
гена cytb для трех видов бурозубок группы «araneus» на 
плоскости первых двух главных координат. Отчетливо 
видны как основные ядра видов, так и отклоняющиеся 
последовательности, которые были исключены из даль-
нейшей обработки (см. рис. 1).

Далее для каждого гена вычислены центроиды видов и 
матрица евклидовых расстояний между ними. Для оцен-
ки попарного сходства между полученными матрицами 
межвидовых расстояний применен тест Мантеля (см. 
таблицу). 

Принято считать, что филогенетический сигнал всегда 
отображается в виде дерева. Однако нисколько не хуже 
отражает филогенетический сигнал и матрица межвидо-
вых расстояний, вычисленная по молекулярно-генетиче
ским последовательностям. Естественно полагать, что чем 
дальше на дереве отстоит гипотетический ближайший 
общий предок от данной пары видов, тем больше должно 
быть расстояние между этой парой в матрице межвидовых 
расстояний. А корреляция между полученными отдельно 
по каждому гену матрицами межвидовых расстояний (тест 
Мантеля) является оценкой сходства (конгруэнтности) 
филогенетических сигналов.

При оценке сходства филогенетических сигналов, по-
лученных по каждому отдельному гену, оказалось, что 
ядерные гены apoB и brca1 фактически дублируют друг 
друга, тогда как митохондриальные – co1 и cytb – несут 
филогенетические сигналы, несколько отличающиеся как 
от ядерных генов, так и между собой, хотя корреляция 
между ними достаточно высока и достоверна (p < 10–6) 
(см. таблицу).

В нашей работе в качестве весов выбраны координаты 
первого собственного вектора. Объединенная матрица 
расстояний между видами обработана методами Крускала 
и UPGMA (рис. 2 и 3).

Результаты обработки методом Крускала показали, 
что максимальная доля дисперсии (93.3 %) приходится 
на первую ось шкалирования. Вдоль этого направления 
четко обозначились различия между палеарктическими 
и неарктическими видами бурозубок, т. е. между подро-

дами Sorex и Otisorex (см. рис. 2). Кроме того, по второй 
оси шкалирования видна обособленность S.  bedfordiae 
от палеарктических видов и S.  trowbridgii от неаркти-
ческих видов. При этом на долю второй и третьей осей 
шкалирования приходится 5.14 и 1.53 % дисперсии со-
ответственно. Понятно, что на фоне таких соотношений 
долей дисперсии сложно анализировать внутриродовую 
структуру таксона, поэтому матрицы квадратов межви-
довых расстояний обработаны с помощью SVD-метода 
(Singular value decomposition method) по отдельности для 
палеарктических и неарктических видов.

В подроде Sorex заметной структурированности не 
наблюдается (рис. 4). Более или менее уверенно можно 
говорить о группе «araneus»: S.  araneus, S.  tundrensis, 
S. daphaenodon. На дендрограмме она образует обособлен-
ную ветвь (см. рис. 3). Ранее эта группа видов была вы-
делена на основании кариологических данных (Dannelid, 
1991; Ivanitskaya, 1994). В настоящее время монофилию 
группы поддерживают данные секвенирования гена cytb 
мтДНК (Ohdachi et al., 1997, 2006; Fumagalli et al., 1999). 
Остальные виды располагаются в трехмерном простран-
стве во всех направлениях, не образуя скоплений.

В частности, не выделилась группа 42 хромосомных бу-
розубок «caecutiens» (S. caecutiens, S. roboratus, S. isodon). 
В работе (Fumagalli et al., 1999) на основании гена cytb 
мтДНК она выделена в несколько ином составе (S. cae­

Fig. 1. Species clouds of the araneus group formed by nucleotide 
sequences of the cytb gene on the plane of the first two principal 
coordinates. 
Three diverging S. araneus sequences are excluded from consideration. 
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Correlation coefficients between interspecies distance matrices of 15 Sorex species

Genes ароВ brca1 col cytb

ароВ 1 0.961* 0.709* 0.759*

brca1 0.961* 1 0.684* 0.759*

col 0.709* 0.684* 1 0.748*

cytb 0.759* 0.759* 0.748* 1

Note. The matrices were compared by the Mantel test. The number of permutations Np ≥ 106. 
* p < 10–6.
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cutiens, S. minutus, S. isodon, S. minutissimus) с довольно 
слабой бутстреп-поддержкой.

В подроде Otisorex видны прежде всего высокая ге-
нетическая обособленность S. trowbridgii по первой оси 
шкалирования, S. fumeus – по второй, сестринские взаи-
моотношения S. cinereus и S. haydeni (группа «cinereus»), 
S. monticolus и S. palustris (группа «vagrans») (рис. 5). 

Полученные данные согласуются как с результатами 
(Ohdachi et al., 2006), так и с хронологическими оценками 
времени дивергенции таксонов: расхождение S.  trow­
bridgii с остальными видами – 8.91 Mya (млн лет назад), 
S. fumeus – 6.68 Mya, дивергенция группы «vagrans» от 
группы «cinereus» – 6.01 Mya, S. cinereus от S. haydeni – 
3.71 Mya, S.  monticolus от S.  palustris – 1.96–2.41 Mya 
(Esteva et al., 2010).

Fig. 2. Three-dimensional arrangement of shrew species by Kruskal’s 
scaling of the joint matrix of genetic distances between centroids of 
15 Sorex species with regard to two nuclear (apoB and brca1) and two 
mitochondrial (co1 and cytb) genes.  
Here and in Figs. 4 and 5 DIMENS1, 2, 3 are multidimensional scaling axes. 

Fig. 3. Dendrogram constructed by the UPGMA algorithm from the joint 
matrix of genetic distances between centroids of 15 Sorex species.
Cophenetic correlation coefficient 0.994; numerals above branches indicate 
bootstrap values. 

Fig. 4. Three-dimensional arrangement of shrew species by Kruskal’s 
scaling of the joint matrix of genetic distances between centroids of 
9 species of the Sorex subgenus with regard to two nuclear (apoB and 
brca1) and two mitochondrial (co1 and cytb) genes. 

Fig. 5. Three-dimensional arrangement of shrew species by Kruskal’s 
scaling of the joint matrix of genetic distances between centroids of 6 
species of the Otisorex subgenus with regard to two nuclear (apoB and 
brca1) and two mitochondrial (co1 and cytb) genes. 

Обсуждение
В филогенетике сложилась традиция воспринимать ге
нетические «дистанции» как настоящие расстояния, хотя, 
строго говоря, они не всегда таковыми являются (Ефи-
мов и др., 2013). Дистанционные методы опираются на 
матрицы расстояний между видами. Однако матрицы 
содержат значительно больше информации, чем полу-
чаемые из них филогенетические деревья (Ковалева и 
др., 2012). По меткому выражению (Pershina et al., 2011), 
за филогенетическими деревьями мы не видим леса. Лес 
в данном случае – многомерная эволюция, различные 
варианты которой можно увидеть, только если учиты-
вать все расстояния. Существует достаточно развитая 
технология отображения с минимальной потерей инфор-
мации матриц сходства / различия в удобное метрическое 
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пространство – многомерное шкалирование (Дэйвисон, 
1988). В результате этого отображения мы получаем так 
называемое «таксономическое или эволюционное про
странство», полнее представляющее «филогенетический 
сигнал» (Kitazoe et al., 2001, 2005; Huson, Bryant, 2006; 
Lee el al., 2006; Pershina et al., 2011; Дольник и др., 2012).

Из наших результатов следует, что достаточно конгру-
энтные друг другу филогенетические сигналы выявились 
для всех четырех генов, как ядерных, так и митохон-
дриальных (см. таблицу). В результате их объединения 
с помощью геометрического подхода получено дерево, 
практически совпадающее с принятой на сегодня зооло-
гической систематикой (см. рис. 3) (Wilson, Reeder, 2005). 
Это подтверждает работоспособность предлагаемого 
нами метода. Кроме того, в объединенном генетическом 
пространстве выявляется несколько направлений измен-
чивости, отражающих эволюционные события, разные 
по масштабу и, по-видимому, относящиеся к разным 
эволюционным временам.

 Следует отметить, что в последнее время наблюдается 
некоторое возрождение дистанционных методов. Вместо 
противопоставления филогенетических деревьев и много-
мерных геометрических представлений все чаще предпри-
нимаются попытки построить филогенетическое дерево 
прямо в многомерном пространстве. С этой точки зрения 
особый интерес представляет евклидова задача Штейнера 
в n-мерном пространстве: для заданного множества точек 
найти составленную из отрезков кратчайшую сеть соеди-
няющих путей (Lee et al., 2006; Brazil et al., 2009; Fonseca 
et al., 2014). Эта задача, известная не менее двух веков, 
имеет сейчас многочисленные применения в различных 
областях знания (Brazil et al., 2014).

Использование деревьев Штейнера как самых подходя-
щих на роль филогенетических деревьев предложено еще 
в работе (Cavalli-Sforza, Edwards, 1967) и затем повторено 
в (Brazil et al., 2009). Прогресс в развитии вычислитель-
ных средств и алгоритмов делает подобную перспективу 
весьма актуальной. В настоящее время в Институте ци-
тологии и генетики СО РАН разрабатывается пакет при-
кладных программ Jacobi 4, нацеленный на реализацию 
геометрического подхода для единообразного решения 
задач из различных областей биологии (Полунин и др., 
2014). Задачу Штейнера предполагается включить в него 
в качестве одного из модулей.
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Allopolyploid organisms can be formed by hybridiza­
tion between closely related plant species with similar 
genomes. It is believed that many plant species have 
passed through allopolyploidization, which played 
a significant role in the formation of a huge diversity 
of plants, as well as their high adaptive capacity. 
Thanks to the whole genome sequencing of a wide 
range of angiosperm species and comparative ana­
lysis of genome structure, the sequence of events 
that formed the genomes of modern plant taxa was 
restored. These studies have shown that many diploid 
species have passed through more than one cycle of 
polyploidization-diploidization. The purpose of this 
review is to summarize the estimates of what propor­
tion of genes is undergoing changes due to allopoly- 
ploidization and to illustrate the variety of mechanisms 
underlying the functional divergence of homoeolo­
gous copies (orthologous genes in allopolyploid sub­
genomes). Changes of individual copies can be associ­
ated with epigenetic features of the gene organization 
(the methylation status of the promoter region or 
the presence of copy-specific small interfering RNA) 
or can affect structure of the coding or regulatory 
regions of the gene. Studies on artificial allopolyploid 
plants showed widespread transcriptional dominance 
and change of the transcription level as compared 
with the genes of diploid parental forms. The study 
of the transcription of certain homoeologous gene 
copies allowed estimating the extent of the complete 
suppression of certain homoeologous genes in newly  
synthesized (0.4–5.0 %) and natural (30 %) allopoly­
ploids. One the whole, full or partial suppression 
affects up to 49% of the wheat genes. 

Key words: wheat; allopolyploid; homoeologous 
genes; transcriptional dominance; promoter 
methylation; small interfering RNA.

При гибридизации близких видов растений, имеющих сходные 
геномы, могут образовываться аллополиплоидные формы. 
Известно, что в ходе эволюции через аллополиплоидизацию 
прошли многие виды растений, что сыграло значительную роль 
в формировании огромного разнообразия растений, а также их 
высокого адаптивного потенциала. Сейчас, благодаря полноге­
номному секвенированию широкого спектра видов покрытосе­
менных растений и сравнительному анализу структуры геномов,  
восстановлена цепь событий, в результате которых появились 
геномы современных растительных таксонов. Эти исследования 
показали, что многие диплоидные виды, прежде чем стать тако­
выми, прошли не один цикл полиплоидизации и дальнейшей 
диплоидизации. Цель обзора – на основе известных данных опре- 
делить долю генов растительного генома, подверженных изме­
нениям в случае аллополиплоидизации, и проиллюстрировать 
разнообразие механизмов, лежащих в основе функциональной 
дивергенции гомеологичных копий генов, т. е. генов-ортологов 
в субгеномах аллополипоидного вида. Изменения отдельных 
копий могут быть связаны с эпигенетическими особенностями 
организации гена (статус метилирования промоторной области 
или наличие копий-специфичных малых интерферирующих РНК) 
или затрагивать первичную структуру гена в его кодирующей 
части или регуляторных районах. Исследования, проведенные на 
искусственно созданных аллополиплоидных формах растений, 
показали широкое распространение у них так называемого транс­
крипционного доминирования и изменение уровня транскрипции 
по сравнению с генами диплоидных родительских форм. Изучение 
транскрипции отдельных гомеологичных копий генов позволило 
оценить, насколько распространено полное подавление транс­
крипции отдельных гомеологов у вновь созданных синтетических  
(0.4–5.0 % генов) и естественных (около 30 % генов) аллополиплои­
дов. У пшеницы полное подавление вместе с частичными измене­
ниями экспрессии затрагивает в сумме до 49 % генов. 

Ключевые слова: пшеница; аллополиплоид; гомеологичные гены; 
транскрипционное доминирование; метилирование промотора; 
малые интерферирующие РНК.
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Полиплоидия возникает в результате умножения 
полного набора хромосом. В случае умножения 
одного и того же набора хромосом формируются 

автополиплоиды, а при отдаленной гибридизации могут 
образовываться аллополиплоидные формы. Данные ци-
тогенетических исследований позволили утверждать, что 
через аллополиплоидизацию и последующую диплоиди-
зацию прошли многие виды растений (Masterson, 1994; 
Wolfe, 2001). В последние годы, благодаря появлению и 
сравнению результатов секвенирования геномов разных 
видов одно- и двудольных растений (рис. 1), стала из-
вестной эволюционная история происхождения геномов 
современных видов, многие из которых – результат не-
скольких циклов полиплоидизации – диплоидизации1 
(Salse et al., 2009). 

Генетический материал разных видов и родов при алло-
полиплоидизации претерпевает значительные изменения, 
приводящие к стабилизации или дестабилизации поли-
плоидного генома. В случае стабилизации и успешной 
коадаптации разных геномов вновь созданная аллополи-
плоидная форма способна нормально развиваться и давать 
потомство. Было показано, что в основе коадаптации 
разных геномов в одном ядре лежат значительные струк-
турные изменения. У аллополиплоидов часто наблюдается 
элиминация, а в более редких случаях, наоборот, появле-
ние новых фрагментов генома (Song et al., 1995; Pestsova 
et al., 1998; Comai, 2000; Ozkan et al., 2001; Kashkush et 
al., 2002; Salina et al., 2004; Ma, Gustafson, 2008; Щербань, 
2013). Крупные структурные перестройки (элиминации 
блоков повторяющихся последовательностей, транслока-
ции и т. п.) приводят к тому, что сходные хромосомы из 
разных субгеномов (гомеологичные хромосомы) не могут 
образовывать нормальные биваленты в ходе деления 
клеток аллополиплоидного организма. При этом имеет 
место частичная деконденсация хромосом, которая при 
наличии таких перестроек и обуславливает запрет на 
спаривание гомеологичных (но не гомологичных) хро-
мосом. За деконденсацию у аллополиплоидной пшеницы 
отвечает локус Ph1 (pairing homoeologous 1), который со-
держит ряд генов, кодирующих циклинзависимые киназы 
(Cdk). У стабильных аллополиплоидных форм пшеницы 
активность генов Cdk в локусе Ph1 снижена, что спо-
собствует деконденсации и невозможности спаривания 
гомеологичных хромосом. Благодаря этому механизму в 
ходе клеточного деления у аллополиплоидной пшеницы 
имеет место спаривание только гомологичных хромосом 
и образование нормальных бивалентов. Аналогичные ме-
ханизмы выявлены и у других аллополиплоидных видов 
(Griffiths et al., 2006; Al-Kaff et al., 2008).

Помимо структурных изменений, у аллополиплоидов 
наблюдается изменение экспрессии генов вплоть до пол-
ной супрессии отдельных гомеологов (Comai et al., 2000; 
Kashkush et al., 2002; Bottley et al., 2006; Pont et al., 2011). 
Изменение экспрессии генов у аллополиплоидных форм 
имеет важное значение для стабилизации работы генома. 
Цель обзора – на основе известных данных оценить долю 

1 В данном случае диплоидизация (син. дисплоидизация) – процесс ди­
вергенции субгеномов и возникновения крупных перестроек, нередко 
имеющих редукционный характер, в результате которых геном перестает 
быть аллополиплоидным.

генов растительного генома, подверженных изменениям 
в случае аллополиплоидизации, и проиллюстрировать 
разнообразие механизмов, лежащих в основе функцио-
нальной дивергенции гомеологичных копий. 

Полиплоидизация – ключевое событие  
в эволюции геномов растений
Полиплоидизация является одним из ключевых событий 
в эволюции геномов растений. Наличие «дублирующих» 
геномов в одном ядре способствует сохранению функ-
ционального состояния генома даже при крупных пере-
стройках, в частности при потере целых хромосом. При-
мером стабильных форм с недостающими хромосомами 
могут служить анеуплоидные линии аллогексаплоидной 
пшеницы (Sears, 1954).

На основе данных полногеномного секвенирования 
(см. рис. 1) и сравнительного анализа (Salse et al., 2009) 
геномов риса, кукурузы, сорго и ячменя была создана 
модель предкового генома однодольных, порядок Зла-
коцветные (Poales), состоящего из пяти протохромосом 
(рис. 2). На этой модели показано, что дивергенция ге-
номов современных Злакоцветных может быть описана 
четырьмя основными эволюционными событиями: α, β, δ 
и γ. Перед дивергенцией имела место полная дупликация 
предкового генома, состоящего из пяти протохромосом 
(δ-событие). После тетраплоидизации (n = 10) произошли 
транслокации и слияния между двумя хромосомами, и 
таким образом сформировался геном с базовым набором 
хромосом n = 12 (γ-событие). Далее в ходе дивергенции 
образовались предковые геномы различных подсемейств. 
Согласно этой модели, у Ehrhartoideae (подсемейство 
Рисовые) сохранилось количество хромосом предкового 
генома (n = 12) и геном риса претерпел только линей-
ные перестройки с дупликациями хромосом r11 и r12 
(α-события). Предковый геном Panicoideae (подсемейство 
Просовые) сформировался после слияния двух хромосом 
(n = 10) (β-событие). Кукуруза и сорго, принадлежащие 
этому подклассу, эволюционировали от общего предка по-
разному. В то время как структура современного генома 
сорго схожа с предковым геномом, геном кукурузы был 
полностью дуплицирован (n = 20), а затем в результате 
транслокаций и слияния хромосом (α-событие) сформи-
ровался геном современной кукурузы с базовым набором 
хромосом n = 10 (см. рис. 2). Наконец, при формировании 
генома Pooideae (подсемейство Мятликовые) из промежу-
точного предкового генома, состоящего из 12 хромосом, 
произошло пять хромосомных слияний. В результате 
образовался предковый геном трибы Triticeae (к ней от-
носятся, в частности, пшеница, ячмень и рожь); он состоит 
из 7 хромосом (β-событие). Впоследствии геном общего 
предка трибы Triticeae дивергировал, а у отдельных ее 
представителей подвергся ряду геномных и хромосомных 
перестроек – полиплоидизации, дупликациям отдельных 
сегментов генома, транслокациям (Salse et al., 2009; 
Abrouk et al., 2010; Pont et al., 2011).

Сравнение данных полногеномного секвенирования 
представителей двудольных растений: арабидопсиса, 
винограда и тополя – предсказало две возможные модели 
формирования их геномов в ходе эволюции (см. рис. 2). 
В обеих моделях в качестве общего предка выступает 
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форма с базовым набором, состоящим из семи протохро-
мосом. Согласно первой модели, геном общего диплоид-
ного предка сначала подвергся гексаплоидизации (n = 21; 
γ-событие), затем у предка современного арабидопсиса 
был еще дважды дуплицирован (α- и β-события), у пред-
ка тополя – однократно дуплицирован (β-событие), а у 
предка винограда дупликациям более не подвергался. 
При этом современные арабидопсис, тополь и виноград 
полиплоидами уже не являются, так как в ходе дальней-
шей эволюции в геномах их предков происходили много-
численные слияния и транслокации хромосом. Согласно 
второй модели, геномы перечисленных двудольных рас-
тений произошли от тетраплоидного предкового генома 
(n = 14; γ-событие), который в ходе дальнейшей эволюции 

подвергался дупликациям (α- и β-события), образуя пред-
ковые формы арабидопсиса, тополя и винограда, и, как 
и в первом сценарии, в геномах их предков происходили 
дальнейшие многочисленные слияния и транслокации 
хромосом, что в итоге привело к образованию современ-
ных диплоидных геномов арабидопсиса, тополя и вино-
града (Salse et al., 2009). 

Таким образом, на основе сравнительных исследований 
данных полногеномного секвенирования стало возмож-
ным восстановить порядок событий, в результате которых 
образовались геномы современных одно- и двудольных 
(Salse et al., 2009; Abrouk et al., 2010). Дупликация генома 
дает ряд преимуществ, таких как увеличение дозы гена 
(что в отдельных случаях может иметь адаптивное значе-

Fig. 1. Major food crops with sequenced genomes: rice (Goff et al., 2002), grape (Jaillon et al., 2007), maize (Schnable et al., 2009), cucumber (Huang 
et al., 2009), sorghum (Paterson et al., 2009), cacao (Argout et al., 2010), soybeen (Huang et al., 2010), apple (Velasco et al., 2010), cabbage (Wang et 
al., 2011a), strawberry (Shulaev et al., 2011), turnip (Wang et al., 2011b), potato (Xu et al., 2011), melon (Garcia-Mas et al., 2012), banana (D’Hont et al., 
2012), tomato (The Tomato Genome Consortium, 2012), barley (Mayer et al., 2012); plum (Zhang et al., 2012), pear (Wu et al., 2013), watermelon (Guo 
et al., 2013), orange (Xu et al., 2013), peach (The International Peach Genome Initiative et al., 2013), beet (Juliane et al., 2013), chickpea (Varshney et 
al., 2013), cotton (Li et al., 2014), pepper (Kim et al., 2014), carrot (Iorizzo et al., 2016).
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ние), «межгеномный гетерозис» (за счет сочетания разных 
гомеоаллелей в полиплоидном ядре), а также приобрете-
ние генами новых функций (Jiao et al., 2014). Известно, 
что полиплоидные формы чаще встречаются в районах с 
неблагоприятным климатом (Першина, 2009; Ekimova et 
al., 2012). Полиплоидизация сыграла значительную роль в 
формировании огромного разнообразия растений, а также 
их высокого адаптивного потенциала. 

Транскрипция гомеологичных генов  
в аллополиплоидных геномах 
Экспрессия генов у аллополиплоидных видов может 
претерпевать изменения по сравнению с экспрессией их 
у диплоидных доноров в связи с необходимостью норма-
лизации уровня экспрессии. Высокий уровень экспрессии 
вследствие возрастания дозы гена при полиплоидизации 
может в некоторых случаях приводить к нарушениям 
в развитии растений (Chen, 2007). Однако изменения в 
экспрессии генов у аллополиплоидов по сравнению с 
диплоидными родителями необязательно связаны с умно-
жением числа копий генов и необходимостью нормализа-
ции уровня экспрессии. Например, было выявлено, что у 
межвидовых гибридов (Reeder, 1985; Chen, Pikaard, 1997) 
транскрипция генов рРНК одного родительского вида до-
минирует над другим видом (феномен ядрышкового доми-
нирования). В основе ядрышкового доминирования лежат 
конкуренция между генами рРНК, имеющими неравное 
число энхансерных элементов, неспособность ключевого 
фактора транскрипции узнавать промоторы генов другого 
вида (Reeder, 1985), а также эпигенетические механизмы 

(Preuss et al., 2008). Таким образом, в основе изменения 
экспрессии генов у аллополиплоидов могут лежать иные 
причины, чем необходимость нормализации уровня экс-
прессии. Это могут быть и дисбаланс энхансеров, и ви-
доспецифичность транскрипционных факторов, а также 
дисбаланс малой РНК (Ha et al., 2009).

Широкомасштабные исследования экспрессии генов у 
искусственно созданных аллотетраплоидов (Wang et al., 
2006; Rapp et al., 2009) и аллогексаплоидов (Pumphrey et 
al., 2009) показали, что транскрипционное доминирова-
ние (явление, при котором транскрипция генов одного 
родительского вида доминирует над генами другого 
вида при объединении различных геномов в одном ядре) 
может иметь место как при наблюдаемой неаддитивной2  
(Wang et al., 2006; Pumphrey et al., 2009), так и при адди
тивной экспрессии генов у аллополиплоидов (Rapp et 
al., 2009). При изучении тетраплоидного арабидопсиса 
установлено, что аллополиплоидизация сопровождается 
неслучайными изменениями паттернов метилирования 
генов, приводящими к изменению уровня транскрипции 
по сравнению с генами диплоидных родительских форм 
вплоть до полного подавления экспрессии генов (Madlung 
et al., 2002). 

Исследование транскрипции отдельных гомеологичных 
копий генов позволило оценить, насколько распростране-
но полное подавление транскрипции отдельных гомеоло-
гов у вновь созданных синтетических: около 0.4 % генов 
у тетраплоидов арабидопсиса (Comai et al., 2000), 1–5 % у 
2 При неаддитивной экспрессии суммарный уровень у гибрида не равен 
среднему значению уровней экспрессии у родителей.

Fig. 2. Hypothetical order of events (by Salse et al., 2009) resulting in the formation of modern monocot and dicot species genomes, reconstructed by 
comparing the whole genome sequences of Arabidopsis, poplar, grape, rice, maize, sorghum and barley.
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Структурно-функциональная дивергенция гомеологичных 
генов в аллополиплоидном геноме растений

тетраплоидов пшеницы (Kashkush et al., 2002) – и у есте-
ственных: около 30 % генов у мягкой пшеницы (Bottley 
et al., 2006) аллополиплоидов. Полное или частичное по-
давление экспрессии затрагивает до 49 % генов пшеницы 
(Pont et al., 2011). 

Несмотря на то что для некоторых генов в аллополи-
плоидных геномах наблюдается супрессия отдельных 
гомеологичных копий, для большинства генов (70–99 %) 
характерна коэкспрессия всех гомеологов (Comai et al., 
2000; Kashkush et al., 2002; Bottley et al., 2006). Это сви-
детельствует о том, что при дупликации генетических 
систем в одном геноме в результате аллополиплоидизации 
возможна их согласованная работа, которая не приводит 
к инактивации одной из копий или к изменению паттер-
нов экспрессии гомеологичных генов, причем одни гены 
могут быть случайным образом инактивированы в одном 
из субгеномов, другие – в другом. 

Одинаковая экспрессия гомеологичных копий наблю-
далась для целого ряда генов гексаплоидной пшеницы. 
Так, R. Morimoto и сотрудники (2005) изучили три го-
меологичных локуса гена Wknox-1 пшеницы, который 
является гомологом гомеобоксного гена knotted1, функ-
ционирущего в апикальной меристеме побегов араби-
допсиса. Наблюдалась одинаковая экспрессия всех трех 
гомеологов Wknox-1. Также выявлено, что в проростках 
пшеницы одинаково экспрессируются три гомеологич-
ные копии гена F3h-1, кодирующего ключевой фермент 
биосинтеза флавоноидных пигментов (Khlestkina et al., 
2008). В условиях солевого стресса паттерны экспрессии 
изменялись по сравнению с контролем, при этом для 
трех копий наблюдались одинаковые изменения (Shoeva, 
Khlestkina, 2015).

N. Shitsukawa и коллеги (2007) изучили экспрессию 
генов WSEP и WLHS-1 пшеницы из класса генов E MADS 
box, контролирующих развитие цветка у растений. Для 
трех гомеологов WSEP выявлены сходные уровни экс-
прессии, тогда как экспрессия гомеологов WLHS-1 разли-
чалась. Копия WLHS-1 из генома В транскрибировалась на 
очень низком уровне по сравнению с копиями из геномов 
A и D. Причины, лежащие в основе функциональной 
дивергенции трех гомеологов, различны. В-геномная 
копия WLHS-1 проявляет слабую активность вследствие 
подавления транскрипции, связанного с метилированием 
цитозиновых остатков (эпигенетический механизм). В то 
же время А-геномная копия, хотя и транскрибируется, 
функционально активного белкового продукта не произ-
водит из-за инсерции в районе, кодирующем функцио-
нальный домен (генетический механизм). Таким образом, 
WLHS-1 в геноме D является, по сути, единственной 
функционально активной копией данного гена у пшеницы 
(Shitsukawa et al., 2007). 

У пшеницы были описаны и другие случаи, при кото-
рых наблюдался различный уровень транскрипции коэк-
спрессирующихся гомеологичных генов. При изучении 
экспрессии структурного гена биосинтеза гиббереллинов 
GA20ox-1 в развивающемся зерне пшеницы N.Е. Appleford 
с сотрудниками (2006) наблюдали пониженный уровень 
транскрипции В-геномной копии этого гена по сравнению 
с GA20ox-1 из геномов A и D. Т. Nomura и коллеги (2005) 
исследовали экспрессию структурного гена биосинтеза 

бензоксазинонов TaBx в корнях и побегах пшеницы. Три 
гомеолога TaBx экспрессировались на разном уровне в 
различных тканях. R. Kikuchi и сотрудники (2008) изучили 
экспрессию трех гомеологичных локусов WFT пшеницы, 
которые являются гомологами последовательности гена 
FT арабидопсиса, влияющего на сроки цветения, и по-
казали, что ген WFT в геноме В транскрибируется более 
интенсивно по сравнению с двумя другими гомеологами. 
Наличие дополнительных копий одного и того же гена у 
полиплоидов создает дополнительные адаптивные воз-
можности. Например, влияющие на развитие пшеницы 
гены VRN-1 (vernalization sensitivity – чувствительность к 
яровизации) демонстрируют согласованный аддитивный 
характер экспрессии различных гомеологов при доми-
нировании одного из них, при этом суммарный уровень 
транскрипции варьирует в зависимости от того, какой 
гомеолог доминирует (Loukoianov et al., 2005; Shcherban 
et al., 2013). Эти механизмы лежат в основе широкой из-
менчивости пшеницы по такому важному адаптивному 
признаку, как срок колошения.

Три гомеологичные копии гена Chi, кодирующего 
один из ключевых ферментов биосинтеза флавоноидных 
соединений, по-разному экспрессировались в корнях 
пшеницы в ответ на солевой стресс: экспрессия Chi-D1 
усиливалась, также наблюдалось небольшое увеличение 
мРНК Chi-А1, тогда как транскрипта Chi-В1 выявлено не 
было (Shoeva et al., 2014). D. Zhang с коллегами (2015) 
изучили экспрессию трех копий гена GASR7, связанного 
с определением длины зерна пшеницы. Основной вклад в 
общий уровень экспрессии вносила В-геномная копия это-
го гена. Сниженный уровень транскрипции А-геномной 
копии объясняется наличием малых интерферирующих 
РНК, специфичных для pTaGASR7A, D-геномной копии – 
повышенным уровнем метилирования ее промотора 
(Zhang et al., 2015).

Таким образом, исследования экспрессии генов у 
аллополиплоидной пшеницы показали, что в некоторых 
случаях уровни транскрипции коэкспрессирующихся го-
меологичных генов могут быть сходными (Morimoto et al., 
2005; Shitsukawa et al., 2007; Khlestkina et al., 2008; Shoeva, 
Khlestkina, 2015), а в других случаях могут отличаться 
(Nomura et al., 2005; Appleford et al., 2006; Shitsukawa et 
al., 2007; Shoeva et al., 2014; Zhang et al., 2015). Причем 
различия в функциональности гомеологичных генов могут 
быть не только следствием полиплоидизации (Shitsukawa 
et al., 2007). Функциональная дивергенция может воз-
никнуть еще на уровне диплоидных предков (Nomura 
et al., 2005). Так, N. Shitsukawa с коллегами (2007) при 
сравнении генов WLHS-A1 у ди-, тетра- и гексаплоидной 
пшеницы сделали вывод о том, что ген потерял свою 
функциональность в результате аллополиплоидизации. 
Между тем уровни экспрессии гомеологичных генов 
TaBx у тетраплоидной пшеницы и диплоидных сородичей 
отличались друг от друга в том же соотношении, что и 
у гексаплоидной пшеницы. Это свидетельствует о том, 
что неравная экспрессия гомеологов TaBx закрепилась 
еще на уровне диплоидных предков и в таком виде со-
хранилась и после аллополиплоидизации (Nomura et al., 
2005). При изучении дивергенции гена Lr34 у пшеницы и 
ее диплоидных предков было показано, что этот важный 
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ген сформировался на полиплоидном уровне в D-геноме 
гексаплоидной пшеницы в результате всего двух мутаций 
в кодирующей части гена (Krattinger et al., 2011; Shcherban 
et al., 2016). При этом А-геномный гомеолог был инакти-
вирован инсерцией транспозона еще у диплоидного пред-
ка этого генома, а B-геномная копия сохранила функцию, 
отличную от функции гена в геноме D.

Таким образом, в результате аллополиплоидизации 
геном растений претерпевает значительные генетические 
и эпигенетические изменения, которые способствуют 
коадаптации разных геномов в одном ядре. Однако раз-
личия, наблюдаемые между гомеологичными генами, 
локализованными в разных субгеномах, могут быть 
следствием как аллополиплоидизации, так и дивергенции, 
предшествующей объединению геномов диплоидных 
предков. При этом изменения отдельных копий могут 
не только затрагивать структуру кодирующей части гена 
или регуляторных областей, но и касаться эпигенетиче-
ской регуляции экспрессии гена (статус метилирования 
промоторной области или наличие копий-специфичных 
малых интерферирующих РНК). 
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The external insect chitinous skeleton is unable to 
respond to stimuli; the external signals are received 
by specialized receptors. Drosophila perceives the 
tactile stimuli by its external sensory organs, the 
microchaetes and macrochaetes residing on the 
head and back (notum). The microchaetes (hairs) 
are numerous and arranged in perfect rows along 
the body. The macrochaetes (bristles) are rather few 
and are strictly positioned on the head and notum, 
being referred to as bristle pattern. Bristles act as 
mechanoreceptors, providing balance for flying dro­
sophila. The proper bristle pattern of an adult fly 
develops through several stages. Its basic stage is 
formation of prepattern for the future bristles, repre­
sented by proneural clusters. The proneural clusters 
separate from the ectodermal cells in imaginal discs 
in the third instar larvae and early prepupae. They 
are induced by prepattern factors, identified with the 
transcription factors driving expression of their target 
genes in certain disc regions. Reconstruction of the 
gene network controlling prepattern development 
and its analysis are for the first time described as well 
as the principles underlying arrangement and function 
of this network. The hierarchical structure of the net­
work, its key components, and regulatory circuits 
are identified. The network comprises 80 entities 
interconnected via 109 regulatory interactions. The 
key objects of the network, displaying the greatest 
connectivity with its other components, are the ASC 
proneural proteins encoded by the achaete and 
scute genes, and the proteins Decapentaplegic (Dpp) 
and Wingless (Wg). The structure of the network 
is hierarchical and has at least three control levels. 
The network acts as a gene ensemble owing to 
coordinated functioning of the regulatory circuits 

Хитиновый покров насекомых не способен реагировать на раз­
дражители, и приемниками сигналов из окружающей среды 
для них служат специализированные рецепторы. Дрозофила 
воспринимает тактильные стимулы посредством внешних сен­
сорных органов – микро- и макрохет, расположенных на голове 
и спинке (нотуме). Микрохеты многочисленны и образуют пра­
вильные ряды, ориентированные вдоль тела. Число макрохет  
относительно невелико, и их расположение на голове и нотуме 
строго определено. Макрохеты выполняют функцию механо­
рецепторов, обеспечивающих мухе сохранение равновесия 
в полете. Набор макрохет называют щетиночным узором. Полно­
ценный щетиночный узор взрослой Drosophila melanogaster скла­
дывается в результате многоступенчатого процесса. Основопола­
гающая его стадия состоит в создании прообраза расположения 
будущих макрохет – препаттерна (предструктуры), представлен­
ного пронейральными кластерами. Пронейральные кластеры 
обособляются из массы клеток крыловых имагинальных дисков 
на стадии личинки третьего возраста и ранней предкуколки под 
действием факторов предструктуры, отождествляемых с транс­
крипционными факторами, направленно регулирующими 
экспрессию своих генов-мишеней в соответствующих районах. 
В статье впервые приведены результаты реконструкции и анализа 
генной сети, обеспечивающей процесс становления предструк­
туры, рассмотрены принципы ее организации и функциониро­
вания. Сеть насчитывает 80 объектов, связанных 109 регулятор- 
ными взаимодействиями. Ключевыми объектами сети, показыва­
ющими наибольшую связность с другими ее компонентами, явля- 
ются пронейральные белки ASC, кодируемые генами achaete и 
scute, а также белки Decapentaplegic (Dpp) и Wingless (Wg). Струк­
тура сети характеризуется иерархической организацией и имеет 
по крайней мере три уровня управления. Функционирование 
сети как ансамбля генов в целом достигается координированной 
работой регуляторных контуров, осуществляющих как внутри-, 
так и межуровневый контроль активности генов. Результирующий 
эффект действия сети состоит в активации пронейральных генов 
комплекса AS-C, экспрессия которых отличает клетки пронейраль­
ного кластера от окружающих клеток эктодермы. 

Ключевые слова: Drosophila melanogaster; макрохеты; щетиночный 
узор; предструктура; achaete-scute комплекс; генная сеть; 
регуляторные контуры.
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controlling activities of the corresponding genes both 
within and between the levels. The resulting effect 
of the network operation consists in activation of 
the AS-C, proneural genes, the expression of which 
distinguishes the cells of proneural cluster from the 
surrounding ectodermal cells.

Key words: Drosophila melanogaster; bristles; bristle 
pattern; prepattern; achaete-scute complex; gene 
network; regulatory circuits.

Под щетиночным узором подразумевается набор 
макрохет (больших щетинок), расположенных на го-
лове и нотуме дрозофилы. Макрохеты – это внешние 

сенсорные органы, механорецепторы, воспринимающие 
тактильные раздражители. Они необходимы для сохра-
нения равновесия мухи в полете. Характеристические 
признаки щетиночного узора (число и позиции макрохет) 
строго фиксированы, что позволяет использовать его для 
классификации видов дрозофилид.

У Drosophila melanogaster щетиночный узор нотума 
образован одиннадцатью парами макрохет, имеющими 
собственные названия в соответствии с локализацией. 
Каждая из макрохет входит как один из компонентов в 
состав механорецептора, состоящего из собственно ще-
тинки, окружающего ее основание цоколя, биполярного 
нейрона и покрывающей нейрон оболочки. Щетинка 
и цоколь видны на поверхности тела, иннервирующий 
нейрон лежит в полости тела под механорецептором. 
Компоненты механорецептора формируются четырьмя 
специализированными клетками: щетинковой (трихоге-
ном), гнездовой (тормогеном), нейральной и клеткой обо-
лочки нерва (текогеном). Все эти клетки происходят путем 
последовательных делений единственной родительской 
клетки, которая обособляется из пронейральных класте-
ров – групп из 20–30  клеток крыловых имагинальных 
дисков (Lai, Orgogozo, 2004). 

Именно позиционирование пронейральных кластеров 
однозначно задает топографию щетиночного узора. За-
кладка кластеров с последующим выделением родитель-
ских клеток происходит на стадии третьего личиночного 
и раннего куколочного возраста. Кластеры для каждого 
механорецептора закладываются независимо, так что 
мутации генов AS-С фенотипически проявляются в утрате 
отдельных щетинок или их комбинаций (Серебровский, 
Дубинин, 1929).

Клетки кластеров отличаются от окружения наличием 
белков Achaete и Scute (Romani et al., 1989; Cubas et al., 
1991; Skeath, Carroll, 1991; Gómez-Skarmeta et al., 2003). 
Кодирующие эти белки гены achaete и scute (ac, sc) 
входят в одноименный комплекс AS-С, и им отводится 
центральное место в формировании узора. Механизмы, 
обеспечивающие локальную активность комплекса в 
кластерах, долгое время оставались предметом дискуссий. 
В 1954 г. К. Штерном (Stern, 1954) была предложена гипо-
теза, согласно которой экспрессия генов AS-С начинается 

в ответ на действие неких факторов, пространственно 
распределенных в эктодерме имагинальных дисков. В ре
зультате клетки в районах присутствия этих факторов 
предетерминируются к развитию по нейральному пути, 
формируя пронейральные кластеры и создавая тем самым 
предструктуру – прообраз щетиночного узора (Reeves, 
Posakony, 2005). Таким образом, постулировалось, что 
щетиночный узор возникает вследствие взаимодействия 
двух компонентов: предструктуры и системы ответа на 
предструктуру – генов комплекса achaete-scute.

Дальнейшее изучение закономерностей становления 
щетиночного узора позволило конкретизировать по-
нятие факторов предструктуры. В настоящее время с 
ними отождествляются транскрипционные факторы, 
регулирующие активность AS-С: U-shaped (Ush), Pannier 
(Pnr), белки генов комплекса iroquois (Iro-C) (Araucan, 
Caupolican и Mirror) и др. Экспрессия генов, кодирующих 
эти транскрипционные факторы, определяется своим на-
бором регуляторных белков, в том числе Decapentaplegic 
(Dpp), Hedgehog (Hh), Engrailed (En), Wingless (Wg) (Ruiz-
Gomez, Modolell, 1987; Gómez-Skarmeta et al., 1995, 1996, 
2003; Cubadda et al., 1997; Haenlin et al., 1997; Calleja et 
al., 2000, 2002; Ramain et al., 2000; Aldaz et al., 2003; Joshi 
et al., 2006; Ikmi et al., 2008).

Основные морфогенетические события, обусловливаю-
щие формирование щетиночного узора на нотуме дрозо-
филы, связаны с парой крыловых имагинальных дисков, 
каждый из которых дает полуторакс взрослой мухи. 

В ходе многолетнего исследования молекулярно-гене-
тических механизмов, детерминирующих формирование 
щетиночного узора, накоплен значительный объем экс-
периментальных данных. На основе их систематизации 
и анализа нами реконструирована генная сеть, обеспечи-
вающая процесс становления предструктуры. Выявлена 
иерархическая организация и ключевые объекты сети, 
показано наличие регуляторных контуров, управляющих 
ее функционированием. 

Материалы и методы
Имеющиеся данные по генетическому контролю развития 
макрохет сведены в базу данных Neurogenesis (Furman, 
Bukharina, 2008; Бухарина, Фурман, 2009). Ресурс создан 
путем ручного аннотирования более 350  литературных 
первоисточников, позволяющего наиболее полно экстра-
гировать содержащиеся в них экспериментальные данные. 
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В настоящее время в базе сосредоточена информация о 
110 генах, 158 продуктах этих генов (147 белках и 11 РНК) 
и 13 типах клеток.

На основе этой базы данных с помощью технологии 
GeneNet (Колчанов и др., 2000) реконструирована генная 
сеть Neurogenesis:Prepattern, осуществляющая управление 
процессом становления предструктуры как набора про-
странственно распределенных транскрипционных факто-
ров в клетках крыловых имагинальных дисков, которая и 
определит возможность формирования макрохет в строго 
определенных районах нотума дрозофилы.

Структура сети анализировалась на предмет поиска 
ключевых объектов и замкнутых регуляторных контуров – 
основных характеристик генных сетей. 

Результаты и обсуждение
Реконструированная генная сеть Neurogenesis:Prepattern, 
роль которой состоит в позиционировании районов рас
положения будущих макрохет, сформирована 80 объек-
тами, в число которых входят 44 белка, 34 гена, 2 РНК. 
Объекты объединены 109 связями. Сеть охватывает со-
бытия, происходящие на стадии третьего личиночного и 
раннего куколочного возраста дрозофилы.

В структуре сети выявляется три ключевых объекта, 
показывающих наибольшую связность с другими ее ком-
понентами – это белки Decapentaplegic (Dpp) и Wingless 
(Wg) с 11 и 8 связями соответственно, а также AS-C, на 
долю которого приходится 23 связи (рис. 1, a). Первые два 
выступают в основном как регулирующие факторы: Dpp 
направляет 9, а Wg – 7 процессов. В отличие от них AS-C 
фокусирует на себе действие большинства компонентов 
сети и выступает объектом 18 прямых и 6 опосредованных 
регуляторных воздействий, осуществляющих контроль 
его экспрессии.

Структура сети характеризуется иерархической органи-
зацией и имеет по меньшей мере три уровня управления, 
осуществляющих каскадную регуляцию комплекса AS-C 
как финальной мишени координированного действия ее 
элементов (см. рис. 1, б).

Основные фигуранты первого уровня управления 
представлены двумя из трех ключевых объектов сети – 
морфогенами Dpp и Wg, участниками одноименных сиг-
нальных путей, определяющих дифференцировку клеток, 
рост, компартментализацию и метаморфоз имагинальных 
дисков начиная с самых ранних этапов их развития – 
времени установления дорзо-вентральной и антерио-по-
стериорной осей диска. Кроме них, в число элементов 
первого уровня входят белки Engrailed (En) и Hedgehog 
(Hh) – регуляторы активности гена dpp с антагонистичным 
эффектом на его экспрессию (Serrano, O’Farrell, 1997; 
Affolter, Basler, 2007; Akiyama, Gibson, 2015).

Присутствие в клетке Hh инициирует экспрессию dpp, 
тогда как присутствие En ее запрещает. При наличии обо-
их белков экспрессии dpp также не происходит (Zecca et 
al., 1995; Layalle et al., 2011). Таким образом, En служит 
одним из лимитирующих факторов при функциониро-
вании первого уровня каскадной регуляции комплекса 
achaete-scute.

Содержание белков Wg и Dpp подчинено отношениям 
взаимной регуляции, основанным на перекрестном по-

давлении экспрессии генов друг друга. Посредниками в 
этом процессе выступают протеинкиназа GSK-3 (glycogen 
synthase kinase-3), кодируемая геном shaggy (sgg), и белок 
Dishevelled (Dsh), внутриклеточный передатчик сигнала 
в Wnt сигнальном пути (Komiya, Habas, 2008).

Схема взаимодействий, регламентирующих содержание 
морфогенов Wg и Dpp, представлена на рис. 2 (Penton, 
Hoffmann, 1996; Heslip et al., 1997).

Районы имагинального диска, в которых экспресси-
руется ген dpp, потенциально способны дать начало как 
нотуму, так и крыловым структурам, а дальнейшая их 
судьба зависит от уровня экспрессии wg. Зоны диска, где 
wg экспрессируется слабо или не экспрессируется вовсе, 
дадут начало имагинальному нотуму и шарниру крыла, 
тогда как высокий уровень экспрессии жестко детерми-
нирует развитие зачатка дефинитивного крыла. 

Компоненты первого уровня системы – белки Dpp и 
Wg – осуществляют контроль функционирования сопод-
чиненных генов brinker (brk), pannier (pnr), u-shaped (ush), 
spalt (sal ) и spalt-related (salr), кодирующих белки, при-
надлежащие второму уровню управления регуляцией 
комплекса AS-C. Этот уровень определяет рост диска и 
дальнейшую компартментализацию презумптивного ноту-
ма, в том числе места закладки пронейральных кластеров.

Известно, что бóльшая часть пронейральных класте-
ров сосредоточена в тех частях диска, где в клетках под 
контролем морфогена Dpp произошла активация генов 
pannier и u-shaped с одновременным подавлением экс-
прессии brinker (Cubadda et al., 1997; Haenlin et al., 1997; 
Campbell, Tomlinson, 1999; Martín et al., 2004).

При сочетанном участии сигнальных белков Dpp, Wg и 
Hh осуществляется регуляция экспрессии генов комплекса 
sal/salr – еще двух компонентов второго уровня регуляции, 
конфигурирующих локализацию большинства будущих 
макрохет нотума. Показано, что Dpp и Hh активируют, а 
Wg подавляет их экспрессию (de Celis et al., 1999).

Таким образом, основную часть элементов второго 
уровня контролирует Dpp. На долю Wg приходится лишь 
регуляция активности белка Pnr. Известно, что Wg иници-
ирует экспрессию гена sgg, кодирующего киназу, которая 
фосфорилирует Pnr. Модифицированная форма Pnr теряет 
способность связываться с регуляторными районами ге-
нов-мишеней и выполнять функцию транскрипционного 
фактора (Yang et al., 2012). 

Наряду с вертикалью регуляции активности генов этого 
уровня за счет вышестоящих в иерархии Dpp и Wg, су-
ществует и горизонтальный внутриуровневый контроль 
их активности за счет регуляторного контура, устанавли-
вающего баланс белков Pnr и Ush (рис. 3), от которого, в 
свою очередь, зависит состояние активации – репрессии 
подконтрольных контуру генов AS-C.

Белок Pnr кодируется одним геном, но существует в 
двух изоформах – Pnrα и Pnrβ, экспрессия которых кон-
тролируется двумя разными районами промотора. Зоны 
локализации изоформ в имагинальном диске частично 
перекрываются, но в дорзальной части презумптивного 
нотума преобладает Pnrβ, тогда как в латеральной – Pnrα. 
Образуя комплекс с Pnr, Ush превращает его из активатора 
в репрессор транскрипции: Pnrβ/Ush подавляет наработку 
изоформы Pnrα, комплексы Pnrα/Ush и Pnrβ/Ush репресси-
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руют транскрипцию u-shaped (Hannon et al., 1991; Tsai et 
al., 1991; Ramain et al., 1993; Cubadda et al., 1997; Haenlin 
et al., 1997; Fromental-Ramain et al., 2008, 2010). 

На третьем уровне управления сосредоточены эле
менты контроля за функционированием основного клю-
чевого объекта сети с максимальной связностью – про-
нейральных генов комплекса achaete-scute. 

Активность объектов этого уровня регулируется эле-
ментами предыдущего. Так, spalt/spalt-related участвуют 
в каскадной регуляции, кодируя транскрипционные фак-
торы, репрессирующие гены Iro-C (de Celis et al., 1999). 
Pannier активирует, а комплекс Pnr/Ush репрессирует 

Fig. 1. A fragment and schematic organization of the Neurogenesis:Prepattern gene network. 
(a) Key components of the network: proteins Dpp, Wg, and the achaete–scute gene complex (enclosed in ovals). Black arrows indicate the points of application 
of indirect regulatory impacts on the complex expression. (b) Hierarchical organization of the Neurogenesis:Prepattern gene network and the scheme of 
interactions between management levels. WID, wing imaginal disk. Here and in Figs. 2 and 3 sharp-ended arrows → indicate activation, blunt-ended ┴, 
repression. 

Fig. 2. Regulation of the dpp and wg genes. 
Fig. 3. Regulatory circuit determining the balance between proteins Pnr 
and Ush. 

экспрессию Iro-C (Calleja et al., 2000). Ограничение зон 
экспрессии Iro-C – один из обязательных факторов, обе-
спечивающий правильное позиционирование проней-
ральных кластеров. Транскрипционный фактор Brinker 
репрессирует ген tailup (tup), а одноименный белок, в свою 
очередь, репрессирует активность AS-C в одном районе 
нотума (будущем щитке), но активирует в другом (дорзо-
центральном нотуме) (de Navascués, Modolell, 2007, 2010).

Основные объекты третьего уровня представлены регу-
ляторами активности AS-C. Прежде всего это транскрип-
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ционные факторы – активаторы/репрессоры экспрессии, 
места посадки которых в энхансерных и промоторных 
зонах комплекса создают «рисунок», определяющий 
функциональное состояние его генов. В качестве регу-
ляторов могут выступать не только самостоятельные 
транскрипционные факторы, имеющие сайты связыва-
ния в регуляторных областях генов achaete-scute, но и 
гетерогенные белковые комплексы с ДНК-связывающей 
активностью, сформированные из белков, принадлежащих 
к семействам bHLH и Zinc-finger. Функцию адаптера в 
этих случаях выполняет белок Chip (Ramain et al., 2000; 
Matthews, Visvader, 2003; de Navascués, Modolell, 2007; 
Bronstein et al., 2010).

Транскрипция AS-C инициируется транскрипционны-
ми факторами семейства NF-kB/Rel (Ayyar et al., 2007, 
2010), белками комплексов iroquois (Araucan, Caupolican 
и Mirror) (Leyns et al., 1996) и Bar (BarH1 и BarH2) (Sato 
et al., 1999), а также дуэтом Chip/Pnr в составе гетеромера 
(de Navascués, Modolell, 2007; Bronstein et al., 2010).

Репрессию транскрипции AS-C осуществляет транс-
крипционный фактор Hairy (Gómez-Skarmеta et al., 1995) 
и гексамер 2Chip/2AP/2SSDP, в состав которого наряду с 
Chip и Ap входит SSDP (Sequence-specific single-stranded 
DNA-binding protein) (Bronstein et al., 2010).

Особняком в ряду регуляторов стоит Tailup – он может 
оказывать как активирующее, так и репрессирующее вли-
яние на экспрессию AS-С. В составе сложных гексамеров, 
содержащих также белки Chip и SSDP, Tup выполняет 
функцию активатора экспрессии AS-С в дорзоцентраль-
ном районе презумптивного нотума (de Navascués, Mo
dolell, 2007, 2010). Однако в составе других белковых 
комплексов Tup подавляет развитие щетинок в районе 
презумптивного щитка. Точный механизм этого эффекта 
до сих пор не выяснен (de Navascués, Modolell, 2007, 2010).

Регуляция функциональной активности AS-С может про-
исходить за счет прямых связей ДНК-транскрипционного 
фактора в регуляторном районе комплекса, но может 
обеспечиваться и другими механизмами. Одним из них 
является изменение архитектоники регуляторных зон 
комплекса и взаимодействий «энхансер–промотор» в ре-
зультате ремоделирования хроматина. На этом механизме 

базируется активаторный эффект белка Toutatis (Tou) 
(Heitzler et al., 2003) и репрессорный эффект белка Osa 
(Vanolst et al., 2005).

Другой механизм основан на модификационном из-
менении транскрипционных факторов, контролирующих 
активность AS-С. Так, фосфорилирование Pnr киназой 
Sgg приводит к утрате способности Pnr инициировать 
транскрипцию генов комплекса (Yang et al., 2012). Ацетил-
трансфераза Chameau (CHM), модифицирующая Pnr, Ush 
и Chip (Ramain et al., 2000), обладает функцией репрес-
сора активности AS-С, но фокус ее действия неизвестен 
(Hainaut et al., 2012; Nakagawa et al., 2015).

Наряду с рассмотренными отношениями контроля 
элементами вышележащих уровней элементов соседних 
нижележащих уровней, формирующих вертикальный 
вектор управления, в системе существуют регуляторные 
взаимодействия иного характера.

В частности, возможны взаимодействия, нарушающие 
строгую иерархичность управления. Отмечены случаи 
прямой связи между объектами первого и третьего уров-
ней, когда Dpp и Wg активируют соответственно tup, bar, 
Iro-C и sgg. Другим примером такого рода служит управ-
ление транскрипцией ключевого элемента генной сети 
(AS-C) объектами второго уровня – транскрипционными 
факторами Pnr и Ush.

Нарушение принципа регуляции «сверху вниз» может 
происходить и благодаря участникам сети, которые при-
сутствуют более чем на одном уровне управления генами 
AS-C и играют вспомогательную роль в функциониро-
вании сети. К ним относятся киназа Sgg и адаптер Chip. 

Белки сигнальных путей занимают особое место в 
функционировании генных сетей, поскольку осуществля
ют межклеточные взаимодействия, необходимые для 
инициации и регуляции процессов, определяющих мор-
фофункциональное состояние клеток. В становлении 
предструктуры щетиночного узора заметную роль играет 
EGFR-сигнальный путь. Конечной мишенью передачи 
сигнала являются гены Iro-C или AS-C. Активация генов 
этих комплексов зависит от разных лигандов-трансдук-
торов. Для генов Iro-C это Vein, а для генов AS-C – Spitz 
(рис. 4). 

Таким образом EGFR-сигнальный путь является акти-
ватором как объекта третьего уровня управления Iro-C, 
так и подчиненного белкам этого комплекса AS-C (Gómez-
Skarmeta et al., 2003; Shilo, 2003).

Уровни регуляции могут взаимодействовать по принци-
пу не только прямой, но и обратной связи, когда элементы 
нижележащих уровней определяют состояние объектов, 
расположенных на вышележащих уровнях. В рассматри-
ваемой сети обнаружено два таких случая. Первый – это 
влияние изоформ Pnr и Ush на экспрессию wg, а второй – 
влияние Tup на экспрессию pnr и ush (рис. 5).

Наличие регуляторных контуров – одна из характе
ристик генных сетей. Как отмечено выше, в сети Neuro
genesis:Prepattern контуры выявляются не только в пре- 
делах одного уровня. По крайней мере два контура связы-
вают элементы разных уровней. Первый контур представ-
лен белками Dpp, Brk, Tup и генами brk, pnr, ush, salm/salr 
и tup (см. рис. 5, а). В рамках контура Dpp репрессирует 
ген brk и активирует гены pnr и tup, а белок Tup, в свою 

Fig. 4. EGFR signaling pathway is an activator of gene complexes 
achaete-scute и iroquois.
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очередь, усиливает экспрессию pnr. Функционирование 
контура обеспечивает достаточное содержание в клетках 
транскрипционных факторов Pnr, Ush, Tup при одно-
временном отсутствии Brk и завершает морфофункци-
ональную компартментализацию имагинального диска 
установлением района презумптивного нотума.

Во второй контур входят белки Wg, обе изоформы Pnr, 
Ush, Sgg и гены AS-C, sgg (см. рис. 5, б). В зависимости 
от преобладания в клетках той или иной изоформы Pnr 
происходит активация AS-C (при преобладании Pnrβ) или 
wg (при преобладании Pnrα). Одновременно образуются 
гетеромеры изоформ с Ush, негативно влияющие на транс-
крипцию AS-C (комплекс Pnrα/Ush) или wg (комплекс 
Pnrβ/Ush). Наработка Wg приводит к активации sgg, а 
киназа Sgg фосфорилирует Pnrβ, преобразуя его в неак-
тивную форму. Таким образом, превышение содержания 
Pnrα над содержанием Pnrβ в клетках имагинального диска 
закрывает для них нейральный путь дифференцировки, 
полностью исключая возможность активации генов AS-C. 
Этот контур функционирует в пределах презумптивного 
нотума и обеспечивает уточнение взаимного распо-
ложения пронейральных кластеров (Sato, Saigo, 2000; 
Fromental-Ramain et al., 2008, 2010; Yang et al., 2012).

Заключение
Постоянство щетиночного рисунка имаго дрозофилы до-
стигается точностью числа и локализации в имагинальных 
дисках пронейральных кластеров – районов расположе
ния будущих макрохет. Топографию кластеров определяет 
молекулярно-генетическая система, контролирующая 
процесс их закладки с самых ранних стадий развития дис-
ка путем распределения специфичных транскрипционных 
факторов, отвечающих за экспрессию генов комплекса 
achaete-scute. Функционирование этой системы может 
быть описано в терминах генной сети Neurogenesis:Prepat
tern. Фокусом ее действия является AS-C – объект с мак-
симальной связностью. 

Рассмотрение совокупности элементов сети и их взаи-
модействий позволяет сделать вывод, что в рамках пара-
дигмы «предструктура – система ответа на предструктуру» 
понятие предструктуры, видимо, должно быть расширено 

Fig. 5. Interactions between regulators at different management levels: (a) Interactions between the regulators of the first (Dpp), second (brk, pnr, ush, 
salm, and salr) and third (Tup) management levels. (b) Interactions between regulators of the first (Wg) and second (sgg, pnr, and ush) management 
levels and AS-C.

Fig. 6. Regulators of the AS-C complex.

и должно включать не только набор транскрипционных 
факторов, непосредственно контролирующих экспрессию 
AS-C как системы ответа на предструктуру по Штерну 
(белки Iro-C, Bar, Tup, Hairy, Pnr и Pnr/Ush, NF-kB/Rel, 
Ap, Pointed – белок EGFR-пути).

Сюда же следует отнести белки, определяющие или 
модифицирующие как функциональное состояние этих 
транскрипционных факторов (Sgg, Chip, Shm, SSDP), так 
и архитектонику регуляторных районов AS-C (Osa, Tou) 
(рис.  6), а также набор регуляторов экспрессии самих 
факторов предструктуры в существующем на сегодня 
понимании этого термина (Dpp, Wg, Hh, En, Brk, Salm/
Salr, белки EGFR-пути).

Neurogenesis:Prepattern, как и другие генные сети мор
фогенеза, демонстрирует каскадную регуляцию процессов 
и сопряженную с этим иерархическую организацию. 
Главный вектор действия сети ориентирован на наработ-
ку и поддержание уровня пронейральных белков ASC 
в клетках кластера, обеспечивающих формирование 
макрохет как органов периферической нервной системы 
дрозофилы. Механизм каскадной регуляции комплекса 
AS-C включает не менее трех уровней управления, каждый 
из которых содержит регуляторные контуры, детерми-
нирующие состояние активации – репрессии его генов. 
Именно от правильного функционирования комплекса 
зависит приобретение клетками потенций к нейральному 
пути развития. 
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Glaucoma is a chronic and progressive disease, which 
affects more than 60 million people worldwide. 
Primary open-angle glaucoma (POAG) is one of the 
most common forms of glaucoma. For example, 
about 2.71 million people in the USA had primary 
open-angle glaucoma in 2011. Currently POAG is a 
major cause of irreversible vision loss. In patients with 
treated open-angle glaucoma the risk of blindness 
reached to be about 27 %. It is known that the death 
of optic nerve cells can be triggered by mechanical 
stress caused by increased intraocular pressure, which 
induces neuronal apoptosis and is observed in pati
ents with POAG. Currently, there is a large number of 
scientific publications describing proteins and genes 
involved in the pathogenesis of POAG, including 
neuronal apoptosis and the cell response to mecha
nical stress. However, the molecular-genetic mecha
nisms underlying the pathophysiology of POAG are 
still poorly understood. Reconstruction of associative 
networks describing the functional interactions bet
ween these genes/proteins, including biochemical 
reactions, regulatory interactions, transport, etc., 
requires the use of methods of automated knowledge 

Глаукома – хроническое, прогрессирующее заболевание, кото
рым страдают более 60 млн человек в мире. Первичная открыто
угольная глаукома (ПОУГ) занимает одно из первых мест по рас
пространенности среди различных форм глаукомы. Например, в 
2011 г. эта форма заболевания наблюдалась более чем у 2.7 млн  
человек в США. В настоящее время ПОУГ является основной при
чиной необратимой потери зрения. У больных с открытоуголь
ной глаукомой риск слепоты достигает 27 %, даже несмотря на 
проводимое лечение. Известно, что гибель клеток зрительного 
нерва может быть спровоцирована механическим стрессом, вы
званным повышенным внутриглазным давлением, наблюдающим
ся при ПОУГ, индуцирующим нейрональный апоптоз. В настоящее 
время существует огромное количество научных публикаций, 
описывающих белки и гены, которые участвуют в патогенезе ПОУГ, 
в том числе в нейрональном апоптозе и клеточном ответе на 
механический стресс. Тем не менее молекулярно-генетические 
механизмы, лежащие в основе патофизиологии ПОУГ, до сих пор 
плохо изучены. Реконструкция ассоциативных генных сетей, опи
сывающих функциональные взаимодействия между этими генами/ 
белками, включая биохимические реакции, регуляторные взаимо
действия, события транспорта и т. д., требует использования 
методов автоматизированного извлечения знаний из текстов 
научных публикаций. В работе проанализированы ассоциативные 
сети, описывающие молекулярно-генетические взаимодействия 
между белками и генами, вовлеченными в ответ клетки на меха
нический стресс (ОКМС), нейрональный апоптоз и патогенез 
ПОУГ. Показано, что гены, ассоциированные с ПОУГ, статистически 
значимо чаще, чем ожидалось по случайным причинам, представ
лены среди генов, участвующих во взаимодействии между ОКМС 
и нейрональным апоптозом, что может быть важным фактором, 
влияющим на гибель ганглиозных ретинальных клеток при ПОУГ.

Ключевые слова: апоптоз; нейрональный апоптоз; ответ клетки на 
механический стресс; первичная открытоугольная глаукома; ПОУГ; 
ANDSystem; ассоциативные генные сети.
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extraction from texts of scientific publications. The aim 
of the work was the analysis of associative networks, 
describing the molecular-genetic interactions bet
ween proteins and genes involved in cell response 
to mechanical stress (CRMS), neuronal apoptosis and 
pathogenesis of POAG using ANDSystem, our previ
ous development for automated text analysis. It was 
shown that genes associated with POAG are statisti
cally significantly more often represented among the 
genes involved in the interactions between CRMS and 
neuronal apoptosis than it was expected by random 
reasons, which can be an explanation for the effect of 
POAG leading to the retinal ganglion cell death.

Key words: apoptosis; neuronal apoptosis; cell 
response to mechanical stress; primary open-angle 
glaucoma; POAG; ANDSystem; associative gene 
networks.

Первичная открытоугольная глаукома (ПОУГ) – одна 
из наиболее часто встречающихся форм глаукомы, 
характеризующаяся прогрессирующей гибелью 

ганглионарных клеток сетчатки. Гибель клеток зритель-
ного нерва сопровождается характерным сужением полей 
зрения с последующей необратимой потерей зрения. Ме-
ханизм гибели ганглионарных клеток до сих пор в деталях 
не изучен, однако предполагается, что ключевая роль в 
этом процессе принадлежит апоптозу (Wang et al., 2013). 
Апоптоз, или запрограммированная клеточная гибель, 
играет важную роль в различных генетико-физиологи-
ческих процессах, в том числе в процессах обновления 
клеток, развития и функционирования иммунной систе-
мы, а также эмбрионального развития (Kerr et al., 1972). 
Считается, что существуют два основных пути апоптоза: 
индуцируемый через рецепторы клеточной смерти и 
митохондриальный. Нарушения функционирования как 
митохондриального пути, так и пути индукции апоптоза 
через рецепторы, являются важным молекулярно-генети-
ческим механизмом развития многих заболеваний, таких 
как нейродегенеративные заболевания, ишемические по-
вреждения, аутоиммунные расстройства, различные виды 
рака и др. (Elmore, 2007). В большинстве случаев ПОУГ 
характеризуется повышением внутриглазного давления, 
в результате которого ганглиозные клетки сетчатки ис-
пытывают постоянный механический стресс. В настоящее 
время полагают, что ответ клетки на механический стресс 
(ОКМС), наряду с оксидативным стрессом и опосредо-
ванной гиперактивацией глутаматных рецепторов, может 
быть основным фактором, индуцирующим нейрональный 
апоптоз при глаукоме (Calandrella et al., 2007). Однако по-
вышенное внутриглазное давление хотя и является одним 
из наиболее важных факторов риска развития глаукомы, 
не всегда приводит к ней (Matsopoulos et al., 2008). Со-
временные методы лечения глаукомы направлены на 

снижение внутриглазного давления, в том числе посред-
ством оперативного или лазерного вмешательства и ле-
карственного воздействия, но, к сожалению, не позволяют 
полностью остановить патологический процесс и могут 
только замедлить потерю функции глаза (Quigley, 1999, 
2011; Almasieh et al., 2012; Jindal, 2013). Можно предпо-
ложить, что нарушение функции генов, ассоциированных 
с глаукомой, оказывает влияние на взаимодействие между 
процессами ОКМС и нейронального апоптоза.

Цель работы – анализ ассоциативных сетей, описыва-
ющих молекулярно-генетические взаимодействия между 
белками и генами, ассоциированными с ПОУГ, а также 
участвующими в процессах ОКМС и нейрональном апоп-
тозе. Выявление генов, вовлеченных в такие взаимодей-
ствия, может быть основой для разработки лекарственных 
препаратов, корректирующих молекулярно-генетические 
нарушения, вызывающие повышенный апоптоз ганглио-
нарных клеток сетчатки при ПОУГ.

Материалы и методы
Выявление генов, ассоциированных с ПОУГ (согласно 
литературным данным), а также реконструкция ассоциа-
тивных сетей, описывающих молекулярно-генетические 
взаимодействия между этими генами и белками, и гена-
ми, участвующими в процессах ОКМС и нейронального 
апоптоза, осуществлялись с использованием системы 
ANDSystem (Demenkov et al., 2012; Ivanisenko et al., 2015). 
Эта система была разработана для автоматического ана-
лиза научных публикаций с целью извлечения знаний о 
молекулярно-генетических взаимодействиях и ассоциа-
циях белков, генов, метаболитов, лекарств, микроРНК с 
заболеваниями, биологическими процессами, побочными 
эффектами лекарств и фенотипическими признаками раз-
личных организмов. ANDSystem была построена на осно-
ве широкомасштабного анализа более 25 млн аннотаций 
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научных статей, представленных в базе данных PubMed. 
Кроме того, в базу знаний интегрирована информация о 
молекулярно-генетических взаимодействиях из факто-
графических баз данных, таких как IntAct, MINT и др. 
Всего в базе знаний ANDSystem представлено более 7 млн 
фактов о молекулярно-генетических взаимодействиях и 
ассоциациях. Дополнительно для выявления генов, ас-
социированных с ПОУГ, использовалась информация из 
баз данных OMIM (http://www.omim.org/), ClinVar (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), GWAS Catalog (https://
www.ebi.ac.uk/gwas/) и SNPedia (http://www.snpedia.com/
index.php/SNPedia), полученная по запросу «Primary open 
angle glaucoma». Списки генов, вовлеченных в нейро-
нальный апоптоз (GO:0051402) и ОКМС (GO:0071260), 
взяты из базы данных Gene Ontology annotation (http://
geneontology.org/).

Для оценки статистической значимости сверхпред-
ставленности набора генов в анализируемой выборке с 
помощью гипергеометрического распределения исполь-
зовалась программа, доступная по адресу: https://www.
geneprof.org/GeneProf/tools/hypergeometric.jsp.

Анализ сверхпредставленности Gene Ontology биоло-
гических процессов, а также выявление генов, экспрес-
сирующихся в мозге, проводились веб-сервисом DAVID 
(https://david-d.ncifcrf.gov), все настройки использовались 
по умолчанию.

Результаты и обсуждение
Использование системы ANDSystem позволило выявить 
68 генов, ассоциированных с ПОУГ, согласно литератур-
ным данным. Среди этого набора для 35 генов приводи-
лись данные о наличии полиморфизмов, ассоциированных 
с ПОУГ. Остальные гены авторы статей ассоциировали с 
ПОУГ на основе изменения их функции или экспрессии 
при данном заболевании. C помощью анализа баз данных 
OMIM, ClinVar, GWAS Catalog и SNPedia дополнительно 
были выявлены 12, 2, 10 и 9 генов соответственно. Списки 
генов, вовлеченных в ОКМС и нейрональный апоптоз, 
содержали 80 и 213 генов соответственно. Оказалось, что 
среди 213 генов, участвующих в нейрональном апоптозе, 
представлены 10  генов (HIF1A, CTNNB1, FAS, GSK3B, 
FADD, HDAC4, MAP2K4, BNIP3, CASP2, HDAC7), во-
влеченные также в ОКМС. Известно, например, что экс-
прессия гена HIF1A увеличивается при механическом 
стрессе (Fu-lan et al., 2012), в свою очередь повышенная 
экспрессия гена HIF1A приводит к активации апоптоза 
(Park et al., 2014). В работе (Dorn, Kirshenbaum, 2008) 
показано, что при механическом стрессе, вызванном 
сдавливанием, активируется транскрипция гена BNIP3. 
Кроме того, известно, что подавление активности BNIP3 
оказывает протективное действие по отношению к апоп-
тозу предшественников нервных клеток (Wang et al., 2013). 
Анализ сверхпредставленности показал, что эти 10 генов 
статистически значимо сверхпредставлены среди генов, 
участвующих в нейрональном апоптозе (p-value < 10–7).

Механический стресс может оказывать также влияние 
на функцию генов апоптоза путем прямых межмолекуляр-
ных взаимодействий. С помощью системы ANDSystem 
было реконструировано 506 взаимодействий между белка-
ми, вовлеченными в ответ клетки на механический стресс, 

и белками, участвующими в нейрональном апоптозе. Рас-
сматривались такие типы взаимодействий, как регуляция 
активности, регуляция деградации, регуляция экспрессии, 
белок-белок взаимодействия и регуляция транспорта. 
Наибольшее число связей (410) наблюдалось для белок-
белок взаимодействий. Интересно, что число взаимодей-
ствий типа «expression upregulation» примерно в четыре 
раза превышало число взаимодействий типа «expression 
downregulation» и составило 15 и 4 связи соответственно. 
В качестве примера положительной регуляции экспрессии 
можно привести белок GSK3b и ген Bim. Известно, что 
подавление активности белка GSK3b, наблюдающееся при 
ОКМС (Badorff et al., 2002), активирует экспрессию гена 
Bim (McCubrey et al., 2014), вовлеченного в активацию 
нейронального апоптоза (Zhao et al., 2016). Кроме того, 
оказалось, что белки, вовлеченные в ОКМС, способны 
регулировать деградацию белков нейронального апоптоза 
по типу связи «degradation downregulation». Например, 
белок JNK1, который активируется под влиянием механи-
ческого стресса (Zhou et al., 2007), способен увеличивать 
стабильность белка P73 (Ozaki et al., 2010), являющегося 
в нейронах проапоптотическим белком (Klein et al., 2011). 
Из выявленных взаимодействий видно, что регуляция 
белков и генов нейронального апоптоза со стороны ответа 
клетки на механический стресс может быть направлена на 
активацию процесса апоптоза посредством положитель-
ной регуляции экспрессии генов и стабильности белков, 
вовлеченных в нейрональный апоптоз, что согласуется с 
известными данными (Calandrella et al., 2007; Slemmer et 
al., 2008; Uchida et al., 2008). Также следует отметить, что 
из 213 генов/белков, участвующих в нейрональном апоп-
тозе, 118 были вовлечены во взаимодействие с белками 
ОКМС, что существенно превышало значение  данной 
величины, ожидаемое по случайным причинам. Согласно 
гипергеометрическому распределению, перепредставлен-
ность участников взаимодействий с белками ОКМС среди 
генов/белков нейронального апоптоза имела статистиче-
скую значимость (p-value < 10–40).

Хорошо известно, что на функцию белка или гена, 
являющихся представителями какой-либо генной сети, 
существенное влияние могут оказывать другие участники 
генной сети посредством прямых взаимодействий, а также 
путем передачи сигнала по цепочкам вершин сети, имею-
щих между собой соответствующие связи. В настоящей 
работе с помощью инструмента Pathway Wizard системы 
ANDSystem были реконструированы все возможные це
почки длиной 3  вершины, описывающие опосредован- 
ные связи между белками ОКМС и белками/генами ней
ронального апоптоза. Pathway Wizard позволяет прово-
дить поиск цепочек в глобальной ассоциативной сети 
ANDSystem по заданному шаблону. Для поиска регуля-
торных цепочек, связывающих ОКМС и нейрональный 
апоптоз, шаблон задавался следующим образом: 1) пер-
вым участником цепочки может быть только белок или ген 
ОКМС; 2) вторым участником может быть любой белок 
или ген; 3) третьим участником может быть только белок 
или ген, вовлеченный в нейрональный апоптоз; 4)  тип 
связей между первым и вторым, а также между вторым и 
третьим участниками цепочки может быть любой из чис-
ла: регуляция активности, регуляция деградации, регуля-

https://david-d.ncifcrf.gov/
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Взаимодействия между механическим стрессом, 
нейрональным апоптозом и ПОУГ

ция экспрессии, белок-белок взаимодействия и регуляция 
транспорта; 5) направление связи должно быть от перво-
го участника ко второму, а также от второго к третьему 
(для связей белок-белок взаимодействий направление не 
рассматривалось). Всего получено более 5 000 цепочек, 
связывающих, согласно заданным требованиям, 79 генов/
белков, вовлеченных в ОКМС, и 188 генов/белков, уча-
ствующих в нейрональном апоптозе. Число генов/белков – 
посредников таких взаимодействий – составило 2 064.

В найденных цепочках взаимодействий наибольшее 
число связей (9 457) было представлено белок-белок взаи- 
модействиями. Отметим, что число связей типа «activity  
upregulation» превышало число связей «activity down-
regulation» и составило 244 и 213 соответственно. Число 
связей «degradation downregulation» примерно в два раза 
превышало число связей «degradation upregulation» – 
101 и 45 соответственно. Число связей типа «expression 
upregulation» превышало число связей типа «expression 
downregulation» и составило 144 и 106  связей соответ
ственно. Этот результат говорит в пользу того, что меха-
нический стресс может оказывать активирующее влияние 
на функцию генов апоптоза даже путем непрямых межмо-
лекулярных взаимодействий через ген/белок-посредник.  
По данным аннотации системой DAVID, среди 2 064 генов/
белков-посредников были выявлены 1 939 генов/ белков, 
которые экспрессируются в тканях мозга. Эти гены/белки 
вовлечены в 277  сверхпредставленных Gene Ontology 
биологических процессов, в том числе во врожденный 
иммунный ответ (GO:0045087), трансдукцию сигнала, 
опосредованную малой ГТФазой (GO:0007264), регуля-
цию процесса апоптоза (GO:0042981) и др.

Следующим шагом нашего анализа было исследование 
возможного влияния генов, ассоциированных с ПОУГ, на 
взаимодействия между ОКМС и нейрональным апопто-
зом. Мы предполагали, что если среди генов, обеспечи-
вающих такое взаимодействие, согласно реконструкции 
ассоциативных сетей, будут статистически значимо пе
репредставлены гены, ассоциированные с ПОУГ, то на-
рушение регуляции нейронального апоптоза со стороны 
ОКМС, вызванное нарушениями функции или экспрессии 
этих генов, может быть одним из важных молекулярных 
механизмов патогенеза ПОУГ. 

Всего нами выявлено 96 генов, вовлеченных в патогенез 
ПОУГ, в том числе 68 генов, ассоциированных с ПОУГ 
согласно данным ANDSystem, а также 37 генов, инфор-
мация об ассоциации которых с ПОУГ была извлечена из 
баз данных. Среди них для 63 генов имелась информация 
о полиморфизмах, а для 33 генов указывалось изменение 
их экспрессии при ПОУГ. Выяснилось, что среди 80 генов, 
вовлеченных в ОКМС, были представлены 3 гена (IL1B, 
TLR4 и CAV1), ассоциированных с ПОУГ. Несмотря на 
то что это число относительно небольшое, гены, ассо-
циированные с ПОУГ, согласно гипергеометрическому 
распределению были статистически значимо перепред-
ставлены (p-value < 0,008). Известно, например, что при 
ПОУГ, вызванной мутациями в гене MYOC, наблюдается 
значительное повышение экспрессии гена IL1B (Itakura 
et al., 2015). Также показано, что механический стресс 
сопровождается повышенной экспрессией гена IL1B 
(Glossop, Cartmell, 2009). Для гена TLR4 показано, что 

его экспрессия активируется при механическом стрессе 
(Gawri et al., 2014). Интересно отметить, что генотип (А/А) 
полиморфизма rs4986790 в этом гене может иметь про-
тективный эффект против ПОУГ (Abu-Amero et al., 2016), 
а ряд других полиморфизмов (rs10759930, rs1927914, 
rs1927911, rs2149356), возможно, имеет значение для 
патогенеза ПОУГ (Takano et al., 2012). В работе (Sun et 
al., 2003) сообщается о транслокации кавеолина-1 (про-
дукта гена CAV1) на клеточной поверхности при ответе на 
механический стресс, а также о повышении концентрации 
кавеолина-1 внутри клетки. Также для гена CAV1 извест-
ны мутации (rs4236601 и rs3801994), ассоциированные с 
ПОУГ (Rong et al., 2016). По-видимому, нарушения струк-
туры кавеолина-1, вызванные мутациями, препятствуют 
адекватному ответу клетки на механический стресс, что 
может иметь значение для патогенеза ПОУГ.

В свою очередь анализ взаимоотношения между ПОУГ 
и нейрональным апоптозом показал статистически значи-
мое пересечение между списками генов, вовлеченных в 
нейрональный апоптоз, и генов, ассоциированных с ПОУГ. 
Среди 213 генов, участвующих в нейрональном апоптозе, 
было представлено 9 ассоциированных с ПОУГ генов, в 
том числе TP53, APOE, BDNF, ESR2, SOD2, TGFB2, NRP1, 
SIX1 и NTF4. Данное число генов превышало ожидаемое 
по случайным причинам, а статистическая значимость их 
перепредставленности составила p-value < 10–7. Для 6 из 
этих 9 генов (TP53, APOE, BDNF, ESR2, SOD2, TGFB2) 
были найдены прямые межмолекулярные взаимодействия 
с генами/белками, вовлеченными в ОКМС. То есть боль-
шинство ассоциированных с ПОУГ генов, участвующих 
в нейрональном апоптозе, оказались генами, составля-
ющими потенциальный интерфейс для взаимодействия 
между ОКМС и нейрональным апоптозом. Примером 
такого взаимодействия является увеличение активности 
белка SOD2, участвующего в нейрональном апоптозе и 
ассоциированного с ПОУГ, под действием белка IL1B, 
вовлеченного в ОКМС. Известно, что у мышей с нокаутом 
гена SOD2 наблюдается индукция нейронального апоп-
тоза (Maity-Kumar et al., 2015), а повышение экспрессии 
гена SOD2 приводит к снижению нейронального апоптоза 
(Jung et al., 2010). В работе (Borg et al., 1992) говорится об 
увеличении активности SOD2 под влиянием IL1B. Кроме 
того, при механическом стрессе наблюдается значитель-
ное повышение экспрессии гена IL1B (Glossop, Cartmell, 
2009). Взаимосвязь между IL1B и SOD2 может отражать 
потенциальный механизм адаптации клеток сетчатки к 
механическому стрессу. В то же время известно, что у 
пациентов с ПОУГ наблюдаются мутации в гене SOD2 
(Lascaratos et al., 2012; Zhou et al., 2015). По-видимому, 
такие мутации могут нарушать механизмы адаптации 
клеток сетчатки к механическому стрессу и приводить к 
повышенному нейрональному апоптозу, наблюдаемому 
при ПОУГ.

Дальнейший анализ генов-посредников, обеспечива-
ющих потенциальные взаимодействия между ОКМС и 
нейрональным апоптозом через молекулярно-генетиче-
ские цепочки, включающие трех участников, тоже показал 
статистически значимую перепредставленность среди 
них генов, ассоциированных с ПОУГ. Так, оказалось, что 
среди 1 939  генов/белков-посредников, экспрессирую-
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щихся в тканях мозга, 25 генов/белков были ассоцииро-
ваны с ПОУГ, что превышало ожидаемое по случайным 
причинам количество (p-value < 10–5). На рисунке  (а) 
показана ассоциативная сеть, включающая все цепочки, 
проходящие через данные 25 генов/белков-посредников. 
В качестве примера отдельно взятой цепочки приведена 
сеть взаимодействий фактора роста гепатоцитов (HGF), 
выступающего в роли посредника (см. рисунок, б ).

Известно, что интерлейкин-1β (IL1B), который во-
влечен в ОКМС, активирует секрецию белка HGF, ассо-
циированного с ПОУГ (Baroni et al., 1998; Paduch et al., 
2010). Другой белок, индуцируемый гипоксией фактор-
1α (HIF1A) и также участвующий в ОКМС, способен 
повышать стабильность HGF (Chu et al., 2009). В свою 
очередь HGF оказался связанным с двумя белками и тремя 
генами, ассоциированными с нейрональным апоптозом 
(см. рисунок, б ). Согласно данным работ (Au et al., 2009; 
Lu et al., 2015), HGF активирует экспрессию генов, ко-
дирующих рецептор 2 типа нейротрофической тирозин
киназы (NTRK2) и  белок Mcl1. Экспрессия другого гена 
стероидогенного острого регуляторного белка (STAR), 
вовлеченного в нейрональный апоптоз, отрицательно 
регулируется HGF (Taniguchi et al., 2004). HGF также за-
действован в регуляции активности белка G6PD (Shao et 

al., 1996) и транслокации белка Bax (Nakagami et al., 2002), 
участвующих в нейрональном апоптозе.

Согласно анализу перепредставленности Gene Ontology 
биологических процессов, 25 генов/белков-посредников 
статистически значимо были вовлечены в 12 процессов 
(см. таблицу). 

Среди этих процессов можно выделить такие, как 
организация внеклеточного матрикса (GO:0030198 и 
GO:0022617), регуляция продукции интерлейкина-8 
(GO:0032757), Eph-рецепторный сигнальный путь 
(GO:0048013) и регуляция апоптоза (GO:0043066 и 
GO:2001240). Например, в процессе отрицательной ре-
гуляции пути апоптоза, индуцируемого через рецепторы 
клеточной смерти, в отсутствие лиганда (GO:2001240) 
участвовали три гена (TNF, HSPA1A, HSPA1B), а в про-
цессе Eph-рецепторного сигнального пути (GO:0048013), 
который играет важную роль в аксональном наведе-
нии (Egea, Klein, 2007), долговременной потенциации 
(Kullander, Klein, 2002) и канцерогенезе (Genander, Frisén, 
2010), – четыре гена (MMP9, MMP2, VAV2, VAV3).

Заключение
Анализ ассоциативных сетей, описывающих молекуляр-
но-генетические взаимодействия между белками и гена-

Genes/proteins 
involved  
in CRMS

IL1B

HIF1A

HGF

G6PD

BAX

NTRK2

STAR

MCL1

a

b

Genes/proteins 
involved in 
neuronal 
apoptosis

25 genes/intermediate proteins 
associated with POAG

The associative network describing putative interactions between neuronal apoptosis and CRMS through molecular genetic chains, reconstructed 
using Pathway Wizard of ANDSystem. 
(a) The total network including 25 genes/intermediate proteins associated with POAG. (b) An example of chains passing through the hepatocyte growth factor 
(HGF), which acts as an intermediary associated with POAG.
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ми, вовлеченными в ответ клетки на механический стресс 
(GO:0071260) и нейрональный апоптоз (GO:0051402), 
показал, что эти процессы тесно связаны между собой, 
а их участники имеют статистически значимое пере-
сечение с генами, ассоциированными с ПОУГ. При этом 
было обнаружено, что гены, ассоциированные с ПОУГ, 
представлены в большем количестве, чем ожидалось по 
случайным причинам, среди генов, участвующих в пря-
мых и непрямых взаимодействиях ОКМС/нейрональный 
апоптоз. Среди генов, ассоциированных с ПОУГ, составля-
ющих потенциальный интерфейс для прямых взаимодей-
ствий ОКМС/нейрональный апоптоз, были выявлены гены 
TP53, APOE, BDNF, ESR2, SOD2, TGFB2. В непрямых 
взаимодействиях ОКМС/нейрональный апоптоз могут 
участвовать 25 генов-посредников, включая TNF, MMP2, 
MMP9, HGF, MYOC, VAV2, VAV3 и др. 

Таким образом, можно предположить, что нарушения 
во взаимодействиях между ОКМС и нейрональным апоп-
тозом, вызванные нарушенной функцией генов, ассоции-
рованных с ПОУГ, играют важную роль в патогенезе за-
болевания. Результаты анализа могут быть использованы 
для поиска новых лекарственных мишеней для терапии 
первичной открытоугольной глаукомы. 
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Studies of the last decade reveal a new sight on the 
possible link between aging processes and circadian 
rhythm. New data on the role of the NAD+-dependent 
histone deacetylase SIRT1 in the integration of regula
tion pathways for circadian rhythms and metabolism 
as well as data on a new function of the NAD+ as the 
”metabolic oscillator” open a promising direction in 
this area. In the paper we suggested a modification 
and extension of the most detailed model for the 
circadian oscillator developed by Kim and Forger 
(2012). We included the additional feedback of the 
oscillator which concerns genes/proteins NAMPT, 
SIRT1, and also NAM, NAD+. The regulation of trans
cription for gene NAMPT by transcription factor 
CLOCK/BMAL1 determine the appropriate rhythm 
of mRNA and protein NAMPT expression. Since an 
enzyme product of this gene is a key in the pathway 
of biosynthesis and recycling of NAD+, therefore 
the circadian rhythm is also characteristic for the 
fluctuations in the level of this coenzyme and in the 
activity of NAD+-dependent histone deacetylase 
SIRT1. The deacetylation of circadian oscillator compo
nents by this enzyme closes the feedback mediated 
through this pathway. In particular, the effects of SIRT1 
in circadian oscillator are the gain of degradation of 
protein Per2, increasing of the gene Bmal1 transcrip
tion, deacetylation of chromatin in regulatory regions 
of circadian oscillator genes in the E-boxes area with 
subsequent suppression of transcription. We took into 
account all of these processes in our extended model 
of the circadian oscillator. Based on the experimental 

Исследования последнего десятилетия позволяют по-новому 
посмотреть на возможную связь между процессами старения и 
циркадным ритмом. Одно из перспективных направлений в этой 
области появилось в связи с новыми данными относительно 
участия NAD+-зависимой деацетилазы гистонов SIRT1 в интегра
ции путей регуляции циркадного ритма и метаболизма и новой 
функции NAD+ как «метаболического осциллятора». Представлена 
модифицированная и расширенная нами наиболее детальная 
модель циркадного осциллятора, разработанная в 2012 г. J.K. Kim  
и D.B. Forger. В нее включена дополнительная обратная связь 
осциллятора с участием генов/белков NAMPT, SIRT1, а также NAM, 
NAD+. Участие транскрипционного фактора CLOCK/BMAL1 в регу
ляции транскрипции гена NAMPT определяет соответствующую 
ритмичность экспрессии мРНК и белка NAMPT. Поскольку фер
мент, продукт этого гена, является ключевым в пути биосинтеза 
и рециклирования NAD+, циркадный ритм характерен и для 
колебания уровня этого кофермента и активности NAD+-зависи
мой деацетилазы гистонов SIRT1. Деацетилирование этим фер- 
ментом компонент циркадного осциллятора замыкает обратную 
связь, опосредуемую этим путем. В частности, среди эффектов 
SIRT1 в циркадном осцилляторе можно выделить усиление дегра
дации белка Per2, усиление транскрипции гена Bmal1, деацетили- 
рование хроматина регуляторных областей генов циркадного 
осциллятора в области E-боксов с последующим подавлением 
транскрипции. Все эти процессы представлены в предложенной 
нами расширенной модели циркадного осциллятора. На основе 
экспериментальных данных об изменениях активности SIRT1 и 
уровня NAD+ с возрастом предпринята попытка исследовать 
влияние этих возрастных изменений на функционирование цир
кадного осциллятора. Данные моделирования свидетельствуют о 
снижении уровня экспрессии ряда генов циркадного осциллятора, 
в частности Bmal1 и Per2, в старших возрастных группах. Отмеча- 
ется также увеличение периода циркадных осцилляций. Полу
ченные результаты свидетельствуют, что снижение активности 
SIRT1, связанное с возрастным нарушением метаболизма NAD+, 
может быть одной из причин нарушений функционирования 
циркадного осциллятора в супрахиазматических ядрах. Такие 
нарушения могут повлечь за собой и нарушения циркадных 
ритмов организма в целом.

Ключевые слова: циркадный ритм; математическое 
моделирование; SIRT1; NAD+; старение.
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data on the aging changes in the activity of SIRT1 and 
the level of NAD+, we attempted to study the effect of 
these age-related changes on the functioning of the 
circadian oscillator. Simulation data showed a decrease 
in expression level of several genes of the circadian 
oscillator, in particular, Bmal1 and Per2, in the older 
age groups. In addition, our extended model predicted 
an increase in the period of oscillations. The results 
indicate that decrease in SIRT1 activity deal with age-
related NAD+ metabolic disorder may be one of the 
reasons for the circadian oscillator dysfunctions in the 
suprachiasmatic nuclei. Such disorders may result in 
a breaking of the circadian rhythms in the body as a 
whole.

Key words: circadian oscillator; mathematical model
ing; SIRT1; NAD+; aging.

Исследования последнего десятилетия позволяют 
по-новому посмотреть на возможную связь между 
процессами старения и циркадным ритмом. Одно из 

перспективных направлений в этой области появилось в 
связи с новыми данными относительно участия NAD+- за-
висимой деацетилазы гистонов SIRT1 в интеграции путей 
регуляции циркадного ритма и метаболизма и новой 
функции NAD+ как «метаболического осциллятора» (Imai, 
2010). Практически все биологические процессы в орга-
низме модулируются внутренними циркадными часами, 
которые оптимизируют физиологические и поведенческие 
характеристики в соответствии с изменяющимися требо-
ваниями внешней среды (Reppert, Weaver, 2002; Albrecht, 
Eichele, 2003; Ko, Takahashi, 2006).

Главный водитель циркадного ритма локализован в 
супрахиазматических ядрах (СХЯ) гипоталамуса. Он 
синхронизирует циркадные часы периферических тканей 
и органов. Центральные и периферические клеточные 
циркадные осцилляторы имеют схожую молекулярно-ге-
нетическую структуру. В основе ее лежит группа высоко
консервативных генов (Clock, Bmal1, Per1/2/3, Cry1/2,  
Rev-erbα, RORα), которая образует ядро циркадного 
осциллятора (ЦО) (Shearman et al., 2000). Часовой ме-
ханизм функционирует за счет транскрипционно-транс-
ляционных обратных связей между генами/белками ядра 
ЦО, формирующих осцилляции с периодом близким к 
24 часам (Reppert, Weaver, 2002; Albrecht, Eichele, 2003; 
Ko, Takahashi, 2006). В основе ЦО лежат две базовые от-
рицательные обратные связи. Во-первых, гетеродимерный 
транскрипционный фактор CLOCK/BMAL1, связываясь с 
регуляторными районами генов Per1/2/3 и Cry1/2, активи-
рует их транскрипцию. Белки PER и CRY при достижении 
критической концентрации образуют гетеродимер и, свя-
зываясь с транскрипционным фактором CLOCK/BMAL1, 
подавляют его активность, а значит, и транскрипцию 
собственных генов. Вторая обратная связь направлена 
на регуляцию транскрипции гена Bmal1 и вовлекает 

транскрипционные факторы REV-ERBα and RORα. Ген 
Rev-erbα, так же как и гены Per и Cry, активируется транс-
крипционным фактором CLOCK/BMAL1. Продукт этого 
гена – транскрипционный фактор REV-ERBα – подавляет 
транскрипцию гена Bmal1, функционально конкурируя с 
активатором транскрипции RORα за RRE элемент в про-
моторе гена Bmal1. Это влечет за собой снижение уровня 
белка BMAL1, а значит, и транскрипционного фактора 
CLOCK/BMAL1. Таким образом, транскрипционный 
фактор REV-ERBα, подавляя транскрипцию гена Bmal1, 
подавляет транскрипцию и собственного гена.

Ядро ЦО, и в первую очередь транскрипционный фак-
тор CLOCK/BMAL1, контролирует множество генов вне 
осциллятора, обеспечивая регуляцию широкого спектра 
процессов и функций организма в циркадной манере. 
Некоторые из этих генов образуют дополнительные об-
ратные связи с генами ЦО. Такие связи обеспечивают 
устойчивость функционирования осциллятора и его 
связь с другими молекулярно-генетическими системами 
и путями организма.

Одна из дополнительных обратных связей формируется 
с участием NAD+-зависимой деацетилазы гистонов SIRT1 
(Asher et al., 2008; Nakahata et al., 2009; Chang, Guarente, 
2013; Wang et al., 2016). Ген Sirt1 экспрессируется повсе-
местно. Белок SIRT1 локализуется преимущественно в 
ядре, хотя субклеточная его локализация может изменять-
ся во время развития организма и в ответ на определенные 
физиологические и патологические стимулы (Tanno et 
al., 2007). Субстратами SIRT1 являются разнообразные 
структурные, каталитически активные и регуляторные 
белки, в том числе транскрипционные факторы семейства 
FOXO, LXR, HIF-1α, NF-kβ, P53, BMAL1, корегуляторы 
транскрипции p300, PPARγ коактиватор-1α (PGC-1α), Per2 
и др. (Vaziri et al., 2001; Yeung et al., 2004; Bouras et al., 
2005; Nemoto et al., 2005; Asher et al., 2008; Nakahata et al., 
2009; Lim et al., 2010; Defour et al., 2012; Martínez-Redondo, 
Vaquero, 2013; Kim et al., 2015). Деацетилирование соот-
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ветствующих белков влияет на их активность, стабиль-
ность и другие свойства (Haigis, Sinclair, 2010). Таким 
образом, SIRT1 оказывается вовлеченным в регуляцию 
широкого спектра процессов в клетке и организме. Его 
эффекты могут быть связаны с выживанием и дифферен-
цировкой клеток, развитием организма и продолжитель-
ностью жизни, метаболизмом, воспалением, развитием 
нейродегенеративных заболеваний и рака (Cho et al., 
2015; Masri, 2015). В целом подчеркивается, что актив-
ность SIRT1 критична для поддержания здоровья (Chang, 
Guarente, 2013; Imai, Guarente, 2014). Мишенями SIRT1 
в ядре ЦО могут быть ген и белок BMAL1, белок PER2, 
а также хроматин в области сайтов связывания CLOCK/
BMAL1 (Asher et al., 2008; Nakahata et al., 2009; Chang, 
Guarente, 2013; Wang et al., 2016). Ферментативная актив-
ность SIRT1 зависит от уровня NAD+, который в данном 
случае выступает в роли косубстрата для этой деацетилазы 
(Revollo et аl., 2004; Yoshino et al., 2011; Stein, Imai, 2014). 
Лимитирующим звеном биосинтеза и рециклирования 
NAD+ является фермент NAMPT. Экспрессия гена Nampt 
регулируется транскрипционным фактором CLOCK/
BMAL1 и проявляет циркадные осцилляции на уровне 
мРНК и белка (Revollo et al., 2004; Nakahata et al., 2009; 
Ramsey et al., 2009; Yoshino et al., 2011; Stein, Imai, 2014; 
Nikiforov et al., 2015). В соответствии с этим уровень 
NAD+, а значит и активность SIRT1, также изменяется с 
24-часовым периодом.

Параметры циркадного ритма и экспрессия ряда генов 
циркадных часов как в СХЯ, так и в периферических тка-
нях претерпевают существенные изменения с возрастом 
(Kolker et al., 2003; Wyse, Coogan, 2010; Chang, Guarente, 
2013; Bonaconsa et al., 2014; Baburski et al., 2016; Banks 
et al., 2016). Известно также, что с возрастом снижается 
ферментативная активность SIRT1 (Herranz et al., 2010; 
Masri, 2015; Poulose, Raju, 2015).

Цель нашего исследования – моделирование возраст-
ных изменений функционирования циркадных часов, 
обусловленных влиянием системы NAMPT/NAD+/SIRT1,  
которая регулируется циркадными часами и воздействует 
на них, модифицируя компоненты циркадного осцил
лятора. 

Предпосылки
Нами модифицирована и развита детальная модель ЦО, 
разработанная J.K. Kim и D.B. Forger (Kim, Forger, 2012). 
Эта модель отличается тем, что включает подробное 
описание компонентов молекулярно-генетического ЦО и 
регуляторные связи между ними, обеспечивающие функ-
ционирование осциллятора. Кроме того, она содержит все 
компоненты, необходимые для объединения модели ЦО и 
подсистемы регуляции активности SIRT1, включающей 
NAD+, NAM, ген Nampt, а также белки NAMPT и SIRT1. 
При моделировании мы использовали следующие поло-
жения, полученные из литературы.
1. Ген Nampt кодирует фермент NAMPT. Промоторная об-

ласть гена Nampt содержит три высококонсервативных 
у млекопитающих E-бокса (E-box), связывающих транс-
крипционный фактор CLOCK/BMAL1 (Nakahata et al., 
2009). Данный транскрипционный фактор, являющийся 
главным активатором транскрипции ЦО, обеспечива-

ет ритмический характер экспрессии этого гена. Как 
мРНК, так и белок NAMPT демонстрируют циркадные 
осцилляции (Nakahata et al., 2009; Ramsey et al., 2009).

2. Фермент NAMPT служит лимитирующим звеном ре
циклирования и биосинтеза NAD+ в клетке. Цикли-
ческие изменения уровня NAD+ в клетке являются 
отражением циркадного характера экспрессии гена и 
белка NAMPT (Revollo et al., 2004; Nakahata et al., 2009; 
Ramsey et al., 2009; Nikiforov et al., 2015). 

3. NAD+ является косубстратом деацетилазы гистонов 
SIRT1. Активность SIRT1 определяется уровнем NAD+,  
и поскольку уровень NAD+ меняется в циркадной 
манере, такой же характер носит и изменение актив-
ности SIRT1 (Revollo et al., 2004; Nakahata et al., 2009; 
Nikiforov et al., 2015) (рис. 1). Продукт реакции деаце-
тилирования белков с участием SIRT1 и NAD+, нико-
тинамид (NAM) поступает в систему рециклирования 
и вновь превращается в NAD+ с участием фермента 
NAMPT. NAM подавляет активность SIRT1. Тем самым 
SIRT1 контролирует колебательный синтез собствен-
ного косубстрата.

4. Деацетилирование PER2 снижает его стабильность 
(Asher et al., 2008) (рис. 2). Гетеродимер CLOCK/BMAL1  
активирует транскрипцию генов Per, Cry. Как только 
уровень белков PER и CRY доходит до некоего критиче-
ского значения, они формируют комплекс с транскрип-
ционным фактором CLOCK/BMAL1 и репрессируют 
его активность, тем самым подавляя транскрипцию 
собственных генов. SIRT1 деацетилирует PER2 в ком-
плексе CLOCK/BMAL1:PER2/CRY. Деацетилирован-
ный PER2 подвергается деградации (Asher et al., 2008). 
Это снижает репрессирующее действие комплекса PER/
CRY на CLOCK/BMAL1.

5. SIRT1 деацетилирует коактиватор транскрипции 
PGC1α, тем самым повышая его активность (Nemoto 
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Fig. 1. Schematic representation of the circadian regulation of the NAD+ 
level and SIRT1 activity in mammals.
The Nampt gene is directly controlled by the circadian oscillator. Its mRNA 
and protein levels exhibit circadian oscillations. NAMPT is a key enzyme in 
NAD+ biosynthesis and recycling; therefore, the level of NAD+, and hence  
the SIRT1 activity vary in a rhythmic manner.
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Математическая модель циркадного осциллятора: 
взаимодействие с системой NAD+/SIRT1
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Fig. 2. Schematic representation of the effect of SIRT1 on PER2 deacety-
lation and degradation. 
The PER2/CRY heterodimer (gray bars) binds to CLOCK/BMAL1 transcription 
factor (open ovals), suppressing its activity. The complex contains acetylated 
PER2. SIRT1 deacetylates PER2, and the latter is degraded. 
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гена Bmal1 описано линейной зависимостью скорости 
трансляции гена Bmal1 от концентрации NAD+ с ба-
зовым уровнем транскрипции, который соответствует 
ситуации нокаута гена (мутации Sirt1–/–). 

3. Путь влияния SIRT1 на скорость освобождения комп
лекса CLOCK/BMAL1 от E-боксов. В данном случае 
моделируется эффект SIRT1, проявляющийся в деаце-
тилировании гистонов в области E-боксов, связываю-
щих CLOCK/BMAL1. Для описания этого механизма 
в модель введена явная зависимость от уровня NAD+ 
нормализованной скорости освобождения комплекса 
CLOCK/BMAL1 от генов E-бокс Per1/2, Cry1, гена 
Cry2, гена Rev-erbα (константы unbin, unbinc, unbinr 
соответственно (Kim, Forger, 2012)).

4. Подсистема, включающая NAMPT/NAD+/SIRT1 путь. 
Этот путь представляет обратную связь, которая через 
регуляцию транскрипции гена Nampt транскрипцион-
ным фактором CLOCK/BMAL1 приводит к ритмиче-
скому накоплению NAD+ – косубстрата деацетилазы 
SIRT1 (см. рис. 1). Механизм регуляции транскрипции 
гена Nampt определяется наличием трех E-боксов в 
промоторе этого гена и описан в нашей модели ана-
логично регуляции генов Per1, Per2 и Cry1 в модели 
(Kim, Forger, 2012).
Таким образом, мы включили в модель пути, обеспечи-

вающие циркадную регуляцию активности деацетилазы 
SIRT1, и пути, обеспечивающие эффекты этого фермента 
в системе ЦО. 

Оценка значений вновь добавляемых параметров вы-
полнялась в два этапа. На первом этапе мы нашли зна-
чения параметров, которые обеспечивают соответствие 
динамики концентраций мРНК основных генов ЦО в 
ядре клетки экспериментальным данным, используемым 
при идентификации модели (Kim, Forger, 2012), а также 
уровни и фазы осцилляций мРНК и белка NAMPT, NAD+ 
и NAM, описанных в базе данных CircaDB (http://circadb.
hogeneschlab.org/query), а также в работах (Nakahata et al., 
2009; Ramsey et al., 2009).

На рис. 4 представлены кривые относительного уров-
ня мРНК генов Per2 и Bmal1, рассчитанные с помощью 
нашей расширенной модели ЦО, и значения уровней 

et al., 2005; Rodgers et al., 2005; Gurd, 2011). PGC1α 
является коактиватором транскрипционного фактора 
RORα, участвующего в регуляции транскрипции гена 
Bmal1 (Akashi, Takumi, 2005; Liu et al., 2007). Таким 
образом, SIRT1 участвует в регуляции транскрипции 
этого гена (Chang, Guarente, 2013) (рис. 3).

6. Деацетилаза SIRT1 привлекается комплексом CLOCK/
BMAL1 к E-боксам регуляторных областей циркадных 
генов и модулирует ацетилированиe гистонов, тем са
мым способствуя ритмическому ремоделированию 
хроматина и, соответственно, ритмической регуляции 
транскрипции генов (Nakahata et al., 2008).

7. Уровень NAD+ снижается с возрастом (Revollo et al., 
2004; Ramsey et al., 2009; Yoshino et al., 2011; Stein, Imai, 
2014; Wang et al., 2016).

8. Активность SIRT1 снижается с возрастом (Revollo et al., 
2004; Yoshino et al., 2011; Chang, Guarente, 2013; Stein, 
Imai, 2014; Wang et al., 2016). 

Методы
Модификация и расширение математической модели 
циркадного осциллятора SCN мыши, созданной J.K. Kim 
и D.B. Forger (Kim, Forger, 2012), выполнена путем до-
бавления в нее следующих подсистем.
1. Путь усиления деградации PER2 после его деацетили-

рования ферментом SIRT1. Поскольку для подавления 
активности транскрипционного фактора CLOCK/
BMAL1 критичен уровень белка PER2, это действие 
SIRT1 может быть весьма эффективным регулятором 
циркадных часов (см. рис.  2). Активность фермента 
SIRT1 определяется концентрацией NAD+. Поэтому 
данный путь представлен в модели в виде линейной 
зависимости скорости деградации PER2 в ядре от кон-
центрации NAD+. 

2. Путь влияния SIRT1 на транскрипцию гена Bmal1 
через активацию корегулятора транскрипции PGC1α 
посредством его деацетилирования. Мишенью PGC1α в 
системе ЦО, согласно гипотезе (Chang, Guarente, 2013), 
является транскрипционный фактор RORα, активиру-
ющий транскрипцию гена Bmal1 (см. рис. 3). В нашей 
модели влияние активности SIRT1 на транскрипцию 
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экспрессии, полученные в экспериментальных исследова-
ниях (Kim, Forger, 2012). Как видно из рис. 4, изменения, 
внесенные нами в модель, не нарушили ее адекватности, 
и кривые осцилляций основных компонент модели соот-
ветствуют экспериментальным данным.

На следующем этапе была выполнена подгонка значе-
ний параметров модели с использованием эксперимен-
тальных данных, полученных в синхронизированной 
культуре нативных нейрональных клеток мыши N2a и 
при деплеции SIRT1 (Chang, Guarente, 2013), а также экс-
периментальных данных по изменению уровня NAD+ у 
мышей с возрастом (Wang et al., 2016).

Моделирование выполнялось в среде Matlab с исполь-
зованием решателя ОДУ – ode15s. 

Результаты и обсуждение
Математическая модель ЦО млекопитающих, представ-
ленная в работе (Kim, Forger, 2012), была модифицирована 
и расширена нами путем добавления в нее следующих 
подсистем:
•  Подсистема, включающая NAMPT/NAD+/SIRT1 путь 

(см. рис. 1). 
•  Путь усиления деградации PER2 после его деацетили-

рования ферментом SIRT1 (см. рис. 2). 
•  Путь влияния SIRT1 на транскрипцию гена Bmal1 (см. 

рис. 3). 
•  Путь влияния SIRT1 на ингибирование через деацетили-

рование гистонов функции CLOCK/BMAL1, связанного 
с E-боксом. 
Таким образом, в модель были включены пути, обеспе-

чивающие циркадную регуляцию активности деацетилазы 
SIRT1, и пути, обеспечивающие эффекты этого фермента в 
системе ЦО. Расширенная модель представлена в виде си-

стемы 186 обыкновенных дифференциальных уравнений 
(186 переменных и 81 параметр). Исходная модель (Kim, 
Forger, 2012) включала 180 переменных и 70 параметров.

Динамика изменения основных компонент расширен
ной модели ЦО соответствует экспериментальным дан-
ным, которые были использованы в исходной модели 
(Kim, Forger, 2012) (см. рис. 4). Моделирование поведения 
модели при минимизации активности SIRT1 показало, 
что экспрессия генов ЦО сохраняет ритмичность в этих 
условиях (рис. 5). Однако амплитуда колебаний и общий 
уровень экспрессии ряда генов, в том числе Per2, Bmal1 
и Rev-erb, снижаются, что согласуется с эксперименталь-
ными данными, полученными на синхронизированной 
культуре нейрональных клеток мыши N2a с деплецией 
SIRT1 (Chang, Guarente, 2013). Кроме того, отмечено 
снижение амплитуды осцилляций уровня белка BMAL1 
и комплекса CLOCK/BMAL1 – основного позитивного 
регулятора транскрипции ЦО.

Отметим, что в литературе приводятся противоречивые 
сведения о влиянии ингибирования/истощения SIRT1 на 
экспрессию циркадных генов. Так, в работах (Nakahata 
et al., 2008, 2009) показано, что экспрессия мРНК Per2 
увеличивается в этих условиях, в то время как другими 
авторами получен противоположный результат (Asher et 
al., 2008). Поскольку через NAD+/SIRT1 путь сигналы 
(как активирующие, так и ингибирующие транскрипцию 
генов) могут передаваться как минимум четырьмя меха-
низмами, теоретически возможны оба эффекта. Для того 
чтобы учесть особенности регуляции через NAD+/SIRT1 
путь, требуются дополнительные исследования.

Результаты, полученные с помощью нашей модели, 
находятся в соответствии с выводами (Asher et al., 2008). 
К аналогичным выводам пришли авторы работы (Luna et 
al., 2015) при математическом моделировании влияния 
скорости биосинтеза NAD+, а значит, и изменения актив-
ности SIRT1 на экспрессию мРНК Per/Cry.

Еще один результат, выявленный нами при модели-
ровании поведения ЦО при минимизации активности 
Sirt1, – удлинение периода осцилляций примерно на 3 %. 
Это согласуется с экспериментальными данными (Chang, 
Guarente, 2013), хотя в упомянутом исследовании период 
оценивался на основе актограммы BSKO (brain specific 
SIRT1 knockout) мышей, а не на уровне молекулярно-
генетического осциллятора, что может объяснять менее 
выраженное изменение периода циркадного ритма, чем в 
нашей модели. Таким образом, поведение разработанной 
нами модели ЦО соответствует результатам, полученным 
в эксперименте.

Экспериментальные данные свидетельствуют о сниже-
нии экспрессии и активности SIRT1 с возрастом (Chang, 
Guarente, 2013; Wang et al., 2016). Эти изменения наблю-
даются как в печени, так и в супрахиазматических ядрах 
гипоталамуса. Представленные в литературе сведения 
позволяют предположить, что возрастное снижение актив-
ности SIRT1 может быть обусловлено соответствующим 
снижением уровня NAD+ (Revollo et аl., 2004; Yoshino et 
al., 2011; Stein, Imai, 2014).

Основываясь на экспериментальных данных по воз-
растной динамике активности SIRT1 (Chang, Guarente, 
2013; Wang et al., 2016), мы включили в модель в качестве 
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Fig. 4. Comparison of the oscillatory behavior simulated by the extended 
model for the mRNA Per2 and Bmal1 genes with the experimental data. 
Dots on the curve indicate the experimental data used in Kim & Forger’s 
(2012) model.
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Математическая модель циркадного осциллятора: 
взаимодействие с системой NAD+/SIRT1

параметра возраст, что позволило моделировать возраст-
ные изменения поведения ЦО. При этом было выявлено 
снижение экспрессии мРНК генов Bmal1, Per2, Rev-erbα 
и удлинение периода осцилляций с возрастом (рис. 6). 

 Полученные результаты совпадают с данными целого 
ряда экспериментальных работ, выполненных на раз-
личных организмах и в различных тканях. В частности, 
при увеличении возраста отмечено снижение экспрессии 
генов ЦО Bmal1 и Per2 в SCN мыши  (Chang, Guarente, 
2013). Аналогичные изменения выявлены в SCN и других 
областях мозга сирийского хомячка (Duncan et al., 2013). 
Наблюдалось снижение экспрессии генов Bmal1 и Clock 
в SCN мыши в возрасте 16 мес. (Wyse, Coogan, 2010). У 
крыс в возрасте 24 мес. продемонстрировано снижение 
экспрессии генов Bmal1, Per1, Per2, Per3 и Rev-erbα 
в клетках Лейдига по сравнению с 3- и 18-месячными 
животными (Baburski et al., 2016). Cледует отметить, что 
данный результат воспроизводится не во всех исследова-
ниях. Это же касается и удлинения периода осцилляций. 
Определенное объяснение подобных расхождений экспе-
риментальных данных можно найти в работе (Nakamura 
et al., 2015), где показано, что с увеличением возраста в 
клетках SCN происходит удлинение периода свободно 
текущего циркадного ритма и уменьшение амплитуды. 
Наиболее выражены эти эффекты при длительном содер-
жании животных в условиях постоянной темноты и менее 
выражены или не проявляются вовсе при содержании 
в условиях ритмичной смены света и темноты или при 
коротком периоде темновой адаптации, предшествующей 
эксперименту. Авторы объясняют это стимулирующим 
действием ежедневной циклической смены свет/темнота 
на молекулярно-генетический ЦО клеток СХЯ, которое 
маскирует проявление эффектов старения в системе цир
кадных часов.

Таким образом, наши результаты свидетельствуют, 
что возрастное снижение активности SIRT1 может быть 
одной из причин нарушений функционирования ЦО СХЯ, 
которые могут повлечь за собой и нарушения циркадных 
ритмов организма в целом.
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Fig. 6. Variation of the expression of the Bmal1, Per2 and Rev-erbα genes 
with age. 
Data on the expression at the age of 3, 6, 12, and 21 months calculated with 
the extended model are presented

Per2 mRNA

Bmal1 mRNA

Rev-erbα mRNA

BMAL1 protein

CLOCK/BMAL1NAD+

0.6

0.6

0

0.3

0.75

0.80

0.7

0.7

0.2

0.5

0.80

0.8

0.8

0.6

0.4

0.7

0.90

0.90

0.85

0.85

0.9

0.9

0.8

0.9

0.95

0.95

1.00

1.00

1.0

1.0

1.0

3 36 612 1221 21

1

1

1

1

1

1

0.97

a. u. a. u.

Age, months Age, months

0.98

0.9

0.92

0.99

0.98

0.74

0.82

0.55

0.52

0.9

0.95

0.68

0.72

0.15

0.45

0.8

0.86



Computational model for circadian oscillator: 
interacting with NAD+/SIRT1 pathway

N.L. Podkolodnyy, N.N. Tverdokhleb  
O.A. Podkolodnaya

854 Systems biology and simulationsVavilov Journal of Genetics and Breeding • 20 • 6 • 2016

Остается открытым вопрос о причинах возрастного 
снижения активности SIRT1. Как показано в экспери-
ментальных исследованиях, такие изменения, вероятнее 
всего, являются следствием снижения уровня NAD+ и/ или 
его доступности для SIRT1, которое может происходить 
несколькими путями. Прежде всего это возрастные из-
менения активности фермента NAMPT, зафиксирован-
ные экспериментально, происхождение которых пока 
окончательно не выяснено (Revollo et al., 2004; Yoshino 
et al., 2011; Stein, Imai, 2014). Вторая причина – увели-
чивающаяся с возрастом конкуренция за NAD+ между 
SIRT1 и другими NAD+ потребляющими ферментами, 
в частности PARP1, PARP2 и CD38/157 (Imai, Guarentе, 
2016). Увеличение активности этих ферментов с возрастом 
происходит из-за нарастания процессов, сопровождающих 
оксидативный стресс, которые могут проявляться уже в 
среднем возрасте (Braidy et al., 2011; Massudi et al., 2012). 
В условиях генотоксического стресса каталитическая 
активность PARP1 может возрастать более чем в 500 раз, 
при этом уровень NAD+ в клетке снижается до 10–20 % 
от исходного в течение 5–15 мин (Berger, 1985; Houtkooper 
et al., 2010). Утверждается, что с учетом соотношения 
концентрации NAD+ и величины констант Михаэлиса 
(Km) ферментов PARP1 и CD38/157 для NAD+ уровень 
последнего не является ограничением для их активно-
сти в клетке (Houtkooper et al., 2010). Однако указанные 
ферменты, будучи глобальными потребителями NAD+, 
могут ограничивать его доступность для SIRT1, который 
характеризуется значительно более высокой Km. Это, 
безусловно, может оказывать существенное влияние 
на активность SIRT1 при увеличении с возрастом экс-
прессии и активности его конкурентов в потреблении 
NAD+. В подтверждение этого положения можно при-
вести данные об увеличении уровня NAD+ и активности 
SIRT1 у животных с нокаутом или ингибированием генов/
белков PARP1 и CD38 (Aksoy et al., 2006; Barbosa et al., 
2007; Houtkooper et al., 2010; Bai et al., 2011; Sahar et al., 
2011). Кроме того, у CD38–/– мышей отмечается также 
изменение параметров циркадного ритма. В частности, 
фиксируют укорочение его периода, а также увеличение 
экспрессии генов Per2 и Nampt, что соответствует предпо-
ложениям, которые могут быть получены из нашей модели 
(Sahar et al., 2011). Наблюдаются изменения некоторых 
характеристик циркадных часов и у мышей с нокаутом 
PARP1 (Asher et al., 2010). Таким образом, конкуренция 
за доступный NAD+ может быть одной из причин воз-
растных изменений активности SIRT1 и соответствующих 
изменений параметров циркадных часов. 

Заключение
SIRT1 является одним из метаболических сенсоров, ре-
агирующих на различные внешние стимулы. Его деаце-
тилирующая активность направлена на широкий спектр 
субстратов, среди которых есть и структурные, и регуля-
торные белки, поэтому изменение активности SIRT1 вли-
яет на самые разнообразные процессы как на клеточном, 
так и на системном уровне. В данной работе мы предпри-
няли попытку исследовать влияние возрастных изменений 
активности SIRT1 на состояние ЦО с использованием 
математического моделирования. При построении модели 

мы исходили из экспериментальных данных о мишенях 
SIRT1 в системе молекулярно-генетического ЦО, а также 
принимали во внимание зависимость активности SIRT1 
от уровня его косубстрата NAD+. Наши исследования по-
казали, что изменение активности SIRT1 действительно 
может оказывать влияние на параметры ЦО, изменяя экс-
прессию его отдельных компонент и период осцилляции. 
Вероятно, возрастные изменения активности SIRT1, вы-
званные истощением NAD+, способствовуют разобщению 
метаболических процессов и суточного ритма, что само 
по себе может играть важную роль в процессе старения. 
Исходя из имеющихся экспериментальных данных, мы 
планируем продолжить работу над расширением модели. 
Прежде всего в модель будут внесены дальнейшие изме-
нения, касающиеся эффектов SIRT1, которые он может 
оказывать на отдельные компоненты ЦО. В частности, 
это еще один потенциальный эффект SIRT1 в ЦО – де-
ацетилирование BMAL1 в комплексе CLOCK/BMAL1 с 
последующим усилением его деградации. 

С использованием нашей расширенной математической 
модели ЦО млекопитающих в дальнейшем может быть 
исследован целый ряд задач. Одна из них – изучение вли-
яния возрастных изменений активности SIRT1 на фазовые 
характеристики осциллятора, а также на характеристики 
кривой фазной реакции осциллятора в старших возраст-
ных группах. Это направление имеет большое значение, 
поскольку считается, что снижение способности циркад-
ных часов захватываться внешними сигналами, такими 
как свет, поступление пищи, часто выявляемое в старших 
возрастных группах животных и людей, может вызывать 
рассогласование метаболических систем организма с по-
следующим формированием патологий, развивающихся 
при старении. Кроме того, несомненно интересным будет 
дальнейшее расширение модели с включением PARP1 и 
CD38, конкурирующих за потребление NAD+ с SIRT1. 
Тем более что все три фермента участвуют в регуляции 
процессов, нарушение которых приводит к формированию 
патологических состояний, сопровождающих старение 
(диабет второго типа, рак, воспалительные и нейродеге-
неративные заболевания). 
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The nuclear protein poly (ADP-ribose) polymerase-1 
(PARP-1) plays an important role in the signaling and 
repair of DNA. PARP-1 catalyses covalent binding of 
poly (ADP-ribose) polymers with itself as well as with 
other acceptor proteins using NAD+ as a donor of 
ADP-ribose. Inhibitors of poly (ADP-ribose) polymerase 
have been shown to be effective in improvement of 
radiation therapy and chemotherapy of cancer in cli
nical testing. Development of new poly (ADP-ribose) 
polymerase-1 inhibitors based on derivatives of na
tural compounds such as NAD+ represents a novel and 
promising strategy. The structure of complex of human 
poly (ADP-ribose) polymerase-1 with NAD+ can be 
a starting point for rational design of small molecule 
inhibitors based on NAD+ derivatives. Indeed there 
is no crystal structure of complex poly (ADP-ribose) 
polymerase-1 with nicotinamide adenine dinucleotide 
(NAD+) available yet. In this work using molecular mo
deling approaches we have predicted NAD+ binding 
modes with PARP-1 at the donor binding site of the  
catalytic domain. Using structures of PARP-1 homo
logs in complex with NAD+ we predicted pharma
cophore restraints of NAD+ binding to PARP-1. Based 
on clustering of PARP-1 conformations in complex 
with co-crystallized inhibitors and predicted pharma
cophore restraints, we proposed several possible 
models of NAD+ binding to PARP-1 at the donor bind
ing site of the catalytic domain. According to the pre
dicted models, two conformations of pyrophosphate 
group of NAD+ in complex with PARP-1 at the donor 
binding site are possible. Validation of the proposed 
models of NAD+ binding with PARP-1 can be achieved 
by quantitative structure-activity analysis of NAD+ 
derivatives. We designed two NAD+ derivatives, which 
can be used for validation of predicted NAD+ binding 
models.

Key words: PARP-1; NAD+; structural model.

Ядерный белок поли(АДФ-рибозил) полимераза-1 (ПАРП-1) играет 
важную роль в механизмах ответа клетки на повреждения ДНК. 
ПАРП-1 катализирует ковалентное связывание поли(АДФ- рибозил) 
полимеров со своей субъединицей, а также с другими акцептор
ными белками, используя НАД+ как донора АДФ-рибозы. Инги
биторы поли(АДФ-рибозил) полимераз показали высокую эф
фективность в улучшении радиотерапии и химиотерапии рака 
в клинических испытаниях. Разработка новых ингибиторов ПАРП-1 
на основе производных природных соединений, таких как НАД+, 
представляет новую перспективную стратегию. Наличие струк
туры поли(АДФ-рибозил) полимеразы-1 человека в комплексе 
с НАД+ может являться отправной точкой для рационального 
дизайна класса низкомолекулярных ингибиторов ПАРП-1 на 
основе производных НАД+. Однако на сегодняшний день не 
опубликовано кристаллической структуры комплекса ПАРП- 1 
в комплексе с никотинамидадениндинуклеотидом (НАД+). В дан
ной работе с использованием методов молекулярного модели
рования нами проведено предсказание положений связывания 
НАД+ в донорном сайте каталитического домена ПАРП-1. С ис
пользованием структуры гомологов ПАРП-1 в комплексе с НАД+ 
предсказаны фармакофорные ограничения связывания НАД+ с 
ПАРП-1. На основе кластеризации конформаций ПАРП-1 в ком- 
плексе совместно кристализованными ингибиторами и на осно
ве предсказания фармакофорных ограничений предложено 
несколько возможных моделей связывания НАД+ с ПАРП-1 в 
донорном сайте связывания каталитического домена. Согласно 
предсказанным моделям,  для пирофосфатной группы НАД+ в 
комплексе с ПАРП-1 в донорном сайте связывания возможно 
наличие двух конформаций. Валидация предложенных моделей 
связывания НАД+ с ПАРП-1 может быть достигнута количествен
ным анализом структура–активность для производных НАД+. 
Дополнительно предложены структуры двух производных НАД+, 
которые могут быть использованы для валидации предсказанных 
положений связывания НАД+.

Ключевые слова: ПАРП-1; НАД+; структурное моделирование.
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Поли(АДФ-рибозил) полимераза-1 (ПАРП-1) – один 
из наиболее хорошо охарактеризованных членов 
семейства ядерных ферментов ПАРП (Ferraris, 

2010). На сегодняшний день известно более 17  белков 
с подтвержденной или предполагаемой моно(АДФ-ри
бозил) и поли(АДФ-рибозил) трансферазной активно-
стью, которые содержат «ПАРП сигнатурный мотив» 
в гомологичном каталитическом домене (Luo, Kraus, 
2012). ПАРП-1 участвует более чем в 90 % случаев АДФ-
рибозилирования внутри клетки и высоко эволюционно 
консервативен во всех высших эукариотах (Ferraris,  
2010).

Cчитается, что каталитическая активность ПАРП-1 в 
клетках повышается при повреждениях ДНК (Zhu et al., 
2013). В случае слабых повреждений ДНК ПАРП-1 уча-
ствует в процессе репарации и обеспечивает выживание 
клеток (Martin et al., 2000). При сильных повреждениях 
ДНК ПАРП-1 гиперактивируется и индуцирует расход 
клеточных НАД+ и АТФ, приводя к клеточной дисфунк-
ции или даже некротической клеточной смерти (Martin 
et al., 2000). Такие особенности ответа ПАРП-1 на по-
вреждение ДНК и вовлеченность этого белка в процесс 
регуляции клеточной смерти позволили использовать 
фармакологическую модуляцию активности ПАРП-1 как 
эффективный подход для увеличения активности ДНК-
связывающих противоопухолевых препаратов (Peralta-
Leal et al., 2008). Также ингибиторы ПАРП-1 могут 
применяться в качестве монотерапии раковых опухолей 
с несколькими нарушенными механизмами репарации 
ДНК (Peralta-Leal et al., 2008). В частности, ингибиторы 
ПАРП-1 могут быть эффективны для лечения рака молоч-
ной железы, вызванной делециями в генах BRCA 1/2 (Hay 
et al., 2005; Domagala et al., 2011).

ПАРП-1 катализирует ковалентное связывание по
ли(АДФ-рибозил) (ПАР) полимеров со своей субъедини-
цей и с другими акцепторными белками, включая гистоны, 
белки репарации ДНК, транскрипционные факторы, 
модуляторы хроматина, используя НАД+ как донора 
АДФ-рибозы (Luo, Kraus, 2012). Активный сайт катали-
тического домена формируется последовательностью из 
50 аминокислотных остатков и может быть разделен на 
два сайта: акцепторный и донорный. Акцепторный сайт 
захватывается АДФ-фрагментом поли(АДФ-рибозил) 
цепей, в то время как с донорным сайтом связывается 
НАД+. Донорный сайт можно разделить на три сайта: ни-
котинамид-рибозил-связывающий, фосфат-связывающий 
и аденин-рибоза-связывающий (Kinoshita et al., 2004). 
Акцепторный сайт формируется спиральным  N-терми
нальным доменом, состоящим из остатков 662–784, а до-
норный сайт включает C-терминальный домен 785–1010 
(Ruf et al., 1996).

Большинство существующих ингибиторов ПАРП-1 
содержат никотинамид-подобный фрагмент с модифи-
цированной боковой группой (Basu et al., 2012). Такие 
ингибиторы связываются с сайтом посадки никотинамида 
и внешней стороной донорного сайта, осуществляя кон-
курентное ингибирование взаимодействия НАД+ с этим 
сайтом (Basu et al., 2012). Другим подходом к созданию 
искусственных низкомолекулярных ингибиторов ПАРП-1 
является дизайн малых молекул на основе производных 

природных соединений, таких как НАД+ (Sherstyuk et 
al., 2016). В частности, перспективным подходом может 
являться дизайн нового класса ингибиторов ПАРП-1, 
способных дополнительно с никотинамид-связывающим 
сайтом занимать фосфат- и аденин-рибоза-связывающие 
сайты. Такие соединения могут обладать улучшенными 
фармакокинетическими и фармакодинамическими свой-
ствами. Однако для компьютерного дизайна ингибиторов 
этого класса необходима пространственная структура 
комплекса ПАРП-1 с НАД+ в донорном сайте, которая 
на сегодняшний день отсутствует. Описанные в научной 
литературе работы по предсказанию пространственной 
структуры такого комплекса позволили получить только 
грубую модель, в которой положение НАД+ определено 
с большой долей допущения. Так, в работах (Lin, 2007; 
Lee et al., 2010; Barkauskaite et al., 2015) положение НАД+ 
определяли путем совмещения пространственных струк-
тур белков из суперсемейства АДФ-рибозил трансфераз, 
кристаллизованных в комплексе с НАД+, со структурами 
ПАРП-1 без НАД+. 

В настоящей работе проведено молекулярное модели
рование мод связывания НАД+ с ПАРП-1 с учетом кон-
формационных состояний ПАРП-1, что позволило постро-
ить четыре вероятные модели комплексов ПАРП-1/НАД+.

Материалы и методы
Выравнивание пространственных структур белков про-
водилось с помощью программного пакета Binding Site 
Alignment (Schrodinger Drug Discovery Suit). Минимиза-
ция потенциальной энергии моделей пространственных 
структур осуществлялась с использованием Schrodinger 
Drug Discovery Suit в силовом поле OPLS3 (Harder et 
al., 2015). Замены боковых остатков аминокислот и рас-
чет энергии MM-GBSA выполнялись с помощью Prime 
(Schrodinger Drug Discovery Suit) (Jacobson et al., 2002, 
2004). При подготовке пространственной структуры белка 
для молекулярного моделирования использовался Protein 
Preparation Wizard.

Результаты и обсуждение

Анализ донорного сайта в структуре ПАРП-1
В базе данных PDB (Protein Data Bank) приведены не-
сколько кристаллических структур комплексов ПАРП-1 
с различными конкурентными ингибиторами НАД+. 
В результате анализа пространственного совмещения 
этих структур были выявлены два кластера конформа-
ций ПАРП-1. Их основными свойствами являлось на-
личие водородной связи, образуемой между остатками 
TYR889 и ASP770 (рис.  1). Первый кластер включал 
все структуры ПАРП-1, в которых данная связь наблю-
далась, а в структурах второго кластера эта связь была 
разорвана, что соответствовало разным конформациям 
петли 883–893 а. о. В результате анализа были выбраны 
две пространственные структуры (идентификаторы PDB 
4ZZZ и 4R6E), полученные с высоким разрешением, 
каждая из которых являлась представителем одного из 
рассмотренных кластеров. Сделано предположение, что 
при связывании с НАД+ ПАРП-1 может принять конфор-
мацию, характерную для одного из кластеров.
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Структурное моделирование 
мод связывания НАД+ с ПАРП-1

Для подготовки пространственных 
структур белка ПАРП-1 с идентифи-
каторами 4ZZZ и 4R6E для дальней-
шего анализа и молекулярного моде-
лирования были проведены замены 
аминокислотных остатков, имеющих 
высокое значение В-фактора и высо-
кую изменчивость своего положения 
при структурном выравнивании 3D 
структур ПАРП-1. Такими остатками 
оказались ARG878 и ASP766, входя-
щие в сайт связывания аденозина, 
которые были заменены на аланин. 
Прием с аминокислотными заменами 
высокоподвижных остатков часто ис- 
пользуется при анализе пространст
венных структур. Ориентация таких 
остатков может быть достаточно точ-
но определена уже после предсказа-
ния положения лигандов в структуре 
анализируемых рецепторов, после 
чего осуществляются обратные за-
мены на исходные аминокислоты.

Как следует из анализа простран-
ственных структур гомологичных 
АДФ-рибозил трансфераз, связыва-
ние НАД+ может сопровождаться 
образованием водородных связей 
между молекулами воды в активном 
сайте и пирофосфатной группы 
НАД+. Для учета воды при дальней
шем анализе во внимание принима-
лись только те молекулы воды,  ко
торые присутствовали более чем в 
пяти различных структурах ПАРП-1 
на расстоянии меньшем 1 Å друг от-
носительно друга после структурного 
наложения кристаллических струк-
тур ПАРП-1. Как видно из рис. 1, в 
сайте связывания фосфатной груп- 
пы НАД+ наблюдается два стабиль
ных кластера молекул воды. Интерес-
ным может быть положение сульфат-
иона в пространственной структуре 
комплекса ПАРП-1 с низкомолеку-
лярным ингибитором xav939 (PDB 
4R5W) в сайте связывания пиро
фосфатной группы донорного НАД+. 
В данной кристаллической структуре 
сульфат-ион замещает положение од-
ной из стабильных молекул воды (см. 
рис. 1, б ). Из анализа ряда кристалли-
ческих структур АТФ-связывающих 
ферментов в apo-форме известно, что 
сульфат-ионы часто взаимодействуют 
с сайтами связывания фосфатных 
групп. В частности, совмещение 
пространственной структуры ПАРП 
Gallus gallus (PDB 1A26) (Ruf et al., 
1996), полученной в комплексе с ак

цепторным НАД+, и структуры ПАРП-1 человека (PDB 4R5W) показывает, 
что сульфат-ион находится в акцепторном сайте посадки пирофосфатной 
группы НАД+.

В результате анализа конформаций донорного сайта ПАРП-1 и предпо-
ложения о возможном замещении пирофосфатной группой НАД+ одной 
из молекул воды можно выдвинуть следующие модели по взаимодействию 
НАД+ с ПАРП-1: 
1) НАД+ связывается с ПАРП-1 в конформации, соответствующей структуре 

4ZZZ; при этом пирофосфатная группа находится в положении, соответ-
ствующем сульфат-иону структуры 4R5W;

2) НАД+ связывается с ПАРП-1 в конформации, соответствующей структуре 
4ZZZ; при этом пирофосфатная группа образует водородные связи с двумя 
стабильными молекулами воды в донорном сайте связывания;

3) НАД+ связывается с ПАРП-1 в конформации, соответствующей структуре 
4R6E; при этом пирофосфатная группа находится в положении, соответ-
ствующем сульфат-иону структуры 4R5W;

4) НАД+ связывается с ПАРП-1 в конформации, соответствующей структуре 
4R6E; при этом пирофосфатная группа образует водородные связи с двумя 
стабильными молекулами воды в донорном сайте связывания.

Предсказание положения НАД+ в донорном сайте ПАРП-1
Прямое решение задачи по предсказанию положения НАД+ в комплексе 
с ПАРП-1 путем применения молекулярного докинга оказывается неэф-
фективным в связи с тем, что НАД+ имеет большое число вращательных 
степеней свободы, а рецептор ПАРП-1, в свою очередь, может находиться 
не в оптимальной конформации для связывания с НАД+. В данной работе 
для предсказания структур комплексов ПАРП-1 с НАД+ в донорном сайте 
связывания использовался протокол фармакофор-ограниченного наложения 
с последующей минимизацией структур комплексов. На первом шаге, для 
предсказания начального положения НАД+ в донорном сайте ПАРП- 1, про-
водилось структурное выравнивание ПАРП-1 с гомологичным белком – АДФ-
рибозил трансферазой eEF2 Saccharomyces cerevisiae (PDB 2ZIT), находящейся 
в комплексе с НАД+ (Jørgensen et al., 2008). Положение НАД+ относительно 
ПАРП-1, полученное в результате совмещения пространственных структур 
ПАРП-1 и eEF2, давало наименьшее число стерических затруднений по срав-
нению с положениями НАД+, предсказанными при структурном выравнивании 
с другими гомологичными АДФ-рибозил трансферазами, кристаллизованными 
в комплексе с НАД+. 

Fig. 1. Conformational states of the PARP-1 donor site.
(a) Structural superimposition of PARP-1 structures available in the PDB database. The mobile loop 
(883–893 aa) is shown in green, and amino acid residues TYR889 and ASP770, corresponding to PDB 
structures 4ZZZ and 4R6E, are shown in stick model. (b) Structural superimposition of PARP-1 crystal 
structures corresponding to PDB ID 4ZZZ and 4R6E, including conservative water molecules (ball-and-
stick model, red color), donor NAD+ (stick model, green color) predicted from the eEF2 structure (2ZIT), 
and sulfate ion from the structure with PDB ID 4R5W (stick model).

a b
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molecules for functional validation of PARP-1/NAD+ binding models. 
(a) chemical structures of NAD+ derivatives; (b) examples of the PARP-1 
complex with indicator molecule pNAD-2 designed on the base of model 1.

Fig. 4. Structural superimposition of NAD+ in conformations correspond
ing to models 1–4 (green color, stick model) and the NAD+ conforma-
tion corresponding to the NAD+/eEF2 complex (gray color, ball and stick 
model).

Fig. 2. Pharmacophore restraints used in 
minimization steps. Spheres represent physical 
restraints on the mobility of NAD+ atoms. 
Pharmacophore restraints corresponding to the 
sulfate ion position were not applied to models 
1 or 3.
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Fig. 3. Spatial structures of the predicted PARP1/NAD+ complexes corresponding to  
models 1–4.
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Структурное моделирование 
мод связывания НАД+ с ПАРП-1

На следующем шаге были получены модели простран-
ственных структур для двух основных конформационных 
состояний с помощью минимизации потенциальной 
энергии с применением физических ограничений, соот-
ветствующих 3D фармакофорам взаимодействия НАД+ 
с АДФ-рибозил трансферазами. Ограничения на под-
вижность атомов НАД+, полученные при анализе фар-
макофорной структуры НАД+, показаны на рис. 2. Эти 
ограничения последовали из предположения, что НАД+ 
должен образовывать водородные связи с консерватив-
ными аминокислотными остатками, которые могут быть 
идентифицированы во всех опубликованных комплексах 
НАД+ с АДФ-рибозил трансферазами. Таким образом, во 
внимание были приняты водородные связи, образуемые 
между НАД+ и HIS862 (1  связь), GLY863 (2  связи), а 
также NH-группой скелета ARG878. Кроме того, во время 
минимизации накладывались физические ограничения в 
виде гармонического потенциала с константой жесткости 
100 ккал/(моль·Å2) на все тяжелые атомы белка и молекул 
воды. В моделях 2 и 4 были дополнительно рассмотрены 
ограничения на положение фосфатной группы, соот-
ветствующей положению сульфат-иона из структуры с 
идентификатором PDB 4R5W.

После построения всех четырех обсуждаемых выше 
моделей комплексов ПАРП-1 с донорным НАД+ была 
проведена их дальнейшая минимизация с наложением фи-
зических ограничений на смещение всех тяжелых атомов 
не более 0.3 Å (рис. 3). Согласно полученным моделям, 
положение пирофосфатной группы НАД+ стабилизи-
руется образованием водородных связей с молекулами 
воды в сайте связывания. Как видно из рис. 3, в моделях 
пространственных структур 3 и 4, построенных с ис-
пользованием структуры с идентификатором PDB 4R6E, 
водородная связь TYR889/ASP766 отсутствует, хотя по-
тенциально TYR889 способен образовывать водородные 
связи с пирофосфатной группой НАД+. В случае же мо-
делей, построенных на основе структуры 4ZZZ (модели 1 
и 2), пирофосфатная группа НАД+ потенциально образует 
водородные связи только со стабильными молекулами 
воды, а также участвует в образовании внутримолекуляр-
ных водородных связей.

Одно из существенных отличий моделей с замещением 
пирофосфатной группой НАД+ сульфат-иона (модели 1 
и 3) от моделей 2 и 4 состоит в отсутствии водородной 
связи гидроксильной группы аденин-рибозы с остовом 
аминокислотного остатка MET890. Конформация НАД+ 
очень схожа для моделей 2, 3 и 4 (рис. 4), однако в модели 1 
видна существенная разница в конформации пирофос-
фатной группы для НАД+. В этой модели конформация 
пирофосфатной группы НАД+ позволяет образование 

двух внутримолекулярных водородных связей с аденин-
рибозой и амидной группой никотинамида.

Для экспериментальной проверки того, какая из четы-
рех предложенных структурных моделей ПАРП-1/НАД+ 
может реально существовать, были предложены два новых 
соединения, являющихся производными НАД+, назван-
ные нами пНАД-1 и пНАД-2 (рис. 5).

Первое соединение (пНАД-1) рассчитывалось как ин
дикатор корректности моделей 1 и 3 на основе проверки 
активности производных НАД+ без гидроксильной груп
пы, способных образовывать водородные связи c NH-
группой MET890. Второе соединение (пНАД-2) строилось 
на основе модификаций НАД+, при которых данная 
молекула, с одной стороны, обладала, согласно расчетам, 
способностью связываться с ПАРП-1, удовлетворяя фар-
макофорным ограничениям (см. рис. 2), а с другой – имела 
минимальную длину линкера между пирофосфатной 
группой и никотинамид-подобной группой. Минимальная 
длина такого линкера была в модели 1 – одна CH2-группа, 
в то время как для моделей 2, 3 и 4 длина линкера была 
больше. Расчетные оценки методом MM-GBSA разницы 
свободных энергий взаимодействия производных НАД+, 
которые могут использоваться для экспериментальной 
проверки рассмотренных выше моделей комплексов 
ПАРП-1/НАД+, приведены в таблице.

Расчеты показали, что пНАД-2 связывается с высокой 
аффинностью только с ПАРП-1, находящимся в состоя-
нии, соответствующем модели 1. В свою очередь для мо-
делей 1, 2 и 4 наблюдалось малое изменение аффинности 
связывания пНАД-1 по отношению к НАД+, в то время 
как для модели 3 этот показатель оказался существенно 
ниже (cм. таблицу).

Таким образом, если в эксперименте наблюдается свя
зывание ПАРП-1 с пНАД-2, то этот факт свидетельствует 
в пользу модели 1. Если же ПАРП-1 связывается с пНАД-1 
значительно хуже, чем ПАРП-1 с НАД+, то это свиде-
тельствует в пользу модели 3. К сожалению, верификация 
моделей 2 и 4 требует более сложного анализа связи между 
структурой и активностью лигандов.

Заключение
Для разработки нового класса НАД+-подобных ингиби-
торов ПАРП-1 чрезвычайно важно иметь корректно пред-
сказанные модели взаимодействия НАД+ с ПАРП-1. В на-
стоящей работе с использованием методов молекулярного 
моделирования были предсказаны структуры комплексов 
ПАРП-1 c НАД+ для двух наблюдаемых конформаций 
рецептора ПАРП-1. Дополнительно сделано предположе-
ние, что пирофосфатная группа может замещать положе-
ние сульфат-иона, наблюдаемого в структуре комплекса 

Expected activities of pNAD-1 and pNAD-2 compounds in the predicted models  

Compound Model 1 Model 2 Model 3 Model 4

pNAD-1 ∆∆G = 4.6 kcal/mol  ∆∆G = 3.5 kcal/mol ∆∆G = 7.18 kcal/mol ∆∆G = 2.87 kcal/mol 

pNAD-2 Activity No activity No activity No activity

∆∆G is the difference between the free energies of PARP-1 binding to NAD+ and pNAD-2 estimated by the MM-GBSA method.
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ПАРП-1 с xav939. В результате были получены четыре 
модели связывания ПАРП-1 c НАД+, которые различают-
ся по конформации пирофосфатной группы НАД+. Вали-
дация моделей взаимодействия может быть проведена на 
основе проверки активности предложенных производных 
НАД+. Полученные модели доступны по адресу http://
www-bionet.sscc.ru/psd/nivanisenko/vogis2016/ и могут 
быть использованы для рационального дизайна ингиби-
торов ПАРП-1 на основе производных НАД+.
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A protocol for analysis of the 
quantitative characteristics  
of leaf pubescence in potato

A.V. Doroshkov  , M.A. Genaev, D.A. Afonnikov

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

Plant leaf pubescence is one of the important features, 
which is responsible for microclimate formation near 
the epidermis. It is involved in protection against 
adverse biotic and abiotic environmental factors. 
In Solanaceae, to which belongs the potato Solanum  
tuberosum L., leaf pubescence appears as multicellular 
unbranched trichomes of diverse size and morphology. 
Pubescence of this plants promotes resistance to 
insect pests, in particular, Colorado potato beetle and 
aphid, which is a carrier of viral diseases. During the 
process of breeding and genetic experiments, there 
is a need to assess the intensity of leaf pubescence of 
potato plants. For this task, micrographs taken under 
a microscope are commonly used. They are used to 
count different types of trichomes on the leaf surface 
to characterize the intensity of potato leaf pubescence. 
This approach requires visual counting of trichomes 
under a microscope and is fairly laborious. This proto­
col describes a rapid technology for quantitative 
assessment of the characteristics of potato pubescen­
ce (the number of trichomes on the leaf surface and 
the average length of trichomes) to solve the problems 
of genetics and breeding of this plant. It consists of a 
preparation technology, digital imaging of leaf folds 
with an optical microscope in transmitted light and 
subsequent automatic processing of images using the 
LHDetect2 software.

Key words: high-throughput phenotyping; image 
analysis; Solanum tuberosum L.; trichomes.

Опушение листьев у растений – один из важных признаков, отве­
чающих за формирование микроклимата у поверхности листа, – 
участвует в защите от неблагоприятных биотических и абиоти­
ческих факторов среды. У пасленовых, к которым относится 
картофель Solanum tuberosum L., опушение листа представлено 
многоклеточными неветвистыми трихомами разного размера и 
морфологии. Опушение этой культуры способствует сопротивле­
нию растения насекомым-вредителям, в частности колорадскому 
жуку и тле, которая является переносчиком вирусных заболева­
ний. В процессе селекционно-генетических экспериментов возни­
кает необходимость оценить интенсивность опушения листьев 
растений картофеля. Для этого, как правило, используют микро­
изображения или микрофотографии листьев листа, сделанные 
под микроскопом. С их помощью оценивают количество трихом 
разного типа на поверхности листа и затем нормируют на едини­
цу площади. Такой подход трудоемок, поскольку требует визуаль­
ного подсчета трихом под микроскопом. Разработанный нами 
протокол описывает технологию быстрой количественной оценки 
характеристик опушения у картофеля (числа трихом на поверхно­
сти листа и их средней длины) для решения задач генетики и 
селекции этой культуры. Он состоит из описания технологии 
приготовления препаратов и получения цифровых изображений 
сгибов листа с помощью оптического микроскопа в проходящем 
свете и последующей автоматической обработке этих изображе­
ний на компьютере с помощью программы LHDetect2. 

Ключевые слова: высокопроизводительное фенотипирование; 
анализ изображений; Solanum tuberosum L.; трихомы.
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Опушение – это набор поверхностных образова-
ний  – трихом. Трихомы растений бывают несе-
кретирующие и секретирующие (выделяют секрет 

во внешнюю среду). Они участвуют в формировании 
микроклимата у поверхности листа, в защите от неблаго-
приятных биотических и абиотических факторов среды. 
Особый интерес представляют железистые трихомы 
картофеля и его сородичей: они способны обеспечивать 
защиту растения от насекомых, в частности колорадско-
го жука, картофельной блохи и картофельной цикадки 
(Gregory et al., 1986; Flanders et al., 1992; Maharijaya, 
Vosman, 2015). Показана вариация в наборе типов трихом 
между видами пасленовых (Schilmiller et al., 2008), что 
определяет разную степень устойчивости к поражению 
вредителями.

Было выявлено, что опушение дикого картофеля So­
lanum berthaultii Hawkes. значительно более плотное 
и более эффективно в борьбе с насекомыми, чем S.  tu­
berosum (Tingey et al., 1982). Плотность расположения 
трихом – один из основных факторов, коррелирующих с 
устойчивостью к насекомым-вредителям (Kennedy, 2003; 
Simmons, Gurr, 2005). Плотное опушение железистыми 
трихомами, эффективное в защите от вредителей, – пер-
спективный признак для селекции (Tingey et al., 1982; 
Фасулати и др., 2011). 

Известно, что применение современных методов высо-
копроизводительного фенотипирования позволяет полу-
чить более быстрое точное описание морфологических 
признаков, чем ранее используемые методы (Афонников 
и др., 2016). С использованием такого подхода нами было 
показано, что между сортами картофеля существует 
большая вариация по признакам плотности и длины опу-
шения (Дорошков и др., 2016). Эти признаки могут быть 
использованы для предсказания устойчивости генотипов 
картофеля к насекомым, а также в широкомасштабной 
селекционной работе.

В процессе анализа опушения картофеля нами проведе-
на оптимизация параметров распознавания изображений 
с учетом особенностей морфологии трихом картофеля 
и разработан протокол приготовления препаратов для 
получения изображений. Полученный метод, описание 
которого дано в настоящей статье, позволяет произво-
дить быструю количественную оценку характеристик 
опушения листа картофеля для решения задач генетики 
и селекции этой культуры.

1. Пробоподготовка

1.1. Материалы
Для сбора образцов необходимы ножницы и герметич-
ный контейнер для транспортировки. Для приготовле-
ния препаратов потребуются предметные стекла, спирт 
и салфетка для их протирки, а также липкая лента для 
фиксации образца. Для микроскопии необходим световой 
микроскоп, оснащенный цифровой камерой. 

1.2. Растения и время сбора образцов
Для сбора образцов используют здоровые растения кар-
тофеля, выращенные в поле или теплице. Сбор материала 
производят в период цветения.

1.3. Сбор и хранение листьев
Сложные листья картофеля собирают в поле или теплице 
и опускают черешком в воду для поддержания тургора. 
Оптимальный размер листовой пластинки для анализа 
4–6 см в длину. Это соответствует взрослому листу 4–5-го 
яруса начиная от точки роста побега. Лист должен быть 
здоровым и не поврежденным болезнями или вредителя-
ми. Препараты для анализа необходимо приготавливать 
на свежем материале. Допускается хранение листьев, 
опущенных основанием в воду не более шести часов. 

1.4. Подготовка микропрепаратов сгиба листа
Для приготовления препаратов сгибов листа вырезаются 
фрагменты, заключенные между жилок (рис. 1, а). Фраг-
мент размером около 10 × 20 мм сгибают пополам так, 
чтобы анализируемая поверхность листа (абаксиальная 
или адаксиальная) оказалась снаружи и помещается на 
предметное стекло (см. рис. 1, б, в). Фрагмент фиксируется 
липкой лентой так, чтобы сгиб оказался свободен. От-
ступ края ленты от сгиба не более 2–3 мм. Для надежной 
оценки опушения растения следует подготовить и про-
анализировать препараты как минимум трех сгибов листа. 
Для минимизации ошибки, связанной с условиями фор-
мирования листа, рекомендуется использовать для при-
готовления каждого сгиба новый лист с того же растения.

2. Получение изображений
Изображения получают при помощи светового микроско-
па в проходящем свете (рис. 2, а). Для фотографирования 
используют объектив малого увеличения (3×–10×). Опти-
мальное значение увеличения объектива подбирается с 
учетом увеличения адаптера и размера матрицы камеры. 
Программа LHDetect2 (Genaev et al., 2012) оптимизиро-
вана для работы с изображениями, пиксель в которых 
примерно соответствует размеру 2 × 2 мкм. Микроскоп 
должен иметь возможность обеспечить равномерное 
освещение всего поля зрения объектива. Это достигается 
использованием специального конденсора для малого 
увеличения либо выводом из оптической системы фрон-
тальной линзы конденсора (см. рис. 2, б, в).

Такая методика позволяет получать в проходящем свете 
контрастное изображение трихом на светлом фоне. Во 
время съемки апертурная диафрагма должна быть закрыта 
до минимального значения. Это обеспечит четкое изо-
бражение трихом, искривленных в пространстве. Полевая 
диафрагма, напротив, должна быть максимально открыта 
для предотвращения появления затемнения углов кадра. 
После настройки микроскопа необходимо найти сгиб и 
обеспечить позиционирование границы листа в верти-
кальном направлении так, чтобы область листа (темная) 
располагалась справа, а область фона – слева (рис. 3). 

Настройкой интенсивности света и экспозиции камеры 
и позиции тубуса (микро- и макровинтом) необходимо 
добиться контрастного изображения границы сгиба и 
трихом. При этом фон должен быть белым (иметь макси-
мальные значения интенсивности, т. е. переэкспонирован), 
а лист черным (иметь минимальные значения интенсив-
ности, т. е. недоэкспонирован) (см. рис. 3).

Изображения должны быть сохранены в формате TIFF, 
BMP, PNG, GIF или JPG без сжатия. Рекомендуется по 
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возможности избегать использования 
формата JPG, так как даже минималь-
ное сжатие ухудшает распознавание 
границ объектов.

3. Компьютерная обработка 
изображений

3.1. Описание модифицированного 
метода LHDetect2 для распознава­
ния маленьких секретирующих 
трихом
Обработка изображений проводит
ся программой LHDetect2. Эта про-
грамма распознает на стандартном 
изображении (см. рис. 3, б) вершины 
и основания трихом и измеряет их 
длину.

Алгоритм, позволяющий анали-
зировать трихомы на изображении 
сгиба листа, был опробован на пше-
нице (Genaev et al., 2012) и табаке. 
Опушение у пшеницы формируется 
совокупностью несекретирующих 
одноклеточных трихом. Опушение 
картотофеля формируется трихомами 
двух типов: несекретирующими, ко-
торые по форме сходны с трихомами 
пшеницы, и маленькими секретирую-
щимися трихомами (см. рис. 3). Ранее 
нами для распознавания секретиру-
ющих головок трихом, характерных 
для картофеля, табака и томата, были 
внесены модификации параметров, 
позволившие их распознавать. 

Рассмотрим особенности примене
ния LHDetect2 для картофеля. Размер 
секретирующих трихом этого рас-
тения относительно мал, и вершины 
трихом имеют кривизну, обуслов-
ленную наличием секретирующей 
головки. Для преодоления проблемы 
размера был изменен постоянный 
параметр «минимальная длина три-
хомы» с 8 до 4 пикселей. Для поиска 
вершин трихом в объекте алгоритм 
последовательно один за другим об-
ходит пиксели,  принадлежащие его 
границе. На каждом шаге обхода для 
текущего пикселя границы определя-
ются еще два, удаленных вдоль гра-
ницы от него на N соседних пикселей: 
один по направлению обхода, другой 
– в противоположном направлении. 
После этого измеряют величину угла 
с вершиной в центральном пикселе, 
образованном двумя соседними  пи
кселями. Если она меньше порого-
вого значения α, средний пиксель 
считается потенциальной вершиной 

трихомы. Данный алгоритм, следовательно, относит к потенциальным вер-
шинам пиксели, в которых линия границы объекта имеет большую кривизну. 
В случае анализа опушения пшеницы параметр N был зафиксирован: N = 2. 
Размеры головок у трихом табака могут сильно различаться, что приводит к 
тому, что использование значения параметра N (определяющего расстояние 
между тремя пикселями вдоль границы листа для определения угла ее из-
гиба), одинакового для всех трихом, не позволяет точно идентифицировать 
положение их вершин. Поэтому они плохо определялись версией алгоритма, 
разработанной для пшеницы. Решить эту проблему позволила модификация 
алгоритма, разработанного первоначально для пшеницы. В результате моди-
фикации значения параметра N для каждой трихомы в процессе поиска ее 
вершины могут меняться в пределах от Nmin до Nmax, где Nmin и Nmax – целые 

Fig. 1. Step-by-step preparation of potato trichome images for phenotyping: (a) excision of frag­
ments; (b) slide preparation; (c) photography and image processing. From (Doroshkov et al., 2016), 
with modifications. 

Fig. 2. Equipment for imaging: Zeiss Axioscop 2 plus microscope with an Axiocam HRc camera  
(2/3 inch CCD sensor) and an adapter with 0.63 magnification. Field lens 5×. 
(a) With this magnification, a pixel in an image with the resolution 1300 × 1030 corresponds to the size 
2.1 × 2.1 μm. (b, c) Removal of the frontal condenser lens from the optical path. 

a b

c

a b c
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числа, которые являются параметрами алгоритма. На этапе поиска вершины 
трихомы, как и в случае с анализом трихом пшеницы, производится поиск 
пикселей границы трихомы, которые расположены в области максимальной 
кривизны линии границы. Для текущего пикселя границы определяются пары 
пикселей, удаленные от анализируемого пикселя на N пикселей (вперед и назад 
по направлению обхода). При этом значения N последовательно увеличивают-
ся от Nmin до Nmax с шагом 1. Для каждой такой пары пикселей измеряется 
величина угла αi с вершиной в тестируемом пикселе. Если на определенном 
шаге αi меньше порогового значения α, перебор останавливается и тестируе-
мый пиксель считается потенциальной вершиной трихомы.

3.2. Работа с программой LHDetect2 
Интерфейс веб-версии программы, открытой и доступной по адресу http://
ru.wheatdb.org/LHDetect2_potato, показан на рис. 4, a. Для запуска анализа 
необходимо выбрать параметры и загрузить изображение, пригодное для ана-
лиза (http://wheatdb.org/static/images/lhdetect/F2_1922_1_b_1b.png). В поле 1 
программа предлагает выбрать единицы измерения: Pixel или User. В первом 
случае программа приведет измерения размера трихом в пикселях, во втором 
пересчитает в величину, заданную пользователем. Для задания собственных 
единиц измерения нужно ввести их название в поле 2, например мкм, и 
ширину изображения в этих единицах в поле 3 для вычисления масштаба. 

Fig. 3. Morphology of cultivated potato S. tuberosum trichomes: (a) in an electron microscopic 
image from (Tingey et al., 1982) and (b) in an image of a leaf fold in transmitted light, suitable for 
computerized processing. 

500 μm100 μm

a b

Fig. 4. LHDetect2_potato program: (a) interface; (b) exemplary image processing output. 

Подразумевается, что оптическая 
система микроскопа не вносит ис-
кажений, длина пикселя изображения 
соответствует его ширине. 

Важно: Во избежание появления 
ошибок при сравнении данных в 
пределах одного эксперимента не-
обходимо использовать изображения 
одинакового масштаба, например, 
полученные с идентичных систем 
микроскоп – камера.

После выбора единиц измерения 
следует в поле  4 задать интервал 
расчета длины трихом в выбранных 
единицах. Этот параметр отвечает 
за предварительную обработку. Дан-
ные для каждого изображения будут 
представлены в виде распределения 
трихом по интервалам длин, т. е. чис-
лового массива, каждым элементом 
которого является число трихом в 
соответствующем интервале длин. 
Интервал выбирают согласно задачам 
анализа: при малом количестве из-
мерений для описания выборки (1–5 
препаратов) следует выбирать шаг 
в 40–60 мкм, при более детальном 
анализе (более 20 препаратов) воз
можно  уменьшение шага вплоть до  
10  мкм. Шаг меньшего размера ис
пользовать нецелесообразно, по-
скольку большое число интервалов 
гистограммы, содержащих нулевые 
значения, приведет к неинформатив-
ности анализа. После задания всех 
параметров следует загрузить файл 
для обработки кнопкой Choose File и 
нажать Process.

3.3. Структура результатов 
программы LHDetect2
Программа LHDetect2 определяет на 
изображении совокупность объектов, 
каждый из которых является одной 
или несколькими трихомами на по
верхности листа. Объект содержит 
несколько трихом, если на изобра
жении они перекрываются. После 
идентификации объектов программа 
измеряет длину каждой распознан-
ной в составе объекта трихомы и 
выводит эти значения в единицах 
измерения, указанных пользователем. 
На основании этих данных рассчиты- 
вают число трихом и их распределе
ние по интервалам длин. Программа 
автоматически приводит гистограмму 
этого распределения. Помимо этого, 
LHDetect2 измеряет площадь, за-
нятую каждым объектом на изобра-

Результаты обработки (LHDetect2)

1

2

3

a b
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жении, и общую площадь трихом. Площадь трихомы на 
изображении пропорциональна ее объему в пространстве, 
этот параметр позволяет сравнить объемы трихом разных 
образцов.

Пример получения количественных характеристик 
опушения из изображения сгиба листа 
Используя стандартное изображение сгиба листа, мы 
выставили следующие параметры (см. рис. 4, а): едини-
цы измерения – User (заданы пользователем), название 
единиц – мкм (mkm), размер изображения в 2 730 мкм. 
Шаг расчета длины трихом – 50 мкм. 

В результате анализа изображения получаем суммарные 
данные (см. рис. 4, б, 1), гистограмму распределений три-
хом по длине (см. рис. 4, б, 2), а также данные о каждой 
трихоме (см. рис. 4, б, 3).

Характеристика полученных данных: 
–	 1 пиксель = 2.10 мкм – размер пикселя изображения в 

единицах, заданных пользователем (микрометры);
–	 число трихом: 21 – число трихом, распознанных на 

изображении;
– 	площадь трихом: 27 044.85 мкм2 – суммарная площадь 

трихом в единицах, заданных пользователем;
–	 средняя площадь трихом: 1 287.85 мкм2 – усредненная 

площадь трихом в единицах, заданных пользователем;
–	 длина трихом:
76.205, 276.686, 350.725, 132.981, 68.015,
33.665, 23.1, 149.797, 27.766, 95.068,
87.035, 86.902, 48.795, 336.104, 84.583,
189.426, 61.395, 500.732, 374.189, 50.247
–	 длины всех распознанных на изображении трихом в 

единицах, заданных пользователем;
–	 средняя длина трихом: 152.67 мкм – усредненная длина 

трихом в единицах, заданных пользователем;
–	 распределение трихом по длинам:
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
4 8 2 1 0 1 1 2 0 0 1

В первой строке отмечены значения длины начала 
интервала, во второй – количество трихом, попавших 
в этот интервал. На приведенном интервале можно 
заметить, что четыре трихомы принадлежат интервалу 
длин (0; 50) мкм, восемь трихом – интервалу (50; 100) мкм, 
две трихомы имеют длину в интервале (100; 150) мкм.

Далее приведены значения площади (Аrea), длины 
(Length), расстояния до соседней трихомы (Distance to 
the last trichome), координат верхушки (Head), основа-
ния (Foot) для каждой трихомы. Значение Сomplex = 1 
означает, что трихома пересекается на изображении с 
другой трихомой. Пример для двух трихом:

Contоur:3 area:923.500 complex:0 trichome count:1
	 Head pixel 1
		  Distance to the last trichome: 203.899
		  Length: 131.755
		  507 753
	 Foot pixel 2
		  625 802
		  625 792
Contоur:4 area:2292.000000 complex:1 trichome count:2
	 Head pixel 2

		  Distance to the last trichome: 77.242
		  Length: 167.011
		  457 719
		  Distance to the last trichome: 0.000
		  Length: 63.324
		  563 755
	 Foot pixel 4
		  625 747
		  624 729
		  624 726
		  624 717

4. Анализ данных
В результате обработки серии изображений получаются 
серии данных, структурированных, как показано на 
рис. 4, б. Основные характеристики опушения – длина 
трихом и их количество – являются удобными для работы 
признаками, а распределение трихом по длинам позволяет 
провести подробный анализ морфологии опушения листа. 
Для надежной оценки опушения листа конкретного 
растения или листа необходимо сделать серию сгибов 
(не менее трех) и получить по два изображения каждого 
сгиба. Это уменьшит ошибку, связанную с вероятностью 
попадания трихом на сгиб (Genaev et al., 2012). 

Рассмотрим пример анализа данных, полученных в 
ходе обработки образцов 35 сортов картофеля из работы 
А.В. Дорошкова и коллег (2016). Для работы с данными 
распределения трихом по длинам необходимо перенести 
в файл Exсel и усреднить значения серии измерений 
одного и того же генотипа по каждому интервалу. Пример 
таблицы данных приведен в Доп. материалах1 (рис. 5). По-
лученные результаты могут быть использованы для срав-
нения количества трихом разных интервалов длин между 
генотипами. На рисунке видно, что у сортов Брянский 
деликатес и Гусар отсутствуют трихомы менее 42 мкм, 
тогда как у сортов Великан и Вымпел эти трихомы пред-
ставлены. Из таких распределений легко получить оценку 
среднего числа трихом для сорта (сумма всех элементов 
строки) и средней длины трихом (сумма произведений 
элементов строки на середину интервала длин). Примеры 
далее приведены по данным (Дорошков и др., 2016).

Пример расчета средней длины и числа трихом 
Среднее число трихом для сорта Великан = G3 + H3 + 
+ I3 + J3 + K3 + L3 + … (см. Доп. материалы (рис. 5));
средняя длина трихом для сорта Великан = G3 × G1 + 
+ H3 × H1 + I3 × I1 + J3 × J1 + K3 × K1+ L3 × L1 + … 

Для любой экспериментальной выборки сортов или 
растений эти данные информативно представлять в виде 
распределений и диаграммы рассеяния. 

Пример построения гистограмм распределения сортов 
по количеству и средней длине трихом
Пример приведен на рис. 6 (см. Доп. материалы). Для 
описания распределений и их сравнения между выборка-
ми необходимо рассчитывать характеристики каждого из 
распределений, такие как минимум, максимум, медиана, 
среднее значение, дисперсия, стандартное отклонение. 
Взаимодействие двух признаков можно оценить с помо-
1 Дополнительные материалы см. в Приложении 3 по адресу:  
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx6.pdf

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx6.pdf
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щью корреляционного анализа и диаграммы рассеяния. 
Диаграмма рассеяния средней длины и числа трихом при-
ведена в Доп. материалах (рис. 7). В выборке данных из 
примера не наблюдается значимой линейной зависимости 
между числом трихом и их средней длиной: коэффициент 
корреляции составил 0.147 (p < 0.39).

Анализ сходства сортов по распределениям трихом по 
длинам можно проводить при помощи метода главных 
компонент либо кластерного анализа. В Доп. материалах 
(см. рис. 7, б) приведен пример анализа главных компо-
нент для характеристик опушения у 35 сортов картофеля 
из коллекции СибНИИРС в многомерном пространстве 
числа трихом в различных интервалах длин. На две глав-
ные компоненты приходится 58 % дисперсии: 43 % на 
первую и 15 % на вторую.

Коэффициент корреляции Пирсона между весами пер
вой компоненты и числом трихом составил 0.9, а длиной 
трихом –0.43. Таким образом, увеличение первой ком-
поненты характеризует увеличение числа трихом при 
уменьшении их длины. Из рисунка видно, что наибольшее 
значение первой компоненты наблюдается для наиболее 
опушенных сортов (Великан, Танай, Кемеровчанин, Тан
го), которые преимущественно имеют умеренные и малые 
длины трихом. Что касается второй компоненты, то оказа-
лось, что ее веса отрицательны для числа трихом в интер-
валах длин 42–200 мкм и положительны для числа трихом 
в интервалах длин 200–400 мкм. Таким образом, вторая 
компонента отражает преобладание в опушении трихом 
умеренной длины. Например, у сорта Танго преобладают 
короткие трихомы (~100 мкм), а у сорта Великан – умерен-
ной длины (~200 мкм). Cорта Великан, Танай, Кемеров-
чанин и Танго характеризуются наибольшим разбросом 
в пространстве главных компонент, т. е. демонстрируют 
наибольшие отклонения по свойствам опушения листьев 
по отношению к основной массе исследованных растений. 
Умеренная доля объясненной дисперсии для первых двух 
компонент (~60 %) указывает, что изменчивость опушения 
листьев картофеля является комплексной величиной и не 
может быть сведена к изменению лишь небольшого числа 
параметров, таких как число трихом и их средняя длина.

Методы высокопроизводительного фенотипирования 
заняли важную нишу в генетической и селекционной 
работе. Они позволяют делать масштабные эксперименты 
со значительной экономией ресурсов (Афонников и др., 
2016). Настоящий подход к анализу количественных 
характеристик опушения был неоднократно использован 
нами и показал себя как эффективный метод не только 
в задачах анализа коллекций (Дорошков и др., 2016), 
но и в решении эволюционных (Pshenichnikova et al., 
2016) и генетических (Genaev et al., 2012; Doroshkov 
et al., 2016) задач. Представленный протокол делает 
доступным использование метода анализа количественных 
характеристик опушения листа картофеля широкой 
аудитории генетиков и селекционеров, работающих с 
картофелем.

Acknowledgments
This work was supported by State Budgeted Project 0324-
2016-0006 “Collection of crop genotypes for academic 

research in plant genetics and development of genetic tech-
nologies for marker-assisted and genomic selection”. The 
development of the modified algorithm for phenotyping 
potato trichomes and of LHDetect2_potato software was sup-
ported by the Russian Foundation for Basic Research, project 
16-37-00304-mol_a. The authors are grateful to the staff of 
the Shared Access Center for Microscopy of Biologic Objects, 
Novosibirsk for access to the equipment. 

Conflict of interest
The authors declare no conflict of interest.

References
Afonnikov D.A., Genaev M.A., Doroshkov A.V., Komyshev E.G., 

Pshenichnikova T.A. Methods of high-throughput phenotyping of 
plants for large-scale breeding experiments. Genetika = Genetics 
(Moscow). 2016;52(7):788-803. DOI 10.7868/s001667581607002x. 
(in Russian)

Doroshkov A.V., Afonnikov D.A., Dobrovolskaya O.B., Pshenichniko-
va T.A. Interactions between leaf pubescence genes in bread wheat 
as assessed by high throughput phenotyping. Euphytica. 2016; 
207(3):491-500. DOI 10.1007/s10681-015-1520-2.

Doroshkov A.V., Simonov A.V., Safonova A.D., Afonnikov D.A., 
Likhenko I.E., Kolchanov N.A. Quantitative assessment of potato 
pubescence by analysis of digital microimages. Dostizheniya nauki 
i tekhniki APK = Achievements of Science and Technology of AIC. 
2016;30(10):12-14. (in Russian)

Fasulati S.R., Limantseva L.A., Ivanova O.V., Rogozina E.V. Exten-
sive drug resistance to Colorado potato beetle, potato ladybird, and 
yellow potato cyst nematode. Zashchita i karantin rasteniy = Plant 
Protection and Quarantine. 2011;10. (in Russian)

Flanders K.L., Hawkes, J.G., Radcliffe, E.B., Lauer, F.I. Insect resis-
tance in potatoes: sources, evolutionary relationships, morphologi-
cal and chemical defenses, and ecogeographical associations. Eu-
phytica. 1992;61(2):83-111. DOI 10.1007/BF00026800.

Genaev M.A., Doroshkov A.V., Pshenichnikova T.A., Kolchanov N.A., 
Afonnikov D.A. Extracting quantitative characteristics of wheat leaf 
hairiness using image processing technique. Planta. 2012;236(6): 
1943-1954. DOI 10.1007/s00425-012-1751-6.

Gregory P., Tingey W.M., Ave D.A., Bouthyette P.Y. Potato glandular 
trichomes: a physicochemical defense mechanism against insects. 
In: Maurice B., Green P., Hedin A. (eds) Natural resistance of plants 
to pests. Am. Chemical Society. Washington, 1986;296:160-167.

Kennedy G.G. Tomato, pests, parasitoids, and predators: tritrophic in-
teractions involving the genus Lycopersicon. Ann. Rev. Entomol. 
2003;48(1):51-72. DOI 10.1146/annurev.ento.48.091801.112733.

Maharijaya A., Vosman B. Managing the Colorado potato beetle; the 
need for resistance breeding. Euphytica. 2015;204(3):487-501. DOI 
10.1007/s10681-015-1467-3.

Pshenichnikova T.A., Doroshkov A.V., Simonov A.V., Afonnikov D.A., 
Börner A. Diversity of leaf pubescence in bread wheat and relative 
species. Gen. Resourc. Crop Evol. 2016;1-13. DOI 10.1007/s10722-
016-0471-3.

Schilmiller A.L., Last R.L., Pichersky E. Harnessing plant trichome 
biochemistry for the production of useful compounds. Plant J. 2008; 
54(4):702-711. DOI 10.1111/j.1365-313x.2008.03432.x.

Simmons A.T., Gurr G.M. Trichomes of Lycopersicon species and 
their hybrids: effects on pests and natural enemies. Agricultur. For-
est Entomol. 2005;7(4):265-276. DOI 10.1111/j.1461-9555.2005. 
00271.x

Tingey W.M., Plaisted R.L., Laubengayer J.E., Mehlenbacher S.A. 
Green peach aphid resistance by glandular trichomes in Solanum tu-
berosum xS. berthaultii hybrids. Am. Potato J. 1982;59(6):241-251. 
DOI 10.1007/BF02856560.



Экспериментальная системная биология
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

The impact of terahertz radiation 
on an extremophilic archaean 
Halorubrum saccharovorum 
proteome
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Nonthermal effects of terahertz radiation on living 
objects are currently intensely studied, as more 
sources of this radiation type and devices employing it 
are being constructed. Terahertz radiation is increasing­
ly used in security and inspection systems, medical 
and scientific appliances due to its low quant energy, 
which does not cause severe effects on organisms as 
other radiation types with higher quant energies do. 
The aim of this study was the identification of protein  
complexes participating in the response of the archaea 
Halorubrum saccharovorum H3 isolated from an extre- 
me natural environment to terahertz radiation. We 
developed a microfluidic system for irradiation of bac­
terial and archaeal cultures with terahertz radiation 
and performed a 5-hour-long exposure of H. saccharo­
vorum to terahertz radiation at a wavelength of 130 µm 
and a power density of 0.8 Wt per cm2 for 5 h. We iden­
tified under- or overexpressed proteins in response 
to terahertz radiation using 2D electrophoresis with 
subsequent MALDI-TOF mass spectrometry. A total 
of 16 differentially expressed protein fractions with 
at least 1.5-fold changes in expression level were de­
tected. The obtained data suggest that Halorubrum 
cells respond to exposure to terahertz radiation by 
expression changes in gene products involved in trans­
lation regulation.

Key words: free electron laser; terahertz radiation; 
microfluidic system; halophilic thermotolerant 
archaea.

В последние десятилетия в связи с появлением новых источников 
терагерцового излучения и разработкой приборов на его основе 
проводятся исследования воздействия излучения этого диапазона 
на живые объекты. Использование терагерцового излучения в 
системах безопасности контроля и досмотра, диагностическом 
медицинском оборудовании и научных исследованиях теорети­
чески обусловлено малой энергией кванта этого излучения, не 
вызывающей негативных последствий при контакте с живыми 
системами, как это происходит при применении излучения более 
высокоэнергетичных диапазонов. В этой связи изучение эффектов 
нетермического воздействия терагерцового излучения на живые 
объекты представляет актуальную задачу. Целью настоящей 
работы была идентификация комплекса белков, участвующих в 
ответе клеток археи Halorubrum saccharovorum H3, выделенной из 
природной экстремальной среды обитания, на электромагнитное 
излучение терагерцового диапазона. Для облучения терагерцо­
вым излучением бактериальных и архейных культур нами разра­
ботана микрофлюидная система. Проведено 5-часовое облучение 
галофильной термостабильной археи H. saccharovorum терагерцо­
вым излучением с длиной волны 130 мкм при плотности мощно­
сти излучения 0.8 Вт/см2. Методами протеомного анализа, вклю­
чающими двумерный электрофорез с последующей MALDI-TOF 
масс-спектрометрией, проведена идентификация белков, изменя­
ющих уровень экспрессии в результате нетермического воздей­
ствия терагерцового излучения. Выявлено 16 белковых фракций, 
которые достоверно различаются по уровню концентрации белка 
(более чем в полтора раза). Полученные данные свидетельствуют 
о том, что клетки Halorubrum реагируют на нетермическое воздей­
ствие терагерцового излучения путем изменения экспрессии 
генов, контролирующих регуляцию системы трансляции.

Ключевые слова: лазер на свободных электронах; терагерцовое 
излучение; микрофлюидная система; галофильная термостабиль­
ная архея.
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В последние десятилетия в связи с появлением новых 
источников терагерцового излучения и разработкой 
приборов на его основе появилась необходимость 

исследовать воздействие излучения этого диапазона на 
живые объекты (Wilmink, Grundt, 2011; Weightman, 2012).

Использование терагерцового (ТГц) излучения в систе-
мах безопасности контроля и досмотра, диагностическом 
медицинском оборудовании и научных исследованиях 
обусловлено малой энергией кванта этого излучения, не 
вызывающей негативных последствий при контакте с жи-
выми системами, как это происходит в случае применения 
излучения других, более высокоэнергетичных диапазонов. 
При этом сложно ожидать наличия врожденных механиз-
мов защиты от этого излучения, поскольку в атмосфере 
Земли оно практически полностью поглощается парами 
воды.

Применение лазеров на свободных электронах (ЛСЭ) 
открывает уникальные возможности для изучения воз-
действия ТГц излучения на живые объекты, поскольку 
позволяет проводить эксперименты в широком диапазоне 
длин волн и мощностей.

Существует множество гипотез о воздействии электро-
магнитного излучения на живые системы разного уров-
ня организации (Fröhlich, 1982; Бецкий, 1994; Гапеев, 
Чемерис, 2000; Бецкий, Лебедева, 2001), но целостного 
представления, объясняющего многообразные эффекты 
воздействия излучения с единых позиций, до сих пор нет. 
Это относится и к терагерцовому диапазону. К настоя-
щему времени большинством исследований не обнару­
жено влияния ТГц излучения на первичную структуру 
ДНК. Проведенное нами исследование на уровне генома 
микроорганизмов также не выявило генотоксических эф-
фектов воздействия ТГц излучения. Полученные данные 
свидетельствуют об отсутствии мутагенного эффекта ТГц 
излучения (Sergeeva et al., 2016).

Нами также изучено нетермическое воздействие ТГц 
излучения на митотический индекс и экспрессию мито-
хондриальных генов стволовых клеток человека (hESCs). 
Показано, что ТГц излучение не вызывает двунитевых 
разрывов в хромосомах стволовых клеток человека, од-
нако повышает транскрипцию генов митохондрий (Bogo­
mazova et al., 2015).

При изучении нетермического воздействия ТГц излу-
чения на культуры клеток микроорганизмов нам удалось 
с помощью геносенсорных конструкций показать, что 
в клетках Escherichia coli индуцируется стрессочувст­
вительный промотор гена каталазы. Известно, что он 
маркирует сеть ответа клеток E. coli на окислительный 
стресс (Demidova et al., 2013). Также были исследованы 
геносенсоры Е. coli/pCopA-GFP и Е. coli/pEmrR-GFP на 
основе промоторов генов copA и EmrR. Согласно нашим 
данным, одними из первых на нетермическое воздействие 
ТГц излучения реагируют системы контроля окисли-
тельного стресса и поддержания гомеостаза переходных 
металлов, а система контроля устойчивости клеток E. coli 
к присутствию антибиотиков не реагирует на излучение. 
Индукция ответа геносенсоров носит ярко выраженный 
пороговый характер по поглощенной дозе и слабо зависит 
от длины волны терагерцового излучения (Demidova et 
al., 2016).

В задачу настоящей работы входила идентификация 
комплекса белков, участвующих в ответе клеток археи 
Halorubrum saccharovorum H3, выделенной из природной 
экстремальной среды обитания, на электромагнитное 
излучение терагерцового диапазона. Культуры экстре-
мофильных архей интересны тем, что имеют иные ме-
таболические характеристики в сравнении с бактериями 
E. coli и обладают большей устойчивостью к внешним 
стрессам. Методами протеомного анализа, включающими 
двумерный электрофорез с последующей MALDI-TOF 
масс-спектрометрией, проведена идентификация белков, 
изменяющих уровень экспрессии в результате нетермиче-
ского воздействия терагерцового излучения.

Материалы и методы
Источник излучения. Эксперименты по изучению 
воздействия терагерцового излучения на клетки археи 
H. saccharovorum H3 проведены с использованием уни-
кальной установки «Новосибирский лазер на свободных 
электронах» Института ядерной физики (ИЯФ) СО РАН. 
В отличие от других источников ТГц излучения, приме-
нение ЛСЭ для исследования биологических эффектов 
излучения имеет ряд преимуществ. Прежде всего, это воз-
можность плавно перестраивать длину волны излучения, 
что осуществляется изменением энергии электронов и 
параметров ондулятора. Другим преимуществом является 
возможность получать очень высокие средние мощности 
излучения благодаря тому, что в качестве рабочей среды 
используется электронный пучок (Kulipanov et al., 2008, 
2015).

Культура архей. В эксперименте использована куль­
тура экстремофильных архей вида Halorubrum saccha­
rovorum (штамм Н3, коллекция лаборатории молекуляр-
ных биотехнологий Института цитологии и генетики 
(ИЦиГ) СО РАН), выделенная из природного образца 
оз. Бурлинское (Алтайский край), для которого установ-
лено высокое содержание солей в природном растворе 
(Леонова и др., 2007).

Была отработана методика отбора и культивирования 
архей. Чистую культуру, полученную из коллекции, вы-
севали на твердую среду S4 следующего состава (г/л): 
NaCl – 200, MgCl2 – 5, KCl – 1, CaCl2 – 1, триптон – 4, 
дрожжевой экстракт – 2, агар – 15; рН – 7,5. Предвари-
тельно чистую культуру разводили более чем в 1 000 раз, 
что обеспечивало рост колоний из единичных клеток. Эти 
колонии служили исходным материалом для получения 
культур и осуществления их периодического культиви-
рования в жидкой среде  S4 состава (г/л): NaCl – 200, 
MgCl2 – 5, KCl – 1, CaCl2 – 1, триптон – 4, дрожжевой 
экстракт – 2; рН – 7,5.

Концентрацию клеток в периодических культурах 
определяли спектрофотометрически (Epoch Microplate 
Spectrophotometer, BioTek) по оптической плотности. Ис-
следование показало, что экспоненциальная фаза роста 
культуры при 37 °С длится не более 48 ч – с 24 по 72-й час 
культивирования.

Из полученных колоний были отобраны две, имеющие 
наибольшую скорость роста при периодическом культи-
вировании на жидкой среде S4. Эти колонии послужили 
исходным посевным материалом для двух биологических 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weightman P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22931749
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повторов в дальнейших экспериментах. Исходя из харак-
тера кривой роста культур, была выбрана точка отбора 
образцов – на 60  ч культивирования – для облучения 
терагерцовым излучением.

Микрофлюидная кювета. Принимая во внимание, что 
глубина поглощения терагерцового излучения водными 
растворами составляет несколько десятков микрон, для 
облучения больших объемов культуры H. saccharovorum 
была сконструирована и изготовлена микрофлюидная 
проточная кювета с крышкой из высокоомного кремния 
(с малым поглощением терагерцового излучения), обе-
спечивающая ламинарный поток слоя жидкости толщиной 
40 мкм перпендикулярно потоку излучения.

Материалом для тела кюветы послужил инвар (сплав 
на основе железа и никеля марки  36Н) с напылением 
тонкого слоя (~1 мкм) инертного материала – кварцевого 
стекла, для исключения влияния материала кюветы на 
состав культуральной среды.

Линейный коэффициент температурного расширения 
кварцевого стекла близок к таковому для инвара и состав-
ляет 1 × 10–6 K–1, что обеспечивает равномерный контакт 
этих материалов в широком диапазоне температур.

Крышка кюветы, через которую производилось облуче-
ние, представляла собой пластину высокоомного кремния 
толщиной 2 мм, закрепленную в рамке-держателе также 
из  инвара (рис.  1). Проток жидкости через микрофлю-
идную систему осуществляли при помощи перисталь-
тического насоса (LKB, Швеция), который соединяли 
с микрофлюидной кюветой полипропиленовыми труб­
ками. Ламинарное течение культуральной жидкости через 
кювету обеспечивалось скоростью потока и специально 
сделанными в теле кюветы (на входе и выходе) буфер­
ными емкостями.

Облучение клеток H. saccharovorum. Эксперименты 
проводили на биологической станции Сибирского центра 
синхротронного и терагерцового излучения ИЯФ СО 
РАН, куда по специальному каналу подается излучение 
Новосибирского ЛСЭ. 

Параметры излучения Новосибирского ЛСЭ приведены 
ниже:

Длина волны 0.05–0.24 мм
Длительность импульса 50 пс
Частота следования импульсов 2.8–11.2 МГц
Средняя мощность до 400 Вт
Пиковая мощность до 1 МВт
Минимальная относительная ширина линии 3·10–3

Клетки облучали терагерцовым излучением с длиной 
волны 130 мкм в течение 5 ч при плотности мощности из-
лучения 0.8 Вт/см2 в микрофлюидной проточной кювете, 
перпендикулярной потоку излучения (рис. 2). Температу-
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Fig. 1. (а) A microfluidic cuvette for irradiation of liquid cultures; (b) cuvette components. 
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Fig. 2. Experimental facility: 1, cuvette lid (a quartz plate); 2, buffer tanks; 
3, tube connection points; 4, peristaltic pump; 5, pump tubes; 6, aeration 
tube; 7, chamber for cell culture; 8, the Novosibirsk FEL; 9, THz radiation; 
10, shutter; 11, mirrors; 12, thermal camera; 13, thermal image of the 
cuvette; 14, computer.
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ру 42 ± 2 °С на поверхности кюветы поддерживали путем 
регулировки средней мощности излучения обтюратором, 
вращающимся при помощи электромотора. Обтюратор 
представлял собой два медных круга, имеющих общую 
ось вращения, в каждом из которых было сделано секто-
ральное отверстие. Поворот кругов друг относительно 
друга регулировал площадь открытого отверстия и, таким 
образом, среднюю мощность излучения при облучении 
образцов. Контроль температуры осуществляли с помо-
щью тепловизора ТКВр-СВИТ101 (Kuryshev et al., 1998). 
Контрольные клетки циркулировали в такой же кювете 
в течение 5 ч в термостате при 42  °С. Для проведения 
протеомного анализа облученные и контрольные клетки 
собирали центрифугированием и лизировали добавлением 
лизирующего буфера.

Выделение общего белка при высоком содержании 
солей в среде. Белки галофильных архей относятся к экс-
тремально кислым (средняя pI 4.5) и имеют высокий отри-
цательный поверхностный заряд, что является адаптивным 
приспособлением к существованию в условиях осмоти-
ческого стресса. Это делает их непростым объектом для 
протеомных исследований. Для проведения двумерного 
электрофореза подобных белков необходимо избавиться 
от солей и преодолеть сильный катодный дрейф, приво-
дящий к искажению картины двумерного электрофореза, 
особенно для белков с высоким молекулярным весом.

Для выделения общего белка была использована ме-
тодика C.W. Cho et al. (2003) с модификациями. Клетки 
осаждали центрифугированием при 5 900  g в течение 
15 мин. Полученный осадок ресуспендировали в деся-
тикратном объеме лизирующего буфера, содержащего 
10 мМ ЭДТА, 20 мМ трис-HCl рН 8.0, 1 мM PMSF, 0.5 мМ 
ДТТ, 0.2 % CHAPS1. После этого клетки дезинтегрировали 
на ультразвуковом дезинтеграторе Ultrasonic processor 
CPX 130 (Cole Parmer, США) в течение 10 мин (режим – 
2 с импульс, 8 с выключен) на льду. К полученному го-
могенату добавляли ДНКазу в концентрации 100 мкг/мл 
и инкубировали на льду в течение часа. Гомогенат освет-
ляли центрифугированием при 4 °С в течение 20 мин на 
15 700 g. Для удаления солей и низкомолекулярных приме-
сей супернатант пропускали через хроматографическую 
колонку MicroBioSpin6 (BioRad, США). Дополнительно 
белок очищали с помощью ReadyPrep 2-D Cleanup Kit 
(BioRad, США). Осадок растворяли в буфере для изоэлек-
трофокусирования (7 M мочевина, 2 М тиомочевина, 4 % 
CHAPS, 65 мМ ДТТ, 0.4 % амфолит рН3-10, 1 мM PMSF). 
Концентрацию белка определяли с помощью Quick Start 
Bradford Dye Reagent (BioRad, США).

Проведение двумерного электрофореза. Для про-
ведения двумерного электрофореза выделенный белок 
наносили на 17 см стрип, рН 3–6 (ReadyStrip™ IPG Strip, 
BioRad, США). Для аналитических гелей брали по 100 мкг 
белка, для препаративного геля – 300  мкг. Стрипы по-
мещали в камеру для изоэлектрофокусирования Protean 
IEF Cell (BioRad, США). Регидратировали при 50 мА на 
стрип при 20 °С в течение 12 ч. Изоэлектрофокусирование 

1 Здесь и далее: ДСН – додецилсульфат натрия; ДТТ – дитиотреитол; 
CHAPS – 3-[(3-холамидопропил)-диметиламмоний]-1-пропансульфонат; 
ПААГ – полиакриламидный гель; ЭДТА – этилендиаминтетраацетат; 
PMSF – фенилметилсульфонилфторид.

проводили при 50 мА на стрип при 20 °С в следующем 
режиме: линейное повышение напряжения до 250  В в 
течение 20 мин, затем до 5 700 В в течение 2.5 ч, и далее 
выдерживали при 5 700 В до достижения 40 000 вольт-
часов. Стрипы выдерживали 15 мин в уравновешиваю-
щем буфере (6 М мочевина, 2%-й ДСН, 20%-й глицерин, 
0.375 М трис-HCl pH 8.8, 130 мМ ДТТ), затем 15 мин в 
уравновешивающем буфере (6 М мочевина, 2%-й ДСН, 
20%-й глицерин, 0.375 М трис-HCl pH 8.8, 200 мМ иод­
ацетамид), промывали в ДСН трис-глициновом буфере 
(рН 8.3) и накладывали на 12%-й ПААГ-ДСН. Разделение 
белка во втором направлении проводили в 12 % ПААГ-
ДСН при 16 мА/гель в течение 30 мин, затем при 24 мА/
гель в течение 5  ч в камере PROTEAN II xi multi-cell 
(BioRad, США). Аналитические гели окрашивали флуо­
ресцентным красителем SYPRO Ruby Protein Gel Stain 
(BioRad, США), препаративный гель – флуоресцентным 
красителем Flamingo (BioRad, США). Гели фотографи-
ровали при помощи гельдокументирующей системы 
Versadoc MP4000 (BioRad, США). Данные анализирова-
ли, используя PDQuest Advanced 2-D Analysis Software 
(BioRad, США).

Фракции белка с достоверно меняющейся концен-
трацией (критерий Стьюдента, p < 0.01) вырезали из 
препаративного геля при помощи прибора EXQuest Spot 
Cutter (BioRad, США) и промывали 0.2 М бикарбонатом 
аммония в 50 % ацетонитриле при 37 °C 10 мин. После вы-
сушивания с помощью ацетонитрила проводили гидролиз 
белка, регидратируя гели раствором модифицированного 
свиного трипсина (Trypsin Gold, Mass Spectometry Grade, 
Promega, США) с концентрацией 0.02 мМ/мл в 40 мМ би-
карбонате аммония в 10 % ацетонитриле. Регидратирован-
ные кусочки геля инкубировали при 37 °C в течение 16 ч.

Идентификация белков. Для экстракции пептидов 
в каждую пробирку с отдельными фракциями белка до-
бавляли по 20 мкл 5 % ТФУ (Sigma) в воде. Инкубирова-
ли 45 мин на шейкере при 36 °C. Выделение и очистку 
триптических пептидов проводили при помощи Millipore 
ZIPTIP C18 (Millipore, США). Очищенные пептиды сме-
шивали с насыщенным раствором матрицы – α-циано-
4-гидроксикоричной кислоты (Bruker, Германия) в 70 % 
AcN (Merck) и 0.1  % ТФУ (Sigma). Аликвоту (1  мкл) 
полученной смеси наносили на металлическую мишень 
масс-спектрометра и высушивали на воздухе. Измерения 
выполняли на приборе Ultraflex  III (Bruker, Германия) 
со следующими параметрами: ускоряющее напряжение 
25 кВ, напряжение рефлектрона 26.3 кВ, диапазон масс 
500–3 500 Да, задержка экстракции 200 нс. Калибровку при-
бора производили с использованием стандартного трип-
тического гидролизата бычьего сывороточного альбуми­
на (Bruker, Германия) по следующим массам (Да): 937.48, 
1 163.63, 1 283.71, 1 305.71, 1 399.69, 1 439.81, 1 479.79, 
1 567.74, 1 639.93, 1 724.84, 1 880.92, 1 907.92, 2 045.02.

Белки были идентифицированы с использованием по-
искового алгоритма Mascot (http://matrixscience.com/home.
html) и базы данных SwissProt. Параметры поиска: ошибка 
масс ±0.05 Да; число сайтов недогидролиза трипсином – 1; 
возможные модификации – окисление метионинов и кар- 
бамидометилирование цистеинов. Для корректной иден-
тификации белков и определения их функциональной 

https://mail.ngs.ru/Redirect/matrixscience.com/home.html
https://mail.ngs.ru/Redirect/matrixscience.com/home.html
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роли в геноме были использованы 
результаты проведенного нами ранее 
полногеномного секвенирования и 
аннотации генома H.  saccharovo­
rum Н3 (Rozanov et al., 2015).

Биоинформационный анализ 
данных. Для проведения анали-
за обогащения по терминам Gene 
Ontology (GO) нами осуществлен 
поиск наиболее близких гомологов 
E. coli K-12 для выявленных белков 
H. saccharovorum H3. Поиск прово-
дили путем выравнивания получен-
ных белковых последовательностей 
с белковыми последовательностями 
E. coli K-12 инструментом BLASTP 
2.3.0+, реализованным в базе данных 
EcoCyc (http://www.ecocyc.org/).

Анализ терминов GO проводили 
инструментом PANTHER (Protein 
ANalysis THrough Evolutionary Rela-
tionships) Classification System (Mi et 
al., 2016) (http://pantherdb.org/).

Результаты и обсуждение
Проведено две серии экспериментов 
с тремя техническими повторами. Ре-
зультаты одного из разделений белка 
культуры клеток H. saccharovorum H3 
представлены на рис.  3. При  срав­
нении электрофореграмм белков, 
выделенных из облученных и кон-
трольных культур, было обнаружено 
16 белковых фракций протеома архей 
с достоверными различиями концен-
трации более чем в полтора раза (см. 
рис. 3). В результате нетермического 
воздействия ТГц излучения концен-
трация белков в основном снижа-
лась – 13 фракций. Из 13 фракций, 
изменяющих свою экспрессию под 
действием ТГц излучения, методами 
масс-спектрометрии были иденти-
фицированы семь фракций (табл. 1). 
Увеличение концентрации установ-
лено только в трех фракциях (№  4, 
5, 10), одна из которых была иденти-
фицирована как гликозилтрансфера­
за (см. табл. 1, № 5). Клеточная стенка 
архей сложена белковыми глобула-
ми, образующими так называемый 
S-слой. Большая часть белков S-слоя 
имеет гликозилированную форму. 
Гликозилтрансфераза осуществляет 
сборку N-связанных пентасахаридов, 
которые покрывают гликопротеи­
ны S-слоя (Schäffer, Messner, 2004). 
Увеличение концентрации гликозил-
трансферазы в протеоме бактерии 
может быть вызвано возбуждением за 

счет ТГц излучения водородных связей в клеточной мембране H. saccharovo­
rum H3, которое приводит к нарушению структуры S-слоя (Abu-Qarn et al., 
2008; Kandiba et al., 2013).

При помощи базы данных UniProt Knowledgebase (UniProtKB, http://www.
uniprot.org/) для идентифицированных белков были установлены молекулярная 
функция и биологический процесс, в котором они участвуют (см. табл. 1). 
Определение проводили по термину «название белка» и термину «Halorubrum» 
в поле «организм».

Эксперименты проведились в условиях строгого контроля температуры 
опытных и контрольных образцов, поэтому наблюдаемые изменения в про-
темном профиле вызваны нетермическим воздействием ТГц излучения. Как 
известно, тепловой шок индуцирует продукцию нескольких белков теплового 
шока. О нетермическом характере воздействия ТГц излучения свидетельствует 
и отсутствие белков теплового шока среди идентифицированных в экспери-
менте белковых фракций.

Результаты поиска наиболее близких гомологов E. coli K-12 для выявлен­
ных белков H. saccharovorum H3 представлены в табл. 2. Здесь же приведены 
Score и Е-value выравнивания белковых последовательностей. Поиск выпол-
нялся путем выравнивания последовательностей пептидов, полученных в 
результате масс-спектрометрической идентификации, с белковыми последо-
вательностями E. coli K-12, представленными в базе данных EcoCyc (http://
www.ecocyc.org/).

По выявленным гомологам E. coli K-12 был проведен анализ обогащения, 
согласно терминам базы данных Gene Ontology (PANTHER Protein Class). При 
этом значимое обогащение наблюдалось по факторам элонгации трансляции 

Fig. 3. 2D SDS-PAGE of the total protein fraction of H. saccharovorum H3 stained with Flamingo. 
Enumerated (1–16) arrows point to fractions with at least 1.5-fold increase or decrease in response to the 
irradiation. 
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Table 1. Identified H. saccharovorum H3 protein bands 

No. Name Mw/pI Score Sequence 
coverage, %

Pathway Function ∆

1 Translation_elongation_factor_2 41473/4.67 137 41 Protein 
biosynthesis

Translation 
elongation factor

–

2 Translation_elongation_factor_1α subunit 47629/4.36 181 53 –

3 Translation_elongation_factor_1α subunit 47629/4.36 140 46 –

5 Glycosyltransferase 37455/4.33 113 41 Biosynthesis Transferase +

6 Eukaryotic_translation_initiation_
factor_2α subunit 

26724/4.15 54 26 Protein 
biosynthesis

Translation 
initiation factor

–

12 Thiosulfate_sulfurtransferase 2 C_
rhodanese

34809/4.34 75 38 Metabolic 
processes

Transferase –

13 Adenine phosphoribosyl transferase 20841/4.33 78 49 Nucleotide 
metabolism

Adenine 
phosphoribosyl 
transferase

–

Abbreviations: –, downregulation in response to THz; +, upregulation. Fractions 2 and 3 are identified as a single protein. 

Table 2. Search for E. coli K-12 genes expressing proteins homologous to H. saccharovorum H3 whose concentrations are altered by 
THz irradiation 

H. saccharovorum H3 
protein homolog

H. saccharovorum protein sequence Homologous  
E. coli K-12 gene

Score E-value

Translation_elongation_
factor_2

1 MGRRKKIVQE CERLMDSPEN IRNIAIAAHV DHGKTTLSDN LLAGAGMISQ  
51 DTAGEQLAMD TKEDEQERGI TIDAANVSMT HEYEDTNHLI NLIDTPGHVD  
101 FGGDVTRAMR AVDGALVVVD AVEGAMPQTE TVLRQALREG VKPALFINKV  
151 DRLISELQEG PQEMQERLMS VIADVNELIR GMAENMDDIP EDWTVSVEDG  
201 TVGFGSALYK WGVSMPSMQR TGMDFADIME LEQNDERQEL HERTPLSDVV  
251 LDMVCEHFPN PVDAQPRRVP RIWRGDAESE LADTMRMVNE DGEVVFMVTD  
301 ISMDPHAGEI ATGRVFSGTL EKGQELYVSG TAGKTASRAS GSSWGPSARK  
351 WTASRRGTSR PSPACVTPSP APPSPPWR 

bipA 117 2e–29

Translation_elongation_
factor_1α subunit

1 MESTETYSQS ALARDYPMSD KPHQNLAIIG HVDHGKSTLV GRLLFETGSV  
51 PEHVIEQHRE EAEEKGKGGF EFAYVMDNLA EERERGVTID IAHQEFDTDN  
101 YYFTIVDCPG HRDFVKNMIT GASQADNAVL VVAADDGVAP QTREHVFLAR  
151 TLGINELIIG VNKMDLVDYS EDSYKQVIDE VEDLLNQVRF ATEDTSFVPI  
201 SAFEGDNVAE ASENTPWYDG DTLLESLNDL PESEPPTDAP LRLPIQDVYT  
251 ISGIGTVPVG RVETGILNTG DNVSFQPSDV GGEVKTVEMH HEEVPKAEPG  
301 DNVGFNVRGI GKDDIRRGDV CGPADDPPSV AETFQAQVVV MQHPSVITAG  
351 YTPVFHAHTA QVACTIESID QKIDPSSGEV AEENPDFIKS GDAAVVTVRP  
401 QKPLSIEPSG EIPELGSFAI RDMGQTIAAG KVLEVNER 

tufB 186 1e–54

Glycosyltransferase 
(EC_2.4.1.-)

1 MLGWGYPPNI TGGLDVHVGE LFSGLRDDFG VDATLVLPAE FAPEDEPGIE  
51 PVETGAGDVA ARVDRLSDRF AELAPDHDII HTHDWFGYGP GRKAARASDA  
101 TWVSSFHSLA SDRNIDPPTR EVETERRLAN AADTNIAVSE LVREDIRELY  
151 DADSRVVYNG FSTPTFSGKD VREDLGIDGE MLFFVGRHTD QKGISHLLYA  
201 MRKLHRPGVT LVVGGSGHQT DQLKRFAELL GIEDRVEFVG YVPEAELGDY  
251 YAAADAFVSP SYAEPFGITI TEALESGTQV VATRSGVAEV LPDDCLVEVE  
301 VDSESIVDGI TTALDREEPP EYERREWSDV TEDTLAVYED VA 

wcaL 46.2 2e–06

Eukaryotic_translation_
initiation_factor_ 
2α subunit 

1 MFVDLDEYED KRGLCHISEV ASGWIKNVRD HVREGQTVVA KVLDVDESSN  
51 QIDLSIKDVN EHQRKDKIQD WKNSQKADNW MLIALGEDVD DDRYTEVANA  
101 LLVEYDSLYD AFESAAISGE EALEDVDIDD DALDAVVEAA RDNVSVPYVD  
151 VTGYVDLESM GPDGVDDVKA ALEAAEGNGE VPDGVDLEVG YVGSPEYRIK  
201 VRAPDYKTAE DQLEAAAARA REAIEAAGGV GEFHRERRED DE 

pnp 43.1 1e–05

Adenine phosphoribosyl 
transferase (EC_2.4.2.7)

1 MDQLRQSLLD APIIEKGEYQ YFVHPISDGV PMLKPELLRE IVIRIIRKAE  
51 LENVDKIVTP AAMGIHISTA LSLMTDIPLV VIRKRQYGLD GEVPLFQETG  
101 YSESEMYIND VEEGDRVLVL DDVLSTGGTM KAILDALTNE VGAEVVDVVA  
151 VIKKAGENEL DQTDYNVKTL INVTVEDGEV VIVDAKGDD 

apt 41.2 1e–05

Rhodanese (EC_2.8.1.1) 1 MPEDSLVTAD WVEENLEKFE SDDPAYRLVE INNPTVTDES DYTPYEEGHI  
51 PGALNFEWDE VFTDKTERDI VSKEKFAERN GEGGIEADTT VVVYGGGRVP  
101 NWFALFGYWI YKYYGHDDVR VIDGGKGYWV ENDYPLSTEE PDFTPREYEA  
151 RGPFESVRAY KDDIDNAIED GLPMVDVRSP EEFSGEVIAP EGLMETAQRG  
201 GHIPGASSVP IGTTLNEDGT FKSREELREL YADAGVDGNE STITYCRVGE  
251 RSSIEWFLLH ELLGYDDVRN YDGSWTEWGN LVGARSRRAS KEVRGRDRTD  
301 VFLNSRC 

sseA 103 2e–26

http://www.ecocyc.org/ECOLI/blast#ECOLI:EG11837-MONOMER
http://www.ecocyc.org/ECOLI/blast#ECOLI:EG11037-MONOMER
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http://www.ecocyc.org/ECOLI/blast#ECOLI:ADENPRIBOSYLTRAN-MONOMER
http://www.ecocyc.org/ECOLI/blast#ECOLI:EG11600-MONOMER
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Влияние терагерцового излучения на протеом  
экстремофильной археи Halorubrum saccharovorum

(более чем в 86.98  раза, p-value 2.26E–02) и по ГТФ-
связывающим белкам (более чем в 64.09  раза, p-value 
4.15E–02).

Клетки микроорганизмов осуществляют постоянный 
мониторинг физико-химических условий среды, в которой 
они находятся, с тем чтобы координировать экспрессию 
генов в соответствии с внешними условиями. Эта регуля-
ция происходит на разных уровнях – на уровне инициации 
транскрипции, на уровне синтеза и деградации мРНК, на 
уровне синтеза белка. Выживание клетки в экстремальных 
условиях требует адекватной регуляции экспрессии генов, 
включая контроль трансляции. Анализ протеома пока-
зывает, что четыре из шести генов Halorubrum, которые 
снижают экспрессию под воздействием ТГц излучения, 
связаны с контролем процесса трансляции.

Ранее нами было изучено влияние нетермического воз-
действия ТГц излучения на стресс-реактивные системы 
клеток E. coli. Было показано, что на ТГц излучение реа-
гируют в первую очередь и сильнее всего гены, индуци-
руемые в ответ на окислительный стресс, слабее – гены, 
связанные с подержанием гомеостаза меди, и совсем не 
реагируют гены, контролирующие устойчивость к анти-
биотикам. Таким образом, ТГц излучение селективно 
воздействует на разные стрессовые системы E. сoli и су­
щественно влияет на жизненно важный гомеостаз окис-
лительных процессов.

Сравнение результатов анализа протеомного ответа на 
нетермическое воздействие терагерцового излучения по-
казало, что для клеток E. сoli наблюдается ответ систем, 
связанных прежде всего с окислительным стрессом, в то 
время как реакция клеток H. saccharovorum обусловлена 
регуляцией синтеза белка и мембранными процессами.

Бактерия E. сoli – облигатный анаэроб, обитающий в 
кишечнике млекопитающих, а архея H. saccharovorum – 
свободно живущий экстремофил. Возможно, столь разные 
реакции этих микроорганизмов на нетермическое воздей-
ствие ТГц излучения объясняются различием занимаемых 
ими экологических ниш и способов адаптации к ним.
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Escherichia coli stress response 
systems and their reaction  
to terahertz radiation
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In this review, we summarize the latest data concern­
ing the reactions of Escherichia coli to nonthermal 
terahertz radiation and the underlying molecular 
mechanisms. E. coli is the most simple and convenient 
model object for studying the effects of terahertz 
radiation: both its genetics and metabolism are 
well studied, and it is easily amenable to genetic 
engineering allowing one to create biosensors using 
promoters of genes activated by certain stress factors 
and the reporter GFP protein. Transformed E. coli cells 
containing biosensors can be used to visualize their 
reactions to terahertz radiation based on the intensity 
of GFP fluorescence. In this review, we present data 
on the response of certain E. сoli stress response 
systems to terahertz radiation obtained by us, as 
well as by other authors. We discuss experimental 
results for E. сoli/ pKatG-GFP, E. сoli/pCopA-GFP, and 
E. сoli/ pEmrR-GFP biosensors that are used to detect 
E. сoli genetic networks responding to oxidative stress, 
copper ion homeostasis failures, and antiseptics, res­
pectively. The obtained data indicate that exposure 
to nonthermal terahertz radiation induces E. сoli 
gene networks of oxidative stress and copper ion 
homeostasis, but does not activate those responding 
to antibiotics, protonophores, or superoxide anions. 
The fact that E. сoli/pKatG-GFP and E. сoli/pCopA-GFP 
biosensors have different activation and reaction 
periods when exposed to terahertz radiation and 
natural inducers suggests that reactions of oxidative 
stress and copper ion homeostasis systems to tera­
hertz radiation are specific.

Key words: terahertz radiation; E. сoli stress response 
systems; biosensors.

Изложены результаты последних лет по изучению реакции стрес­
совых систем Escherichia coli в ответ на нетермическое воздейст­
вие терагерцового (ТГц) излучения. Наиболее простым и удобным 
объектом для изучения воздействия ТГц излучения на живые 
объекты является бактерия E. сoli. Это связано с ее высокой изу­
ченностью как на молекулярно-генетическом, так и на метабо­
лическом уровне, а также c возможностью создания на основе 
промоторов ее стресс-активируемых генов и репортерного белка 
GFP геносенсорных конструкций. Введение этих конструкций в 
клетки E. coli позволяет исследовать реакцию конкретной стрес­
совой системы бактерии на ТГц излучение по интенсивности син­
теза белка GFP, легко определяемого флуорометрически. В работе 
представлены данные литературных источников и собственные 
результаты по нетермическому воздействию ТГц излучения на 
конкретные стрессовые системы E. coli. Обсуждаются эксперимен­
тальные данные, полученные с использованием геносенсоров 
E. coli/pKatG-GFP, E. coli/pCopA-GFP и E. coli/pEmrR-GFP, которые 
являются маркерами генных сетей E. coli, активирующихся в усло­
виях окислительного стресса, при нарушении гомеостаза ионов 
меди и в присутствии антисептиков соответственно. Обзор прове­
денных исследований показал, что нетермическое воздействие 
ТГц излучения индуцирует в клетках E. coli генные сети окисли­
тельного стресса и поддержания гомеостаза меди, но не влия­
ет на активность стрессовых систем защиты от антибиотиков, 
протонофоров и супероксид-анионов. Наличие динамических 
особенностей в развитии стрессорного ответа у геносенсоров 
E. coli/ pKatG-GFP и E. coli/pCopA-GFP на ТГц излучение в сравнении 
с естественными индукторами позволяет предположить специ­
фичность ответа систем окислительного стресса и поддержания 
гомеостаза меди в реакции адаптации клеток E. coli к ТГц излучению.

Ключевые слова: терагерцовое излучение; стрессовые системы 
E. coli; геносенсорные конструкции.
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В связи с тем, что терагерцовый (ТГц) диапазон частот 
электромагнитного спектра активно используется 
в научных и прикладных областях деятельности, 

в дальнейшем предполагается все более интенсивный 
контакт человека с этим диапазон частот, особенно в ин-
спекционных системах безопасности и диагностическом 
медицинском оборудовании. Главная идея эксплуатации 
ТГц диапазона частот заключается в его теоретически 
обоснованной безопасности для живых систем – низкой 
энергии кванта, не способной к ионизации молекул и, сле-
довательно, не вызывающей отрицательных последствий 
при контакте живых систем с другими излучениями бо-
лее высокоэнергетичных диапазонов электромагнитного  
спектра.

Появление таких источников терагерцового излучения, 
как Новосибирский лазер на свободных электронах (ЛСЭ), 
открывает уникальные возможности для изучения воз-
действия излучения ТГц диапазона на живые объекты. 
В частности, можно проводить эксперименты при строго 
контролируемых параметрах излучения (длина волны, 
средняя и пиковая мощности).

При исследовании механизмов воздействия ТГц из-
лучения на живые объекты необходимо учитывать, что 
излучение этого диапазона будет поглощаться водородны-
ми связями воды, присутствие которой в разных формах 
присуще всем живым объектам. В ходе эволюции живые 
организмы не сталкивались с данным видом излучения 
(из-за сильного его поглощения парами воды в атмосфере) 
и, следовательно, могут не иметь специфичных защит-
ных систем. Поэтому при выполнении экспериментов по 
изучению возможности воздействия ТГц излучения на 
живые объекты критически важно обеспечить строгий 
температурный контроль.

Наиболее простым и удобным объектом для исследова-
ния воздействия ТГц излучения на живые объекты являет-
ся бактерия Escherichia coli, генетика, молекулярная био-
логия и метаболизм которой изучены наиболее подробно. 
Возможно создание геносенсорных конструкций, которые 
будут сигнализировать о наличии или отсутствии реакции 
конкретной стрессовой системы на ТГц излучение у E. coli 
синтезом специального репортерного белка GFP, легко 
определяемого флуорометрически. Применение таких 
геносенсорных конструкций позволит не только выявить 
возможное влияние ТГц излучения на функционирование 
отдельных генетических систем у E. coli, но и подойти к 
изучению некоторых механизмов этого воздействия.

В основе геносенсора лежит способность клетки от-
вечать на конкретное воздействие активацией своих 
специфичных систем. Каскады генов активируются в 
клетке в присутствии агентов, повреждающих структуру 
и функции клетки (Zheng et al., 2001). Чувствительным 
звеном геносенсорной конструкции являются промоторы 
таких генов, связанные с репортерным геном, появление 
продукта которого свидетельствует об активации систе-
мы. В качестве репортерных генов используют гены, ко
дирующие флуоресцентные или люминесцентные белки, 
которые легко детектируются (Hakkila et al., 2002). В ре
зультате внешнего воздействия клетка активирует экс-
прессию этой генетической конструкции, что приводит 
к синтезу флуоресцентных белков.

Известно, что иногда один и тот же стрессирующий 
фактор способен индуцировать как специфичную генную 
сеть, характерную именно для этого фактора, так и со-
пряженные генные сети, характерные для других видов 
стресса, что помогает клетке справиться с последствиями 
воздействия, снизить или даже ликвидировать повреж-
дающий эффект токсических агентов на ее структуру и 
функции.

Целью настоящей работы является попытка описать 
основные свойства и элементы стрессовых систем E. coli, 
задействованных в ответе на нетермическое воздействие 
ТГц излучения.

Определение стрессовых систем E. coli, 
задействованных в ответе  
на терагерцовое излучение
В основу геносенсорных конструкций для изучения вли-
яния ТГц излучения на живые системы нами положены 
известные регуляторные элементы хорошо изученных 
стрессовых систем E. сoli, связанные с основными видами 
внешних воздействий на жизнедеятельность бактерий 
(окислительный стресс, поддержание гомеостаза ионов 
меди, присутствие антисептиков).

Эксперименты проводили с использованием уникаль-
ной установки – Новосибирского лазера на свободных 
электронах терагерцового диапазона Сибирского центра 
синхротронного и терагерцового излучения, спроектиро-
ванного и запущенного в действие Институтом ядерной 
физики СО РАН. Облучение биологических объектов 
осуществляли на специально оборудованной биологиче-
ской станции, позволяющей регулировать точную дозу 
облучения и строго контролировать температуру образца 
(Demidova et al., 2013; Bogomazova et al., 2015).

В работе использованы созданные в Институте цито-
логии и генетики СО РАН геносенсоры на основе про
моторов генов, чувствительных к окислительному стрес- 
су – E. coli/pKatG-GFP (Khlebodarova et al., 2007), при-
сутствию в среде ионов меди и серебра – E. coli/pCopA-
GFP, и геносенсор на основе промотора гена emrR E. coli 
(E. сoli multidrug resistance regulator), чувствительного к 
присутствию таких противомикробных агентов, как сали-
циловая или налидиксовая кислоты, – E. сoli/pЕmrR-GFP 
(Demidova et al., 2016). В качестве репортерного белка 
использовался белок GFPaav, характеризующийся интен-
сивной флуоресценцией и временем полужизни 60 мин 
(Andersen et al., 1998).

При сравнении динамики развития ответа наблюда
ется различный характер реакции геносенсоров на есте
ственные индукторы: наработка флуоресцентного белка 
геносенсором Е.  coli/pKatG-GFP на перекись водорода 
достигает 1.25  отн. ед. относительно отрицательного 
контроля примерно через час после начала эксперимента 
и затем держится на этом уровне с некоторыми колеба-
ниями, тогда как ответ геносенсора Е.  coli/pCopA-GFP 
на  ионы меди развивается быстро и постоянно и до-
стигает уровня 2 отн. ед. за три часа; в ответ на присут-
ствие салициловой кислоты флуоресценция геносенсора 
E. coli/ pEmrR-GFP медленно возрастает первые 2.5 часа 
и затем стабилизируется на уровне примерно 1.5 отн. ед. 
Характер реакции геносенсоров на ТГц излучение также 
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различен: наибольшее значение флуоресценции отме
чается у E. coli/pKatG-GFP, при этом первые два часа от-
вет развивается медленно, затем ускоряется и достигает 
1.5  отн. ед. за три часа от начала эксперимента, тогда 
как ответ E. coli/pCopA-GFP на излучение развивается с 
постоянной скоростью, но медленнее, чем E. coli/pKatG-
GFP, и достигает 1.5 отн. ед. более чем за три часа; E. coli/
pEmrR-GFP вовсе не развивает флуоресцентного ответа 
на воздействие излучения. Уровень индукции геносенсора 
E. coli/pKatG-GFP ТГц излучением оказался выше уровня 
индукции естественным индуктором, а уровень индукции 
геносенсора E.coli/pCopA-GFP ТГц излучением – ниже 
уровня индукции естественным индуктором. Концентра-
ция клеток во всех образцах (облученных, отрицательного 
и положительного контроля), отобранных для измерения 
флуоресценции, была одинакова. Разная динамика ответа 
геносенсоров на естественные индукторы и ТГц излуче-
ние свидетельствует о различных механизмах индукции 
стрессового ответа. Понятно, что ответ E. coli на стрессы 
окружающей среды всегда является комплексным. На 
первом этапе стресса включаются механизмы нейтрали-
зации воздействия, далее включается система защиты от 
повреждений, в конце – возможно, система репарации.

Для выявления перекрестных механизмов индукции 
имеющихся геносенсоров была проведена обработка 
клеток геносенсоров неспецифическими индукторами, 
включая тепловой шок. Результаты тестирования при-
ведены в табл. 1.

Реакция геносенсоров на ТГц излучение и отсутствие 
реакции на тепловой шок однозначно свидетельствуют 
о том, что нами выявлена именно нетермическая со-
ставляющая воздействия. Чтобы выявить участие систем 
защиты от окислительного стресса в реакции на ТГц 
излучение, был использован геносенсор E.  coli/pKatG-
GFP, чувствительный к перекиси водорода. Однако этот 
геносенсор оказался чувствительным и к другим ин-
дукторам. Активация ТГц излучением геносенсоров, не 
чувствительных к перекиси водорода, а также геносенсора 
E. coli/pKatG-GFP свидетельствует о других механизмах 
индукции. В частности, регуляция экспрессии гена CopA 
не связана с окислительным стрессом. Добавление в среду 
с геносенсором E. coli/pCopA-GFP перекиси водорода в 
концентрациях, вызывающих развитие окислительного 
стресса, не приводит к активации этого геносенсора.

В настоящее время определено более десятка генных 
сетей, которые активируются в ответ на различные виды 
стресса. Известно, что в ответ на один стрессовый фактор 
могут активироваться несколько генных сетей (Hengge-
Aronis, 1999). Воздействие высоких доз ТГц излучения 

является новым фактором, отсутствующим в природных 
условиях, следовательно, живые организмы не имеют 
слаженных и устоявшихся систем сигнализации и защиты 
при его воздействии. Тем не менее реакцию бактериаль-
ной клетки на ТГц излучение можно зарегистрировать и 
интерпретировать, опираясь на уже известные механизмы 
стрессовых ответов E. coli. Рассмотрим более подробно 
стрессовые системы E. coli, реагирующие на перечислен-
ные в табл. 1 естестественные индукторы (перекись водо-
рода, тепловой шок, сульфат меди и салициловая кислота).

Механизмы регуляции  
стрессовых реакций E. coli

Метаболизм перекиси водорода (H2O2)
Окислительному стрессу подвержены все организмы с 
аэробным дыханием, поскольку активные формы кисло-
рода (АФК) образуются вследствие нормального метабо-
лизма. Большинство АФК, такие как пероксид водорода, 
супероксидный и гидроксильный радикалы, являются 
побочными продуктами в электронно-транспортной цепи 
в процессе окислительного фосфолирирования (González-
Flecha, Demple, 1995; Lushchak, 2011).

В метаболических путях у E.  coli встречается два 
пути расщепления перекиси водорода – с образованием 
кислорода и воды; окисление L-аскорбата до L-дегидро
аскорбата (рис. 1).

Помимо участия в метаболических путях, перекись 
водорода участвует в реакциях окислениях и реакциях 
Фентона, происходящих в клетках E. coli (табл. 2).

Table 1. Results of genosensor induction 

Genosensor Hydrogen 
peroxide 2.5 mM

Heat shock,  
42 °С

THz Copper sulfate  
25 μM

Salicylic acid  
0.1 mM

E. coli/pKatG-GFP Natural inducer No induction Induction greater than 
with the natural inducer

Induction greater than 
with the natural inducer

No induction

E. coli/pCopA-GFP No induction » Induction lower than with 
the natural inducer

Natural inducer »

E. coli/pEmrR-GFP » » No induction No induction Natural inducer

Hydrogen peroxide 
decomposes to form 
water and oxygen

Oxidation of L-ascorbate 
to L-dehydroascorbate

2 L-ascorbate
Hydrogen 
peroxide

L-ascorbate L-dehydroascorbate

+         HO–OH        +     H+

+                                       +  2H2O

2HO–OH → 2H2O + O2
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Fig. 1. Hydrogen peroxide decay pathways in E. coli  
(from http://ecocyc.org).
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Стрессовые системы Escherichia coli и их роль  
в реакциях на воздействие терагерцового излучения

АФК оказывают негативное действие на все биомоле-
кулы – ДНК, РНК, белки и липиды, вызывая изменения в 
их функциональности, например «дисульфидный стресс» 
у белков в результате образования нежелательных ди
сульфидных связей (Aslund et al., 1999) или перекисное 
окисление липидов, приводящее к повышению текучести 
мембран и, в конечном итоге, к нарушению целостности 
и гибели клеток (Cabiscol et al., 2000). Закономерно, что 
в бактериальных клетках, подверженным в том числе и 
множеству сторонних воздействий, выработались меха-
низмы поддержания АФК на определенном уровне со 
стационарной концентрацией <10–8  М (Gutteridge, Hal-
liwell, 1992), а также способы репарации повреждений 
вследствие воздействия АФК.

Адаптивный ответ клеток E.  coli на окислительный 
стресс заключается в активации двух механизмов, коор-
динирующихся глобальными транскрипционными регу-
ляторами SoxRS и OxyR, в результате чего происходит 
индукция экспрессии множества генов, кодирующих 
белки с антиоксидантной и репарирующей активностью.

Механизм с участием ОxyR регулона. OxyR регулон 
играет центральную роль в защите клеток E. coli против 
эндогенного окислительного стресса от пероксида водо-
рода, образующегося в результате активного аэробного 
роста (González-Flecha, Demple, 1995, 2000).

Повреждающее действие пероксида водорода связано 
прежде всего с реакцией Фентона – прямым окислением 
несвязанных внутриклеточных ионов восстановленного 
железа, что приводит к образованию гидроксильного ра-
дикала и супероксид-радикала (Imlay, Linn, 1988; Henle 
et al., 1999):
                   Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH· + OH–,                (1)
                   Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + OOH· + H+.                (2)

Гидроксильный радикал, образующийся в этой реакции, 
короткоживущий, но чрезвычайно активный и способ-
ный к дальнейшим реакциям с биомолекулами вблизи 
сайта своего образования (Park et al., 2005; Lushchak, 
2011). Восстановителями окисленного железа являются 
НАД(Ф)Н, тиолы, свободные восстановленные флавины 
(Rowley, Halliwell, 1982; Woodmansee, Imlay, 2002). Также 
эффективным восстановителем железа считается цистеин 
(Park, Imlay, 2003).

Супероксидный радикал оказывает повреждающее 
действие, связанное со способностью высвобождать 
железо из центров железо-серных дегидратаз. В ходе 
этого процесса происходит инактивация железо-серных 

кластеров ферментов и накопление несвязанного железа 
в цитоплазме (Flint et al., 1993; Liochev, Fridovich, 1994; 
Jang, Imlay, 2007).

Под контролем OxyR находятся 9 из примерно 30 бел
ков, которые являются основными звеньями в метаболи- 
ческих путях разложения пероксида водорода в  бакте
риальных клетках. Прежде всего это каталаза HPI (hydro- 
peroxidase I) – продукт гена katG, активный при аэроб-
ном росте, и каталаза HPII (hydroperoxidase II) – продукт 
гена katE, индуцирующийся в стационарной фазе роста 
под контролем σs (RpoS) субъединицы РНК-полимеразы 
(Loewen et al., 1998). Также к OxyR регулону относятся 
Mn-супероксиддисмутаза, глутаредоксин 1 (grxA), глу-
татионредуктаза (gorA), алкилгидропероксидредуктаза 
(ahpFC), ДНК-связывающий белок (dps), копропорфи-
риноген III редуктаза, арилсульфатаза, регулятор синтеза 
капсулярного полисахарида и несколько белков теплового 
шока (Zheng et al., 2001). Также OxyR в окисленной форме 
активирует транскрипцию OxyS – маленькой нетранс-
лируемой РНК, которая косвенно регулирует примерно 
20 генов, нарушая стабильность РНК или эффективность 
трансляции (Altuvia et al., 1997). В частности, OxyS явля-
ется репрессором hyp оперона fhlA и гена сигма-фактора 
стационарной фазы RpoS (Altuvia et al., 1998; Zhang et 
al., 1998).

Транскрипционный фактор (ТФ) ОxyR – хорошо изу
ченный белок с массой 34.4 кДа, принадлежит к LysR 
семейству бактериальных ТФ. Очищенный белок OxyR 
существует в растворе как тетрамер (Kullik et al., 1995) и 
относится к активаторам класса I, которые взаимодейству-
ют с альфа-субъединицей РНК-полимеразы на промоторе, 
активируя транскрипцию (Tao et al., 1993).

Синтез OxyR происходит и в отсутствие воздействия 
перекиси, более того, при воздействии перекиси его экс-
прессия не увеличивается. Этот факт свидетельствует о 
том, что OxyR активируется посттрансляционно (Storz et 
al., 1990). Восстановленная форма белка OxyR обеспечи-
вает авторегуляцию, связываясь с промотором гена оxyR.

Существуют две различные реакции, определяющие 
статус OxyR. Экспериментально показано, что глутаре-
доксин I восстанавливает OxyR in vivo. Это выявлено по 
пролонгированному ответу мутантных клеток по гену 
grxA− (глутаредоксин I) на воздействие перекиси. В ус-
ловиях нормального роста осуществляется равновесие 
окисленной и восстановленной форм с преобладанием 
первого пути. При увеличении внеклеточной концен-

Table 2. Hydrogen peroxide reactions in E. coli cells (http://ecocyc.org)

Reduction 2Fe2+ + H2O2 + 2H2O → 2[FeO(OH)] + 4H+

L-ascorbate oxidation 2L-ascorbate + H2O2 + 2H+ → → 2 monodehydroascorbate radical + 2H2O  

Fenton reaction Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH· + OH–

Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + OOH· + H+

Oxidation L-methionine + H2O2 → L-methionine superoxide + 2H2O

Reduced electron acceptor + H2O2 → oxidized electron acceptor + 2H2O

2 glutathione + H2O2 → glutathione disulfide + 2H2O

Reduced thioredoxin + H2O2 → oxidized thioredoxin + 2H2O
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трации перекиси >5 μM доминирует вторая реакция, и 
окисленная форма становится основной (Aslund et al., 
1999). Эта окислительная реакция происходит очень бы-
стро, примерно за 30 с; после удаления перекиси из среды 
окисленную форму OxyR можно обнаружить в клетке еще 
в течение 5 мин:
             OxyRвосст. + GSSG ↔ OxyRокисл. + 2GSH,        (3)

               OxyRвосст. + H2O2 → OxyRокисл. + 2H2O.          (4)
В условиях нормального роста при низкой концентра-

ции пероксида водорода преобладает прямая реакция с 
участием глутатиона – уравнение  (3). При увеличении 
внеклеточной концентрации перекиси >5 μM домирует 
вторая реакция – уравнение (4).

С окислительным стрессом связан и метаболизм желе
за: ОхуR является положительным регулятором железо-
связывающего репрессора переноса железа Fur (Zheng 
et al., 1999). Таким образом, через ОхуR может осущест-
вляться непрямая активация генов, регулятором которых 
является Fur.

Механизм с участием SoxRS регулона. SoxRS – это 
система из двух транскрипционных факторов SoxR и 
SoxS, вместе они составляют регулон SoxRS, активация 
которого происходит исключительно в условиях окис-
лительного стресса и может быть вызывана агентами, 
генерирующими супероксид-анионы, такими, например, 
как паракват и менадион (González-Flecha, Demple, 2000).

Гены soxS и soxR кодируют два транскрипционных 
активатора, которые в конечном счете модулируют экс-
прессию более 16 других генов, таких как sodA (Mn- со
держащая супероксиддисмутаза), zwf (глюкозо-6-фос
фатдегидрогеназа), f ldA и f ldB (два флаводоксина), fpr 
(НАД(Ф)Н-ферредоксин редуктаза), fur (железо-связы
вающий репрессор переноса железа), nfo (ДНК репара-
тивная эндонуклеаза  IV), acrAB (экспортирующий на-
сос) и micF (нетранслируемая РНК, которая уменьшает 
экспрессию порина OmpF). Белки, экспрессия которых 
индуцируется системой SoxRS, действуют совместно и 
устраняют возможный ущерб от оксидативного стресса, 
используя механизмы удаления оксидантов (супероксид-
дисмутаза), ДНК репарацию (эндонуклеаза IV), восста-
новление окисленных металлов в протетических груп
пах (флаводоксин- и ферредоксинредуктаза) и системы 
НАД(Ф)Н (глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа), снижение 
проницаемости (micF) и экскрекцию токсинов (порины). 
Активация генов SoxRS регулона увеличивает устой-
чивость клетки не только к супероксид-генерирующим 
агентам, но и к органическим растворителям, а также 
оксиду азота (NO), который может генерироваться анти-
биотиками (Pomposiello, Demple, 2001).

Чувствительным звеном этой системы является белок 
SoxR, который продуцируется постоянно на низком уров-
не – примерно 100 молекул на клетку. В ответ на появление 
супероксид-образующих агентов он приобретает свойства 
транскрипционного фактора и активирует экспрессию 
гена soxS (Hidalgo et al., 1995), продукт которого, в свою 
очередь, индуцирует экспрессию всех вышеперечислен-
ных генов.

SoxR – полипептид размером 17 кДа (Tsaneva, Weiss, 
1990), принадлежащий к MerR семейству белков. К нему 

же относятся некоторые регуляторы устойчивости к анти-
бактериальным веществам, например TipA и BmrR (Wu et 
al., 1995) и металл-чувствительные регуляторы, в том числе 
CueR – регулятор гомеостаза меди в E. coli, выделяющиеся 
внутри семейства наличием консервативных цистеинов в 
фиксированных позициях (Nies, 1999; Brown et al., 2003). 
Характерными особенностями белков, принадлежащих 
к семейству MerR, являются ДНК-связывающий домен 
спираль – поворот – спираль и способ активации транс-
крипции: промотор регулируемого гена обладает опреде-
ленным спейсером (19–20 п. н.) и палиндромом, в обыч-
ных условиях это слабый промотор (Brown et al., 2003). 
Транскрипционный фактор увеличивает его силу путем 
изгибания ДНК и изменения расстояния между боксами.

SoxR формирует в растворе димер, каждый мономер 
которого содержит [2Fe-2S] кластер (Hidalgo et al., 1995; 
Wu et al., 1995). В этом состоянии белок неактивен. Окис-
ленная форма [2Fe-2S] кластера – (Fe3+–Fe3+) – изменяет 
структуру белка SoxR, и он приобретает способность к 
активации транскрипции. В условиях окислительного 
стресса SoxR связывается со своим сайтом, блокирует 
собственную транскрипцию и изменяет структуру про-
мотора SoxS таким образом, что полимераза становится 
способной к активации его транскрипции (Hidalgo, Dem
ple, 1994).

В отличие от SoxR, SoxS имеет сайты связывания в про-
моторах других генов, которые он и активирует в условиях 
стресса (González-Flecha, Demple, 2000). Однако уровень 
аффинности связывания SoxS с этими промоторами на 
два порядка ниже, чем у транскрипционного фактора 
SoxR, и для активации его требуется намного больше, 
чем SoxR. В условиях длительного стресса накопление 
мРНК SoxS прекращается и даже падает в связи с тем, что 
ее стабильность резко уменьшается. Не исключено, что 
и низкая аффинность SoxS (т. е. необходимость высокой 
концентрации ТФ SoxS для активации генов-мишеней) 
является необходимым компонентом прекращения стрес-
сорной реакции в условиях длительного стресса.

Активация SoxR с помощью NO не зависит от присут-
ствия кислорода (Nunoshiba et al., 1995). In vivo нитро
зилированный SoxR имеет активность, сравнимую с той, 
которую имеет окисленный SoxR (Pomposiello, Demple, 
2001).

В антиоксидантную защиту клеток вовлечен еще один 
регулятор – альтернативный транскрипционный фактор 
sigma S (RpoS, σs, KatF), регулирующий адаптационный 
ответ в стационарной фазе. Он кодируется геном rpoS и 
регулирует активность большого числа генов, в том числе 
антиоксидантных katG, dps и gor (Hengge-Aronis, 2002).

Основные защитные системы в E. coli, активируемые 
окислительным стрессом, можно представить следующим 
образом (табл. 3).

Гомеостаз ионов меди
Медь – важнейший микроэлемент, необходимый для нор-
мального протекания множества биопроцессов. Механиз-
мы, благодаря которым медь поступает в E. coli, остаются 
неясными, но известно, что в клетке содержится около 
104 атомов меди – так называемая «медная квота», необ-
ходимая для нормальной физиологии (Finney, O’Halloran, 
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2003). Регуляция гомеостаза ионов меди в E. coli осущест-
вляется с помощью транскрипционного фактора CueR и 
двухкомпонентной системы CusRS.

Транскрипционный фактор CueR, так же как и SoxR, 
принадлежит к MerR семейству. Для CueR тоже характер-
но наличие ДНК-связывающего домена спираль – пово-
рот – спираль и способ активации транскрипции, когда в 
обычных условиях промотор регулируемого гена слабый, 
а транскрипционный фактор увеличивает его силу путем 
изгибания ДНК и изменения расстояния между боксами.

Под регуляторным контролем CueR находятся ген муль-
тимедной оксидазы cueO, осуществляющей детоксикацию 
ионов меди, и ген АТФазного насоса Р-типа copA, кото-
рый является центральным компонентом поддержания 
гомеостаза меди и осуществляет экспорт ионов в пери-
плазматическое пространство (Outten et al., 2000; Petersen, 
Moller, 2000). В аэробных условиях уровень индукции 
системы поддержания гомеостаза меди выше через ре-
гуляторный ТФ CueR, чем через систему CusRS (Outten 
et al., 2001). При пролонгированном воздействии 0.5 мМ 
СuSO4 уровень CueR повышается примерно в 5 раз и со-
ставляет 320–400 молекул на клетку (Yamamoto, Ishihama,  
2005).

Двухкомпонентная система CusRS регулирует транс-
крипцию оперона cusCFBA. 

Гены, кодирующие ТФ CusR и CusS, организованы в 
оперон, направленный противоположно регулируемым 
ими генам, при этом CusR – ответный регулятор, CusS – 
сенсорная киназа. Продукты генов оперона cusCFBA 
образуют систему из трех компонентов (CusCBA), охва-
тывающую внутреннюю и внешнюю мембраны, и при 
помощи CusF осуществляют функцию экспорта ионов 
меди из цитоплазматического и периплазматического про-
странства во внешнюю среду. Функции белков оперона 
cusCFBA распределены следующим образом: CusC – бе-
лок, который обеспечивает канал во внутренней мембране; 
CusA – пермеаза, осуществляющая транспорт ионов меди 
в цитоплазме и периплазме; CusB – член семейства белков, 
слитых с мембраной (membrane fusion protein – MFP); 
CusF – периплазматический шаперон, взаимодействую-
щий с CusC и CusB (Franke et al., 2003). Нуль-мутанты 

по сusR показывают высокий уровень чувствительности 
к меди только в анаэробных условиях. Уровень индукции 
CusC при низких концентрациях меди выше также в ан
аэробных условиях, в аэробных условиях незначительная 
активация происходит при концентрации ионов меди 
выше 0.5 мМ. В среднем количество молекул CusR при 
стрессе от избытка ионов меди меняется мало и состав-
ляет 50–100 молекул на клетку. Таким образом, система 
CusRS участвует в обеспечении устойчивости к ионам 
в анаэробных условиях, где происходит увеличение их 
токсичности, но только в дополнение к эффлюксу меди 
при помощи CopA, экспрессия которого в анаэробных 
условиях также увеличивается (Outten et al., 2001; Thieme 
et al., 2008).

Несмотря на то что избыток ионов меди токсичен для 
бактерий, фундаментальные механизмы клеточных по-
вреждений вследствие такого воздействия до сих пор 
остаются не до конца понятыми. Предполагается, что из-за 
особенностей свойств окислительно-восстановительного 
статуса ионы меди похожи на ионы железа. Они анало-
гично и даже легче железа могут участвовать в реакциях, 
в том числе в реакции Фентона (см. табл. 2), приводящих 
к образованию супероксид-аниона, перекиси водорода, а 
также гидроксил-радикала, крайне токсичного для клетки 
(Thomas et al., 2009; Helsel, Franz, 2015):
                   Cu+ + H2O2 → Cu2+ + OH· + OH–.                (5)

Однако в работе (Macomber et al., 2007) показано, что 
большая часть Н2О2-окисленной меди локализована в 
периплазме. Окислительный стресс при добавлении пере-
киси водорода индуцировал белки секвестрации железа, 
но не индуцировал белки, контролирующие уровень меди. 
Таким образом опровергалась гипотеза об окислительном 
повреждении ДНК при участии внутриклеточной меди.

В другом исследовании (Macomber, Imlay, 2009), по-
священном выяснению механизмов токсичности меди, 
использовались мутантные линии E. coli по генам copA, 
cueO, cus. В работе показана блокировка ферментов, со-
держащих Fe-S-кластеры, таких как ферменты биосинтеза 
аминокислот – дегидратаз (изопропилмалат и дегидратаза 
и дигидрокси-кислая дегидратаза), а также блокировка 
фумаразы А, насыщение субстратом (малатом) которой 

Table 3. Major mechanisms protecting E. coli cells from oxidative stress 

soxRS (О2
– -inducible) oxyR (Н2О2-inducible) σs (Н2О2, O–

     2-inducible)

sodА – superoxide dismutase
nfo – endonuclease IV
acnA – aconitase
tolC – outer membrane protein
micF – regulatory RNA, repression of outer 

membrane protein expression
fldA – flavodoxin А
fpr – ferredoxin/flavodoxin NADP+ reductase
ribA – GTP cyclohydrolase II
zwf – glucose-6-phosphate dehydrogenase 
inaA
pqi5
fumC
fur
acrAB

katG – catalase (hydroperoxidase I)
ahpCF – alkylhydroperoxide reductase
grxA – glutaredoxin I
gorA – glutathione reductase
оxyS – regulatory РНК (protection from 

mutagenesis)
dps – nonspecific DNA-binding protein
hemF – coproporphyrinogen-III oxidase 
rcsC –  regulator of genes for capsular 

polysaccharide synthesis
f497 –  protein homologous to arylsulfatase 

enzymes
fur

katE – hydroperoxidase II
xthA – endonuclease III
sodС – superoxide dismutase
sodB – superoxide dismutase
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защищало активный центр фермента от инактивации. 
Аналогичные данные получены в работе (Fung et al., 2013).

Взаимодействие систем гомеостаза разных металлов в 
клетках бактерий остается предметом тщательного изуче-
ния. Известно, что при анаэробном росте бактерий одно-
временное воздействие меди и железа в концентрациях, 
характерных для окружающей среды (1 мкM и 200 мкM 
соответственно) имеет синергический эффект, приво-
дящий к задержке роста бактерий (Bird et al., 2013). При 
взаимодействии систем гомеостаза меди и железа важную 
роль играет мультимедная оксидаза CueO. Помимо ионов 
меди естественным субстратом для этого фермента явля-
ется энтеробактин – соединение, синтезирумое бактерией 
для захвата железа из окружающей среды. Показано, что 
смесь энтеробактина и меди in vitro токсична для клетки, 
но добавление очищенной оксидазы CueO способствова-
ло выживанию клеток. Делеция гена fur – центрального 
регулятора метаболизма железа в E. coli – приводила к 
гиперчувствительности бактерий к воздействию ионов 
меди, которая ослаблялась при делеции гена энтеробакти-
на entC. Таким образом, CueO может играть центральную 
роль во взаимодействии между гомеостазом меди и железа 
(Grass et al., 2004).

EmrRAB оперон (мультилекарственная устойчивость)
В E. coli существует несколько систем, формирующих 
устойчивость клеток к различным антибактериальным 
веществам (Grkovic et al., 2002).

EmrRAB – оперон, участвующий в формировании 
мультилекарственной устойчивости E. coli посредством 
удаления из клетки таких структурно непохожих веществ, 
как протонофоры и антибиотики типа тиолактомицина и 
налидиксовой кислоты. EmrR – первый ген оперона, ко
дирующий 20.6 кДа белок. Мутации в гене emrR приводят 
к повышенной экспрессии EmrAB, что в свою очередь 
увеличивает устойчивость бактерий к антимикробным 
агентам. EmrR является негативным регулятором оперо-
на и принадлежит к marR семейству транскрипционных 
репрессоров (Lomovskaya et al., 1995; Seoane, Levy, 1995; 
Miller, Sulavik, 1996).

EmrB – белок, выполняющий функцию насоса при 
транспорте соединений через цитоплазматическую мем
брану. EmrA – белок, связывающий соединения и, ве-
роятно, осуществляющий их передачу от EmrB к TolC 
(Borges-Walmsley et al., 2003). TolC – порин наружной мем-
браны, вовлеченный в эффлюкс некоторых гидрофобных 
и алифатических молекул; является общим компонентом 
для нескольких систем экспорта лекарств из клетки, в 
том числе EmrRAB, но не находится под регуляторным 
контролем EmrR (Morona et al., 1983).

Эффлюкс соединений системой EmrAB–TolC осущест-
вляется с использованием градиента протонов (Putman et 
al., 2000).

Негативная регуляция оперона еmrRАВ осуществляется 
путем прямого связывания ТФ EmrR с последователь-
ностью ДНК промотора оперона emrRAB. Индукторы 
системы emrAB, такие как карбонилцианид, 2,4-динитро-
фенол, тетрахлорсалициланилид и налидиксовая кислота, 
связываются с EmrR и ингибируют взаимодействие про-
мотор – репрессор (Xiong et al., 2000).

Недавно для E. coli было показано, что полиамины (пу-
тресцин, спермидин и спермин) вовлечены в преодоление 
окислительного стресса путем стимулирования синтеза на 
уровне трансляции ТФ SoxR, EmrR и GshA вместе с RpoS. 
При этом стимуляция синтеза SoxR и EmrR зависела от 
наличия неспецифически расположенной последователь-
ности Шайна – Дальгарно в мРНК SoxR и EmrR. Синтез 
GshA был следствием существования неспецифического 
инициирующего кодона UUG вместо AUG. Полиамины 
стимулировали синтез EmrR главным образом в лога
рифмической фазе роста, тогда как для SoxR и GshA сти-
муляция синтеза была характерна для стационарной фазы. 
Таким образом, emrR входит в полиаминный модулон –  
группу генов, регулируемых полиаминами (Yoshida et al., 
2004; Sakamoto et al., 2015).

Тепловой шок 
Тепловой шок является гомеостатическим ответом клетки 
на индуцированное стрессовыми условиями изменение 
конформации белков. Тепловой шок у E. coli развивается 
при температуре 42 °С. Механизмы защиты достаточно 
хорошо описаны (Arsène et al., 2000). Этот феномен свой-
ствен всем организмам, и его молекулярный механизм 
практически идентичен у бактерий (Arsène et al., 2000), 
архей (de Macario, Macario, 1994) и эукариот (Хлебодаро-
ва, 2002). При повышении температуры клетка начинает 
синтезировать белки теплового шока, к которым прежде 
всего относятся молекулярные шапероны (DnaK, GroEL) 
и АТФ-зависимые протеазы (Lon, ClpAP). Эти белки вы-
полняют две основные функции – обеспечивают фолдинг 
(сворачивание в нативную конформацию) и деградацию 
поврежденных белков. Гены стрессовых промоторов, 
использованных в настоящей работе, не относятся к си-
стеме защиты клетки от теплового шока. Проверенные 
геносенсоры не отвечали на тепловой шок.

При прохождении через водные среды ТГц излучение 
ими активно поглощается и диссипирует в тепло, что 
в свою очередь приводит к повышению температуры. 
Именно этот процесс тщательно контролировали при 
помощи тепловизора и регулировали изменением сред-
ней мощности излучения. Для исключения индукции 
изучаемых элементов стрессовых систем бактериальных 
клеток вследствие теплового шока, в ходе экспериментов 
для геносенсоров E. coli/pKatG-GFP, E. coli/pCopA-GFP 
и E. coli/pEmrR-GFP проводилось дополнительное тести-
рование на активацию после температурного воздействия 
42 °С в течение 15 мин.

Активация стрессовых систем E. coli  
в условиях терагерцового облучения
С целью определения стрессовых систем E. coli, задей-
ствованных в ответе на нетермическое воздействие ТГц 
излучения, нами была проведена серия экспериментов с 
геносенсорами, маркирующими генные сети E. coli, акти-
вирующиеся в условиях окислительного стресса, присут-
ствия антисептиков, поддержания гомеостаза ионов меди.

Одним из центральных регуляторов системы окисли-
тельного стресса является транскрипционный фактор 
OxyR, под положительным регуляторным контролем 
которого находится ген пероксидазы katG (Belkin et al., 
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1996; Khlebodarova et al., 2007). Появление в клетке E. coli 
перекиси водорода или супероксид-радикала приводит к 
активации экспрессии гена katG (рис. 2). KatG осущест-
вляет реакцию восстановления супероксид-радикала, 
кофактором реакции выступает гем, имеющий в своем 
составе железо (Fe2+ или Fe3+).

В результате серии экспериментов было показано, что 
воздействие ТГц излучением приводит к увеличению 
экспрессии гена-репортера под контролем промотора гена 
katG, чувствительного к окислительному стрессу, по срав-
нению с образцами, не подвергавшимися нетермическому 
воздействию ТГц излучения.

Поддержание концентрации кислорода внутри клет
ки – один из главных факторов устойчивости внутрикле-
точного метаболизма. На подержание этого гомеостаза 
направлены несколько стрессовых систем – в частности, 
функционирование регулонов OxyR и SoxRS, а также 
сопряженного с ними гомеостаза переходных металлов. 
Одним из таких металлов является медь. Медь входит в 
состав супероксиддисмутазы SodC, или CuZnSOD, кото-
рая играет важную роль в преобразовании супероксидных 
радикалов до перекиси водорода и кислорода (Imlay K., 
Imlay J., 1996; Pena et al., 1999), однако ее избыток, так же 
как и недостаток, может вызывать серьезные патологии. 
По свойствам окислительно-восстановительного статуса 
ионы меди похожи на ионы железа, однако роль меди в 
клетке более специфична, как и сама реакция клетки на 
ионы меди, для которых существует специальная система 
эффлюкса. Известно, что ионы меди в бактериальных 
клетках могут влиять на гомеостаз железа, дестабили-
зируя белковые Fe-S кластеры (Chillappagari et al., 2010; 
Fung et al., 2013), в свою очередь белки, содержащие 
железосерные кластеры, обладают окислительно-вос-
становительным потенциалом и являются важнейшими 
участниками окислительно-восстановительных реакций 
в клетках. В стрессовых условиях, связанных прежде 
всего с окислительно-восстановительными процессами, 
возможна активация эффлюкса ионов меди, которые могут 

оказаться токсичными для клетки. Поэтому стрессовая 
система поддержания гомеостаза ионов меди, а именно 
ген copA, кодирующий АТФазную помпу (Rensing et al., 
1999), была выбрана для разработки и создания гено-
сенсорной конструкции для дальнейшего тестирования 
эффектов нетермического воздействия ТГц излучения. 
CopA – центральный компонент поддержания гомеостаза 
меди, осуществляющий экспорт ионов меди в периплаз-
матическое пространство. Активируют экспрессию ионы 
меди и серебра и транскрипционный фактор CueR. Для 
активации промотора транскрипционный фактор CueR 
должен связать ион Cu+, Ag+ или Au+ (рис. 3).

Было показано, что клетки геносенсоров под регуля-
торным контролем промоторов гена copA реагируют на 
терагерцовое излучение индукцией синтеза GFP белка. 
При этом уровень индукции репортерного белка GFP у 
геносенсора E. coli/pCopA-GFP заметно ниже, чем у ге-
носенсора E. coli/pKatG-GFP. Кинетика индукционного 
ответа, полученная после нетермического воздействия 
ТГц излучения, отличается от кинетики ответной реак-
ции на ионы меди. Для облученных образцов характерен 
менее интенсивный флуоресцентный ответ, чем в случае 
положительного контроля, однако если сравнивать с 
характером кинетических кривых геносенсора E.  coli/
pKatG-GFP, развитие ответной реакции у геносенсора 
E. coli/pCopA-GFP не отсрочено во времени, что позво-
ляет предположить либо прямую активацию гена copA, 
либо небольшое количество промежуточных звеньев в 
процессе активации. 

Еще одна стрессовая система, протестированная от-
носительно нетермического воздействия ТГц излучения, 
была разработана на основе промотора гена emrR, вхо-
дящего в оперон еmrRAB. Ген еmrR в составе оперона 
еmrRAB кодирует белок MarR, участвующий в мульти-
лекарственной устойчивости E. coli (рис. 4).

Оперон emrRAB придает клетке устойчивость к таким 
структурно несхожим соединениям, как протонофоры 
(CCCP и TCS), 2-хлорофенилгидразин и некоторые ан

Fig. 2. Regulation of the katG gene (http://ecocyc.org).

Fig. 3. Regulation of the copA gene (http://ecocyc.org). Fig. 4. Salicylate inactivation (http://ecocyc.org).
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тибиотики (налидиксовая кислота, тиолактомицин). Ген 
emrR является негативным регулятором генов этого опе-
рона (Lomovskaya et al., 1995). Для геносенсора E. coli/
pEmrR-GFP после воздействия нетермическим ТГц из-
лучением индукция флуоресцентного белка GFP не на-
блюдалась, для положительного контроля при индукции 
салициловой кислотой всегда было характерно стабильное 
выраженное увеличение флуоресценции.

Отсутствие индукции геносенсора E. coli/pEmrR-GFP 
указывает на то, что в реакции на ТГц излучение не уча-
ствуют стрессовые системы защиты от антибиотиков и 
протонофоров. Тот факт, что геносенсор E. coli/pEmrR-
GFP (Sakamoto et al., 2015) участвует в стрессовой системе 
окислительного стресса, вызываемого супероксид-ани-
онами, и в то же время не реагирует на ТГц излучение, 
свидетельствует в пользу того, что стрессовая система 
защиты от супероксид-анионов также не задействована 
в исследуемом процессе.

Промотор гена сорА содержит сайт связывания транс-
крипционного фактора СueR, который, связываясь с ио-
нами меди, осуществляет положительную регуляцию гена 
сорА даже при умеренных концентрациях меди в аэробных 
условиях (Grass, Rensinq, 2001; Rademacher, Masepohl, 
2012). Также известно, что в промоторной области сорА 
содержится гипотетический сайт связывания глобального 
транскрипционного фактора FruR (Fructose repressor), но 
непонятно, в роли активатора или репрессора он высту-
пает. Примечательно, что транскрипционный фактор FruR 
тоже является активатором гена crp (Zhang et al., 2014), 
который вовлечен в генную сеть окислительного стресса 
и опосредованно (через OxyR) способен активировать 
транскрипцию гена katG (Demidova et al., 2016).

Известно, что FruR обеспечивает переключение между 
анаболизмом и катаболизмом сахаров и в случае недо-
статка сахаров активирует анаболические пути, а в случае 
их избытка – катаболические. Было показано, что в E. сoli 
данный белок контролирует экспрессию большого числа 
генов, вовлеченных в различные процессы центрального 
метаболизма (Ramseier et al., 1995; Saier, 1996), в результа-
те чего белок был переименован в Cra (catabolite repressor-
activator) (Saier, Ramseier, 1996). В регуляторной области 
гена emrR сайты связывания FruR обнаружены не были.

Основная принятая на сегодняшний день гипотеза воз-
действия ТГц излучения на живые системы была пред-
ложена Г. Фройлихом в 1982 г. (Fröhlich, 1982). Его идея 
состоит в наличии резонансных частот для некоторых 
компонентов живых систем (например, комплексов бел-
ков) в миллиметровых и, особенно, субмиллиметровых 
диапазонах. Следует отметить не менее существенный 
приоритетный вклад отечественных ученых Н.Д. Девят-
кова и М.Б.  Голанта в формирование представлений о 
воздействии излучения этого диапазона на живые системы 
(Девятков, Голант, 1982; Девятков и др., 1983а,б; Девятков, 
Бецкий, 1985). Была сформулирована гипотеза не только о 
прямом воздействии излучения на живые системы, но и о 
модификации степени гидратации органических молекул 
в воде (Девятков и др., 1982). Полученные нами результа-
ты однозначно свидетельствуют о том, что нетермическое 
влияние ТГц излучения избирательно включает некоторые 
генные сети в клетках E. coli.

Таким образом, терагерцовое излучение, избирательно 
возбуждающее отдельные регуляторные элементы клетки, 
может оказаться мощным научным инструментом, при-
годным для исследования внутриклеточных механизмов 
регуляции метаболизма путем направленного воздействия 
на отдельные элементы генных сетей.
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Retention of lactase activity in adulthood (lactase 
persistence) is one of the most important adaptive 
traits for human populations that consume fresh milk 
from domestic animals. At a molecular-genetic level, 
lactase persistence is determined by the presence of 
specific alleles of polymorphic sites in cis-regulatory 
elements of the LCT gene located on chromosome 2q21. 
Ascertainment of the molecular-genetic causes of lac
tase persistence has made this trait one of the most 
convenient for studying mechanisms of human popu
lation adaptation to environmental conditions. But 
the populations of many regions remain insufficiently 
investigated in relation to the genetic variability of 
the LCT loci. This paper presents the results of poly
morphism analysis of loci, including the enhancer 
element for the LCT gene and its flanking regions, 
in two Turkic-speaking populations from southern 
Siberia, Altaian Kazakhs and Khakasses. It was found 
that the “European” allele LCT-13910T is the most cha
racteristic of the Turkic-speaking populations from 
Altai-Sayan regions among all the polymorphic vari
ants associated with lactase persistence. The expan
sion of the “European” allele LCT-13910T to the gene 
pool of the populations in southern Siberia could be 
related to migration waves of ancient herders form 
western Eurasia during the Bronze Age (in III – II mil
lennium BC). A decrease of the LCT-13910T allele fre
quency and the total frequency of its carriers in the 
Turkic-speaking populations of southern Siberia in 
comparison with the majority of European populations 

Сохранение активности фермента лактазы во взрослом возрасте 
(персистенция лактазы) является одним из важных адаптативно 
значимых признаков для популяций человека, потребляющих 
в пищу свежее молоко домашних животных. На молекулярно-
генетическом уровне персистенция лактазы детерминируется 
наличием специфических аллельных вариантов ряда полиморф
ных позиций в цис-регуляторных элементах гена LCT, расположен
ного на хромосоме 2q21. Установление молекулярно-генетических 
причин персистенции лактазы сделало этот признак одной из 
удобных моделей для изучения механизмов адаптации популяций 
человека к условиям среды. Население многих регионов остается 
недостаточно исследованным в отношении генетической вариа
бельности этого локуса. В данной работе приведены результаты 
анализа полиморфизма локуса, включающего в себя энхансерный 
элемент гена LCT и фланкирующие его районы, в двух тюркоязыч
ных группах населения Южной Сибири – алтайских казахов и хака
сов. Показано, что для тюркоязычного населения Алтае-Саянского 
региона из всех полиморфных вариантов, ассоциированных с 
персистенцией лактазы, наиболее характерным является «евро
пейский» аллель LCT-13910T. Проникновение «европейского» 
аллеля LCT-13910T в генофонд населения Южной Сибири могло 
быть связано с миграционными волнами древних популяций 
животноводов Западной Евразии в Южную Сибирь в эпоху бронзы 
(III–II тысячелетия до н. э.). Снижение частоты аллеля LCT-13910T 
и суммарной частоты его носителей у тюркоязычных популяций 
Южной Сибири по сравнению с большинством европейских 
популяций и казахами Средней Азии может объясняться сущест
венным вкладом в генофонд населения региона популяций вос
точно-евразийского происхождения, для которых данный аллель
ный вариант нехарактерен, и меньшей адаптивной значимостью 
для населения региона персистенции лактазы во взрослом воз
расте, по сравнению с населением Европы. Редкие и уникаль
ные однонуклеотидные полиморфизмы (ОНП) в исследуемом ло
кусе, обнаруженные нами у алтайских казахов (LCT-13895G > C и 
LCT-13927C > G) и хакасов (LCT-14011C > T), являются потенциаль
но значимыми для регуляции активности гена LCT, так как попада
ют в пределы энхансера, регулирующего активность его промотора.

Ключевые слова: персистенция лактазы; лактоза; гиполактазия; 
ген LCT; однонуклеотидные полиморфизмы; алтайские казахи; 
хакасы, Южная Сибирь; адаптивные признаки человека.
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and the Kazakhs from southern Central Asia can be 
attributed to: (1) a significant influence on the Altai-
Sayan population’s gene pool by Eastern Eurasian 
populations, for which the LCT-13910T allele is rare; 
(2) a lesser adaptive significance of lactase persistence 
for south Siberian populations, compared to the popu
lations of Europe. Rare and unique SNPs in the locus 
under consideration that were found in the Altaian 
Kazakhs (LCT-13895G > C and LCT-13927C > G) and 
Khakasses (LCT-14011C > T) potentially play a role in 
regulation of LCT gene expression, because they are 
located within the enhancer, regulating activity of its 
promoter.

Key words: lactase persistence; lactose; hypolactasia; 
LCT gene; single nucleotide polymorphism; Altaian 
Kazakhs; Khakasses; Southern Siberia; human adaptive 
traits.

Способность усваивать молочный сахар (лактозу) 
во взрослом возрасте за счет сохранения активно-
сти фермента лактазы является одним из важных, 

адаптивно значимых признаков для многих популяций 
человека, потребляющих в пищу свежее молоко домаш-
них животных. Лактаза – это фермент, ответственный за 
гидролиз лактозы, основного углевода молока, в глюкозу 
и галактозу. Поскольку молоко – единственный источник 
питания новорожденных, активность этого фермента 
становится основополагающим компонентом для раннего 
развития организма и выживаемости потомства. После 
прекращения грудного вскармливания активность лак-
тазы, как правило, снижается. Эволюционные причины 
и молекулярные механизмы этого процесса до конца не 
изучены (Gerbault et al., 2011). У некоторых индивидов 
экспрессия фермента клетками эпителия кишечника 
сохраняется всю жизнь, что обеспечивает им нормаль-
ное переваривание свежего молока. Такие изменения в 
активности фермента детерминированы генетически и 
представляют собой два варианта физиологической нормы 
(Enattah et al., 2002; Gerbault et al., 2009).

Частота персистенции лактазы в популяциях человека 
изменяется от 15–54 % в Восточной и Южной Европе до 
62–86 % в Центральной и Западной. Значительно выше 
она на Британских островах и в Скандинавии (89–96 %) 
(Ingram et al., 2009; Itan et al., 2010). В Индии частота 
персистенции лактазы выше в северной части (63  %) 
по сравнению с южной и восточной (23  %) (Swallow, 
Hollox, 2000). Немногочисленные сведения о популя-
циях Восточной Азии, опубликованные к настоящему 
времени, говорят о низкой частоте данного признака в 
этих регионах (~ 1 %) (Itan et al., 2010; Peng et al., 2012). 
В Африке распространение персистенции лактазы очень 
неоднородно: чаще всего она наблюдается у традицион-
ных скотоводов – 64 % (Swallow, 2003; Ingram et al., 2007; 
Tishkoff et al., 2007; Gerbault et al., 2009). В исследованных 

популяциях европейской части России этот показатель 
варьирует от 10 до 60 % (Khabarova et al., 2009, 2011, 2012; 
Боринская и др., 2009).

Установлено, что на молекулярно-генетическом уровне 
персистенция лактазы во взрослом возрасте детерминиру-
ется наличием специфических аллельных вариантов ряда 
полиморфных позиций в цис-регуляторных элементах 
(энхансерах) гена LCT, расположенного на хромосоме 
2q21. Наиболее значимым для регуляции данного гена 
цис-элементом является энхансерная последовательность, 
расположенная на расстоянии ~14  т. п. н. выше старт-
кодона гена LCT, в 13 интроне гена MCM6. Первым одно-
нуклеотидным полиморфным сайтом, детерминирующим 
персистенцию лактазы в европейских популяциях, был 
ОНП, расположенный в позиции –13910 от старт-кодона 
гена LCT (rs4988235; 2:135851076 NC_000002.12) (Enattah 
et al., 2002). Гомозиготный вариант C/C по полиморфизму 
LCT-13910С > T ассоциирован с гиполактазией во взрос-
лом возрасте, в то время как наличие аллеля LCT-13910T 
в гетерозиготном или гомозиготном состоянии приводит 
к персистенции лактазы (Ingram et al., 2009). Частота ал-
леля LCT-13910T в большинстве европейских популяций 
варьирует в пределах 30–90 % (Enattah et al., 2002, 2007). 
С помощью работ на клеточных линиях in vitro была про-
демонстрирована значимость участка, расположенного 
между позициями –13 800 и –14 017 от стартового кодона 
гена LCT, в регуляции активности его промотора (Olds, 
Sibley, 2003). Механизм действия данного энхансерного 
элемента обусловлен локализацией в нем сайтов связыва-
ния нескольких транскрипционных факторов, участвую-
щих в транскрипции гена лактазы (Lewinsky et al., 2005).

В многочисленных ассоциативных исследованиях была 
доказана связь аллеля LCT-13910T с поддержанием уровня 
синтеза лактазы, помимо Европы, в популяциях Средней 
Азии, Индии, северо-западной и центральной части Рос-
сии (Enattah et al., 2008; Khabarova et al., 2009, 2011, 2012; 
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Heyer et al., 2011). Дальнейшие исследования позволили 
идентифицировать еще три дополнительных аллельных 
варианта ОНП, расположенных в непосредственной бли-
зости от LCT-13910C > T, которые были ассоциированы 
с персистенцией лактазы в популяциях Африки и Ближ-
него Востока: LCT-13907G > C (rs41525747; 2:135851073 
NC_000002.12), LCT-13915A > C (rs41380347; 2:135851081) 
и LCT-14010C > G (rs145946881; 2:135851176) (Ingram et 
al., 2007; Tishkoff et al., 2007; Itan et al., 2010; Jones et al., 
2013).

В то же время население многих регионов остается 
недостаточно исследованным в отношении генетической 
вариабельности данного локуса. К таким популяциям 
можно отнести значительную часть коренного населения 
Южной Сибири, включая тюркоязычные популяции. При 
этом для ряда популяций сопредельных районов Средней 
Азии (в том числе для тюркоязычных казахов из северной 
части Узбекистана) была показана строгая корреляция 
между статусом полиморфной позиции LCT-13910С > T 
и наличием/отсутствием гиполактазии – такая же, как и 
для популяций Европы (Heyer et al., 2011).

Целью данной работы был анализ полиморфизма регу-
ляторного элемента, расположенного в позиции от –14 383 
до –13 506 от старт-кодона гена LCT в пределах 13 интрона 
гена MCM6 (2:135851549–135850672 NC_000002.12), 
включающего в себя энхансерный элемент гена лактазы и 
фланкирующие его районы, в двух тюркоязычных группах 
коренного населения Южной Сибири – алтайских казахов 
и хакасов, для выявления частоты аллелей и генотипов 
распространенных ОНП, ранее ассоциированных с перси-
стенцией лактазы в других популяциях (в первую очередь 
LCT-13910C > T), а также поиска новых однонуклеотид-
ных полиморфизмов, потенциально ассоциированных с 
гиполактазией/персистенцией лактазы.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили выборки 
представителей коренного населения Алтае-Саянского 
региона: казахи из Республики Алтай (128 чел.) и хакасы 
из Республики Хакасия (64 чел.). Образцы крови были 
собраны ранее, во время экспедиционных обследований 
данных популяций. Письменное информированное согла-
сие на участие в исследовании получено от всех предста-
вителей изучаемых популяций. Этническую принадлеж-
ность индивидов определяли с помощью специального 
анкетирования. Выборки представлены не связанными 
родством индивидами.

ДНК из крови выделяли с помощью фенол-хлороформ-
ной экстракции (Sambrook et al., 1989).

Скрининг однонуклеотидных полиморфизмов прово-
дили методом прямого секвенирования ПЦР-продукта 
протяженного участка регуляторного района гена LCT 
размером 878 п. н. на хромосоме 2:135851549–135850672.

Для амплификации фрагмента ДНК (878  п. н.) были 
использованы праймеры F878 5′-agaggacttcattgtggagc-a-3′, 
R878 5′-gggaagagggctaagactga-3′. Реакционная смесь объ-
емом 50 мкл содержала: 75 мМ трисHCl (pH 8.8), 20 мМ 
(NH4)2SO4, 0.01 % твин 20, 0.5 мкг тотальной ДНК, по 
1 мкМ каждого из праймеров, 0.2 мМ каждого из dNTP, 
2.5 мМ MgCl2 и 0.6 ед. акт. Taq ДНК полимеразы («Сиб

энзим», Новосибирск). Режим ПЦР: денатурация при 
95 °C (3 мин), затем 10 циклов, включающих денатурацию 
при 95 °C (45 с), отжиг при 62 °C (45 с) и элонгацию при 
72 °C (45 с), далее 20 циклов, включающих денатурацию 
при 95 °C (30 с), отжиг при 60 °C (30 с) и элонгацию при 
72 °C (30 с).

Для секвенирования исследуемого фрагмента ДНК 
были подобраны внутренние праймеры F878seq 5′-catt 
gtggagcaatataaac-3′ и R878seq 5′-ggctaagactgaaaagaggc-3′. 
Последовательности нуклеотидов определяли с исполь-
зованием набора реактивов ABI Prism BigDye Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, 
США). Продукты секвенирующей реакции анализировали 
на автоматическом капиллярном секвенаторе ABI Prism 
3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems, США) в 
центре коллективного пользования «Геномика» СО РАН 
(http://sequest.niboch.nsc.ru).

Соответствие частот генотипов равновесию Харди–
Вайнберга оценивали с использованием критерия χ2

    HW 
и компьютерной программы CHIHW (Zaykin, Pudovkin, 
1993). Межпопуляционное сравнение частот аллелей и 
носительства аллелей исследуемых ОНП проводили по 
критерию χ2 с помощью программы SPSS 11.0. Различия 
считали статистически достоверными при уровне значи-
мости p < 0.05.

Результаты
ОНП LCT-13910C > T. В исследованных популяциях 
алтайских казахов и хакасов с наибольшей частотой 
был выявлен полиморфизм в позиции LCT-13910C > T 
(rs4988235). В обеих выборках выявлены носители всех 
трех генотипов по данному ОНП (рис. 1). Распределение 
частот генотипов в выборке алтайских казахов соответ-
ствует равновесию Харди – Вайнберга (χ2

    HW = 0.001), в 
выборке хакасов наблюдается отклонение от равновесия 
(χ2

    HW = 7.802).
Обнаруженные частоты аллелей и генотипов по ОНП 

LCT-13910C  > T (rs4988235) представлены в табл.  1. 
Частота аллеля LCT-13910T, ассоциированного с персис
тенцией лактазы в популяции алтайских казахов, соста-
вила 9.0 %, хакасов – 7.8 %. Суммарная доля носителей 
аллеля LCT-13910T (генотипы LCT-13910C/T, T/T) в этих 
популяциях составила 17.2 и 12.5 % соответственно. До-
стоверных различий между исследованными выборками 
как по частоте аллеля LCT-13910T (p = 0.699), так и по 
суммарной доле его носителей (p = 0.399) не выявлено 
(табл. 2). Таким образом, обе тюркоязычные популяции, 
населяющие различные части Алтае-Саянской горной си
стемы, демонстрируют схожую представленность аллелей 
ОНП LCT-13910C > T (rs4988235) в генофонде. И час
тота аллеля ОНП LCT-13910T, и суммарная частота его 
носителей, выявленные у алтайских казахов и хакасов, 
ниже, чем в большинстве европейских популяций, а также 
статистически значимо ниже, чем в популяции казахов с 
севера Узбекистана (Heyer et al., 2011) (см. табл. 2).

Редкие ОНП локуса LCT-14383-13506. Помимо наибо-
лее распространенного ОНП LCT-13910C > T (rs4988235), 
в исследованных популяциях были выявлены более редкие 
полиморфные варианты. В популяции алтайских казахов 
обнаружены ранее не описанные ОНП LCT-13895G > C 
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Fig. 1. Sequenograms of the cis-regulatory element of the LCT gene with different genotypes for 
the LCT-13910C>T SNP (rs4988235): (a) LCT-13910CС, (b) LCT-13910CT, (c) LCT-13910TT.

(2:135851061 NC_000002.12) и LCT-13927C > G (2:135851093 NC_000002.12) 
(по одному носителю ОНП в гетерозиготном состоянии) (рис. 2, а, б). При 
этом носитель генотипа LCT-13895GC являлся также гетерозиготой LCT-
13910CT (см. рис. 2, а).

У одного представителя популяции хакасов был обнаружен в гетерозиготном 
состоянии ОНП LCT-14011C > T (2:135851177; rs4988233) (см. рис. 2, в), ранее 
выявленный с низкой частотой в популяциях различных регионов (Эстония, 
Индия, Пакистан, Бразилия) (Lember et al., 2006; Friedrich et al., 2012; Gallego 
et al., 2012).

Обсуждение
Способность усваивать лактозу во взрослом возрасте обеспечивает очевидное 
конкурентное преимущество носителям данного признака в популяциях, в 
традиционный рацион которых входит сырое молоко домашних животных. 
Установление достоверной взаимосвязи этого признака с полиморфизмами 
цис-регуляторных элементов гена лактазы LCT сделало персистенцию лактазы 
одной из наиболее удобных моделей для изучения механизмов адаптации попу-
ляций человека к условиям среды, в данном случае – к особенностям питания. 

В наибольшей степени эта модель 
рассмотрена для популяций Евро
пы, включая широкомасштабные ис-
следования современных популяций 
из различных районов континента 
(Ingram et al., 2009) и анализ разно
временных древних групп населения 
(Burger et al., 2007; Witas et al., 2015). 
В других регионах планеты, в том 
числе в южных регионах Сибири, 
полиморфизм регуляторных элемен-
тов гена лактазы изучен в меньшей 
степени.

Нами получены данные по поли-
морфизму цис-регуляторной области 
гена LCT для двух групп современ-
ного коренного населения Южной 
Сибири – алтайских казахов и хака-
сов. Наибольшая представленность 
в исследованных выборках ОНП 
LCT-13910C  >  T (rs4988235) была 
ожидаема, так как ранее подобный 
результат был получен для группы 
казахов из Узбекистана (Heyer et al., 
2011). Важно, что для среднеазиат-
ских популяций в упомянутой работе 
продемонстрирована достоверная 
связь аллелей по данному полимор-
физму с персистенцией лактазы, ана-
логичная европейским популяциям 
(Heyer et al., 2011). Близкая частота 
аллеля LCT-13910T в обеих исследо-
ванных группах свидетельствует, что 
наши данные отражают характерную 
для тюркоязычного населения Юж-
ной Сибири ситуацию, а не являются 
случайным свойством выборок. Та-
ким образом, для населения Южной 
Сибири, как и для населения Средней 
Азии, из всех полиморфных вариан-
тов, ассоциированных с персистен-
цией лактазы во взрослом возрасте, 
наиболее характерным является «ев-
ропейский» аллель LCT-13910T. Его 
частота в популяциях Южной Сибири 
существенно ниже, чем в популяциях 
Европы, а также достоверно снижена 
по сравнению с казахами Средней 
Азии (см. табл. 2).

Появление и распространение «ев
ропейского» аллеля LCT-13910T в ге-
нофонде населения Южной Сибири, 
на наш взгляд, могло быть связано 
с влиянием древних популяций из 
Западной Евразии, практиковавших 
разведение домашнего скота. Наи-
более известными волнами миграции 
древних скотоводов в южные области 
Сибири являются миграция носите
лей афанасьевской культуры на тер
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Table 1. Allele and genotype frequencies of the LCT-13910С > Т (rs4988235) polymorphism in the regulatory region of the LCT gene 
in the populations under study

Population N СС CT TT Allele frequency, % Frequencies of carriers  
of the LCT-13910T allele 

χ2
    HW

C T

Altaian Kazakhs 128 106 (82.8 %) 21 (16.4 %) 1 (0.8 %) 91.0 9.0 22 (17.2 %) 0.001

Khakassians 64 56 (87.5 %) 6 (9.4 %) 2 (3.1 %) 92.2 7.8 8 (12.5 %) 7.802

Kazakhs from Uzbekistan 
(Heyer et al., 2011)

83 58 (69.9 %) 24 (28.9 %) 1 (1.2 %) 84.3 15.7 25 (30.1 %) 0.741

Fig. 2. Sequenograms of the cis-regulatory element of the LCT gene with different genotypes for 
SNPs: (a) LCT-13895GC (2:135851061 NC_000002.12) combined with LCT-13910CT (rs4988235),  
(b) LCT-13927CG (2:135851093 NC_000002.12), (c) LCT-14011CT (2:135851177, rs4988233).

риторию Алтае-Саянской горной 
системы в III  тысячелетии до  н. э., 
предположительно с территории 
Восточной Европы (Вадецкая и др., 
2014), а также расселение племен 
скотоводов-носителей андроновской 
(федоровской) культуры во II  тыся-
челетии до н. э., предположительно с 
территории современного Казахстана 
(Molodin et al., 2012).

Более низкая частота варианта 
LCT-13910T в популяциях Южной 
Сибири может объясняться сущест
венным вкладом в генофонд насе-
ления региона популяций восточно-
евразийского происхождения, для 
которых данный аллельный вариант 
не характерен (Sun et al., 2007), и 
меньшей адаптивной значимостью 
для населения региона персистен
ции лактазы во взрослом возрасте, 
по сравнению с населением Европы. 
Так, для некоторых групп коренно
го  населения Центральной Азии  – 
казахов Северо-Западного Китая и 
особенно монголов из Внутренней 
Монголии, основу хозяйства которых 
составляет скотоводство, включая 
производство молока, была показана 
низкая распространенность персис
тенции лактазы во взрослом возрасте 
(Wang et al., 1984).

Интересно, что в исследованных 
нами популяциях Южной Сибири вы-
явлено статистически значимое сни-
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Table 2. Interpopulational differences in the LCT-13910Т allele frequency and the overall frequency of LCT-13910T  
carriers as estimated by the Chi-square test 

Parameter Population Kazakhs from Uzbekistan (Heyer et al., 2011) Khakassians

Frequency of
LCT-13910Т

Altaian Kazakhs 0.036 0.699

Kazakhs from Uzbekistan (Heyer et al., 2011) – 0.042

Khakassians – –

LCT-13910T carrier 
frequency

Altaian Kazakhs 0.027 0.399

Kazakhs from Uzbekistan (Heyer et al., 2011) – 0.011

Khakassians – –
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жение частоты аллеля LCT-13910T и суммарной частоты 
его носителей по сравнению с казахами из Средней Азии. 
Это согласуется с более существенным влиянием корен-
ных популяций восточных районов Центральной Азии 
(Монголия, Северный Китай и южные районы Восточной 
Сибири) на популяции Алтае-Саянской горной системы по 
сравнению с населением южных районов Средней Азии.

Другие ОНП в пределах энхансера промотора гена LCT, 
обнаруженные нами у алтайских казахов и хакасов, также 
заслуживают внимания и дальнейшего исследования, 
несмотря на их низкую частоту. Все ОНП попадают в 
пределы участка последовательности энхансера, значи-
мость которого для регуляции активности промотора гена 
LCT была продемонстрирована in vitro (Olds, Sibley, 2003). 
Следует отметить, что ни один из выявленных нами ОНП 
не попадает в сайты связывания транскрипционных фак-
торов, предсказанных ранее (рис. 3) (Lewinsky et al., 2005).

Данное исследование является лишь первым шагом к 
пониманию эволюционной истории персистенции лак-
тазы на территории Южной Сибири. Для реконструкции 
более полной картины и проверки наших предположений 
необходим широкомасштабный анализ полиморфизма ре-
гуляторной области гена LCT как в группах современного 
коренного населения региона, так и в репрезентативных 
сериях образцов от разновременного древнего населения 
региона. Эти исследования осуществляются нашим кол-
лективом в настоящее время.
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–14383 (2:135851549 NC_000002.12) ……AGACGGAGACGATCACGTCAT AGTTTAT AGAGTGCATAAAGAC/TGTAAGTTACCA 
TTTAATACCTTTCATTCAGG
LCT-14011C > T (2:135851177; rs4988233)

AAAAATGTACTTAGACCCTACAATGTACTAGTAGGCCTCTGCGCTGGCAATAC/G AGAT AAGA TAATGTAGC/TC CCTGGCCTC 
AAAGG/CAACTCTCCTCCTT

LCT-13927C > G (2:135851093);  
LCT-13910C > T (2:135851076; rs4988235) 
LCT-13895G > C (2:135851061)

AG GTTGCATTTGTA TAATGTTTGATTTTT AGA TTGTTCTTTGAGCC CTGCATTCCACGAGGATAGGTCAGTGGGTATTA
AC……….–13506 (2:135850672)

GATA6

Oct-1

HNF3α/Fox

Cdx-2

HNF4α

Fig. 3. Locations of SNPs identified in Altaian Kazakhs and Khakassians within the sequenced fragment of the LCT gene regulatory region  
(intron 13 of the MCM6 gene).  
Previously predicted transcription factor binding sites are shown (Lewinsky et al., 2005).
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Dynamics of REL, RELA and IRF1 
transcription factor expression 
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dioxin exposure
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The aryl hydrocarbon receptor (AhR), a ligand- activat
ed transcription factor, participates in a wide range 
of critical cellular events in response to endogenous 
signals or xenobiotic chemicals. 2,3,7,8-tetrachlorodi
benzo-para-dioxin (TCDD) is one of the AhR ligands 
with a very high binding affinity for the AhR. TCDD 
is the most toxic among the dioxin xenobiotics and 
induces a broad spectrum of biological responses, 
including immunotoxicity and cancer. The complex 
ligand:AhR:ARNT functions as a transcription factor, 
binding to the dioxin responsive element (DRE) sequ
ences in the regulatory regions of target genes. Mac
rophages are key regulators of the innate immune 
response, as well as one of the first types of cells which 
respond to chemical stress, so the study of the action 
of TCDD on these cells is important. Putative DREs 
were predicted using the SITECON software tool in the 
regulatory regions of the genes encoding transcription 
factors REL, RELA and IRF1 expressed in macrophages. 
Nuclear extract and total RNA were isolated from U937 
macrophages treated with 10 nM TCDD (or 0.1 % DMSO  
as a control) for 1, 3 and 6 hours. The binding of the 
TCDD:AhR:ARNT transcription complex from the nuc
lear extract with double-stranded oligonucleotides 
containing the putative DREs was studied by the 
EMSA. Isolated RNA was used for the study of the 
TCDD-mediated alteration of gene expression levels 
using Real-time PCR with SYBR Green I. Obtained data 
demonstrate the functional activity of DREs in the IRF1, 
REL, RELA gene promoters via AhR signaling pathway.

Key words: macrophage; dioxin; AhR; transcription 
factors REL, RELA, IRF1. 

Арил-гидрокарбоновый рецептор (AhR) – это активируемый 
лигандом транскрипционный фактор, который участвует в широ
ком диапазоне критических клеточных событий в ответ на эндо
генные сигналы или ксенобиотики. Одним из наиболее известных 
лигандов, имеющим максимальное сродство к AhR, является 
2,3,7,8-тетрахлордибензо-пара-диоксин (ТХДД, диоксин). Среди 
диоксиновых ксенобиотиков ТХДД наиболее токсичен и вызывает 
широкий спектр биологических реакций, включая иммуноток
сичность и рак. Комплекс лиганд:AhR:ARNT функционирует как 
транскрипционный фактор, связываясь со специфической после
довательностью в регуляторной области генов-мишеней, называ
емой dioxin responsive element (DRE). Макрофаги являются ключе- 
выми регуляторами врожденного иммунного ответа и, располага
ясь во всех органах и тканях организма, одними из первых встре
чаются с ксенобиотиками, поэтому изучение влияния диоксина 
на макрофаги имеет большое значение. Распознавание потенци
альных DRE в регуляторных районах генов, кодирующих транскрип- 
ционные факторы IRF1, REL, RELA, экспрессирующиеся в макро
фагах, проводилось с помощью программного пакета SITECON. 
Ядерный экстракт и РНК были выделены из макрофагоподобных 
клеток линии U937, обработанных 10 нМ концентрацией ТХДД 
(или 0.1 % ДМСО в качестве контроля) в течение 1, 3 и 6 ч. Гель-
ретардация с олигонуклеотидами, содержащими потенциально 
активные DRE, специфичные для промоторных районов IRF1, REL, 
RELA генов, контрольными олигонуклеотидами и антителами к 
AhR подтвердила, что AhR вовлечен в образование ДНК/белковых 
комплексов. Результаты количественной ПЦР-РВ демонстрируют 
достоверное повышение уровней экспрессии этих генов при 
воздействии 10 нМ концентрации на U937 макрофаги через 1 ч 
(характерное время максимальной транслокации комплекса 
диоксин:AhR:ARNT в ядро). Совокупность полученных результатов 
подтверждает функциональную активность выявленных DRE, рас
положенных в регуляторных районах генов IRF1, REL, RELA через 
Ah-рецепторный путь передачи сигналов.

Ключевые слова: макрофаг; диоксин; AhR; транскрипционные 
факторы REL, RELA, IRF1. 
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Арил-гидрокарбоновый рецептор (AhR) – это транс-
крипционный фактор, являющийся членом bHLH-
PAS семейства белков (Connor, Aylward, 2006). 

В отсутствие лиганда AhR располагается в цитоплазме 
клетки в комплексе с димером белков-шаперонов HSP90 
и белками-кошаперонами P23 и XAP-2 (Fujii-Kuriyama, 
Kawajiri, 2010). К лигандам арил-гидрокарбонового рецеп-
тора относится большая группа химических веществ – как 
эндогенных (билирубин, метаболиты триптофана), так 
и экзогенных (полиароматические углеводороды, бифе-
нилы) (Denison, Nagy, 2003). 2,3,7,8-Тетрахлордибензо-
пара-диоксин (далее ТХДД или диоксин) – это один из 
наиболее известных лигандов AhR, имеющий максималь-
ное сродство к нему (Mulero-Navarro, Fernandez-Salguero, 
2016). После связывания с лигандом цитоплазматический 
комплекс белков диссоциирует, и AhR, оставшись связан-
ным с лигандом, транслоцируется в ядро, где взаимодей-
ствует с белком ARNT. Комплекс лиганд:AhR:ARNT вза-
имодействует со специфической последовательностью в 
регуляторной области генов-мишеней, называемой dioxin 
responsive element (DRE) (Connor, Aylward, 2006), что 
инициирует транскрипцию соответствующих генов. Ко-
ровой консенсусной последовательностью DRE является 
5′-TNGCGTG-3′ (Boutros et al., 2004). При взаимодействии 
комплекса диоксин:AhR:ARNT с DRE AhR контактирует с 
5′-TNGC, а ARNT – с GTG-3′ полусайтами консенсусной 
последовательности (Sun et al., 2004). 

Известно, что воздействие диоксина на организм чело-
века вызывает широкий спектр эффектов, выражающихся 
в поражении репродуктивной, нервной, эндокринной 
систем организма (Mandal, 2005). В последнее время 
все больше внимания уделяется его воздействию и на 
иммунную систему. Доказано, что ТХДД влияет на диф-
ференцировку CD4+ и CD8+ T- клеток, дифференцировку 
дендритных клеток, а также уменьшает их количество, 
подавляет образование антител В-клетками, изменяет про-
цессы активации полиморфно-ядерных клеток (Kerkvliet, 
2012). Опубликованы результаты ряда экспериментальных 
работ и по воздействию диоксина на макрофаги, особый 
интерес к которым обусловлен их полифункционально-
стью (Biswas et al., 2012). Они участвуют в процессах 
фагоцитоза чужеродных веществ и бактерий, в кооперации 
с Т- и В-лимфоцитами реализуют и регулируют иммунный 
ответ, способны проявлять цитотоксическое действие на 
опухолевые клетки (Gordon, Taylor, 2005). Доказано, что 
воздействие ТХДД на макрофаги стимулирует экспрессию 
ряда цитокинов, например ИЛ-1β, ИЛ-8, ФНО-α (Sciullo et 
al., 2009), а также некоторых транскрипционных факторов, 
таких как Baff и IRF3 (Esser at al., 2009).

Биоинформатический анализ, проведенный ранее нашей 
группой, показал, что список цитокинов и транскрипци-
онных факторов, экспрессия которых, вероятно, способна 
модулироваться под воздействием диоксина, может быть 
значительно расширен (Furman et al., 2009). В результате 
экспериментальной проверки нами установлен двойной 
механизм регуляции экспрессии ИЛ-12 при воздействии 
диоксина (Oshchepkov et al., 2014). Сначала происходит 
прямая активация его транскрипции диоксинсодержащим 
комплексом арил-гидрокарбонового рецептора через DRE 
в промоторе, а в последующем, вследствие влияния транс-

крипционного фактора ATF3, происходит существенное 
снижение экспрессии ИЛ-12. Подобная модуляция про-
дукции цитокинов макрофагом может наблюдаться и 
при воздействии других транскрипционных факторов. 
Поэтому представляется интересным проанализировать 
на наличие DRE и их функциональность ряд транскрипци-
онных факторов, влияющих на регуляцию синтеза цитоки-
нов макрофагом, и в особенности на синтез ИЛ-12 и про-
дукцию интерферона гамма, таких как IRF1, REL и RELA.

Материалы и методы
В работе использовались следующие реактивы: [α-32P]
ATP (6000 Ci/мМ) (Costa Mesa, США); DNAse I RNAse-
free (Fermentas, США); набор для проведения обратной 
транскрипции HighCapacity cDNA Archive Kit (Applied 
Biosystems, США); реакционная смесь М-436 для про-
ведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green I («Синтол», 
Россия); этилендиаминтетрауксусная кислота (EDTA) 
(«Хеликон», Россия); бромистый этидий, бромфеноло-
вый синий, 4-форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА), 
фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ), пенициллин-
стрептомицин и среда RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, США); 
агароза (Hybaid-AGS, Германия); ДНК-маркер 100  п. н. 
(10 фрагментов от 100 до 1000 п. н.) («СибЭнзим», Рос-
сия); 2,3,7,8-ТХДД (чистота > 99.99 %) («НПО Экрос», 
Россия); диметилсульфоксид (ДМСО) (чистота > 99.99 %) 
и таблетированный препарат натрий-фосфатного буфера 
(Amresco, США); коктейль ингибиторов протеаз (Pierce, 
США); фетальная бычья сыворотка с проведенной тепло-
вой декомплементацией (Thermo Fisher Scientific, США).

Поиск потенциальных сайтов связывания арил-гид
рокарбонового рецептора. Поиск DRE в регуляторных 
районах генов проводился с помощью программного па-
кета SITECON (http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/programs/
sitecon/; Oshchepkov et al., 2004), в соответствии с проце-
дурой, описанной нами ранее (Furman et al., 2009). Для 
идентификации DRE параметры метода были выбраны 
таким образом, что ошибка первого рода (недопредска
зание) была равна нулю, что означает безошибочное рас
познавание сайтов во всех последовательностях из обу
чающей выборки. Последовательности были извлечены 
из базы данных UCSC Genome Browser database (Meyer 
et., 2013). Анализировались участки генов от –5 000 до 
+600 относительно старта транскрипции.

Культивирование клеток. Исследования проводились 
на перевиваемой гистиомоноцитоидной клеточной линии 
человека U937, полученной из коллекции клеточных 
культур ГНЦ ВБ «Вектор». С целью получения макро-
фагального фенотипа клетки инкубировали с 4-форбол-
12-миристат-13-ацетатом в концентрации 0.2  мкг/мл в 
течение 48 ч, затем клетки отмывали стерильным фосфат-
ным буфером и на трое суток помещали в полную среду 
(RPMI 1640 (10 % FBS)), не содержащую форболового 
эфира. Полученные макрофагоподобные клетки (далее – 
U937 макрофаги) обрабатывались 10 нМ/л концентра
цией 2,3,7,8-ТХДД (опыт) или 0.1 % (v/v) диметилсуль-
фоксидом (контроль) в течение 1, 3 и 6 ч. По окончании 
времени воздействия клетки собирали с помощью скребка 
и использовали для получения суммарной РНК и ядерного 
экстракта.

http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/programs/sitecon/
http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/programs/sitecon/
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Метод задержки ДНК-зонда в геле белками ядерного 
экстракта. Получение белкового экстракта ядер из U937 
макрофагов проводили следующим методом: 107 клеток 
инкубировали с 1 мл лизирующего буфера (10 мM Hepes, 
10  мM KCl, 1  мM ДТТ, 0.5  мM спермидина, 0.15  мM 
спермина, 0.1 мM ЭДТА, 0.1 мM ЭГТА, 0.5 мM ПМСФ, 
коктейль ингибиторов протеаз Pierce) в течение 15 мин 
на льду, затем добавляли 62 мкл 10 % NP-40 и центрифу-
гировали в течение 5 мин при 4 °С, 400 g. Осадок ядер 
лизировали в буфере (20 мM Hepes, 420 мM NaCl, 1.5 мM 
MgCl2, 0.2 мM ЭДТА, 1 мM ДТТ, 25 % глицерин, коктейль 
ингибиторов протеаз Piеrce) в течение 20 мин на льду, 
после чего центрифугировали 10 мин при 4 °С, 10 000 g. 
Супернатант, содержащий суммарный белок ядер, от-
бирали в чистую пробирку, измеряли концентрацию на 
спектрофотометре по методу Бредфорда, фасовали на 
аликвоты и хранили при –72 °С. В качестве ДНК-зондов 
использовали двуцепочечные олигонуклеотиды, соответ-
ствующие районам расположения предсказанных сайтов 
связывания AhR. Введение метки в ДНК-зонд осущест-
вляли с помощью достройки укороченных 3′-концов 
фрагментом Клёнова ДНК-полимеразы I. Реакцию вели 
5 мин при комнатной температуре в 10 мкл реакционной 
смеси, содержавшей 0.01 мМ олигонуклеотида, 1 мкл 10× 
буфера для мечения (500 мМ трис-HCl pH = 8.0, 100 мМ 
NaCl, 100 мМ MgCl2, 1 мМ ДТТ, 2 мМ dГТФ, 2 мМ dTTФ, 
2 мМ dCTФ), 2 единицы активности фрагмента Клёнова, 
10 мкКи (α-32Р)dATФ. Для очистки олигонуклеотидов от 
не включившейся метки реакционную смесь наносили 
на ионообменную бумагу ДЕАЕ-81 и промывали 0,25 М 
KН2РО4.

Анализ связывания фрагментов ДНК с белками ядер
ных  экстрактов проводили по следующей методике: 
белковый ядерный экстракт инкубировали с обработанной 
ультразвуком ДНК спермы лосося (из расчета 1 мкг ДНК 
на 7 мкг суммарного белка) в течение 10 мин на льду для 
предотвращения неспецифического связывания белков 
с ДНК-зондом. После этого 4 мкг экстракта добавляли 
к пробам, содержащим 50  пМ радиоактивно меченого 
ДНК-зонда, и инкубировали при комнатной температуре 
в течение 15 мин. Электрофорез вели в 4.5 % ПААГ в 
0.5 × TBE при 4 °С. Гель выдерживали в фиксирующем 
растворе, высушивали и экспонировали с рентгеновской 
пленкой.

Количественная ПЦР в реальном времени (ПЦР-
РВ). Суммарная РНК выделялась с помощью набора 
Aurum Total RNA Mini Kit (производство Bio-Rad). Ка
чество и количество выделенной РНК оценивались на 
приборе Agilent 2100 Bioanalyzer (RIN ≥ 7 для всех проб), 
согласно инструкции производителя. ДНКазную обра-
ботку проводили набором DNAse  I, RNАse-free фирмы 
Fermentas, согласно инструкции производителя. Для 
синтеза кДНК использовали набор High Capacity cDNA 
Archive Kit (Applied Biosystems). Уровень экспрессии 
генов REL, RELA, IRF1 и CYP1A1 определяли методом 
количественной ПЦР в реальном времени, используя 
набор реактивов «М-436» для ПЦР-РВ, в присутствии 
SYBR Green I («Синтол») на приборе ABI PRISM 7000. 
Дизайн праймеров для вышеперечисленных генов и 
гена ACTB (как эндогенного контроля) осуществлялся 

с помощью программы Primer Express® Software  v2.0 
(Applied Biosystems). Последовательности праймеров:
CYP1A1  F  (5′-CCCAGCTCAGCTCAGTACCT-3′) ; 
CYP1A1  R  (5′-GAGGCCAGAAGAAACTCCGT-3′); 
A C T B   F  ( 5 ′ - T G G C AT T G C C G A C A G G AT - 3 ′ ) ; 
ACTB  R  (5 ′ -CGGAGTACTTGCGCTCAGGA -3 ′ ) ;  
REL  F  (5 ′ -GACCAGGATGGTCTTGAACTCC -3 ′ ) ;  
REL  R  (5 ′ -GACCAGGTCTTGGTCTCTCAGG-3 ′ ) ;  
RELA   F  ( 5 ′ -TCAAGATCTGCCGAGTGACC -3 ′ ) ;  
RELA  R  (5 ′-CACCTCAATGTCCTCTTTCTGC-3′) ;  
IRF1  F (5′-GCACCAGTGATCTGTACAACTTCC-3′); 
IRF1  R (5′-TCATGATGTCCTCAGGTAATTTCC-3′).  
Условия проведения реакции соответствовали инструк
ции производителя набора для ПЦР-РВ и были одинаковы 
для всех пар праймеров.

Статистический анализ. Полученные в результате 
количественной ПЦР-РВ данные от нескольких незави-
симых экспериментов, проведенных на разных клеточных 
пассажах, были подвергнуты статистическому анализу с 
использованием программы Statistica 6.0 (Statsoft, США), 
визуализированы с помощью Microsoft Office Excel 2007 
и Microsoft Office PowerPoint  2007 (Microsoft, США). 
Достоверность различий между экспериментальными 
группами оценивали с помощью t-критерия Стьюдента с 
использованием программы Statistica 6.0 (Statsoft, США).

Результаты
Результат поиска сайтов связывания. Результаты рас-
познавания потенциальных DRE в регуляторных районах 
генов транскрипционных факторов IRF1, REL и RELA, 
экспрессирующихся в макрофаге, суммированы в табл. 1.

Одним из показателей, позволяющих оценить выявлен-
ные сайты как потенциальные DRE, являлась их позиция 
вблизи старта транскрипции (Sun et al., 2004; Fujita et al., 
2006). Как видно из приведенных данных, в каждом гене 
присутствуют DRE, расположенные не далее 500 п. о. от 
старта транскрипции, что делает их вероятными участни-
ками регуляции этих генов при воздействии диоксина. Для 
выборочной экспериментальной проверки методом за-
держки в геле было выбрано по одному DRE для каждого 
из генов транскрипционных факторов REL, RELA, IRF1.

Метод задержки ДНК-зонда в геле белками ядерного 
экстракта. Для доказательства AhR-зависимого механиз-
ма активации генов транскрипционных факторов IRF1, 
REL и RELA в U937 макрофагах под действием 10 нМ/л 
концентрации диоксина использовали метод задержки 
ДНК-зонда в геле белками ядерного экстракта. В качестве 
дополнительного контроля был взят функциональный 
DRE из гена CYP1A1, кодирующего один из ферментов, 
осуществляющих биотрансформацию ксенобиотиков. Бы-
строе и длительное повышение экспрессии гена CYP1A1 
наблюдается во множестве типов клеток, включая макро-
фаги, в ответ на обработку диоксином (Sciullo et al., 2009). 
Появление ДНК-связывающей формы AhR в ядерном 
экстракте, выделенном из U937 макрофагов, выявляли с 
помощью добавления антител к арил-гидрокарбоновому 
рецептору. После инкубации ядерного экстракта с анти-
телами к AhR (+) происходит ослабление формирования 
ДНК-белкового комплекса  K, что видно из попарного 
сравнения дорожек 1 и 2, 3 и 4, 5 и 6, 7 и 8 (рис. 1).
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Динамика экспрессии транскрипционных факторов REL, RELA и IRF1 
в макрофагоподобной линии U937 после воздействия диоксина

Table 1. DREs predicted in the genes encoding the REL, RELA 
and IRF1 transcription factors 

Gene Site position relative to the 
transcription initiation site

Site sequence

IRF1 –145 cggctGCGTGccgt

REL –207
–346

ggggaGCGTGcgcg
tagcaGCGTGagaa

RELA –110
–137
–199

gcgcgGCGTGcact
gctgtGCGTGcagc
ggctgGCGTGcccg

Consensus sequence TNGCGTG

DREs taken into subsequent experimental validation are underlined.

Добавление антител способствует образованию нового 
комплекса C (суперсдвиг с антителами к AhR), появляю-
щегося на дорожках 4, 6 и 8, что служит дополнительным 
подтверждением специфичности исследуемого комплек-
са. Полученные результаты свидетельствуют, что AhR 
вовлечен в образование ДНК/белковых комплексов с 
P32 мечеными олигонуклеотидами, содержащими пред-
сказанные DRE, расположенные в промоторных районах 
генов транскрипционных факторов IRF1, REL и RELA.

Результаты количественной ПЦР в реальном вре
мени. Результаты ПЦР в реальном времени демонстриру
ют изменение уровней экспрессии исследуемых генов 
при воздействии 10 нМ/л концентрации диоксина (рис. 2, 
табл. 2) по сравнению с уровнями экспрессии в контро-
ле (клетки, обработанные 0,1 % ДМСО). Наблюдается 
увеличение уровня экспрессии исследуемых генов и кон-
трольного гена CYP1A1 через 1 ч с момента воздействия 
(см. рис. 2), что соответствует литературным данным о 
времени максимальной транслокации транскрипцион-
ного комплекса диоксин:AhR:ARNT в ядро (Komura et 
al., 2001).

Однако уже через 3 ч уровень экспрессии мРНК всех 
трех генов транскрипционных факторов был сопоставим с 
уровнями экспрессии в контрольной группе (см. табл. 2).

Уровень экспрессии мРНК контрольного гена CYP1A1 
демонстрирует устойчивое нарастание в зависимости от 
времени воздействия диоксином, что согласуется с лите-
ратурными данными (Sciullo et al., 2009).

Обсуждение
Гель-ретардация с олигонуклеотидами, содержащими 
потенциально активные DRE, специфичные для про-
моторных районов IRF1, REL, RELA генов, контрольным 
олигонуклеотидом и антителами к AhR подтвердила, что 
AhR вовлечен в образование ДНК/белковых комплексов. 

Результаты количественной ПЦР-РВ демонстрируют 
достоверное повышение уровней экспрессии генов IRF1, 
REL, RELA в результате воздействия 10  нМ/л концен-
трации диоксина на U937 макрофаги по сравнению с 
контролем (0.1 % ДМСО) через 1 ч, что является харак-
терным временем максимальной транслокации комплекса 
диоксин:AhR:ARNT в ядро (Komura et al., 2001). Таким 

Fig. 1. The binding of nuclear extract proteins obtained from U937 
macrophages to α-32P-end-labeled oligonucleotides containing DREs.
The electrophoretic image of DNA-protein complexes formed by incubation 
of α-32P-end-labeled oligonucleotides containing predicted DREs for the 
IRF1, REL and RELA genes and a control DRE from the CYP1A1 gene enhancer 
with nuclear exract proteins obtained from cells treated with 10 nM dioxin 
for 24 h. C, the retention band corresponding to the dioxin:AhR:ARNT protein 
complex with the oligonucleotide containing a putative DRE. 
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Fig. 2. Effects of 2,3,7,8-TCDD on the mRNA expression of IRF1, REL, RELA 
and CYP1A1 genes in U937 macrophages after 1 hour of exposure.
Cells were treated with 10 nM 2,3,7,8-TCDD for 1 hour (dioxin) or 0.1 % DMSO 
(control). The levels of the mRNA expressions of the genes were measured by 
qPCR and normalized to the expression of ACTB. The Y-axis shows the mean 
values of the relative mRNA expression and the standard error of the mean.   
**compared to the control, p < 0.01.

образом, совокупность полученных результатов под-
тверждает функциональную активность предсказанных 
DRE, расположенных в регуляторных районах генов IRF1, 
REL, RELA, и позволяет сделать вывод о том, что транс-
крипционная индукция этих генов опосредуется через 
Ah-рецепторный путь передачи сигнала.

Наблюдаемые через 3 и 6 ч после воздействия диоксина 
на U937 макрофаги уровни экспрессии мРНК генов IRF1 и 
RELA не отличаются от экспрессии этих генов в контроле 
(см. табл. 2). Это позволяет предположить, что регуля-
торная сеть компенсирует воздействие диоксина на ука-
занные транскрипционные факторы, однако отклик этой 
регуляторной сети возможен для других ее компонентов.
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Интересно, что уровень экспрессии мРНК транскрип
ционного фактора REL достоверно повышается по сравне-
нию с контролем как через 1 ч, так и через 6 ч с момента 
воздействия диоксина (см. рис. 2, табл. 2). Таким образом, 
реализуется сходный с обнаруженным ранее для генов 
субъединиц ИЛ-12 двухстадийный ответ на воздействие 
диоксина. Известно, что этот транскрипционный фактор 
играет ключевую роль в патогенезе ревматоидного ар-
трита и псориаза, в развитии фиброза кожи и миокарда. 
Его индукция характерна для ряда солидных опухолей 
(Hunter et al., 2016), поэтому необходимо проведение 
дополнительных исследований влияния диоксина на экс-
прессию гена REL в макрофагах в зависимости от дозы и 
времени воздействия. 

Заключение
Совокупность полученных результатов подтверждает 
функциональную активность предсказанных DRE, рас-
положенных в регуляторных районах генов IRF1, REL, 
RELA, через Ah-рецепторный путь передачи сигналов.
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Table 2. Early effects of 10nM 2,3,7,8-TCDD on the mRNA expression of the IRF1, REL, RELA, and CYP1A1 genes in U937 macrophages 

Time, h Relative mRNA expression levels

IRF1 REL RELA CYP1A1

C D C D C D C D

3 1.002 ± 0.13 1.11 ± 0.26 0.960 ± 0.19 0.99 ± 0.17 0.96 ± 0.12 1.06 ± 0.19 0.95 ± 0.13 3.59 ± 0.45***

6 1.07 ± 0.23 1.10 ± 0.22 0.997 ± 0.06 1.55 ± 0.23** 0.99 ± 0.06 1.14 ± 0.27 0.99 ± 0.1 6.03 ± 0.85***

Cells were treated with 10 nM 2,3,7,8-TCDD for 3 and 6 hours (dioxin, D) or 0.1 % DMSO (control, C). The levels of the mRNA expression of the genes were 
measured by qPCR and normalized to the expression of the ACTB gene. The results are shown as mean values of relative mRNA expression and standard errors 
of the mean.  
**p < 0.01, ***p < 0.001 as compared to the control.
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Siberian silk moth (Dendrolimus superans sibiricus) is a 
very dangerous pest of coniferous trees, in particular, 
larch and various pine species. Outbreaks of this pest 
lead to defoliation and forest destruction in a vast area 
of the Asian part of Russia. Many biological agents, 
such as viruses, pathogenic microorganisms and para- 
sitoids, prevent the growth of Siberian silk moth popu
lation. Here we consider non-pathogen symbiotic 
Wolbachia bacteria, which are transovarially transmit
ted between specimens from mother to offspring. 
This symbiont has an ability to affect biology of its 
host. In theory, Wolbachia can prevent the growth of 
population size or induce it, which determines the 
focus of interest in Wolbachia-host investigation. Two 
samples from a Siberian silk moth population collected 
in 2014 and 2016 in Khabarovsk area were studied 
for Wolbachia infection. We found a high Wolbachia 
prevalence in the population of Siberian silk moth, 
in particular, the sample of 2014 was totally infected 
and the sample of 2016 had 90 % infected specimens. 
There were at least two distinct Wolbachia strains re
veled by analysis of two loci from the MLST protocol, 
namely f tsZ-36, f bpA-4 and f tsZ-22, f bpA-9. In this 
study, a possible role of Wolbachia in the symbiotic 
association with Siberian silk moth and general ways 
of investigation of this symbiosis are discussed.

Key words: Siberian silk moth; Dendrolimus superans 
sibiricus; Wolbachia; symbiosis; population; PCR.

Сибирский шелкопряд – крайне опасный вредитель хвойных 
деревьев, в особенности лиственницы и различных видов сосен. 
Вспышки численности сибирского шелкопряда приводят к дефо
лиации и гибели лесов на обширных площадях в азиатской части 
Российской Федерации. Многие биологические агенты, такие как 
вирусы, патогенные микроорганизмы и паразитоиды, сдерживают 
рост популяции вредителя. В данной работе рассмотрен непато
генный симбиотический микроорганизм Wolbachia, который 
передается от особи к особи трансовариально и может оказы
вать серьезное влияние на биологию вида-хозяина. Потенциаль
но Wolbachia может как сдерживать, так и стимулировать рост 
популяции вредителя, что и определяет ключевой интерес иссле
дования. Две выборки сибирского шелкопряда, собранные в 2014 
и 2016 гг. в Хабаровском крае, были исследованы на присутствие 
Wolbachia. Обнаружена высокая частота инфицированных особей 
сибирского шелкопряда. Доля носителей эндосимбионта в 2014 г. 
составила 100 % и в 2016 г. – 90 %. Кроме того, в исследованной 
популяции сибирского шелкопряда на основании протокола 
мультилокусного генотипирования по генам f tsZ и f bpA обнаруже
но присутствие по меньшей мере двух штаммов Wolbachia, харак
теризующихся аллельными вариантами f tsZ-36, f bpA-4 и f tsZ-22, 
f bpA-9. В статье обсуждается возможная роль Wolbachia в симбио
тической ассоциации с сибирским шелкопрядом и направления 
дальнейших исследований.

Ключевые слова: сибирский шелкопряд; Dendrolimus superans 
sibiricus; Wolbachia; симбиоз; популяция; ПЦР.
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Сибирский шелкопряд (Dendrolimus superans sibiri-
cus Tschetverikov, 1908) – аборигенный обитатель 
хвойных лесов Северной Азии. Ареал этого вида 

простирается по лесной зоне от берегов Тихого океана 
до востока европейской части РФ (Gninenko, Orlinskii, 
2002; Золотухин, 2015). Южная граница ареала проходит 
с запада примерно по 55-й параллели до рек Иртыш и 
Обь, отсюда вид распространен по всей лесной и лесо-
степной зоне Северо-Восточного Казахстана, Северной 
Монголии, северо-западных и северо-восточных провин-
ций Китая, включая территорию Джунгарского Алатау, 
Внутренней Монголии (Nei Mongol), Хэбэя (Hebei) и 
Шаньдуна (Shandong), а также на Корейском полуостро-
ве. Номинативный подвид Dendrolimus superans superans 
(Butler, 1881) распространен на юге Сахалина (на севере 
острова обитает D.  s.  sibiricus), Южных Курилах и в 
Японии до о.  Хонсю включительно (Золотухин, 2015). 
Недавно сибирскому подвиду был присвоен видовой ста
тус (Mikkola, Stahls, 2008) на основании молекулярных 
исследований ядерных и митохондриальных генов. Тем 
не менее из-за отсутствия каких-либо морфологических 
различий В.В. Золотухин (2015) считает D. s. sibiricus и 
D. s. superans не более чем территориально разобщенными 
подвидами одного вида.

Кормовой базой сибирского шелкопряда обычно слу
жат различные виды деревьев семейства Pinaceae, прежде 
всего лиственница, которая наиболее сильно повреждает-
ся насекомым. Также гусеницы питаются хвоей разных 
видов сосен (включая Pinus sibirica и P. koraiensis), пихт 
и реже елей (Рожков, 1963). По вредоносному воздей-
ствию на массивы лиственничных и кедровых лесов 
Сибири сибирский шелкопряд занимает первое место. 
Вспышки численности этого вида приводят к дефолиации 
хвойных лесов и нередко к их гибели на обширных пло-
щадях, что наносит колоссальный экономический урон. 
По данным современных учетов, на территории России 
площадь усохших в результате размножения сибирского 
шелкопряда лесов составляет более 10 млн га (Рожков, 
1965; Кондаков 2002; Колтунов, Ердаков, 2013). Обычно 
гусеницы сибирского шелкопряда зимуют два раза, но на 
севере ареала – три раза, на юге – один раз (Рожков, 1963), 
а номинативный подвид в Японии дает два поколения за 
год (Золотухин, 2015).

Вспышки численности сибирского шелкопряда могут 
быть непродолжительными, всего один-три сезона, после 
чего наступает сильная депрессия популяции вследствие 
стремительно возросшего груза насекомых-паразитоидов, 
вирусов и патогенных микроорганизмов. Однако даже 
одного сезона активного действия сибирского шелкопря-
да может быть достаточно для гибели леса, поскольку 
ослабленные деревья в последующие годы становятся 
восприимчивыми к пагубному влиянию стволовых вре-
дителей, которые окончательно губят растение и приводят 
древесину в полную непригодность для хозяйственного 
использования.

Возрастание численности сибирского шелкопряда свя-
зано со стечением разных факторов. Например, весенние 
пожары лесной подстилки уничтожают одного из главных 
регуляторов численности сибирского шелкопряда – яй-
цееда рода Telenomus (Гродницкий, 2004). Иногда после 

теплых сезонов гусеницы успевают развиться за один 
год вместо двух лет (Гродницкий, 2004), что приводит к 
увеличению эффективного размера популяции. Засушли-
вые сезоны снижают нагрузку грибного энтомопатогена 
Beauveria bassiana на сибирского шелкопряда, поскольку 
для гриба высокая влажность является оптимальным 
условием развития (Huafeng et al., 1998).

В настоящей работе мы обратились к вопросу о при-
сутствии непатогенного микроорганизма Wolbachia в 
популяциях сибирского шелкопряда. Wolbachia – бакте-
риальный внутриклеточный симбионт членистоногих и 
нематод, который является факультативным компонентом 
генома макросимбионта, поскольку передается от особи к 
особи строго по материнской линии параллельно с мито-
хондриями. Этот симбионт глубоко интегрирован в биоло-
гию своих хозяев. Некоторым видам-хозяевам Wolbachia 
обеспечивает метаболическую комплементацию, тем са-
мым повышая конкурентоспособность инфицированных 
особей. Wolbachia влияет на репродуктивную биологию 
макросимбионтов, в частности может как увеличивать, так 
и сокращать репродуктивный потенциал особей в попу-
ляции. На популяционном уровне присутствие Wolbachia 
может оказывать влияние на генетическое разнообразие 
вида (Werren et al., 2008; Zabal-Aguirre et al., 2010).

Материалы и методы
Коллекция насекомых. Насекомые собраны в 2014 (n = 9)  
и 2016  гг. (n = 32) на территории Большехехцирского  
заповедника (с. Бычиха, 48°17.9′ с. ш., 134°49.3′ в. д. и ниж-
нее течение руч. Соснинский,  48°16.2′ с. ш., 134°46.3′ в. д.) 
в окрестностях г.  Хабаровска и хранились на энтомо
логических матрасиках при комнатной температуре до 
выделения ДНК. Вся выборка, за исключением одной 
особи, представлена самцами.

Выделение ДНК и экспериментальные процедуры. 
Из каждой особи выделяли ДНК отдельно из брюшка и 
ноги. Это было сделано для того, чтобы, во-первых, оце
нить сохранность ДНК в музейных образцах и таким обра-
зом дать рекомендации по выделению ДНК, и, во-вторых, 
сопоставить представленность вольбахии в соматических 
и репродуктивных тканях, т. е. определить релевантность 
использования конечностей для выявления Wolbachia у 
сибирского шелкопряда.

Процедура выделения ДНК включала инкубацию об
разца в экстрагирующем буфере и последующую ее очист
ку (Илинский и др., 2013). Пригодность полученной то-
тальной ДНК проверяли посредством ПЦР с праймерами 
к гену насекомых 28S  rRNA (Choudhury, Werren, 2006). 
Статус инфицированности устанавливали амплификацией 
с вольбахия-специфичными праймерами к бактериаль-
ному гену 16S rRNA (Werren, Windsor, 2000). Наработку 
ампликонов генов мультилокусного типирования и их 
секвенирование проводили согласно рекомендациям 
базы данных PubMLST (pubmlst.org/wolbachia) и (Baldo 
et al., 2006).

Для реконструкции филогенетических взаимоотно-
шений выявленных в данной работе штаммов Wolbachia 
использовали конкатенированные последовательности 
локусов ftsZ и fbpA Wolbachia (864 п. н.). Кроме того, из 
базы данных PubMLST были извлечены последователь-
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ности аллелей этих генов от других штаммов Wolbachia, 
наиболее близких к обнаруженным нами изолятам сим-
бионта. Нуклеотидные последовательности выбранных 
генов были выравнены друг относительно друга с помо-
щью алгоритма Muscle (Edgar, 2004) на онлайн-сервисе 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/. Филогенетический 
анализ проводили с использованием метода максимально-
го правдоподобия и с применением Тамура-трехпараме-
трической модели нуклеотидных замен, входящих в пакет 
программ MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Достоверность 
ветвления оценивалась посредством бутстреп-анализа, 
который состоял из 1000 итераций.

Результаты
Качество ДНК, выделенной из музейных образцов си-
бирского шелкопряда, как правило, было приемлемо для 
поиска симбиотической бактерии Wolbachia методом ПЦР. 
Ампликоны ядерного гена 28S rRNA были получены для 
76 из 82 образцов ДНК, из них 36 образцов были выделены 
из брюшка и 40 – из ног. Для одной особи D. s. sibiricus 
из сборов 2016  г. не удалось получить положительный 
сигнал на 28S rRNA ни для ДНК, выделенной из ноги, ни 
для ДНК, выделенной из брюшка. Этот образец был ис-
ключен из анализа. Таким образом, выделение ДНК из ног 
более предпочтительно по сравнению с выделением ДНК 
из брюшка, что может быть связано с большей сохранно-
стью ДНК в ногах (из-за их быстрого высыхания), а также 
с тем, что в брюшке содержится жировое тело, которое 
может быть источником загрязнений препарата ДНК, в 
том числе таких, которые способны ингибировать ПЦР.

Эндосимбиотическая бактерия Wolbachia обнаружена 
в популяционных сборах как 2014, так и 2016 г. В боль-
шинстве случаев результаты поиска эндосимбионта 
Wolbachia для препаратов ДНК, полученных из ног и 
брюшка, совпадали. Для тех образцов, где было найдено 
расхождение, нами проведена дополнительная проверка 
статуса инфицированности, а именно ПЦР с праймерами 
к локусам бактерии fbpA и ftsZ. Так, у 10 особей (27 %) 
бактерия выявлена только в экстрактах ДНК из брюшка, 
а у одной особи (2,7 %) – только в ноге. На отсутствие 
Wolbachia в соматических тканях и на мозаичное в целом 

распределение симбионта в тканях организма указывалось 
и ранее (Dobson et al., 1999), поэтому отсутствие Wolbachia 
в ногах было вполне ожидаемым. Однако случай, когда 
не удалось выявить ДНК бактерии в брюшке, требует 
отдельных пояснений. Данный образец ДНК выделен из 
самца, а, как известно, самцы не участвуют в передаче 
Wolbachia следующему поколению. Вероятно, распре-
деление бактерий в тканях организма самцов и самок 
одного вида различается, и репродуктивные органы этой 
конкретной особи не содержали или утратили Wolbachia. 
Еще одним объяснением данного факта может служить 
крайне низкая (в силу плохой сохранности внутренних 
органов образца) доля ДНК из репродуктивных тканей, 
что не позволило обнаружить Wolbachia. В целом можно 
заключить, что для работы с ДНК насекомого, выделяемой 
из воздушно-сухих музейных образцов, предпочтительно 
брать ногу, а для работы с ДНК матерински-наследуемых 
симбионтов желательно использовать брюшко, при этом 
образцы ДНК, полученные из ног, могут быть исполь-
зованы как дополнительный материал для верификации 
результатов работы.

Частота инфицированности в выборке сибирского 
шелкопряда в 2014  г. составила 100 %, доверительный 
интервал для анализируемой популяции был 66.4–100 % 
(p = 0.95). В 2016 г. эти значения составили 90.3 ± 5.3 %, 
доверительный интервал 74.2–98.0 % (p = 0.95). Таким 
образом, частота встречаемости Wolbachia в популяции 
D. s. sibiricus Большехехцирского заповедника находится 
на высоком уровне и составляет не менее 66 %.

Нами проведено типирование симбиотической бакте-
рии Wolbachia для двух образцов, один из которых при-
надлежал выборке 2014 г., а второй – 2016 г. В результате 
обнаружено, что в популяциях сибирского шелкопряда 
присутствуют как минимум два генетических варианта 
Wolbachia (см. рисунок).

Выявленные аллельные варианты, согласно базе дан-
ных PubMLST, входят в состав нескольких гаплотипиче-
ских профилей Wolbachia, которые принадлежат супер-
группе B Wolbachia. Отметим, что штаммы, относимые 
к этой супергруппе, наиболее часто встречаются среди 
чешуекрылых насекомых (Salunke et al., 2012).
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Обсуждение
Эндосимбионт Wolbachia широко распространен у днев-
ных чешуекрылых (Ahmed et al., 2015, 2016). Сведения по 
другим семействам фрагментарны, большинство из них, 
особенно из группы Microlepidoptera, вовсе не изучены в 
отношение симбиоза с Wolbachia. Среди представителей 
семейства коконопрядов (Lasiocampidae) к настоящему 
времени известен только один инфицированный вид  – 
Dendrolimus spectabilis (Tagami, Miura, 2004). Таким 
образом, в нашей работе впервые показано присутствие 
симбионта Wolbachia в аборигенных популяциях сибир-
ского шелкопряда. 

Выявленный нами высокий уровень инфицированности 
популяции D. s. sibiricus, по всей видимости, может указы-
вать на то, что инфицированным особям благоприятствует 
отбор и/или что Wolbachia осуществляет манипуляцию 
репродукцией вида-хозяина, тем самым увеличивая чис-
ленность инфицированных особей в популяции. 

Известно, что Wolbachia может выступать облигатным 
симбионтом. Так, филярийные нематоды не способны нор-
мально развиваться и размножаться без Wolbachia (Sung- 
pradit, Nuchprayoon, 2010; McCall et al., 2014). У  чле-
нистоногих облигатность Wolbachia описана для па-
разитической осы Asobara tabida (Dedeine et al., 2001; 
Kremer et al., 2009), сеноеда Liposcelis tricolor (Dong 
et al., 2007) и клопа Cimex lectularius (Hosokawa et al., 
2010). У Drosophila melanogaster симбионт увеличивает 
продолжительность жизни мух в стрессовых условиях 
(Harcombe, Hoffmann, 2004; Вайсман и др., 2009), вос-
станавливает фертильность мутантных мух (Starr, Cline, 
2002) и определяет ряд других эффектов, повышающих 
приспособленность. Инфицированные Wolbachia самки 
комара Aedes albopictus оказываются более плодовитыми 
и имеют большую продолжительность жизни, чем неин-
фицированные особи (Dobson et al., 2002).

Репродуктивные манипуляции выражаются в форме 
таких феноменов, как цитоплазматическая несовмести-
мость, андроцид, феминизация или телитокный парте-
ногенез, и все указанные явления известны для чешуе-
крылых насекомых (Salunkhe et al., 2014). Последние три 
феномена характеризуются сдвигом соотношения полов 
в сторону преобладания самок. Мы не можем сделать 
заключение о соотношении полов для D. s. sibiricus, по-
скольку самцы этого вида летают значительно лучше, 
чем самки, вследствие чего самцы преобладают в сбо-
рах. Однако такую проверку возможно осуществить в 
будущем, учитывая, например, соотношения полов при 
лабораторном выведении бабочек из коконов.

В настоящее время мы не располагаем какими-либо 
сведениями о роли Wolbachia в популяции сибирского 
шелкопряда. Однако в свете накопленных данных о био-
логии других симбиотических ассоциаций вольбахия – хо-
зяин представляется возможным обсудить гипотетические 
сценарии ассоциации вольбахия – сибирский шелкопряд и 
указать направления дальнейшего изучения этого симби-
оза. Например, в случае, если для сибирского шелкопряда 
характерно проявление высокого уровня цитоплазмати-
ческой несовместимости, крайне важное значение имеет 
мониторинг частот конкретных генетических вариантов 
Wolbachia. Сопоставимые частоты двух и более вариантов 

Wolbachia в популяции в этом случае будут указывать 
на явление двунаправленной несовместимости, что вы-
ражается для вида в сокращении репродуктивного по-
тенциала популяции. Сдвиг частот в сторону одного из 
генетических вариантов симбионта снижает вероятность 
несовместимых скрещиваний, что может привести к по-
пуляционному взрыву. Исключительно важными аспек-
тами вовлеченности Wolbachia в биологию сибирского 
шелкопряда могут оказаться мутуалистические эффекты 
симбионта. Сибирский шелкопряд  – аборигенный вид, 
который постоянно находится под грузом разнообраз-
ных паразитоидов и инфекций. Тем не менее регулярно 
в разных частях ареала его численность стремительно 
возрастает (Колтунов, Ердаков, 2013). В связи с этим не-
обходимо учитывать, что матерински наследуемые симби-
онты, включая Wolbachia, в некоторых случаях способны 
защищать своих хозяев от вирусных инфекций (Teixeira 
et al., 2008; Osborne et al., 2009) и даже паразитоидов (van 
Nouhuys et al., 2016).

Род Dendrolimus включает около 30 палеарктических 
и северных индомалайских видов (Золотухин, 2015). Не-
которые из них, например D. pini (Linnaeus, 1758), также 
являются вредителями лесных массивов. Информация о 
распространенности Wolbachia среди этих видов может 
способствовать изучению биологии симбиотической ас-
социации D. s. sibiricus – Wolbachia и помочь в решении 
проблемы феномена взрыва численности популяций 
сибирского шелкопряда.
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Fungi belong to the major plant pathogens and inves­
tigation of plant resistance genes is a quite important 
task. During the last years many wheat resistance 
genes were identified. However, the sequencing of 
the Triticum aestivum L. genome is still going on and 
the nucleotide sequences of most resistance genes 
are not yet known. In addition, the study of allelic 
variants of resistance genes is important for better 
understanding of the molecular mechanisms of their 
action. In this paper we present an information 
resource for accumulation of data on sequenced 
genes of wheat and its relatives providing resistance 
against diseases caused by fungal pathogens. The 
database (Pathogenesis-Related Genes, PRG) contains 
information on gene chromosomal localizations and 
functional activities, nucleotide sequences and single 
nucleotide polymorphisms associated with their 
effects. PRG provides data on the proteins encoded, 
pathogens and diseases, as well as on the resistance 
gene expression patterns in response to pathogen 
inoculations, exposure to hormones and various 
external stimuli. It also has cross-references with relat­
ed entries from the databases on nucleotide sequenc­
es (GenBank) and proteins (UniProt). Information 
entered into the database is a result of the annotation 
of scientific publications and manual curation. Cur­
rently PRG compiles data on 75 allelic variants of 66 
resistance genes. The PRG database was developed 
on the basis of the SRS (Sequence Retrieval System) 
platform. This system allows the use of complex 
queries and visualization tools and automatically 
generates www-interface with the information in  
table or text formats. PRG may be useful for research­
ers studying plant biology or breeding new plant 
cultivars resistant to fungal diseases. It is available at 
the address: http://srs6.bionet.nsc.ru/srs6bin/cgi-bin/
wgetz?-page+top+-newId.

Key words: databases; resistance gene; pathogenic 
fungus; crops.

Растения подвергаются воздействию огромного количества пато­
генных грибов. В последние годы идентифицировано большое ко­
личество генов, принимающих участие в формировании защитного 
ответа у пшеницы, и проведено секвенирование некоторых генов 
устойчивости. Секвенирование аллельных вариантов генов устой­
чивости у пшеницы и ее сородичей необходимо для понимания 
молекулярных механизмов формирования защитного ответа. В на- 
стоящей работе описывается информационный ресурс, предназна­
ченный для сбора и хранения информации о генах, обеспечива­
ющих устойчивость пшеницы и родственных ей злаков к заболева- 
ниям, вызванных грибными патогенами. База PRG (Pathogenesis-
Related Genes) содержит структурированную информацию о регу- 
ляции активности генов устойчивости. В базе представлены нукле­
отидные последовательности генов устойчивости, а также данные 
об отдельных однонуклеотидных полиморфизмах генов, ассоци­
ированных с различными уровнями устойчивости к заболеваниям. 
Cобрана информация о продукте гена и его функциях. Суммиро­
ваны данные о патогене и заболевании, хромосомной локализации 
гена устойчивости, даны ссылки на карточки в сопутствующих 
базах данных нуклеотидных последовательностей (GenBank) и 
белков (UniProt). Приводится важная информация об изменении 
экспрессии гена в ответ на действие патогенов, гормонов, а также 
на изменения условий окружающей среды. Информация вносится в 
базу в результате аннотирования научных публикаций. В настоящее 
время в базе данных содержится информация о 66 генах, представ­
ленных 75 аллельными вариантами. База PRG разработана на плат­
форме SRS (Sequence Retrieval System). Средства SRS позволяют 
проводить множественный поиск по полям базы, что необходимо 
для эффективного построения запросов. Система SRS автоматиче­
ски генерирует Web-интерфейс с поисковыми таблицами и визуа­
лизирует результаты поиска, которые могут быть сохранены в 
текстовом формате. Собранная информация и удобный интерфейс 
позволят широкому кругу исследователей расширить представле­
ния о разнообразии генов, принимающих участие в формировании 
защитного ответа, способствуя тем самым эффективному созданию 
форм растений с повышенной устойчивостью к заболеваниям. База 
PRG доступна по адресу http://srs6.bionet.nsc.ru/srs6bin/cgi-bin/
wgetz?-page+ top+-newId.

Ключевые слова: база данных; информационный ресурс; гены 
устойчивости; патогенные грибы; зерновые культуры.
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Увеличение производства зерна мягкой пшеницы 
Triticum aestivum L. может осуществляться не только 
за счет роста урожайности, но и за счет снижения 

потерь, связанных с заболеваниями, вызываемыми гриб-
ными патогенами. Потери урожая при поражении листо-
вой ржавчиной могут достигать 30–50 % (McIntosh et al., 
1995). Создание устойчивых сортов является сложной 
задачей. Механизмы защиты растений связаны с функ-
ционированием генов устойчивости (R-генов – resistance 
genes) и их аналогов, обеспечивающих в первую очередь 
узнавание молекул патогена по присутствию в составе 
R-белков консервативных аминокислотных доменов. Сре-
ди изученных R-генов наиболее многочисленный класс 
представляют гены устойчивости, кодирующие белки, 
содержащие NBS (Nucleotide Binding Site) и LRR (Leucine-
Rich Repeat) домены (Sanseverino et al., 2013). Тем не менее 
существенные компоненты защитной системы растений 
остаются еще не изученными. Более того, быстрая эво-
люционная изменчивость патогенов в некоторых случаях 
опережает усилия специалистов по защите растений и 
приводит к неэффективности расоспецифических генов 
устойчивости (Singh et al., 2005). Отдельный интерес 
представляют гены, формирующие неспецифическую 
устойчивость, поскольку она обеспечивает длительный 
период эффективности сразу к нескольким патогенам, 
что делает ее предпочтительной для селекционеров и 
исследователей. У пшеницы подробно охарактеризованы 
всего четыре гена Lr34, Lr46, Lr67 и Lr27, определяющих 
замедленное развитие сразу нескольких заболеваний, два 
из которых, Lr34 и Lr67, были секвенированы (Rosewarne 
et al., 2006; Mago et al., 2011; Spielmeyer et al., 2013).

К настоящему времени описано более 70 генов Lr (leaf 
rust), контролирующих устойчивость пшеницы к листо-
вой ржавчине и расположенных в разных хромосомах 
(McIntosh et al., 2013), и только четыре из них секве-
нировано. В связи с отсутствием данных о первичной 
структуре превалирующего большинства генов устой-
чивости к листовой ржавчине существует ряд проблем, 
связанных с маркированием этих генов. На сегодняшний 
день наиболее распространены маркеры, полученные 
исходя из информации о локализации генов на хромо-
сомах. Эффективность таких маркеров снижается из-за 
возможных процессов рекомбинации между маркером 
и геном. Поэтому наиболее функциональными являются 
маркеры, разработанные на основании секвенирования 
соответствующих нуклеотидных последовательностей 
ДНК. Таким образом, для эффективной защиты пшеницы 
от патогенных грибов необходимо вести поиск новых 
генов устойчивости, используя данные по генам устой-
чивости у наиболее изученных в этом направлении видов 
растений и доступные сведения по структуре геномных 
нуклеотидных последовательностей пшеницы.

Компьютерные базы данных активно применяются для 
информационного обеспечения экспериментальных ис-
следований, а также для поиска новых знаний с помощью 
методов компьютерной системной биологии. Разработано 
большое число целевых баз данных, без использования 
которых планирование экспериментов и интерпретация 
полученных результатов затруднительны. В области изу
чения генов устойчивости растений создана база Plant 

Resistance Genes (http://prgdb.org), в которой приведены 
нуклеотидные последовательности 112 известных и более 
чем 100 000 предполагаемых R-генов, присутствующих у 
233 видов растений (Sanseverino et al., 2013). Также сле-
дует отметить базу данных PathoPlant (Bülow et al., 2007), 
где аннотирована информация о генах Arabidopsis thaliana, 
экспрессия которых усиливается в ответ на инокуляцию 
различными патогенами.

Нами создана целевая база данных генов (и аллелей 
генов) пшеницы, контролирующих устойчивость к фито-
патогенным грибам. Было решено сконцентрироваться на 
аннотации генов устойчивости пшеницы и родственных 
ей злаков, поскольку пшеница является важной зерновой 
культурой и многие гены устойчивости были интрогрес-
сированы в мягкую пшеницу из дикорастущих видов.  
В базу также внесена информация о генах, экспрессия 
которых изменяется после действия патогена. Продукты 
этих генов принимают участие в передаче сигнала и 
формировании защитного ответа, возникающего в клет
ке после контакта с патогеном. Концентрация такой 
информации в базе данных позволяет использовать ее в 
качестве базы знаний для анализа механизмов формиро-
вания защитного ответа пшеницы к действию патогенных 
грибов. В базу вносится информация, полученная при 
анализе научных публикаций. Структура базы данных 
PRG, созданной на платформе SRS (Sequence Retrieval 
System), позволяет пользователю составлять сложные 
запросы и получать комплексную информацию, необхо-
димую для разработки собственных маркеров при карти-
ровании аллелей генов устойчивости разной специфич-
ности. Такая информация актуальна для планирования 
селекционно-генетических экспериментов при создании 
устойчивых сортов пшеницы в связи с появлением новых 
рас патогенных грибов и необходимостью постоянной 
работы по обновлению существующих сортов сельско-
хозяйственных растений.

Логическая структура  
и формат базы данных PRG
База данных PRG построена на платформе SRS и включа-
ет в себя три составляющие: таблицу генов PRG_GENE, 
таблицу аллелей PRG_ALLELE и таблицу последователь-
ностей PRG_SEQUENCE, взаимосвязи между которыми 
устанавливаются согласно схеме (см. рисунок).

Таблица генов PRG_GENE включает информацию о на-
звании организма, гена, локализации гена на хромосоме, 
патогене, заболевании и состоит из 14  полей. Таблица 
аллелей PRG_ALLELE содержит информацию о чувстви-
тельности к патогену, связанной с аллельным состоянием 
гена, и состоит из 12 полей. Таблица последовательностей 
PRG_SEQUENCE содержит информацию о последова-
тельностях аллельных вариантов генов, описанных в 
таблице PRG_ALLELE, и состоит из 7 полей. Подробная 
информация о составе полей базы и их содержании при-
ведена в табл. 1–3. Примеры заполнения полей представ-
лены в табл. 4 и 5.

Все поля в таблицах PRG_GENE и PRG_ALLELE, за 
исключением поля END, являются индексируемыми, т. е. 
пользователь может осуществлять поиск информации по 
этим полям.
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Технологии реализации  
и организация ведения базы PRG
База PRG управляется средствами системы SRS 6.1.3, ко-
торая развернута на сервере баз данных под управлением 
CentOS Linux 6.6. Система SRS специально разработана 
для формализованного описания биологических данных 
(Zdobnov et al., 2002). Средства SRS позволяют проводить 
множественный поиск по полям базы, что необходимо 
для эффективного построения запросов пользователями. 
Система SRS автоматически генерирует Web-интерфейс с 
поисковыми таблицами и визуализирует результаты поис-
ка, которые могут быть сохранены в текстовом формате. 
Средства SRS позволяют индексировать большинство 
информационных полей и эффективно осуществлять 
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Schematic representation of the PRG database. Cross-indexed fields of the 
PRG_GENE, PRG_ALLELE, and PRG_SEQUENCE tables are shown.

Table 1. Fields of the PRG_GENE table

Field name Description

GENE_ID Gene identifier

ALLELE_ID Cross-reference to ALLELE_ID in the 
 PRG_ALLELE table

SEQUENCE_ID Cross-reference to SEQUENCE_ID in the  
PRG_SEQUENCE table

DISEASE Disease

PATHOGEN Causative agent of the disease

HOST_SPECIES The common and Latin names of the species

GENE Gene names

MAPPING Gene mapping on the chromosome

PRODUCT Gene product

COMMENT Comment 

KEYWORDS Keywords

REFERENCE Bibliographic reference

PUBMED Cross-reference to PUBMED

END End of the entry

Table 2. Fields of the PRG_ALLELE table

Field name Description

ALLELE_ID Allele identifier

SEQUENCE_ID Cross-reference to SEQUENCE_ID in the 
PRG_SEQUENCE table

GENE_ID Cross-reference to GENE_ID in the  
PRG_GENE table

CULTIVAR Variety or mutant strain

RESISTANCE Disease resistance

GENBANK Cross-reference to GenBank 

UNIPROT Cross-reference to UniProt

COMMENT Comment

KEYWORDS Keywords

REFERENCE Bibliographic reference

PUBMED Cross-reference to PUBMED

END End of the entry

Table 3. Fields in the PRG_SEQUENCE section

Field name Description

SEQUENCE_ID Sequence identifier

ALLELE_ID Cross-reference to ALLELE_ID in the  
PRG_ALLELE table

GENE_ID Cross-reference to GENE_ID in the  
PRG_GENE table

LOCALIZATION Gene positions according to the GenBank 
notation

COMMENT Comment

SEQUENCE Sequence

END End of the entry

перекрестную связь полей в таблицах баз данных, что не-
обходимо для построения эффективных пользовательских 
запросов и свободной навигации между полями и запися-
ми в различных таблицах. Эта система также автоматиче-
ски генерирует Web-интерфейс для обеспечения поиска и 
визуализации информации в базе данных (формы запроса, 
визуализация данных, гиперссылки на документы в базе 
и интернет-ресурсы, настройки способа визуализации). 
Эксперт-аннотатор заполняет содержимое полей в записи 
базы данных на основании анализа научной литературы. 
Данные представляются для каждой таблицы отдельно в 
виде текстового файла, как показано в табл. 1–3. Файлы 
с информацией передаются администратору системы, 
который вводит их согласно инструкции системы SRS. 
Структура базы данных позволяет расширять список 
аннотируемых генов по мере появления новых литера-
турных данных.

Пользовательский интерфейс
Модуль интерфейса является программным компонентом 
и служит для взаимодействия пользователя с базой дан-
ных. Модуль интерфейса для базы данных PRG обеспе-
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База данных генов, повышающих устойчивость пшеницы 
и родственных ей злаков к патогенным грибам

Table 4. An exemplary entry in the PRG_GENE table 

Field name Description

GENE_ID TaLr34

ALLELE_ID TaLr34-CS TaLr34-Renan

SEQUENCE_ID TaLr34-CS_S TaLr34-Renan_S

DISEASE Leaf rust, stripe rust, powdery mildew, stem rust

PATHOGEN Puccinia triticina, Puccinia striiformis (tritici), Blumeria graminis (tritici), Puccinia graminis

HOST_SPECIES Triticum aestivum (bread wheat)

GENE Lr34, Lr34 allele D, Lr34-D, Yr18, Sr57, Pm38, Sb1, Ltn1

MAPPING Chromosome 7DS

PRODUCT LR34 protein, ABC transporter, ATF-binding cassette transporter, adenosine triphosphate-binding cassette transporter

COMMENT Alleles of Lr34 conferring resistance or susceptibility differ by three genetic polymorphisms. The Lr34 gene, which func­
tions in the adult plant, stimulates senescence-like processes in the flag leaf tips and edges. The Lr34 gene, then called 
Yr18, also confers moderate resistance to stripe or yellow rust (Puccinia striiformis) and powdery mildew (Blumeria 
graminis), where it is called Pm38. The locus is further associated with tolerance to stem rust (Puccinia graminis) and 
barley yellow dwarf virus, Bdv1. Flag leaves of many wheat cultivars containing Lr34 in certain environments develop a 
necrotic leaf tip. This morphological marker is referred to as leaf tip necrosis

KEYWORDS Multiple resistance, leaf rust, stripe rust, powdery mildew, chromosome 7DS, Lr34

REFERENCE Krattinger SG, Lagudah ES, Spielmeyer W, Singh RP, Huerta-Espino J, McFadden H, Bossolini E, Selter LL, Keller B. 
A putative ABC transporter confers durable resistance to multiple fungal pathogens in wheat. Science. 2009, 
323(5919):1360-3

PUBMED 19229000

END

Table 5. An exemplary entry in the PRG_ALLELE table 

Field name Description

ALLELE_ID TaLr34-CS

SEQUENCE_ID TaLr34-CS_S

GENE_ID TaLr34

CULTIVAR Chinese Spring

RESISTANCE Resistant (leaf rust)

GENBANK FJ436983

UNIPROT C0JSA8

COMMENT Allelic variation in Lr34 between the resistant form in cv. Chinese Spring and the susceptible form in cv. Renan involves 
three polymorphisms. The first one is an A/T single-nucleotide polymorphism (SNP) in intron 4, the second one is a 
3-bp ins/del in exon 11, and the third one is a C/T SNP in exon 12, where an amino acid is altered. No difference within 
2 kb of the putative Lr34 promoter region was detected between the two alleles

KEYWORDS Chinese Spring, resistant, Lr34

REFERENCE Krattinger SG, Lagudah ES, Spielmeyer W, Singh RP, Huerta-Espino J, McFadden H, Bossolini E, Selter LL, Keller B. 
A putative ABC transporter confers durable resistance to multiple fungal pathogens in wheat. Science. 2009, 
323(5919):1360-3

PUBMED 19229000

END

чивает поиск и визуализацию информации о генах устой-
чивости растений. Разработаны словари для поисковых 
полей базы данных по генам устойчивости к патогенным 
грибам. Пользователю предоставляется возможность про-
сматривать списки видов растений, генов и их продуктов, 
сортов и мутантных линий, устойчивых и чувствительных 

генотипов, заболеваний и вызывающих их патогенных 
организмов, а также ключевых слов, которые содержатся 
в базе. Кроме этого, пользователь имеет возможность 
осуществлять поиск по большому числу поисковых полей 
таблиц PRG_GENE и PRG_ALLELE. Поиск проводится 
отдельно для таблиц PRG_GENE и PRG_ALLELE.
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Поиск в таблице PRG_ALLELE позволяет найти сор
та, устойчивые или чувствительные к определенным 
заболеваниям (поиск по полю RESISTANCE). Затем 
пользователь имеет возможность получить нуклеотид-
ную последовательность аллельного варианта гена, обе-
спечивающего устойчивость, кликнув на идентификатор 
последовательности в поле SEQUENCE_ID таблицы 
PRG_ALLELE.

Поиск в таблице PRG_GENE позволяет находить гены 
по следующим критериям:
–  названию (поиск по полю GENE);
–  расположению в определенной хромосоме (поиск по 

полям MAPPING и KEYWORDS);
–  принадлежности определенному организму (поиск по 

полю HOST_SPECIES);
–  участию в формировании защитного ответа при 

действии определенного патогена (поиск по полю 
PATHOGEN);

–  участию в формировании защитного ответа при опре-
деленном заболевании (поиск по полю DISEASE).
Если найденный сигнал удовлетворяет требованиям, 

пользователь может получить дополнительную инфор-
мацию об уровне экспрессии гена из поля COMMENT и 
нуклеотидную последовательность из поля SEQUENCE_
ID таблицы PRG_GENE. В таблице PRG_GENE суще-
ствует возможность проводить комплексный поиск по 
нескольким полям. Для этого необходимо перейти на 
страницу сложного запроса, нажав кнопку «Search» на 
странице с типовым описанием структуры полей таблицы 
PRG_GENE. На этой странице меню «Сombine searches 
with» задает логическую операцию для выполнения со-
вместных запросов по нескольким полям. Например, для 
поиска генов, устойчивых к действию Puccinia triticina и 
локализованных в пятой хромосоме пшеницы, необхо-
димо установить значение этого меню «AND», в левом 
столбце формы запроса выбрать поле «PATHOGEN», на-
против в правом столбце ввести его название – Puccinia 
triticina. В следующей строке формы в левом столбце 
выбрать «MAPPING», а в правом ввести часть названия 
хромосомной локализации со звездочкой, чтобы сделать 
расширенный поиск (*5), и выполнить запрос. В ре-
зультате выполнения запроса система выдает список 
генов, расположенных в 5  хромосоме, которые прини-
мают участие в защитной реакции на действие патогена 
P. triticina, вызывающего листовую ржавчину, например 
PRG_GENE:TaLr1.

Заключение
Разработана база данных PRG, предназначенная для на-
копления информации, необходимой для развития пред-
ставлений о механизмах формирования защитного ответа 
у растений и поиска новых генов устойчивости. База 
данных PRG содержит структурированную информацию 

о генах устойчивости и защитного ответа. Текущая версия 
базы данных генов устойчивости к фитопатогенам состоит 
из трех таблиц (генов, аллелей, нуклеотидных последова-
тельностей) и содержит 216 уникальных записей. Формат 
представления данных обеспечивает быстрый поиск по-
следовательностей генов, принимающих участие в форми-
ровании защитного ответа на действие патогенных грибов 
у пшеницы и родственных ей злаков, что необходимо для 
создания дополнительных маркеров, обеспечивающих 
поиск новых генов устойчивости у растений.
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A zygote, the only totipotent cell of the developing 
organism, transforms into a complex, multicellular 
entity with billions (for humans) of highly specialized 
cells and tissues. Most adult tissues are maintained 
by a combination of highly dynamic processes of 
senescence, apoptosis and rejuvenation with new cells 
constantly arising from dispersed depots of stem cells. 
Studying individual cell fates and their intertwined 
relations thus aids in understanding ontogenetic 
development as well as pathogenic processes in the 
body. Direct observations of developing embryos 
uncovered the fate of single blastomeres of ascidia 
and nematode. In both cases, research benefited from 
the simplicity of these objects, because, in ascidia, 
each blastomere has unique signatures naturally, and, 
in nematode, transparency of a worm’s 959-cell body 
allows every cell to be traced through development 
individually. In most cases, however, studying cellular 
lineages and identification of stem cells’ subpopula
tions are a true challenge for investigators. To trace 
the cell’s fate, novel methods were invented that 
introduce special tags into cells, the tags that would 
be inherited during cell divisions. Every descendent 
of a marked cell bears the same tag and can easily be 
distinguished from unrelated cellular neighbors. This 
review focuses on modern methods for cell tracing 
with dyes and genetic constructs encoding protein 
reporters that mark cell lineages. Special focus is on 
genome-integrated tags (genetic labeling), such as 
viral and cellular barcoding. One chapter of the review 
describes novel advancements in the field of CRISPR/
Cas9-based cellular barcoding. 

Key words: cell lineage tracing; cell-marking 
techniques; cellular barcoding; CRISPR/Cas-barcoding.

В процессе развития многоклеточного организма из одной тоти
потентной зиготы образуется огромное количество клеток (трил
лионы для человека) с разной специализацией. Во взрослом 
состоянии многие ткани постоянно самообновляются: старые 
клетки погибают, а из популяции стволовых клеток образуются 
новые. Изучение судьбы отдельных клеток, их происхождения и 
родственных связей дает ответы на многие вопросы, связанные 
как с нормальным развитием, так и с патогенезом. Прямые наблю
дения за развивающимися эмбрионами позволили установить 
судьбу бластомеров асцидии Styela partita, а также происхождение 
всех клеток червя Caenorhabditis elegans. Исследователям повезло 
с объектом: в первом случае происходит естественное «маркиро
вание» бластомеров, во втором, поскольку тело червя прозрачно, 
можно следить за каждой клеткой нематоды. В большинстве же 
случаев определение клеточных линий и идентификация субпо
пуляций стволовых клеток представляют большую трудность для 
исследователей. Поэтому для отслеживания судьбы отдельных 
клеток стали разрабатываться методы маркирования, основанные 
на внесении в клетки специфических меток, которые наследуются 
в ходе делений. Поскольку все потомки исходной клетки несут 
одинаковые метки, их можно легко отличить от потомков других 
клеток. В обзоре обсуждаются методы маркирования клеток с по
мощью красителей и генетических конструкций, обеспечивающих 
синтез белков-репортеров, по наличию которых можно установить 
родство клеток. Особое внимание уделено методам, основанным 
на внесении наследуемой метки в геном клеток (генетическое 
маркирование), в том числе вирусному маркированию и клеточ
ному баркодированию. Один из разделов обзора посвящен мар
кированию клеток с помощью системы CRISPR/Cas – популярного 
инструмента генной инженерии. 

Ключевые слова: отслеживание судьбы клеточных поколений; 
методы маркирования клеток; клеточное баркодирование;  
CRISPR/Cas-маркирование. 
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Один из важнейших постулатов клеточной теории 
гласит: omnis cellula ex cellula. Это утверждение, 
сформулированное Р. Вирховым в 1858 г., озна-

чает, что всякая клетка происходит от другой клетки 
(Mazzarello, 1999). Многоклеточный организм со всем 
разнообразием клеточных типов берет начало от одной 
тотипотентной клетки – зиготы. Когда и каким образом 
происходит принятие клетками решения о дифференци-
ровке в тот или иной тип? Все ли клетки-предшественники 
в равной мере участвуют в образовании тканей и органов? 
Являются ли процессы дифференцировки стохастически-
ми (т. е. случайными) или они строго предопределены? Во 
всех этих вопросах центральным предметом исследова-
ния является судьба отдельной клетки в многоклеточном 
организме. Методы, позволяющие определять потомков 
отдельных клеток и изучать их судьбу, получили название 
«methods of lineage tracing», что можно перевести как 
«методы отслеживания клеточных поколений». В био-
логии развития эти методы широко используются для 
составления карт презумптивных зачатков (Kretzschmar, 
Watt, 2012). Помимо этого, методы отслеживания судьбы 
клеточных поколений нашли применение и для изучения 
гетерогенных популяций стволовых и раковых клеток 
(Buckingham, Meilhac, 2011).

Изучение судьбы клеточных поколений. 
Историческая справка
Прямое наблюдение – исторически первый способ изуче-
ния судьбы отдельных клеток. В конце 19 в. Э. Уилсон, 
наблюдая под микроскопом за поведением клеток раз-
вивающегося эмбриона многощетинкового червя, ввел 
понятие «клеточная линия» (Wilson, 1892). Позднее, в 
1905 г., Э. Конклин установил судьбу отдельных бласто-
меров эмбриона асцидии Styela partita. В этом случае 
определение родства между клетками было возможным 
в силу того, что цитоплазма яйца этого вида асцидий 
различается по цвету: от темно-желтой до темно-серой и 
прозрачной. При дроблении яйца различные виды цито-
плазмы попадают в разные бластомеры, обеспечивая их 
естественное маркирование, что облегчает наблюдение 
за делением клеток (Conklin, 1905). Метод прямого на-
блюдения был также успешно применен и для изучения 
развития червя Caenorhabditis elegans (Sulston, Horvitz, 
1977; Sulston et al., 1983). С помощью микроскопии Но-
марского (интерференционно-контрастная микроскопия) 
Дж. Салстон смог проследить происхождение всех клеток 
этой нематоды, пользуясь тем, что ее тело прозрачно. 
Оказалось, что судьба каждой клетки червя строго детер-
минирована, а совокупное число клеток, составляющих 
взрослый организм, постоянно и составляет 959 клеток. 
Преимуществами прямого наблюдения являются его не-
инвазивность, а также возможность длительного и непре-
рывного анализа (Schroeder, 2011). С развитием методов 
микроскопии в режиме реального времени в этой области 
удалось добиться большого прогресса. Так, например, 
исследователи смогли реконструировать раннее развитие 
эмбрионов плодовой мушки Drosophila melanogaster и 
рыбки Danio rerio (Keller et al., 2008; Amat et al., 2014).

Нужно отметить, что в работах Д. Салстона и Э. Кон-
клина не было необходимости метить клетки. Однако в 

большинстве случаев исследователь не имеет возможно-
сти проследить за судьбой отдельных клеток без внесения 
специальных меток, позволяющих отличить потомков 
исследуемой клетки от потомков других клеток. Стали 
активно развиваться способы маркирования на основе 
введения в клетку (с помощью инъекций или электро-
порации) прижизненных красителей и радиоактивных 
изотопов (Vogt, 1929; Rosenquist, 1970). Во избежание 
распространения красителя по межклеточным контактам в 
соседние клетки были разработаны модификации метода 
с использованием жирорастворимых цианинов, встраи
вающихся в мембрану клетки, а также флуорохромов, 
конъюгированных с большими молекулами, такими как 
декстран, стерически затрудняющими переход молекул 
между клетками (Axelrod, 1979; Serbedzija et al., 1989; 
Eagleson, Harris, 1990). Во многих исследованиях также 
была использована пероксидаза хрена, большой фермент, 
не способный пройти через щелевые контакты и образу-
ющий в результате ферментативной реакции люминесци-
рующий продукт (Weisblat et al., 1980; Balakier, Pedersen, 
1982; Lawson et al., 1986). Например, инъецировав перок-
сидазу в один из бластомеров двуклеточного эмбриона 
мыши, исследователи смогли проследить расположение 
меченых клеток до стадии морулы (Balakier, Pedersen, 
1982). Среди ограничений данного метода – разбавление 
метки при делении клеток, что делает невозможным дли-
тельное наблюдение. 

Позднее были разработаны способы маркирования 
клеток, основанные на внесении в их геном репортерных 
конструкций, как правило, кодирующих флуоресцентные 
белки или люциферазу, присутствие которых в клетке 
легко детектируется (Holt et al., 1990; Chalfie et al., 1994). 
Поскольку такие конструкции стабильно интегрируются 
в геном и наследуются клеточными поколениями в ходе 

Интенсивные испытания ядерного оружия в годы хо-
лодной войны (1950–1960) привели к накоплению 
большого количества радиоуглерода (С-14) в атмосфе
ре и, как следствие, к массовому маркированию клеток 
населения земного шара радиоактивными изотопами. 
После запрета ядерных испытаний в 1963 г. уровень 
С-14 стал экспоненциально снижаться (De Vries, 1958; 
Nydal, Lovseth, 1965; Levin, Kromer, 2004). Поскольку 
при репликации происходит включение этого изотопа 
в новую цепь ДНК, последняя может выступать в роли 
своеобразной капсулы времени, храня запись о том, 
когда произошло событие синтеза ДНК или, иными 
словами, рождения новой клетки. Группа исследовате-
лей из Швеции и США, проведя анализ количества С-14 
в разных тканях и органах, смогла установить время 
жизни некоторых типов клеток. Так, например, оказа-
лось, что возраст кортикальных нейронов в затылоч-
ной части мозга совпадает с возрастом организма, что 
свидетельствует об отсутствии процессов нейрогене-
за в этой области мозга после рождения (Spalding et 
al., 2005). Этим же методом было установлено, что у 
человека к 50 годам 55 % кардиомиоцитов составляют 
клетки, образовавшиеся во время эмбриогенеза, тогда 
как другие 45 % образовались в ходе перинатального 
развития (Bergmann et al., 2009).
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делений, решается проблема с разбавлением метки. На ос-
нове флуоресцентных белков была разработана техноло-
гия Brainbow (по аналогии с rainbow), с помощью которой 
были маркированы нейроны головного мозга мыши (Livet 
et al., 2007; Cai et al., 2013). Эта методика основана на 
введении в геном организма конструкции из нескольких 
последовательно расположенных генов разных флуорес-
центных белков (рис. 1). Эти гены разделены lox-сайтами, 
и только один ген в конструкции, расположенный первым 
и взаимодействующий с регуляторной областью, экспрес-
сируется. Под воздействием Cre-рекомбиназы происходят 
вырезание и инверсия генов флуоресцентных белков, 
вследствие чего любой другой ген получает возможность 
взаимодействовать с регуляторной областью и экспресси-
роваться. Учитывая тот факт, что в геном интегрируется 
несколько копий такой конструкции, а рекомбинационные 
события случайны, каждая клетка характеризуется уни-
кальным паттерном экспрессии флуоресцентных белков. 
Например, первая конструкция Brainbow-1.0 кодировала 
три флуоресцентных белка и при наличии трех копий 
в геноме обеспечивала 10 разных комбинаций, а при 
восьми копиях исследователи смогли детектировать от 
90 до 160 псевдоцветов (Livet et al., 2007). Технология 
Brainbow является важным инструментом для изучения 
коннектома, поскольку окрашивание каждого нейрона и 
его отростков в определенный цвет позволяет визуали-
зировать взаимодействия между нейронами (Lichtman et 
al., 2008). Конструкция Flybow была использована для 
визуализации нейронов и их связей в мозге плодовой 
мушки Drosophila melanogaster (Hadjieconomou et al., 
2011). Подобную конструкцию, названную Skinbow, ис-
пользовали для изучения регенерации кожи рыбки Danio 
rerio (Chen et al., 2016).

Генетическое маркирование
В этом разделе описаны способы маркирования клеток, 
основанные на внесении в геном клеток специальных 
меток – от хромосомных перестроек до ДНК-баркодов.

Хромосомные перестройки как метки
Первый эксперимент с использованием хромосомных пе-
рестроек как меток был проведен в начале 60-х годов про-
шлого века Э. Беккером под руководством Мак-Каллоха 
и Тилла, признанных исследователей стволовых клеток. 
Цель эксперимента заключалась в отслеживании судьбы 
гемопоэтических клеток при трансплантации. Ранее уже 
было показано, что клетки костного мозга, транспланти-
рованные мышам, получившим летальную дозу радиации, 
образуют на поверхности селезенки скопления клеток 
эритроидного и гранулоцитарного ряда (Till, McCulloch, 
1961). Однако было неизвестно, являются ли эти клеточ-
ные скопления клонами – потомками всего одной клетки, 
обладающей потенциалом к образованию и эритроци
тов, и гранулоцитов. Э. Беккер провел свой знаменитый 
эксперимент, суть которого заключалась в следующем: 
клетки костного мозга были облучены сублетальной дозой 
радиации, вызывавшей хромосомные перестройки, а за-
тем трансплантированы облученному реципиенту. Таким 
образом, трансплантированные клетки несли уникальные 
хромосомные перестройки, которые можно наблюдать 

под микроскопом. Оказалось, что каждая колония со-
стоит преимущественно из клеток, несущих одну и ту 
же хромосомную мутацию, т. е. являющихся клонами. 
Такие мультипотентные стволовые клетки впоследствии 
были названы колониеобразующими единицами (Becker 
et al., 1963). Последующие работы с использованием дан-
ного метода подтвердили этот результат и показали, что 
трансплантированные клетки обнаруживаются не только 
в костном мозге реципиента, но и в тимусе и лимфати-
ческих сосудах. Таким образом, с помощью этого метода 
было прослежено и происхождение колоний клеток, и их 
локализация в организме (Wu et al., 1967, 1968). Очевид-
но, однако, что такое сильное воздействие, как радиация, 
вызывающая хромосомные перестройки, в значительной 
мере изменяет судьбу клеток, поэтому поведение облу-
ченных клеток нельзя считать идентичным поведению 
нативных клеток в естественных условиях.

Сайты интеграций ретровирусов как метки
Ретровирусы представляют собой семейство РНК-содер
жащих вирусов, способных интегрироваться в геном клет-
ки при заражении. Благодаря этому свойству векторные 
конструкции на основе дефективных (неспособных к 
репликации) ретровирусов часто используются генными 
инженерами в качестве доставщиков генетического ма-
териала в геном клеток. Поскольку встройка происходит 
случайным образом, каждая инфицированная клетка 
характеризуется уникальным сайтом интеграции про-
вирусной последовательности. Паттерн интеграции на-
следуется дочерними клетками, и, следовательно, может 
использоваться как метка. В первых работах с исполь-
зованием этой методики определение сайта интеграции 
провируса осуществлялось с помощью Саузерн-блоттин
га (Capel et al., 1990; Jordan, Lemischka, 1990). Впервые 
было убедительно доказано, что стволовые клетки крови 
мыши являются мультипотентными и, кроме того, спо-
собны достаточно продолжительное время поддерживать 
самообновление, т. е. не дифференцироваться (Dick et al., 
1985; Mazurier et al., 2004). Позднее были предложены 
более чувствительные методы для определения сайтов 
интеграции на основе ПЦР (Laukkanen et al., 2005; Keller 
et al., 2008; Maetzig et al., 2011) и микрочипового анализа 
(Schepers et al., 2008; van Heijst et al., 2009). Помимо из-
учения особенностей дифференцировки гемопоэтических 
клеток, методика подобного рода была использована и 
для изучения процессов нейрогенеза млекопитающих 
in vivo. Было показано, что стволовые клетки гиппокампа 
мультипотентны – они способны образовывать и нейроны, 
и олигодендроциты, и астроглию (Palmer et al., 1997). 
Также с помощью ретровирусного маркирования внутри 
эмбриональных стволовых клеток человека удалось вы-
делить две субпопуляции, участвующие в самообновле-
нии, но дающие разный вклад в дифференцировку in vivo 
(формирование тератом в иммунодепрессивной мыши) и 
in vitro (дифференцировка в культуре) (Stewart et al., 2010).

ДНК-баркоды как метки
Необходимо отметить, что термин «баркодирование» 
знаком отечественным специалистам преимущественно 
в контексте молекулярного баркодирования – метода, ис
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Fig. 1. Brainbow-1.0, the simplest Brainbow construction (Livet et al., 2007).  
Cre-mediated recombination switches expression to either (1) YFP or (2) M-CFP. Two equally possible outcomes of the recombination event are shown. The Thy1 
promoter drives the expression of the constructs in neuronal cells. The table shows a list of pseudocolors that are assigned to every possible combination of 
three fluorophores (based on three copies of the construct in the genome).

Promoter Thy 1

Cre-mediated 
recombination  

RFP YFP

lox2272 loxP

CFP

YFP1 YFPCFP

CFP2 CFP

RFP

Promoter Thy 1

Promoter Thy 1

Outcome for each copy Resulting colour

1 2 3

CFP CFP CFP Blue

CFP CFP YFP Light blue

CFP YFP YFP Cyan

YFP YFP YFP Green

YFP YFP RFP Light green

YFP RFP RFP Orange

RFP RFP RFP Red

RFP RFP CFP Magenta

RFP CFP CFP Purple

RFP CFP YFP Grey

пользуемого для устранения ошибок ПЦР и секвениро-
вания при анализе данных высокопроизводительного 
секвенирования. Однако к маркированию клеточных 
поколений эта процедура не имеет отношения. Для этой 
цели был разработан метод клеточного баркодирования 
(cellular barcoding) (Schepers et al., 2008; van Heijst et al., 
2009). Основной принцип клеточного баркодирования 
заключается во внесении в геном клетки специальной 
метки – ДНК-баркода. ДНК-баркод представляет собой 
искусственно синтезированную вырожденную (или полу-
вырожденную) последовательность нуклеотидов, которая 
интегрируется в геном с помощью вирусов и наследуется 
в ходе делений следующими клеточными поколениями 
(рис. 2). Метод ДНК-баркодирования логично вытекает 
из описанного выше ретровирусного маркирования. Од-
нако, в отличие от последнего, для того чтобы определить 
клональную принадлежность клеток, достаточно секве-
нировать только последовательность ДНК-баркода, а не 
анализировать сайты интеграции провирусов. Определе-
ние ДНК-баркодов проводится, как правило, с помощью 
массового параллельного секвенирования (Gerrits et al., 
2010; Lu et al., 2011; Cheung et al., 2013; Gerlach et al., 2013; 
Naik et al., 2013; Nguyen et al., 2014a, b). Отличительная 
особенность данного метода заключается в возможности 
анализировать судьбу сотен клеток одновременно. По-
скольку технология клеточного баркодирования является 
довольно новой и перспективной, а, кроме того, недо-
статочно освещенной в русскоязычной литературе, мы 
хотим более подробно описать некоторые особенности и 
ограничения этой методики. 

Исследователям, собирающимся использовать клеточ-
ное баркодирование, необходимо обратить внимание на 
следующие экспериментальные параметры: 1) размер 
библиотеки баркодированных вирусов, 2) трансдукцию 
клеток баркодированными вирусами, а также 3) техни-
ческие повторы. 

1. Размер (разнообразие) библиотеки ДНК-баркодов. 
Поскольку внесение ДНК-баркода в геном клетки осу-
ществляется с помощью ленти- или ретровирусных кон

Fig. 2. Methods for cellular barcoding (Lu et al., 2011, with modifica-
tions). 
The picture illustrates several variants of DNA-barcodes: (1) completely de
generate barcode; (2) partially degenerate barcode, in which random and 
constant nucleotides are combined; (3) GC content-balanced barcode  
(W stands for “weak” (AT) nucleotides and S for “strong” (GC) nucleotides).

1. NNNNNNNN………………NNNNNNNNNN
2. ATCNNNCG………………ANNAAANNCCT
3. WSWSWSW………………SWSWSWSWS
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струкций, под размером библиотеки подразумевается 
количество уникальных ДНК-баркодов в лентивирусной 
библиотеке (т. е. число вирусных частиц с уникальными 
баркодами). Теоретически разнообразие ДНК-баркодов 
обусловливается длиной вырожденной части самого бар-
кода. Так, например, для ДНК-баркода, содержащего 20 
вырожденных позиций, количество уникальных комбина-
ций составляет более чем 1012. Тем не менее на практике 
это разнообразие сильно ограничено в силу того, что 
получение библиотеки баркодированных лентивирусов 
включает в себя стадии клонирования ДНК-баркода в 
плазмидный вектор и сборку вирусных частиц. Эффектив-
ность этих стадий невысока и не позволяет сохранить все 
теоретическое разнообразие ДНК-баркодов. При этом чем 
больше клеток нужно маркировать, тем больше должен 
быть размер библиотеки ДНК-баркодов. В противном 
случае велика вероятность того, что неродственные клет-
ки могут быть помечены одинаковым вариантом ДНК-
баркода. В такой ситуации они интерпретируются как 
потомки одной и той же клетки. Для выбора оптимального 
соотношения количества уникальных ДНК-баркодов к 
количеству клеток создатели клеточного баркодирования 
предложили следующее эмпирическое правило: число 
маркируемых клеток должно составлять не более 10 % 
от количества уникальных вариантов баркодов (Naik 
et al., 2014). Для оценки разнообразия ДНК-баркодов 
рекомендуется проведение высокопроизводительного 
секвенирования ДНК-баркодов на разных этапах соз-
дания библиотеки, начиная от плазмидных векторов и 
заканчивая клетками, зараженными баркодированными 
вирусами. На основе полученных данных создается 
референсная библиотека, содержащая все доступные 
варианты ДНК-баркодов. Такая библиотека позволяет 
надежно отличить «настоящие» ДНК-баркоды от ошибок 
ПЦР и секвенирования. В обзоре Л.В. Быстрых c колле-
гами (Bystrykh et al., 2012) приведен пример, в котором 
при секвенировании пяти колоний клеток исследователи 
получили 1 503 баркода, причем только шесть из них 
представляли пять начальных клеток (одна из клеток нес- 
ла два баркода), тогда как остальные баркоды являлись 
ошибками ПЦР и секвенирования и были исключены 
из анализа как «шум». В другом обзоре, посвященном 
клеточному баркодированию, указано, что для включения 
ДНК-баркода в референсную библиотеку необходимо, 
чтобы количество прочтений этого баркода при секвени-
ровании составляло не менее 0.00001 % от общего коли-
чества прочтений (Naik et al., 2014). Таким образом, чем 
больше разнообразие ДНК-баркодов в библиотеке, тем 
больше должна быть глубина секвенирования. Поэтому 
анализ состава ДНК-баркодов с помощью секвенирования 
возможен только при относительно небольшом размере 
библиотеки. В тех случаях, когда секвенирование полной 
библиотеки невозможно по ряду причин, исследователи 
прибегают к математическим методам, позволяющим 
по конечному разнообразию ДНК-баркодов в отдельных 
клетках/колониях клеток приблизительно оценить «изна-
чальное» разнообразие библиотек, например с помощью 
симуляции Монте-Карло (Lu et al., 2011; Wu et al., 2014).

2. Трансдукция клеток баркодированными вирусами. 
Термин «трансдукция» означает внесение в геном клеток 

генетического материала с помощью вирусов. Известно, 
что при трансдукции количество вирусных интеграций 
(multiplicity of infection) на геном клетки подчиняется 
распределению Пуассона. Значение MOI, равное 1, го-
ворит о том, что в среднем на одну клетку приходится 
одна вирусная интеграция, при этом клетка инфициро-
вана одной вирусной частицей с вероятностью 36.7 %, 
двумя – 18.39 %, тремя – 6.13 %, а вероятность того, что 
в клетку не попала ни одна вирусная частица, – 36.7 %. 
Таким образом, чем выше значение MOI, тем большая 
доля клеток несет одну и более вирусных интеграций. 
В контексте клеточного баркодирования это означает, что 
часть клеток несет два и больше ДНК-баркодов, что также 
затрудняет интерпретацию клеточных взаимоотношений. 
Так, например, одна клетка с тремя ДНК-баркодами будет 
воспринята как три клетки с индивидуальными ДНК-
баркодами и одинаковой судьбой. Для того чтобы избежать 
этой переоценки, трансдукцию клеток баркодированными 
вирусами проводят с низкими значениями MOI (0.1–0.5).

3. Технические повторы. Для того чтобы учесть разного 
рода систематические ошибки, чрезвычайно важно про-
водить технические реплики. Баркодированные клетки 
делятся на две части (при этом предполагается, что до-
черние клетки распределяются по ним равномерно), а 
их ДНК-баркоды амплифицируются и секвенируются 
независимо. При качественном анализе ДНК-баркоды 
реплик должны хорошо коррелировать (с коэффициентом 
корреляции Пирсона около 0.8). 

Метод клеточного баркодирования интенсивно ис-
пользуется для изучения процессов кроветворения. С по-
мощью этого метода было показано отличие клонального 
состава гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) моло-
дых и старых животных. Так, из пула «старых» ГСК при 
трансплантации образуется много небольших клональных 
линий, тогда как из пула «молодых» ГСК – преимуще-
ственно несколько больших колоний (Verovskaya et al., 
2013). Изучено влияние провоспалительных цитокинов 
на миграцию клеток при трансплантации и, как след-
ствие, на эффективность их приживления (Verovskaya et 
al., 2014). Кроме того, проведена реконструкция линии 
натуральных киллеров на макак-резусах. Оказалось, что 
несмотря на общность функций натуральных киллеров 
и Т-лимфоцитов, развиваются эти клеточные линии из 
разных предшественников (Wu et al., 2014). Метод кле-
точного баркодирования также используется для изучения 
гетерогенных раковых опухолей (Nguyen et al., 2014a; 
Bhang et al., 2015). С его помощью было установлено, 
что большинство резистентных к терапии клонов явля-
ются потомками небольших субпопуляций клеток, уже 
присутствующих в опухоли и селективно избегающих 
терапию (Bhang et al., 2015).

Маркирование клеток  
с помощью системы CRISPR/Cas9 
CRISPR/Cas – система адаптивного приобретенного им-
мунитета архей и бактерий, направленная на уничтожение 
попавшей в клетку чужеродной ДНК (как правило, вирус-
ной) (Barrangou et al., 2007). С помощью молекул РНК, 
закодированных в локусе CRISPR (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats), Cas-белки распоз-
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нают участки геномов вирусов и вносят двуцепочечные разрывы, вызывая 
их деградацию. Эта способность Cas-нуклеаз нашла широкое применение в 
генной инженерии (Doudna, Charpentier, 2014; Hsu et al., 2014; Смирнов и др., 
2016). С помощью синтетической химерной направляющей РНК (далее gRNA) 
исследователь может запрограммировать нуклеазу на целевой участок ДНК, 
комплементарный gRNA (Mali et al., 2013). В месте узнавания Cas-нуклеаза 
вносит двуцепочечный разрыв, который репарируется клеткой за счет негомо-
логичного соединения концов (non-homologous end joining, NHEJ). При этом 
под действием экзонуклеаз и полимераз происходит потеря, реже вставка, 
нескольких нуклеотидов (индел-мутации). Таким образом, при лигировании 
двуцепочечного разрыва, внесенного Cas-нуклеазой, образуется своего рода 
уникальный «шрам» в ДНК, который может быть использован как метка. 
Группа исследователей из США решила воспользоваться таким «геномным 
вандализмом» для маркирования клеток и определения их родства (McKenna et 

al., 2016). Разработанный ими способ 
был назван GESTALT (genome editing 
of synthetic arrays for lineage tracing) 
и применен для изучения развития 
рыбки Danio rerio. В качестве барко-
да, интегрированного в геном клетки, 
исследователи использовали конкате-
мерную кассету с 10 последовательно 
расположенными сайтами узнава
ния и разрезания для Cas9-нуклеазы 
(рис. 3, а). Однажды внеся разрыв в 
один из 10 сайтов, который репариру-
ется с образованием мутаций, Cas9-
нуклеаза уже не сможет его опознать. 
И эта метка в виде индел-мутации 
будет передана дочерним клеткам в 
ходе деления. Подобно тому как опре-
деляется филогенетическое родство 
между организмами, происхождение 
клеток и их родство внутри взросло-
го организма можно определить по 
количеству накопленных индел-му- 
таций. Клетки, разошедшиеся в эмб
риогенезе позднее, будут иметь сход
ные баркоды. Исследователи ввели в 
одноклеточный эмбрион Danio rerio, 
содержащий кассету с 10 мишенями, 
10 соответствующих gRNA (по одной 
на каждый целевой сайт) и Cas9- нук
леазу. Проанализировав баркоды раз
личных органов выросших рыбок, 
исследователи смогли реконструиро
вать «фамильные» древа клеточных 
линий, которые можно найти на сайте 
http://gestalt.gs.washington.edu. Кроме  
того, было показано, что  большин
ство клеток, составляющих органы 
взрослой особи рыбки, берут начало 
всего от нескольких клеток-предшест- 
венников. В среднем более половины 
клеток всех изученных органов были 
представлены не более чем семью 
аллелями баркода, за исключением 
головного мозга, 90 % клеток которо-
го содержали 25 аллелей, и крови, где 
98 % клеток содержали только пять 
аллелей баркода. Преимуществом 
этой методики является то, что все 10 
сайтов могут быть просеквенирова
ны за один раз.

Другая группа исследователей ис-
пользовала сходный метод, но на дру-
гом объекте – круглом черве Caenor­
habditis elegans (Schmidt et al., 2016). 
Предлагаемая авторами стратегия 
маркирования основана на внесении 
мутаций с помощью Cas9-нуклеазы и 
10 направляющих gRNA в 10 участках 
гена зеленого флуоресцентного белка 
(green fluorescent protein – GFP) транс-
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Fig. 3. Approaches for cellular barcoding based on CRISPR/Cas9: (a) GESTALT - method suggested 
by McKenna et al. (2016) (see in text). The barcode is represented by ten consecutive Cas9 target 
sites, integrated in the Danio rerio genome. Cas9-induced DNA damage leads to unique small 
insertions or deletions (indel mutations) after repair. As a result, related cells will have similar re-
pair patterns at the break sites. (b) Method from (Schmidt et al., 2016) (see in text). Ten close Cas9 
target sites are used as a DNA barcode again, but they are scattered over a 500-bp region in the 
GFP gene. (c) The Scartrace approach from (Junker et al., 2016) (see in text). A single locus with  
4–5 copies of the GFP gene (each copy having a Cas9 recognition site) serves as a barcode.  
(d) The mSCRIBE – method proposed in (Perli et al., 2016) and (Kalhor et al., 2016) (see in text).  
In this approach, self-targeting “evolving” gRNA is chosen as a DNA barcode. 
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Методы маркирования клеток  
для изучения судьбы клеточных поколений 

генной линии Caenorhabditis elegans EG6173 (рис. 3, б ).  
Напомним, что для этого маленького червячка, состояще-
го из 959 клеток, происхождение всех клеточных линий 
было определено методом прямого наблюдения еще в 
1970-х годах (Sulston, Horvitz, 1977). Сравнение двух древ 
клеточных линий показало достаточно высокий уровень 
корреляции. Помимо экспериментального доказательства 
концепции метода, авторы, используя компьютерное 
моделирование, протестировали ряд дополнительных 
параметров, влияющих на эффективность маркирования 
клеток. Среди них ситуация, когда нуклеаза разрезает 
второй сайт до того, как был репарирован первый, что 
может привести к удалению участка ДНК между этими 
двумя сайтами, т. е. к потере части баркода. Поскольку эф-
фективность работы системы CRISPR/Cas9 высока, такие 
ситуации должны происходить нередко. Даже несмотря 
на это, маркирование клеток с помощью Cas9 нуклеазы 
позволяет достаточно точно установить происхождение 
клеток (Schmidt et al., 2016).

Совместная группа исследователей из Германии и 
Нидерландов предложила еще один вариант использо-
вания CRISPR/Cas системы для маркирования клеток 
(Junker et al., 2016) (препринт статьи выложен на ресурсе 
biorxiv. org). Технология маркирования, названная Scar-
trace, также базируется на образовании индел-мутаций 
при репарации двуцепочечных разрывов ДНК. С помощью 
инъекций Cas9-нуклеазы и gРНК против гена GFP иссле-
дователи вносили мутации в одноклеточные эмбрионы 
Danio rerio, содержащие локус с несколькими интегра-
циями гена GFP (рис. 3, в). Помимо изучения происхож-
дения клеточных линий, авторам удалось исследовать и 
процесс регенерации хвостового плавника. Оказалось, что 
пространственное расположение клеточных клонов ис-
ходного неповрежденного и регенерировавшего плавника 
совпадает, что свидетельствует об одинаковой программе 
развития и регенерации.

Принципиально другой подход с использованием про-
граммируемой нуклеазы Cas9 для маркирования клеток 
был реализован группой исследователей Массачусетского 
технологического института под руководством Т. Лу (Perli 
et al., 2016). Разработанная ими технология mSCRIBE 
(mammalian Synthetic Cellular Recorders Integrating Bio-
logical Events) основана на «самонаправленной» gRNA, 
которая способствует привлечению Cas9-нуклеазы в свой 
собственный локус, что приводит к возникновению в нем 
индел-мутаций (рис. 3, г). Впоследствии с этого локуса 
считывается немного видоизмененная gRNA, которая 
опять будет направлена на свой локус. Цикл повторяется 
много раз, при этом накапливается информация о каждом 
акте изменений. Эта информация может быть использо-
вана как для изучения судьбы клеточных поколений, так 
и для записи времени и силы воздействия различных 
стимулов на клетку. В последнем случае необходимо 
поместить такой «эволюционирующий» баркод под про-
мотор, активирующийся под воздействием этого стимула. 
В роли стимула могут выступать обработка клеток анти-
биотиками, активация сигнальных путей, связанных с 
воспалением, и т. д. 

Еще одна работа с использованием нуклеаз была 
проведена коллективом исследователей из лаборатории 

Дж. Черча (Kalhor et al., 2016). Авторы также использовали 
принцип «эволюционирующего» баркода на основе само-
направленного локуса gRNA (в статье – homing gRNA) 
(рис. 3, г). В идеале в каждом таком локусе должно обра-
зовываться большое количество разнообразных вариантов 
мутаций, причем с равной вероятностью. Проанализиро-
вав варианты индел-мутаций и мисматчи, полученные в 
эксперименте, исследователи оценили информационную 
емкость одного локуса из 21 нуклеотидов в 5 бит. Этого 
количества достаточно для маркирования 32 клеток (25). 
Тогда как для маркирования всех нейронов в мозге мыши 
(примерно 75 млн клеток) требуется как минимум шесть 
самонаправленных локусов ((25)6), а для маркирования 
всех клеток взрослой мыши (примерно 12 млрд клеток) 
необходимо семь локусов ((25)7). 

Заключение
Методы маркирования клеток прошли большой путь 
развития: от прямых наблюдений за развивающимися 
эмбрионами до баркодирования с помощью системы 
CRISPR/Cas9. По стратегии эти методы можно разделить 
на два типа. Первый тип подразумевает маркирование 
большого количества клеток, а затем изучение распре-
деления и вклада их потомков в разные ткани и органы. 
К ним относятся методы маркирования с помощью ре-
портерных белков, сайтов интеграций вирусов, а также 
метод клеточного баркодирования. Все они позволяют 
лишь установить родство клеток, но не открывают тайну 
их происхождения. Второй тип методов представлен 
исключительно маркированием с помощью системы 
CRISPR/Cas9 и имеет принципиальное отличие. В этом 
случае маркируется всего одна клетка, потомки которой 
наследуют изменяющийся, эволюционирующий баркод, 
что позволяет определить целые «фамильные» древа 
клеток. Система CRISPR/Cas9 в настоящее время заняла 
место главного инструмента генной инженерии, поэтому 
много работ, направленных на маркирование клеток с ее 
помощью, отражает потребность ученых в развитии мето-
дов отслеживания клеточных поколений. Можно ожидать, 
что в скором времени ученые смогут установить судьбу 
каждой клетки при развитии такого сложного организма, 
как человек. 
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Morphophysiological 
alterations caused by insertional 
mutagenesis of contactin 5 
(Cntn5) gene in transgenic mice 
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M.V. Anisimova1, I.I. Kovrigin2, I.A. Serova1,  
M.P. Moshkin1, 4, L.A. Gerlinskaya1, N.R. Battulin1, 2 

1 Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia 
3 Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosi­
birsk, Russia 
4 Tomsk State University, Tomsk, Russia

Transgenesis has become a routine for modern biolo­
gical studies. The most popular method for producing 
transgenic animals–pronuclear microinjection–fre­
quently leads to host gene disruption due to a random 
transgene integration. In this paper, we report our 
analysis of morphophysiological parameters of the 
transgenic mouse line GM9, in which a transgene 
designed for milk-specific expression of the human 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF) gene was integrated into the intron of the 
Contactin 5 gene (Cntn5). We studied Cntn5 expres­
sion with RT-PCR and discovered that its expression 
in the brain, the primary organ of Cntn5 activity, was 
unperturbed. However, transgenic animals had less 
Cntn5 transcripts in other tissues such as the kidney 
and heart. In addition, we observed a decreased 
amount of splice variants of Cntn5 exons that flank 
the transgene integration site. These data suggest that 
the transgene integration event might affect proper 
Cntn5 splicing in some tissues. Publications exist that 
imply that some polymorphisms in the Cntn5 gene 
are associated with obesity and arterial hypertension 
in humans. We evaluated core parameters of lipid 
metabolism and heart activity in mice homozygous 
and heterozygous for Cntn5 mutation using wild- type 
animals as control. Our results uncovered that homo­
zygous mutant mice have lower body weight than 
controls and that it is caused by slower accumulation 
of fat tissue. Cntn5 mutants also exhibit abnormalities 
in blood circulation: homozygous Cntn5 mutants are 

Технологии трансгенеза активно применяется в самых разных 
областях биологических исследований. Наиболее активно исполь­
зуемая методика получения трансгенных животных с помощью 
инъекции ДНК в пронуклеус зиготы может сопровождаться нару­
шением функции генов в месте интеграции трансгенной конструк­
ции. В данной работе описаны морфофизиологические эффекты 
интеграции трансгенной конструкции, обеспечивающей наработку 
гранулоцит-макрофаг колониестимулирующего фактора человека 
в молоко в линии мышей (GM9), встройка конструкции у которых 
произошла в интрон гена контактин 5 (Cntn5). Было показано, 
что инсерция конструкции не привела к нокауту Cntn5. Однако у 
трансгенных животных изменяется транскрипция гена в сердце и 
почках по сравнению с животными дикого типа, а также меняется 
спектр транскриптов, что может свидетельствовать о нарушении 
регуляции сплайсинга гена Cntn5. Из литературных данных извест­
но, что полиморфизмы Cntn5 ассоциированы со склонностью к 
ожирению и с предрасположенностью к артериальной гипертен­
зии. Мы исследовали основные параметры жирового обмена 
и сердечно сосудистой деятельности у мышей, гомозиготных 
по инсерции трансгена в ген Cntn5, гетерозиготных животных и 
животных дикого типа. Проведенное фенотипирование показы­
вает, что гомозиготные мыши имеют меньшую, чем особи дикого 
типа, массу тела. Причем весовая разница между генотипами 
определяется не столько отставанием мутантов в развитии ске- 
лета и мышц, образующих в сумме тощую массу, сколько сущест­
венно меньшим накоплением жира. У исследуемых линий были 
обнаружены статистически значимые различия по параметрам, 
характеризующим интенсивность кровообращения. Гомозиготные 
мыши превосходят особей дикого типа по значениям артериаль­
ного давления, частоте сердечных сокращений и скорости крово­
тока в сосудах хвоста. Следует отметить, что гетерозиготные особи 
имеют промежуточные значения между мутантами и диким типом 
по всем измеренным морфофункциональным параметрам.

Ключевые слова: контактин 5; трансгенез; жировой обмен; 
инсерционный мутагенез.

e-mail: battulin@gmail.com
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characterized by a higher blood pressure and heart 
beat rate, as well as faster blood flow in the tail vessels. 
Heterozygous animals showed intermediate results for 
all of these parameters. 

Key words: Contactin 5; transgenesis; lipid metabolism; 
insertional mutagenesis.

В настоящее время трансгенез активно используется 
для решения широкого круга теоретических и при-
кладных задач биологии, медицины и сельского 

хозяйства. Несмотря на огромные достижения в этой 
области, получение трансгенных животных, стабильно 
экспрессирующих трансген, сопряжено с рядом проблем. 
Эффект положения встроенного трансгена и влияние 
генетического окружения, структура трансгена и его 
целостность, количество копий трансгена, его эпигене-
тические модификации, тип экспрессирующей ткани-
мишени, эффекты присутствия гомологичных элементов 
в геноме – вот неполный перечень параметров, влия
ющих на экспрессию трансгена. Эти аспекты трансгенеза 
внимательно изучаются, поскольку напрямую связаны 
с уровнем экспрессии трансгена. Один из побочных 
эффектов трансгенеза – появление уникальных мутантных 
линий животных в случае, если интеграция трансгена 
нарушила функции какого-либо гена. Такие спонтанные 
нокауты или модификации генов, возникающие при 
встройке трансгенной ДНК в геном, являются важным 
источником информации о функциях генов, особенно если 
они слабо исследованы. В ранее выполненной нами работе 
были изучены функциональные характеристики генно-
инженерной конструкции pGoatcasGMCSF, способной 
обеспечивать продукцию гранулоцит-макрофаг колоние-
стимулирующего фактора человека в молоке трансгенных 
самок мышей. Среди четырех трансгенных линий была 
обнаружена одна, в которой сайт интеграции трансгена 
находился в интроне гена контактин-5 (Cntn5) на хро-
мосоме 9 (Burkov et al., 2013). Известно, что интеграция 
трансгена в интрон может приводить к изменению актив-
ности гена (Gogliotti et al., 2011; Fu et al., 2016). Поэтому 
мы исследовали как повлияла интеграция трансгена на 
сплайсинг гена Cntn5 у трансгенных мышей, а также про-
вели оценку морфофункциональных характеристик, на ко-
торых могли сказаться изменения активности гена Cntn5.

Ген Cntn5 входит в суперсемейство иммуноглобулинов, 
отвечающих за клеточное взаимодействие (Ogawa et al., 
1996; Zuko et al., 2013). Характерной чертой контактинов 
является большой размер – порядка 1.2 M bp в случае 
Cntn5. Всего описано шесть схожих по структуре генов 
контактинов, которые экспрессируются в основном в 
нейронах головного (Kleijer et al., 2015) и спинного мозга 
(Ashrafi et al., 2014) и регулируют образование синапсов 
между нейронами, обеспечивая различные аспекты нерв-
ной деятельности. Контактин-5 экспрессируется главным 
образом в центральной нервной системе (Ogawa et al., 

1996), а его максимальная экспрессия обнаруживается у 
эмбрионов мышей начиная с 16-го дня и на 2-й день после 
рождения (Li et al., 2003). Зоны наибольшей экспрессии 
в мозге – таламус, кортекс, хвостатое ядро и скорлупа. 
Экспрессия Cntn5 начинается на поздних стадиях эмбрио
генеза и сохраняется после рождения. Единственный 
описанный нокаут по гену Cntn5 у мышей был получен в 
лаборатории K. Watanabe, в которой была создана транс-
генная линия со вставкой кассеты tau-LacZ-neo после 
первого кодирующего экзона Cntn5, что привело к полной 
инактивации гена (Li et al., 2003). Данные, опублико-
ванные этой группой ученых, характеризуют влияние 
нокаута на деятельность нервной системы, в частности 
на формирование слуховой системы (Li et al., 2003). Пси-
хоневрологические эффекты генов контактинов находят 
подтверждение в популяционных исследованиях, которые 
показывают, что у людей полиморфизмы данной группы 
генов, включая и Cntn5, ассоциируются с расстройствами 
аутистического спектра (Fernandez et al., 2008; Morrow et 
al., 2008; Burbach, van der Zwaag, 2009; Roohi et al., 2009; 
Van Daalen et al., 2011; Zuko et al., 2011, 2013; Nava et 
al., 2013), с дефицитом внимания и гиперреактивностью 
(Lionel et al., 2011), нервной анорексией (Nakabayashi et 
al., 2009). 

Вместе с тем установлено, что полиморфизмы Cntn5 
ассоциированы также со склонностью к ожирению и 
предрасположенностью к артериальной гипертензии 
(Nikpay et al., 2012). Эти эффекты могут иметь нейроген-
ную природу, но нельзя исключить и прямого влияния 
полиморфизмов Cntn5 на функционирование внутренних 
органов, вовлеченных в процессы жирового обмена и 
гомеостатическое регулирование гемодинамики. Воз-
можность такого эффекта следует из анализа баз данных 
(FANTOM5, GeneAtlas), согласно которым экспрессия 
Cntn5 обнаруживается не только в мозге, но и во многих 
других тканях тела. Таким образом, полученная нами 
линия мышей GM9 c интеграцией трансгена в интрон 
гена контактин-5 на хромосоме 9 (Burkov et al., 2013) 
становится перспективным объектом для изучения осо-
бенностей экспрессии гена Cntn5, а также для анализа 
метаболических и гемодинамических последствий на-
правленных изменений данного гена. 

Методы
Животные. Работа выполнена на базе Центра генети-
ческих ресурсов лабораторных животных ФИЦ ИЦиГ 
СО РАН (RFMEFI61914X0005 и RFMEFI62114X0010). 
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Подопытных животных содержали в индивидуально 
вентилируемых клетках (OptiMice) при температуре 
24 °С, фотопериоде 14С : 10Т, влажности 40–50 % и сво
бодном доступе к воде и корму. Для кормления использо-
вали брикетированные корма SNIFF (Германия) и ЧАРА, 
(«Ассортимент – Агро», Россия) в соотношении 50 : 50, 
деионизированную воду обогащали солями в соответ-
ствии с требованиями к воде, используемой для поения 
SPF-мышей. Подстилочным материалом служили обеспы-
ленная березовая крошка (ООО Альбион, Новосибирск). 
Все подопытные животные были свободны от видоспеци-
фических патогенов (specific pathogen free – SPF). 

В работе были использованы трансгенные мыши 
B6;CB‑Cntn5Tg(gCsn1s1-hCsf2)Icg (номенклатура по (Montoliu, 
Whitelaw, 2011)), несущие интеграцию генетической кон
струкции pGoatcasGMCSF в гене Cntn5 (Burkov et al., 
2013), далее будет использовано краткое обозначение 
линии – GM9.

Животных для фенотипирования получали скрещива-
нием мышей линий С57BL/6 (B6) и GM9. От 32 пар было 
получено 278 потомков, которые после генотипирования 
были разделены на три группы: мыши дикого типа (B6), 
гетерозиготы (B6/GM9) и гомозиготы (GM9). В возрасте 
трех недель животных взвешивали и рассаживали в клетки 
однополыми группами по пять-шесть особей. Фенотипи-
рование проводили на самцах в возрасте 11–13 нед. Иссле-
дования выполняли в светлое время суток с 10:00 до 16 ч.

ПЦР для определения трансгенных животных. 
Генотипирование трансгенных мышей проводили с по-
мощью полимеразной цепной реакции. Кончики хвостов 
мышей 1–3 мм лизировали в 100 мкл буфера PBND (50 мM 
KCl; 20 мM Tris-HCl, pH 8.4; 2.5 мM MgCl2; 0.45 % v/v 
Nonidet P40 (NP40); 0.45 % v/v Tween 20) с добавлением 
протеиназы К (конечная концентрация – 1 мкг/мл). Про-
бирки инкубировали при температуре 56 °С в течение 
12–16 ч с последующей инактивацией протеиназы (95 °С, 
10 мин). Реакционная смесь для ПЦР объемом 25 мкл со-
держала 1× ПЦР буфер (65 мМ Tris-HCl, pH 8.8, 16 мМ 
(NH4)2SO4 и 0.01 % Tween 20), 1.5 мМ MgCl2, 0.2 мМ 
каждого дезоксинуклеотида (dАTP, dCTP, dGTP, dTTP) и 
по 0.4 мкМ каждого из праймеров. В реакционную смесь 
добавляли 0.5 ед. Taq ДНК полимеразы и 1 мкл выделен-
ной геномной ДНК. Условия ПЦР включали денатурацию 
геномной ДНК при 95 °С в течение 3 мин, с последующей 
амплификацией (35 циклов): денатурация при 95 °С – 30 с, 
отжиг праймеров при температуре 60 °С – 30 с, элонгация 
при 72 °С – 30 с. После стадии амплификации следовала 
финальная элонгация при 72 °С в течение 3 мин. ПЦР про-
водили на автоматическом амплификаторе T100 Thermal 
Cycler (Bio-Rad, СШA). Последовательности праймеров 
были следующие: праймер mTg (трансген) – 5′-CTGA
CACTACTTCCACCTTCTCCCC-3′; праймер 1F (аллель 
дикого типа) – 5′-ATCTTGCTTTTCGGGAGCGT-3′; 
праймер 4R (участок генома рядом с 5′-концом транс-
гена) – 5′-TTGGTACACAATGCCTGCAA-3′ (Биоссет, 
Новосибирск).

Выделение РНК и ОТ-ПЦР на кДНК Cntn5. РНК 
была выделена из целых органов гомозиготной транс-
генной и нетрансгенной мышей (головной мозг, почка, 
сердце) линии C57BL/6. В дополнение к этому была 

выделена РНК из культуры ЭС клеток мыши (линия 
129/Sv). Для выделения РНК использовали TRI reagent 
(Sigma-Aldrich, США). Небольшие кусочки органов го-
могенизировали в стеклянных гомогенизаторах Даунса 
и обрабатывали 500 мкл TRI reagent. Выделение РНК 
проводили по протоколу производителя (http://www.
sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/
tri-reagent.html). После необходимых этапов выделения 
и очистки осадок РНК растворяли в 100 мкл mQ воды. 
Раствор РНК хранили при –80 °С.

Для синтеза кДНК использовали набор реактивов 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher, 
США). 1 мкг РНК добавляли в реакционную смесь 
(20 мкл), содержащую 1× буфер (50 мM Tris-HCl, pH 8.3; 
50 мM KCl, 4 мМ MgCl2, 10 мМ DTT), 1 мM каждого 
дезоксинуклеотида (дАТФ, дЦТФ, дГТФ, дТТФ), 1 ед. 
ингибитора РНКазы (RiboLock RNase Inhibitor), 5 мкМ вы-
рожденных праймеров (random hexamer primers), 200 ед. 
обратной транскриптазы (RevertAid M-MuLV RT). Усло-
вия реакции обратной транскрипции: 5 мин при 25 °С, 1 ч 
при 42 °С, 5 мин при 70 °С.

ОТ-ПЦР-анализ кДНК Cntn5 проводили с использова-
нием праймеров из статьи (Namba et al., 2013). Последова-
тельности праймеров: 5′-TGGATTTCTTCACTTGATTC-3′ 
(F) и 5′-CACCCCTCTTGCCGCAG-3′ (R). Эти праймеры 
комплементарны экзонам 8–10 Cntn5 (если считать от 
первого кодирующего экзона). Для анализа транскрипции 
также были использованы праймеры на экзоны до инте-
грации трансгена (экзоны 1 и 2), а также на экзоны после 
сайта интеграции (экзоны 3 и 4). Последовательности 
этих праймеров: 5′-CCAGGAGCGGCCTGTGACTA-3′ 
(2F);  5 ′-AGTGGTACTGCTGAGCTGCC-3′  (2R); 
5′-CTGGCCTTCCCGCACTGAGA-3′ (3R). Состав ОТ-
ПЦР реакции был такой же, как и при ПЦР для геноти-
пирования трансгенных мышей (см. выше). В реакцию 
брали 1 мкл кДНК. Условия ОТ-ПЦР: исходная дена-
турация при 95 °С в течение 3 мин, с последующей ам-
плификацией (35 циклов), денатурация при 95 °С – 30 с, 
отжиг праймеров при температуре 58 °C, элонгация при 
72 °C – 1 мин. Финальная элонгация после окончания 
амплификации – 3 мин.

Качество выделенной кДНК проверяли с помощью ПЦР 
с использованием праймеров на мРНК гена β-актина 
мыши. Последовательности использованных прайме-
ров: Actbf 5′-ACGCACGATTTCCCTCTCAGC-3′, Actbr 
5′-GGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCC-3′. 

Измерение массы тела и содержания жира. Самцы – 
16 (+/+), 15 (–/+) и 16 (–/–) генотипов были взвешены в 
возрасте 3 нед в момент отъема от матерей и возрасте 
11–13 нед в день измерения содержания жира. Содержа-
ние жира и тощую массу определяли методом магнито-
резонансной спектроскопии с помощью низкопольного 
ЯМР спектрометра (EchoMRI, США).

Измерение показателей кровообращения. У самцов 
генотипов B6 (15), B6/GM9 (16) и GM9 (16) в возрасте 
11–13 нед были измерены систолическое и диастоличе-
ское давление, частота сердечных сокращений и объемная 
скорость кровотока в сосудах хвоста. Измерения выпол-
нены на ненаркотизированных животных с помощью си-
стемы неинвазивного определения перечисленных выше 
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Морфофизиологические эффекты инсерционного  
мутагенеза гена контактин 5 (Cntn5) у трансгенных мышей 

гемодинамических параметров (CODA, Kent Scientific 
Corporation, США). За 5 мин до измерения животное по-
мещали в ограничивающий движения пенал (рестриктор), 
который находился на подогреваемом столике (37 °С). 
За каждый сеанс проводили 20 измерений. Качество из-
мерений контролировали по графикам. Значения, иска
женные помехами, обусловленными подвижностью жи-
вотных в рестрикторе или движениями хвоста, исключали 
из дальнейшего анализа. Для привыкания к процедуре 
измерения каждое животное тестировали трижды – по 
одному сеансу в день. При анализе результатов исполь-
зовали данные последнего измерения.

Статистика. Для определения статистической зна-
чимости различий между исследуемыми генотипами 
использовали однофакторный дисперсионный анализ и 
метод множественного сравнения средних (LSD-тест). 
Значения выражали как среднее ± SE.

Результаты
Генотипирование трансгенных мышей линии GM9. 
У мышей линии GM9 (Burkov et al., 2013) трансген 
pGoatcasGMCSF был встроен в интрон гена Cntn5 на 
хромосоме 9 (9:10150630) (рис. 1). Сайт интеграции рас-
положен внутри интрона размером примерно 29 т. п. н., 
при этом размер встройки предположительно составляет 
около 14 т. п. н. Для генотипирования были подобраны 
праймеры на участок между 5′-границей трансгена и ге-
номом (трансгенный аллель), а также на участок интрона 
гена Cntn5 (нормальный, неповрежденный аллель). Неко-
торые затруднения создал тот факт, что трансген встроился 
в ретротранспозон (LINE/L1), который имеет гомологию 
порядка 90 % с другими родственными последовательно-
стями в геноме, поэтому праймеры для генотипирования 
подбирались с учетом мутаций в конкретном мобильном 
элементе. Сначала образцы ДНК из хвостов мышей ана-
лизировали на наличие трансгенного аллеля (праймеры 
mTg + 4R), а затем всех животных, позитивных по встрой-

ке трансгена, также проверяли на наличие у них аллеля 
Cntn5 дикого типа (праймеры 1F + 4R) (рис. 2). 

ОТ-ПЦР анализ экспрессии гена Cntn5 в транс-
генных мышах. Ожидалось, что интеграция большого 
фрагмента экзогенной ДНК (14 т. п. н.) в сопоставимый 
по размеру интрон гена Cntn5 (29 т. п. н.) повлияет на 
экспрессию гена. Однако предварительный анализ транс-
крипции гена Cntn5 показал, что встройка трансгена не 
привела к исчезновению транскриптов гена Cntn5 в мозге 
(рис. 3, экзоны 8–10 и 1–2). Ранее экспрессия Cntn5 была 
описана лишь для головного и спинного мозга. Интерес-
но, что мы детектировали транскрипты Cntn5 в почках и 
сердце (но не в эмбриональных стволовых клетках), при 
этом экспрессия гена в сердце была снижена. Для более 
детального анализа были выбраны праймеры на экзоны 
Cntn5, которые расположены возле сайта интеграции и 
подвергаются альтернативному сплайсингу (см. рис. 1) 
(NM_001170787.1, NM_001033359.2). Мы подтвердили, 
что мРНК Cntn5 присутствует в мозге трансгенных жи-
вотных, но количество изоформ у мутантных мышей было 
ниже (рис. 3). В то же время данный участок мРНК Cntn5 
отсутствовал в почках и сердце трансгенных животных. 
Для более точного определения нарушений сплайсинга 
и транскрипции гена Cntn5 в трансгенных мышах линии 
GM9 потребуются дополнительные эксперименты. 

Масса тела и жировой обмен. Однофакторный дис-
персионный анализ показал значимое влияние геноти-
па на массу тела самцов в возрасте 3 нед (F2.46 = 7.53, 
p = 0.0015). Самцы мутантного (GM9) генотипа имели 
меньшую 10.3 ± 0.35 массу тела по сравнению с самцами 
дикого типа (B6) 12.3 ± 0.37, p = 0.0005 и гетерозиготами 
(B6/GM9) 11.8 ± 0.40, p = 0.008 (LSD-тест). Различия по 
массе тела между генотипами B6 и GM9 сохранялись и в 
возрасте 11–13 нед (рис. 4).

Самцы мутантного генотипа (GM9) в этом возрасте 
имели меньшую по сравнению с диким генотипом (B6) 
массу тела, а гетерозиготы занимали промежуточное по-
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Fig. 1. Schematic representation of the murine Cntn5 gene (ENSMUSG00000039488, ensembl.org). The transgene integration site and primers used 
for RT-PCR analysis are indicated. TSS, transcription start site.
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ложение. Исследованные генотипы различались между 
собой и по содержанию жира. Самцы B6 достоверно 
отличались от GM9 по средним значениям абсолютной 
и относительной массы жира (см. рис. 4). Абсолютное и 
относительное содержание жира у гетерозигот значимо 
не отличалось от значений, характерных для B6 и GM9. 
Абсолютные величины тощей массы достоверно не раз-
личались у самцов исследованных генотипов, тогда как 

относительная доля тощей массы была максимальной у 
самцов GM9.

Сердечно-сосудистая система. Результаты межгруппо-
вых сравнений (LSD-тест) показали, что систолическое и 
диастолическое давление, частота сердечных сокращений 
и объемная скорость кровотока у самцов мутантного 
генотипа (GM9) были выше, чем у дикого генотипа (B6). 
Гетерозиготы по всем исследованным показателям сер-

5′-end of the transgene
pGoatcasGMCSF

Transgenic allele

Amplicon size – 279 bp

Amplicon size – 269 bp

269
279

100 bp
100 bp

H20
H20

+/+
+/+

WT
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1-2
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2-4
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2-5 3-1 3-2

PCR with primer 1F + 4R (WT allele) PCR with primer  mTg + 4R (transgenic allele)
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1F

4R

4R

Cntn5

Fig. 2. Genotyping of transgenic mice. 
The primer arrangement and PCR results for some DNA samples from the tail tips of analyzed animals are shown. PCR with primers mTg 
and 1F was used to detect Cntn5 with transgene integration, while primer pair 1F и 4R amplifies the wild-type allele. 100bp, DNA ladder; 
+/+, homozygote for the transgene; WT, wild-type mice; H20, negative control. 
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Fig. 3. RT-PCR detection of Cntn5 mRNA in various tissues of transgenic (GM9, homozygote) and nontransgenic (WT) mice.
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Морфофизиологические эффекты инсерционного  
мутагенеза гена контактин 5 (Cntn5) у трансгенных мышей 

дечно-сосудистой деятельности не отличались от особей 
дикого и мутантного генотипов (рис. 5).

Обсуждение
Как было описано ранее, у трансгенных мышей линии 
GM9 трансген pGoatcasGMCSF, встроенный внутрь 
гена контактин 5, функционировал так же, как и при ин-
тегрировании в другие области генома. Было показано, 
что у линии GM3 трансген локализован в гене Prkcb1 
(хромосома 7), у линии GM11 – в некодирующем участке 
хромосомы 9, а у линии GM20 – в мобильном SINE-
элементе хромосомы 6. Это свидетельствует о том, что 
место интеграции изучаемых трансгенов в реципиентный 
геном не оказывает существенного влияния на экспрессию 
исследованных генно-инженерных конструкций (Burkov 
et al., 2013). Важно отметить отсутствие эктопической 
экспрессии трансгена в линии GM9 и, соответственно, 
влияния рекомбинантного белка GM-CSF на гемопоэти-
ческие и другие физиологические показатели у трансген-
ных животных (Burkov et al., 2013). Линия трансгенных 
мышей GM9 может быть интересна для изучения роли 
сплайсинга в функции гена Cntn5 в мозге и других тканях 
тела. Мы показали, что интеграция трансгена в интрон 
Cntn5 приводит к нарушению сплайсинга центральных 

экзонов, следствием чего, возможно, является и снижение 
общего количества транскриптов в тканях тела, что было 
обнаружено для сердца. Для выяснения этих вопросов 
необходимо провести анализ экспрессии различных изо-
форм Cntn5 в специфических отделах мозга и других 
органов животных. 

Функциональная значимость изоформ контактина-5 
становится предметом комплексного изучения лишь в 
самое последнее время. Тем не менее проведенное нами 
фенотипирование мышей линии GM9 показывает, что 
генно-инженерное изменение экспрессии гена Cntn5 
отражается на количественных характеристиках таких 
физиологически значимых процессов, как накопление 
жира и функционирование сердечно-сосудистой системы. 
Мутантные мыши (GM9) характеризуются меньшей по 
сравнению с особями дикого типа (B6) массой тела. Эти 
отличия, выраженные в момент отъема от матерей, со-
храняются и у взрослых особей. Причем весовая разница 
между генотипами определяется не столько отставанием 
мутантов в развитии скелета и мышц, образующих в 
сумме тощую массу, сколько существенно меньшим на-
коплением жира. Исследуемые линии показывают также 
статистически значимые различия по параметрам, харак-
теризующим интенсивность кровообращения. Значения 

Fig. 5. Effect of the knockout of the Cntn5 gene on circulation indices in mice of different genotypes at the age of 11–13 weeks: (a) systolic pressure; 
(b) diastolic pressure; (c) heart rate; (d) tail blood flow. 
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артериального давления у мышей дикого типа (В6) со-
ответствуют величинам, характерным для данной линии 
(Mattson, 2001). Мутантные мыши (GM9) превосходят 
особей дикого типа (B6) по значениям артериального 
давления, частоте сердечных сокращений и скорости 
кровотока в сосудах хвоста. Следует отметить, что гете-
розиготные особи показывают промежуточные значения 
между мутантами и диким типом по всем измеренным 
морфофункциональным параметрам. 

Проведенное исследование является реализацией прин
ципа «черного ящика» в приложении к расшифровке 
функциональной значимости как отдельных генов, так 
и генных сетей, в формировании которых эти гены уча-
ствуют. Наши результаты показывают, что инсерционный 
мутагенез гена контактин 5 дает целый спектр феноти-
пических эффектов. Эти эффекты, а именно изменения 
липидного обмена и параметров гемодинамики, согласу-
ются с эпидемиологическими наблюдениями, в которых 
отмечаются ассоциации полиморфизмов гена Cntn5 со 
склонностью людей к ожирению и с предрасположенно-
стью к артериальной гипертензии (Nikpay et al., 2012). 
Высокая социальная значимость данных полиэтиологич-
ных патологий (ожирение и гипертензия) и недостаточное 
понимание их генетической детерминации указывают на 
необходимость детализации процессов, предопределя
ющих ассоциации индивидуальных вариаций экспрессии 
гена Cntn5 с предрасположенностью к заболеваниям. 
Принципиально важно, что для продвижения в данном 
направлении, которое имеет не только теоретическую, 
но и прикладную значимость, создана доступная для ис-
следований новая линия животных с целевой мутацией 
гена контактин-5.
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Embryonic stem cells are commonly used for genera­
tion of transgenic mice. Embryonic stem cells could 
participate in the development of chimeric animals 
after injection into a blastocyst. Injection of genetically 
modified embryonic stem cells could lead to germ line 
transmission of a transgene or genomic modification 
in chimeric mice. Such founders are used to produce 
transgenic lines of mice. There are several projects 
dedicated to production of knock-out mouse lines 
(KOMP Repository, EUCOMM, Lexicon Genetics). Never- 
theless, there is a need for complex genome modifica­
tions, such as large deletions, reporter genes insertion 
into the 3’ gene regulatory sequence, or site-specific  
modifications of the genome. To do that, researchers 
need an embryonic stem cell line that is able to partici­
pate in chimeric animal formation even after prolonged 
culture in vitro. Several lines of mouse embryonic stem  
cells were produced in the Laboratory of Developmen­
tal Genetics of the Institute of Cytology and Genetics 
SB RAS. We tested DGES1 cell line (2n = 40, XY) (129S2/
SvPasCrl genetic background) for chimeric mice produc- 
tion at the Center for Genetic Resources of Laboratory 
Animals at ICG SB RAS. Embryonic stem cells were 
injected into 136 blastocysts (B6D2F1 genetic backgro­
und), which were transplanted into CD-1 mice. Among 
66 progeny, 15 were chimeric, 4 of which were more 
than 80 % chimeric judged by coat color. All chimeras 
were males without developmental abnormalities. 10 
of 15 males were fertile. Microsatellite analysis of the 
progeny of chimeric mice revealed embryonic stem 
cell line DGES1 contribution to the gamete formation. 
Thus, a novel DGES1 embryonic stem cell line could be 
efficiently used for transgenic mouse production using 
B6D2F1 blastocysts and CD-1 recipients.

Key words: embryonic stem cells; chimeric mice; 
pluripotency; transgenesis.

Для получения трансгенных мышей широко используются эмбрио­
нальные стволовые клетки. При инъекции генетически модифи­
цированных эмбриональных стволовых клеток в бластоцисту 
можно получить химерных животных, часть половых клеток кото­
рых будет содержать модифицированный участок генома или 
трансген. Такие мыши-основатели могут дать начало линиям с 
модификациями генома. В настоящее время запущено несколько 
проектов (KOMP Repository, EUCOMM, Lexicon Genetics) по созда­
нию коллекций нокаутных по различным генам линий мышей. 
Тем не менее многие генно-инженерные задачи требуют сложных 
модификаций генома, таких как большие геномные делеции, 
встройка генов-репортеров в 3’-регуляторную область генов или 
сайт-специфичные мутации участков генома. Для этих целей тре­
буется линия эмбриональных стволовых клеток мыши, клетки 
которой способны участвовать в формировании химерного живот­
ного даже после длительного культивирования. В лаборатории 
генетики развития Института цитологии и генетики СО РАН для 
проведения экспериментов по созданию трансгенных линий 
мышей было получено несколько линий эмбриональных стволо­
вых клеток. Мы выбрали одну из них, DGES1 (нормальный карио­
тип 2n = 40, XY, генотип 129S2/SvPasCrl), для получения химерных 
животных на базе Центра коллективного пользования «SPF-вива­
рий» Института цитологии и генетики СО РАН. Эмбриональные 
стволовые клетки были введены в 136 бластоцист генотипа 
B6D2F1. Бластоцисты подсаживали мышам CD-1, всего родилось 
66 мышат. Среди этих потомков 15 оказались химерами, 4 из них 
с химеризмом выше 80 %. Все родившиеся химеры были самцами 
и не имели отклонений в развитии. 10 из 15 химерных животных 
были фертильны. Анализ аллелей микросателлитов потомков 
химерных самцов показал вклад эмбриональных стволовых 
клеток DGES1 в формирование гамет. Таким образом, линию 
эмбриональных стволовых клеток DGES1 можно эффективно 
использовать для создания трансгенных линий мышей с бласто­
цистами генотипа B6D2F1 и мышей-реципиентов линии CD-1. 

Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки; химерные 
мыши; плюрипотентность; трансгенез.
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Впервые эмбриональные стволовые (ЭС) клетки мыши 
были получены M.J. Evans и M.H. Kaufman (1981) 
путем изоляции клеток внутренней клеточной массы 

бластоцисты. ЭС клетки способны к самообновлению и 
дифференцировке in vitro в производные трех зародыше-
вых листков (включая гаметы). При введении ЭС клеток 
в бластоцисту можно получить химерное животное, часть 
клеток которого будет иметь генотип ЭС клеток и, в том 
числе, формировать гаметы. Более того, при инъекции ЭС 
клеток в тетраплоидную бластоцисту возможно образова-
ние эмбриона, полностью сформированного из введенных 
ЭС клеток, так как тетраплоидные клетки не способны 
формировать эмбрион, но дифференцируются во внезаро-
дышевые ткани. Проведение генетических манипуляций 
с ЭС клетками с последующим субклонированием позво-
ляет получать трансгенных мышей с желаемыми свойства-
ми. С развитием новых методов генной инженерии, таких 
как аденоассоциированные вирусы, транспозоны и сайт-
направленные нуклеазы (ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9), 
трансгенез обрел «новое дыхание». Стало возможным 
эффективное получение линий ЭС клеток с направленной 
встройкой интересующего исследователя гена, большими 
хромосомными перестройками или генами-репортерами 
развития (Wijshake et al., 2014).

Нужно отметить, что свойства линий ЭС клеток, полу-
ченных в разных лабораториях, индивидуальны. Основ-
ные параметры, по которым оценивают потенциал линий 
клеток, следующие: способность давать вклад в половые 
клетки при получении химерных животных; стабильность 
хромосомного состава при длительном культивировании 
in vitro; условия культивирования (питающие клетки 
(фидер)), компоненты среды для культивирования). Успех 
эксперимента по получению трансгенной линии мышей во 
многом зависит именно от свойств модифицируемых ЭС 
клеток (Kraus et al., 2010). Помимо линий ЭС клеток для 
получения химерных мышей необходима технологическая 
база, обеспечивающая возможность проведения инъекции 
ЭС клеток в бластоцисты, пересадку бластоцист реципи-
ентным самкам и другие вспомогательные операции. Про-
цедура создания химерных мышей требует тщательного 
планирования и координации, так как инъекцию ЭС кле-
ток в бластоцисту необходимо проводить на определенной 
стадии эмбрионального развития (Longenecker, Kulkarni, 
2009). В данной работе мы исследовали потенциал новой 
линии ЭС клеток, DGES1, полученной в лаборатории 
генетики развития ИЦиГ СО РАН. Использование линии 
DGES1 в сочетании со специфическими генотипами ре-
ципиентных бластоцист и приемных матерей привело к 
эффективному получению фертильных химерных мышей.

Материалы и методы
Культивирование клеток. Линию ЭС клеток DGES1 по-
лучили из 3.5D бластоцисты мышей Mus musculus линии 
129S2/SvPasCrl (ЦКП «SPF-виварий» ИЦиГ СО РАН) по 
следующему протоколу (Bryja et al., 2006). Число хромо-
сом линии DGES1 составляло 2n = 40, XY. Дальнейшее 
культивирование проводили в среде для ЭС клеток на 
инактивированных митомицином C эмбриональных 
фибробластах мыши (фидере) на пластике, покрытом 
0.1 % желатином. Для пересева ЭС клеток использовали 

0.05 % трипсин-ЭДТА. Среда для ЭС клеток включала 
DMEM с 4.6 г/мл глюкозы (Thermo Fisher Scientific, 
США), 7.5 % FBS для ЭС клеток (Thermo Fisher Scientific, 
США), 7.5 % KSR (Thermo Fisher Scientific, США), 1X 
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, США), 1X NEAA 
(Thermo Fisher Scientific, США), 1X пенициллин-стрепто-
мицин (Thermo Fisher Scientific, США) и 1000 ед./ мл LIF 
(PolyGene, США). Для инъекций в бластоцисту клетки 
культивировали без фидера на желатине, при этом в 
среду дополнительно добавляли 2i ингибиторы: 1 мкМ 
PD0325901 (Sigma-Aldrich, США) и 3 мкМ CHIR99021 
(Sigma-Aldrich, США) (Gertsenstein et al., 2010). Культу-
ры клеток содержались при 37 °С в 5 % CO2 инкубаторе. 
Клетки пассировали каждые два дня. В данном исследо-
вании для микроинъекции в бластоцисты использовали 
клетки DGES1 на 34-м пассаже.

Животные и условия содержания. Исследование 
выполнено на базе Центра генетических ресурсов лабо-
раторных животных ИЦиГ СО РАН (RFMEFI61914X0005 
и RFMEFI62114X0010). Использовали самцов инбредной 
линии мышей C57BL/6J, самок гибридов B6D2F1, полу-
ченных при скрещивании самок линии C57BL/6J и самцов 
DBA/2JRccHsd, а также самок и самцов аутбредной линии 
CD-1. Животных содержали в индивидуально вентилируе-
мых клетках (Optimice, США), самцов по одному, а самок 
по пять в клетке при температуре 24 °С, фотопериоде 
14С : 10Т, влажности 40–50 % и свободном доступе к воде 
и корму. Для кормления использовали брикетированные 
корма SNIFF (Германия), деионизированную воду обо-
гащали солями в соответствии с требованиями к воде, 
используемой для поения SPF-мышей. Подстилочным 
материалом служили обеспыленная березовая крошка 
(Альбион, Новосибирск). Все подопытные животные 
были свободны от видоспецифических патогенов (specific 
pathogen free – SPF). 

Получение вазэктомированных самцов. Процедуру 
вазэктомии проводили не менее чем за две недели до 
начала эксперимента. Самцов наркотизировали внутри-
брюшинным последовательным введением препаратов 
Домитор (15 мкг/100 г массы тела) и Золетил (3 мг/100 г 
массы тела). После наркотизации самцов помещали на 
подогреваемый столик, обрабатывали операционное 
поле 70 % этиловым спиртом. Семявыносящие протоки 
отделяли от сопряженных тканей и пережигали пинцетом, 
раскаленным на спиртовой горелке, и закрывали надрезы 
наложением двух-трех швов.

Получение бластоцист. В качестве доноров бластоцист 
использовали самок мышей B6D2F1 в возрасте 8–12 нед. 
Для синхронизации эстрального цикла и получения боль-
шого числа бластоцист индуцировали суперовуляцию. 
За два часа до отключения света в комнате содержания 
животных самкам внутрибрюшинно вводили 7.5 у. е. 
гонадотропина из сыворотки жеребых кобыл (Фолли-
гон, MSD Animal Health, Нидерланды). Через 46–48 ч 
внутрибрюшинно вводили 7.5 у. е. хорионического го-
надотропина человека (Хоруллон, MSD Animal Health, 
Нидерланды). Сразу после инъекции хорионического 
гонадотропина человека самок подсаживали по одной 
к фертильным самцам линии C57BL/6J. На следующее 
утро после подсадки к самцу у самок проверяли наличие 
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вагинальных пробок и при обнару-
жении таковых отсаживали мышей 
в отдельные клетки. День обнаруже-
ния вагинальной пробки считали 0.5 
днем беременности. Бластоцисты 
вымывали из матки самок-доноров 
через три дня после обнаружения ва-
гинальной пробки (срок беременно-
сти – 3.5 дня). У самок, подвергнутых 
кранио-цервикальной дислокации, 
извлекали матку и освобождали от 
жировой ткани. Каждый рог матки 
через апикальный надрез промывали 
подогретой до 37 °С эмбриональной 
средой М2 (Sigma-Aldrich, США). 
Собранные бластоцисты переносили 
в 50 мкл среды KSOM (CosmoBio, 
Япония), покрывали минеральным 
маслом (Sigma-Aldrich, США) и по-
мещали в CO2-инкубатор.

Получение химер. Микроинъек-
ции проводили под инвертирован
ным микроскопом Axio Observer 
(Carl Zeiss, Германия), оснащенным 
системой микроманипуляторов и 
микроинъекторов (Narishige, Япония) 
и охлаждающим столиком (+6 °C), 
соединенным с водяной помпой. 
Суспензию ЭС клеток (50–100 мкл) и 
15–20 бластоцист вносили в инъекци-
онную камеру, содержащую среду, ис-
пользуемую для культивирования ЭС 
клеток DGES1. ЭС клетки собирали в 
инъекционный капилляр (TransferTip, 
Eppendorf, Германия) и, удерживая 
бластоцисту холдинговой пипеткой, 
вводили в бластоцель 12–15 клеток 
(рис. 1). 

Бластоцисты с инъецированными 
ЭС клетками и не имеющие при-
знаков лизиса клеток переносили в 
чашку со средой KSOM и инкубиро-
вали 1–2 ч в при 37 °С в атмосфере 
5 % СО2. Псевдобеременным самкам 
(2.5-й день беременности) CD-1, по-
крытым вазэктомированными сам-
цами линии CD-1, хирургическим 
путем трансплантировали 12–13 здо-
ровых бластоцист в левый рог матки. 
Операции проводили под газовым 
наркозом (Aerrane, Baxter Healthcare 
Corp., США).

ПЦР-анализ микросателлитов. 
ДНК из хвостов мышей и из культур 
ЭС клеток выделяли лизированием 
в буфере (100 мM NaCl; 10 мM Tris-
HCl, pH 8.0; 10 мМ EDTA; 0.5 % 
SDS) с добавлением протеиназы К 
(конечная концентрация – 1 мкг/мл). 
Пробирки инкубировали при темпе-

ратуре 56 °С в течение 12–16 ч с последующей инактивацией протеиназы К 
(95 °С, 10 мин). Затем проводили очистку ДНК фенол-хлороформом. Реак-
ционная смесь для ПЦР объемом 25 мкл содержала 1× AS буфер (67 мМ Tris-
HCl (pH 8.8 при 25 °C); 16.6 мМ (NH4)2SO4, 1.5 мМ MgCl2, 0.01 % Tween 20), 
0.2 мМ каждого дезоксинуклеотида (дАТФ, дЦТФ, дГТФ и дТТФ), 0.4 мкМ 
каждого из праймеров, 0.5 ед. Taq полимеразы, 100 нг геномной ДНК. ПЦР 
проводили на автоматическом амплификаторе T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, 
США). Для ПЦР использовали следующие условия амплификации: 95 °С в 
течение 3 мин, затем 35 циклов амплификации (95 °С – 30 с, 58 °С – 30 с, 
72 °С – 20 с), заключительная элонгация 72 °С – 3 мин. Продукты ампли-
фикации визуализировали с помощью электрофореза в 3 % агарозном геле. 
Использовали праймеры для амплификации микросателлита D6Mit102: 
5′-CCATGTGGATATCTTCCCTTG-3′ (F) и 5′-GTATACCCAGTTGTAAATCT
TGTGTG-3′ (R) (Lamacchia et al., 2007). 

Результаты
Получение химер и их потомков. В ходе эксперимента в 136 бластоцист 
микроинъецировали ЭС клетки DGES1 (таблица). Бластоцисты, не име
ющие признаков повреждений после микроинъекций, были подсажены 10 
реципиентным самкам, все они успешно выносили беременность и родили 
мышат. Количество детенышей в пометах варьировало от двух до девяти. 
Всего родилось 66 мышат, 15 из них оказались химерными (рис. 2). Оценка 
химеризма по окраске шерсти выявила долю агути около 80 % у четырех 
мышей, от 30 до 80 % у восьми и менее 30 % у трех. Для проверки фертиль-
ности и способности химер передавать потомству геном ЭС клеток химер, 
достигших возраста половой зрелости, ссаживали с самками C57BL/6J. Из 15 
химерных самцов 10 были фертильны. От каждого из них получили не менее 
четырех пометов. Всего было получено 270 потомков, среди которых 20.7 % 
имели окраску агути (вклад генома ЭС клеток DGES1). Мышата с окраской 
агути родились в пометах от четырех из десяти химерных самцов. В пометах, 
полученных от самок, покрытых двумя самцами с выраженностью химеризма 
~ 90 %, встречаемость агути среди потомков составила 100 и 54.7 % соот-
ветственно. У потомков двух самцов с выраженностью химеризма 50 и 30 % 
доля носителей агути составила 8 и 2.6 % соответственно.

ПЦР-анализ вклада ЭС клеток DGES1 в зародышевый путь. Для того 
чтобы подтвердить вклад ЭС клеток в половые клетки химерных животных, 
мы использовали полиморфный микросателлит D6Mit102 (Lamacchia et al., 
2007), позволяющий различать родительское происхождение хромосомы 6 
в линиях мышей C57BL/6J и 129S2/SvPasCrl. Анализ показал, что потомки 
от скрещивания химерных самцов, имеющих вклад из ЭС клеток DGES1 
(генотип 129S2/SvPasCrl), и самок мышей линии C57BL/6J несут два аллеля, 

Fig. 1. Microinjection of DGES1 ES cells into a mouse blastocyst.
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характерных для линий C57BL/6J и 129S2/SvPasCrl, так 
же, как и их химерные родители (рис. 3). В некоторых 
пометах от скрещивания химер на C57BL/6J рождались 
животные с черным цветом шерсти. Это объясняется тем, 
что у химерных животных сперматозоиды могут образо-
вываться как из потомков клеток линии DGES1, так и из 
клеток бластоцисты-реципиента. Мы проводили ПЦР-
анализ микросателлитов только для потомков с цветом 

шерсти агути. Результаты ПЦР-анализа демонстрируют, 
что химерные самцы, родившиеся в результате инъекции 
клеток линии DGES1, действительно передают свой ге-
нетический материал потомкам (germline transmission). 
Таким образом, ЭС клетки линии DGES1 подходят для 
получения трансгенных линий мышей.

Обсуждение 
Получение трансгенных мышей с помощью инъекции ЭС 
клеток в эмбрионы мыши крайне востребовано, когда не-
обходимо внести сложные модификации генома. Была соз-
дана новая линия ЭС клеток мыши, DGES1, пригодная для 
эффективного получения трансгенных животных. Кроме 
того, мы показали, что линия ЭС клеток DGES1 сохраняет 
плюрипотентность и способность формировать ткани и 
органы химерных мышей, в том числе гонады, на 34-м 
пассаже культивирования. Это означает, что накопление 
пассажей при проведении генетических модифицикаций 
клеток этой линии не будет ограничивать ее потенциал. 
Таким образом, новые ЭС клетки линии DGES1 можно 
эффективно использовать для генетической модификации 
и получения трансгенных мышей. 

Не менее важную роль для рождения большого чис-
ла фертильных химерных животных играет сочетание 
генотипов ЭС клеток, бластоцист и приемных матерей, 
поэтому постоянно ведутся поиски оптимальных комби-
наций этих факторов (Seong et al., 2004; Fielder et al., 2012; 
Alcantar et al., 2016). 

Для повышения эффективности при создании химер 
мы использовали 2i ингибиторы (Gertsenstein et al., 2010) 
и сочетание генотипов: ЭС клетки 129S2/SvPasCrl, бла-
стоцисты B6D2F1 и реципиенты CD-1. Сравнение пока-

Efficiency of chimera production from DGES1 ES cells injected into blastocysts 

Number of successfully 
injected blastocysts

Number  
of recipient females

Total  
progeny size 

Total number  
of chimeras 

Number of male 
chimeras 

Number of fertile 
male chimeras 

124 of 136 (91.2 %) 10 66 (53.3 %) 15 (22.7 %) 15 (100 %) 10 (66.7 %)

Fig. 2. Male chimeras born after DGES1 ES cell microinjection into a 
mouse blastocyst.  
Agouti (brown) patches of coat color indicate the contribution of DGES1 cells 
with the dominant agouti allele to animal tissues. 
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Fig. 3. Microsatellite PCR analysis of the DGES1 ES cells and the offspring from DGES1 chimeras. Only agouti-colored pups were selected for 
microsatellite PCR. 
Lanes: 100 bp, 100-bp DNA ladder; H2O, negative control; DGES1 (129S2), DNA from the DGES1 cell line (129S2/SvPasCrl genotype); C57BL/6J × 129S2 and 
C57BL/6J × CBA, DNA from hybrid strains containing the C57BL/6J allele; chimeras №6 and 12, male DGES1 chimeras; 1–15, the offspring of chimera No.6 born 
after crossing to C57BL/6J females; 24–25, the corresponding offspring of chimera No.12. 
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зателей эффективности получения химер после инъекций 
ЭС клеток в бластоцисты, наблюдаемых в нашей работе, 
с результатами, представленными M. Hu c коллегами 
(2013), показало, что используемая нами комбинация Н-2 
гаплотипов ЭС клеток, бластоцист и приемных матерей 
повышает выход химер. В нашей работе доля химер, по-
лученных из общего числа инъецированных бластоцист, 
составила 12.1 %, из них химерных самцов было 100 %, 
эти показатели превышают результативность получения 
химер 7 и 66.7 % соответственно, достигнутую в одной 
из последних работ (Hu et al., 2013). Наблюдаемое уве-
личение выхода химер может быть обусловлено имму-
ногенетическими различиями по главному локусу гисто-
совместимости (Н-2) ЭС клеток, бластоцист и приемной 
матери. Показано, что особенности иммуногенетических 
взаимоотношений мать – плод, складывающихся на стадии 
формирования бластоцисты, оказывают существенное 
влияние на эндокринное обеспечение беременности и, 
как следствие, на жизнеспособность эмбрионов в периоды 
доимплантационного и постимплантационного развития 
(Gerlinskaya, Evsikov, 2001). Это обстоятельство может 
объяснять меньший выход химер (Hu et al., 2013) тем, 
что в данной работе для микроинъекций ЭС клеток ис-
пользовали бластоцисты аутбредных самок линии CD-1 и 
в качестве реципиентов – самок этой же CD-1 линии. Наш 
подход отличался тем, что для микроинъекций ЭС клеток 
применялись гибридные бластоцисты B6D2F1, несущие 
Н-2d и Н-2в локусы, которые подсаживали аутбредным 
самкам CD-1. Проблеме влияния комбинации Н-2 гапло-
типов химерных бластоцист и организма приемной матери 
на выживаемость химер в организме приемной матери и 
жизнеспособность не уделяется должного внимания, хотя 
P. Dvorak с коллегами (1995) показали, что определенные 
комбинации Н-2 химерных бластоцист и приемных ма-
терей оказывают существенное влияние на успешность 
имплантации. Наши результаты, в свою очередь, указы-
вают на влияние комбинации Н-2 гаплотипа химерных 
бластоцист и приемной матери на выживаемость в период 
беременности и фертильную способность взрослых хи-
мерных самцов. Таким образом, сочетание новой линии 
ЭС клеток DGES1 и комбинации Н-2 гаплотипов бласто-
цист, используемых для инъекций ЕС клеток и приемных 
матерей, позволяет создавать новые трансгенные линии 
мышей с высокой эффективностью.
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Over the past few years, the CRISPR/Cas techniques 
have become a revolution in genome editing. Since 
the original paper on CRIPSR/Cas9 genome editing, 
researches have proposed numerous modifications 
of the key components of the CRISPR/Cas9 system to 
make it extremely efficient. Nowadays, CRISPR/Cas 
systems can be used not only to modify genomes, 
but also to control expression levels of defined genes, 
visualize loci of interest in the space of living cell 
nuclei, change methylation status of mammalian CpG 
sites, and to serve many other purposes. Due to an  
extremely high efficacy and ease of usage, the 
CRISPR/ Cas system has been employed in a large 
number of studies in various areas of biology and 
biotechnology. We have recently published a review 
describing various CRISPR/Cas systems, mechanisms 
of their functioning, and applications of the techniqu­
es in details. Despite the broad range of potential 
applications of CRISPR/Cas systems, they are mostly 
used for genome editing. And, however simple the 
system may be, there is a number of potential pitfalls 
on the way towards its use in CRISPR/Cas- naïve labo­
ratory settings. In this article, we describe protocols 
of CRISPR/Cas9 system generation. We start with a 
short description of theoretical aspects underlying 
Cas9-mediated genome editing. Next, we describe 
a step-by-step protocol of guide RNA vector design 
and assembly, and several ways of qualitative and 
quantitative evaluations of the system. Finally, we 
report protocols of genome editing for modification 
of embryonic stem cells and zygotes.

Key words: genome editing; CRISPR/Cas9; embryonic 
stem cells.

Технология CRISPR/Cas за последние несколько лет совершила 
прорыв в области редактирования геномов. В силу высокой 
эффективности и простоты сборки отдельных компонент в усло­
виях современной лаборатории, система CRISPR/Cas применяется 
огромным количеством исследователей в самых разных областях  
биологии. После появления первых сведений о редактировании 
генома млекопитающих системой CRISPR/Cas9 было разработано 
множество методов, предлагающих те или иные модификации 
белков семейства Cas или направляющих РНК. Целый ряд работ 
посвящен использованию технологий, основанных на системе 
CRISPR/Cas, для самых неожиданных целей – не только для редак­
тирования геномов, но и для контроля экспрессии определенных 
генов, локализации и визуализации отдельных локусов ДНК в 
пространстве ядра, изменения статуса метилирования заданных 
сайтов в геноме млекопитающих и многое другое. Подробности 
работы системы CRISPR/Cas и способы ее применения детально 
рассмотрены нами ранее. Наиболее часто система CRISPR/ Cas  
используется именно для редактирования геномов, однако, 
несмотря на кажущуюся простоту, существует ряд технических 
сложностей, с которыми можно столкнуться, применяя эту техно­
логию впервые. В настоящей статье подробно описаны протоколы, 
связанные со сборкой, тестированием и использованием системы 
CRISPR/Cas9 для внесения мутаций в геном млекопитающих. Дано 
краткое пояснение теоретических аспектов процессов, связанных 
с внесением направленных модификаций в геном млекопитаю­
щих. Подробно описана методика клонирования и тестирования 
векторов для доставки компонент системы CRISPR/Cas9 в клетки. 
Приведены протоколы модификации генома клеток в культуре и 
создания трансгенных животных. В каждом из разделов упомянуты 
потенциальные сложности, связанные с использованием системы 
CRISPR/Cas9, и предложены способы их преодоления.

Ключевые слова: редактирование геномов; CRISPR/Cas9; 
эмбриональные стволовые клетки.
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Модификация генома млекопитающих системой 
CRISPR/Cas9. Система CRISPR/Cas9 состоит из 
двух основных частей. Первой является белок, 

нуклеаза Cas9, которая способна вносить двуцепочеч-
ный разрыв в молекулу ДНК. Вторая представляет собой 
небольшую молекулу РНК размером около 120 нуклео-
тидов – химерную направляющую РНК (хнРНК). Далее 
будем использовать сокращение хнРНК; в английском 
языке распространена аббревиатура gRNA (от англ. guide 
RNA  – направляющая РНК). Последовательность на-
правляющей РНК можно условно разделить на две части. 
Около 100  нуклеотидов, расположенных на 3′-конце, 
являются одинаковыми для всех направляющих РНК и 
обеспечивают формирование специфической простран-
ственной структуры, которая узнается белком Cas9. Около 
20 нуклеотидов, расположенных на 5′-конце направляю-
щей РНК, определяют последовательность ДНК, с которой 
свяжется белок Cas9. Белок Cas9 вносит двуцепочечный 
разрыв в молекулу ДНК в месте, которое комплементарно 
5′-последовательности хнРНК при условии, что непосред-
ственно за комплементарным хнРНК участком находится 
тринуклеотид NGG (здесь и далее N – любой из четырех 
нуклеотидов ДНК, A, T, G или C), который называется 
PAM (protospacer adjacent motif – мотив, прилегающий 
к протоспейсеру) (рис. 1, а). Разрыв в ДНК происходит 
на расстоянии 3–4 нуклеотидов от PAM. На этом работа 
системы CRISPR/Cas9 заканчивается, и дальнейшая 
модификация генома происходит при участии системы 
репарации ДНК клетки.

Двуцепочечные разрывы в клетках млекопитающих мо-
гут репарироваться разными путями. В случае репарации 
по механизму негомологичного соединения концов (non-
homologous end joining – NHEJ) в месте разрыва могут 
возникать небольшие инсерции или делеции. В случае 
репарации по механизму гомологичной рекомбинации для 
восстановления информации о последовательности ДНК 
используются сестринские хроматиды или искусственно 
введенная экспериментатором в клетку генетическая кон-
струкция, имитирующая сестринскую хроматиду. Более 
подробно этот вопрос рассмотрен в обзоре (Смирнов и 
др., 2016).

Дизайн эксперимента, предполагающего использование 
системы CRISPR/Cas9, зависит от того, какую именно 
модификацию генома исследователь планирует получить. 
Можно выделить три типа таких модификаций. 

Первый тип модификации – внесение небольших 
инсерций и делеций (INDEL – INsertion or DELetion). 
Размер таких модификаций может варьировать от одной 
до нескольких десятков пар оснований, но, как правило, 
затрагивает от 1 до 10 нуклеотидов. Чаще всего внесение 
INDEL применяется для нокаутирования какого-либо 
гена, при этом INDEL может приводить к сдвигу рамки 
считывания или разрушению сайта сплайсинга. В первом 
случае (сдвиг рамки считывания) экспрессия гена и транс-
крибирующаяся мРНК меняются лишь незначительно, 
однако при трансляции образуется нефункциональный 
белок. Во втором случае (разрушение сайта сплайсинга) 
последовательность мРНК и уровень ее экспрессии могут 
существенно изменяться, и, кроме того, при трансляции 
тоже образуется нефункциональный белок. Для реализа-

ции такого эксперимента исследователю достаточно обе-
спечить экспрессию в клетке одной хнРНК (специфичной 
модифицируемому участку) и белка Cas9.

Второй тип модификации – введение целевой после-
довательности ДНК в определенный участок генома. 
Для этого системой CRISPR/Cas9 вносится разрыв в 
участок генома, который необходимо модифицировать. 
Одновременно в клетку доставляют фрагмент ДНК, со-
держащий встраиваемый участок, фланкированный гомо-
логичными месту разрыва последовательностями (кон-
струкцию для гомологичной рекомбинации). Конструкция 
для гомологичной рекомбинации имитирует сестринскую 
хроматиду, и информация из нее «копируется» в место 
разрыва. Таким образом, для реализации эксперимента 
исследователю требуется экспрессия в клетке хнРНК, Cas9 
и наличие конструкции для гомологичной рекомбинации.

Третий тип модификации – создание крупных (от 
сотен до сотен тысяч пар оснований) делеций. Наи-
более простой способ такой модификации – экспрессия в 
клетке белка Cas9 и двух хнРНК, каждая из которых будет 
нести на 5′-конце последовательность нуклеотидов, ком-
плементарную одной из границ предполагаемой делеции. 
В результате в хромосоме возникнут два разрыва, концы 
которых могут быть соединены по механизму NHEJ, что 
и приведет к возникновению необходимой делеции.

Протокол внесения модификаций  
в геном млекопитающих при помощи  
системы CRISPR/Cas9

Этап 1. Выбор последовательностей хнРНК  
и дизайн эксперимента
Теоретически любая последовательность геномной ДНК, 
содержащая два подряд идущих гуанина, может быть 
использована как сайт для внесения разрывов систе-
мой CRISPR/Cas9. Например, в случае последователь-
ности ДНК 5′-GTAGGCGACGAATTGACACATGG-3′ 
(здесь и далее подчеркнут и выделен жирным шриф-
том PAM) хнРНК должна на 5′-конце иметь 20 нукле-
отидов, прилегающих к PAM-последовательности: 
GUAGGCGACGAAUUGACACA.
Важно! Обратите внимание, что сама последователь-
ность PAM не входит в состав хнРНК, но должна обя-
зательно присутствовать в ДНК.

Важным аспектом выбора хнРНК является анализ 
ее специфичности. Активация системы CRISPR/Cas9 и 
внесение разрывов могут происходить даже в случае не-
полной комплементарности хнРНК и ДНК. Наибольшую 
роль в специфическом связывании комплекса хнРНК-Cas9 
с ДНК играют нуклеотиды хнРНК, располагающиеся 
ближе к 3′-концу, наименьшую – располагающиеся ближе 
к 5′-концу. Таким образом, внесение разрывов возможно 
даже при совпадении 12–16 из 20 нуклеотидов хнРНК, 
задающих специфичность, с последовательностью ге-
номной ДНК (Jinek et al., 2012). Неспецифические сайты 
узнавания называют также off-target сайтами, и их наличие 
можно легко определить в геномах с известной нуклеотид-
ной последовательностью для каждой конкретной хнРНК.

В ряде работ было показано, что нуклеотидный состав 
хнРНК может влиять на эффективность работы систе
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мы CRISPR/Cas9 (Chari et al., 2015). 
Поэтому следует оценивать нуклео-
тидный состав выбранной для тарге-
тирования последовательности при 
помощи специального программного 
обеспечения.

Наконец, для эффективной транс-
крипции выбранной хнРНК in  vitro 
или in  vivo желательно, чтобы пер-
вым нуклеотидом, расположенным 
на 5′-конце хнРНК (с которого будет 
начинаться синтез молекулы РНК), 
был гуанин. (Это связано с исполь-
зованием U6 промотора для транс-
крипции направляющей РНК. При 
использовании других промоторов 
такой необходимости нет.) Поэтому 
предпочтительно выбирать для тарге-
тирования последовательности ДНК 
вида G(N)19 NGG. В случае, если это 
невозможно, первая буква выбранной 
последовательности должна быть за
менена на гуанин, что в большинстве 
случаев не будет фатальным для узна
вания таргетируемой последователь-
ности, поскольку специфичность си- 
стемы CRISPR/Cas9 в большей степе
ни задается 12–16 буквами, располо- 
женными ближе к 3′-концу специфи-
ческой последовательности хнРНК.

Таким образом, для выбора после-
довательности хнРНК в определен-
ном участке генома исследователю 
необходимо:

Fig. 1. Generation of a gRNA-carrying vector. (a) Schematic representation of gRNA and a target­
ing locus. (b) A strategy of gRNA vector cloning. 
Ligase, T4 DNA ligase; U6, promoter of the U6 gene; TSS, position of the transcription start site.

Выполнение пунктов  1–3 доста
точно трудоемкий процесс, для оп-
тимизации которого были созданы 
специальные онлайн-сервисы. Мы 
рекомендуем использовать такие сер
висы, а не проводить «ручной» под-
бор хнРНК.

Достаточно простой по функци-
ональности сервис расположен на 

сайте http://crispr.mit.edu/. Он позволяет определять в последовательности ДНК 
все потенциальные сайты модификации системой CRISPR/Cas9 и находить 
для каждого из них неспецифические сайты связывания в выбранном геноме 
(off-target сайты). Для каждой хнРНК программа вычисляет рейтинг (score), 
показывающий количество потенциальных неспецифических сайтов. Чем 
ближе рейтинг к 100, тем меньше неспецифических сайтов найдено.

Другая, более функциональная программа sgRNA Scorer 1.0 доступна по 
адресу https://crispr.med.harvard.edu/. В случае применения этой программы 
пользователю высылается на адрес электронной почты отчет, основной 
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1. Найти все тринуклеотиды NGG (PAM-
последовательности) в этом участке*

AATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGG
ATCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTATAAAAAAAAGGCTTGACCGA
CAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGTTACGTTTTGCGCT

2. Для каждого тринуклеотида проанали-
зировать нуклеотидную композицию 
двадцати нуклеотидов, расположенных 
на 5′-конце PAM

TCTGCTCCCTGCTTGTGTGT – низкая эффективность**
AAATTTAAATTATAAAAAAA – высокая эффективность

3.  Выбрать последовательности с наи-
меньшим числом неспецифических 
мест связывания в геноме (желатель-
но вообще не имеющие таких мест 
связывания)

TCTGCTCCCTGCTTGTGTGT – 7 неспецифических сайтов
AAATTTAAGCTATAAAAAAA – более 40 неспецифических сайтов

4. При необходимости заменить первый 
нуклеотид в выбранной последователь-
ности на гуанин

GCTGCTCCCTGCTTGACTGT
GAATTTAAGCTATAAAAAAA

   * Кроме последовательностей вида «NGG» подходят и последовательности «CCN», в этом случае необходимо выполнять пункты 1–4  
с комплементарной цепью ДНК.

** Данные о неспецифических сайтах и эффективности получены при помощи программы https://crispr.med.harvard.edu/sgRNAScorer 
для генома человека. Функционал программы обсуждается ниже.
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файл которого (под названием CasFinderOutput.input.
FinalOutput) содержит все потенциальные сайты модифи-
кации системой CRISPR/Cas9 в целевой последовательно-
сти ДНК, предполагаемую эффективность модификации 
в зависимости от нуклеотидного состава хнРНК, коли-
чество и позиции off-target сайтов в выбранном геноме. 
Предсказанная эффективность модификации (столбец 
score) варьирует от 0 до 100, большее значение score со-
ответствует большей эффективности. Мы рекомендуем 
использовать хнРНК, имеющие score более 90.
Внимание! Программа sgRNA Scorer 1.0 требует ввода 
данных в формате FASTA. Это означает, что перед 
каждой из анализируемых последовательностей ДНК, 
вводимой в окно «Paste Sequence», должна располагаться 
строчка с названием этой последовательности, начина-
ющаяся с символа «>». Пример:
>Test_DNA_1
AATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCT
CCCTGCTTGTGTGTTGGATCGCTGAGTAGTGCGCGAGC
AAAATTTAAGCTATAAAAAAAAGGCTTGACCGACAATTGC
ATGAAGAATCTGCTTAGTTACGTTTTGCGCT

Наконец, следует обратить внимание на то, что вы-
бранная последовательность хнРНК не должна содержать 
сайтов узнавания для фермента BsmBI (см. этап 2 «Соз-
дание вектора для экспрессии хнРНК»).

Особенности выбора последовательностей хнРНК и 
дизайна эксперимента для определенных типов моди-
фикаций. При выборе последовательности хнРНК важно 
учесть некоторые особенности, связанные с дизайном пла-
нируемого эксперимента. Например, если предполагается 
тестирование ДНК при помощи рестрикционного анализа 
(см. этап 3), необходимо при выборе последовательности 
убедиться, что на расстоянии 3–4 нуклеотидов от PAM 
(в месте внесения двуцепочечного разрыва системой 
CRISPR/Cas9) содержится сайт узнавания какой-либо 
эндонуклеазой рестрикции.

В случае внесения INDEL и их последующей иденти-
фикации при помощи ПЦР (см. этап 4) необходимо одно-
временно с выбором хнРНК подобрать соответствующие 
праймеры для ПЦР-анализа. После того как праймеры, 
фланкирующие место посадки комплекса хнРНК-Cas9, по-
добраны, мы рекомендуем провести подбор условий ПЦР 
и только после этого начинать эксперимент по модифика-
ции генома. Чаще всего при выборе последовательности 
хнРНК используются данные из официальных версий 
сборки генома. Мы рекомендуем провести секвенирова-
ние полученных ПЦР-продуктов, чтобы удостовериться 
что геном организмов (или клеток), которые предполагает-
ся использовать в эксперименте, совпадает с референсным 
геномом в таргетируемой области.

Если предполагается, что INDEL должен привести к 
нокауту какого-либо гена, необходимо тщательно про-
анализировать варианты альтернативного сплайсинга 
этого гена, наличие альтернативных промоторов и старт-
кодонов, доменную организацию белка. В противном слу-
чае существует вероятность того, что внесенная мутация 
не приведет к полной утрате биологической функции.

Если планируется использование конструкций для 
гомологичной рекомбинации для внесения последователь-
ностей ДНК в определенный участок генома, обратите 

внимание на то, что сайт узнавания хнРНК должен от-
сутствовать в этой конструкции. В рамках данной статьи 
мы не останавливаемся подробно на протоколах создания 
такой конструкции, отсылая читателя к классическим 
руководствам по молекулярной биологии и генной ин-
женерии (Щелкунов, 2004). Отметим только, что, исхо
дя из нашего опыта, размер плечей гомологии должен 
быть не менее 500 нуклеотидов. Литературные данные 
свидетельствуют о том, что увеличение размера плечей 
гомологии до нескольких тысяч пар оснований приводит 
к увеличению эффективности модификации генома, в том 
числе и при использовании системы CRISPR/Cas9 (Li et  
al., 2014).

Наконец, эффективность разных хнРНК может су-
щественно различаться. Мы рекомендуем выбирать и 
клонировать несколько разных хнРНК и определять 
эффективность для каждой из них в эксперименте (см. 
этап 3 «Тестирование хнРНК»).

Этап 2. Создание вектора для экспрессии хнРНК
Вектор для экспрессии хнРНК должен содержать следу-
ющие элементы: бактериальный ориджин репликации 
(для наработки вектора в бактериях); бактериальный 
селективный маркер (для селекции трансформированных 
бактерий, несущих вектор; например, ген устойчивости к 
канамицину); эукариотический промотор, обеспечиваю-
щий эффективную транскрипцию в клетках млекопитаю-
щих (традиционно используются промоторы, процессиру-
емые РНК-полимеразой III, поскольку хнРНК относится 
к некодирующим РНК; например, промотор гена  U6); 
последовательность хнРНК (начиная с 5′-гуанина); сигнал 
терминации транскрипции.

Как говорилось ранее, хнРНК состоит из специфиче-
ской части, представленной 20 нуклеотидами на 5′-конце, 
и конститутивной части, одинаковой для всех эксперимен-
тов (около 100 нуклеотидов). Это означает, что векторы 
для экспрессии различных хнРНК будут различаться 
только 20 буквами на 5′-конце последовательности хнРНК. 
Поэтому были предложены эффективные системы кло-
нирования, позволяющие заменять только небольшой 
фрагмент вектора на специфическую последовательность, 
содержащую 20 нуклеотидов необходимой хнРНК.

Мы предлагаем протокол клонирования хнРНК, осно-
ванный на использовании вектора gRNA_Cloning_Vector_
BsmBI. Вектор gRNA_Cloning_Vector_BsmBI содержит 
бактериальный ориджин репликации, ген устойчивости 
к канамицину, промотор U6, два сайта рестрикции BsmBI 
и терминатор транскрипции. При обработке рестриктазой 
BsmBI из вектора удаляется небольшой фрагмент, рас-
положенный между промотором U6 и конститутивной 
частью хнРНК (см. рис. 1, б ). Поскольку фермент BsmBI 
относится к типу ферментов IIS, он узнает асимметрич-
ный сайт (CGTCTC) и вносит двуцепочечный разрыв на 
некотором расстоянии от него. В результате гидролиза 
вектора gRNA_Cloning_Vector_BsmBI из него удаляются 
сайты узнавания фермента BsmBI и образуются липкие 
концы для лигирования фрагмента ДНК, кодирующего 
специфическую последовательность хнРНК. Таким об-
разом, обработку ферментом BsmBI и лигирование можно 
проводить в одной реакции.
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Протокол клонирования вектора для экспрессии хнРНК
Материалы
•  Вода. Здесь и далее в протоколах используется деио-

низованная вода (ddH2О) с удельным сопротивлением 
более 18 МОм·см, например Sigma 7732‑18‑5.

•  Плазмидный вектор gRNA_Cloning_Vector_BsmBI, 
концентрация 300  нг/мкл. Вектор был клонирован в 
лаборатории генетики развития на основе плазмиды 
Addgene #41824. Вектор и его полная нуклеотидная по-
следовательность доступны по запросу в лаборатории 
генетики развития ИЦиГ СО РАН.

•  Олигонуклеотиды. Для выбранной последовательно
сти хнРНК вида G(N)19 NGG и комплементарной ей 
последовательности CCX(X)19C (где азотистые осно-
вания X комплементарны соответствующим основани-
ями N) необходимо заказать химический синтез двух 
олигонуклеотидов: gRNA_F 5′-CACCG(N)19GTT-3′ и 
gRNA_R 5′-CTAAAAC(X)19C-3′.

Пример: для таргетируемой последовательности 
GCTGCTCCCTGCTTGACTGTTGG закажите олигонук­
леотиды 5′-CACCGCTGCTCCCTGCTTGACTGTGTT-3′ и 
5′-CTAAAACACAGTCAAGCAGGGAGCAGC-3′.

Для секвенирования полученных векторов необхо-
димо заказать олигонуклеотид M13F: 5′-TGTAAAACG 
ACGGCCAGT-3′. Полученные олигонуклеотиды должны 
быть разведены до концентрации 100 мкМ в ddH2O. 
•  Полинуклеотидкиназа фага T4 (T4 PNK, NEB M0201S) 

и соответствующий буфер (10X T4 PNK Buffer, постав-
ляется вместе с ферментом).

•  Лигаза фага T4 (T4 DNA ligase, NEB M0202S) и соответ-
ствующий буфер (T4 DNA Ligase Buffer, поставляется 
вместе с ферментом).

•  Фермент BsmBI (NEB R0580S).
•  Бычий сывороточный альбумин (BSA), концентрация 

20 мг/мл, качество, пригодное для молекулярно-био-
логических работ (например, NEB B9000S).

•  Компетентные клетки Escherichia coli (например, NEB 
C3019).

•  Канамицин (например, Sigma 25389-94-0), концентра-
ция стока 100 мг/мл.

•  Жидкая среда LB (на 100 мл содержит: бакто-триптон 
1  г; бактериально-дрожжевой экстракт 0.5  г; NaCl  
0.5 г).

•  Агаризованная среда LB (на 100 мл содержит: бакто-
триптон 1 г; бактериально-дрожжевой экстракт 0.5 г; 
NaCl 0.5 г; агар 1.5 г).

•  Наборы для выделения плазмидной ДНК (Biosilica 
PLD-100 или аналог).

Оборудование
•  Программируемый термошейкер и/или амплифи- 

катор.
•  Прибор для трансформации в случае использования 

электрокомпетентных клеток (Biorad Micropulser или 
аналог) и специализированные кюветы (Gene Pulser/
MicroPulser Cuvette, Bio-Rad).

•  Пластиковые чашки Петри (d = 10 см).
Протокол

I. Отжиг и фосфорилирование нуклеотидов. Смешайте 
в пробирке в указанном порядке:
1. 6.5 мкл ddH2О.

2. По 1 мкл каждого из двух олигонуклеотидов gRNA_F 
и gRNA_R.

3. 1 мкл T4 DNA Ligase Buffer*.
4. 0.5 мкл T4 PNK.

Объем реакции составляет 10 мкл.
Перемешайте содержимое пробирки пипетированием, 

затем инкубируйте в следующем температурном режиме:
1. 37 °С → 30 мин.
2. 95 °С → 5 мин.
3. Равномерное снижение температуры до 25 °С по 5 °С 

в минуту.
II. Реакция рестрикции – лигирования. Смешайте в про-

бирке в указанном порядке:
1. 6.5 мкл ddH2О.
2. 1 мкл T4 DNA Ligase Buffer.
3. 0.1 мкл BSA.
4. 0.4  мкл реакционной смеси, полученной на шаге  I 

(содержит фосфорилированные двуцепочечные фраг-
менты ДНК).

5. 1 мкл плазмиды gRNA_Cloning_Vector_BsmBI.
6. 0.5 мкл T4 DNA Ligase.
7. 0.5 мкл BsmBI.

Объем реакции составляет 10 мкл.
*Лигазный буфер (T4 DNA Ligase Buffer) содержит рибо-

аденозинтрифосфорную кислоту (рАТФ), которая раз-
рушается при повторном размораживании и заморажи-
вании буфера. Поэтому не рекомендуется использовать 
размороженные аликвоты буфера повторно. Кроме 
того, в случае неэффективного лигирования можно до-
полнительно добавлять рАТФ (NEB P0756) в реакцию.
Перемешайте содержимое пробирки пипетированием, 

затем инкубируйте в следующем температурном режиме:
1. 37 °С → 5 мин.

На этом шаге происходит гидролиз вектора фермен-
том BsmBI.
2. 20 °С → 5 мин.

На этом шаге происходит лигирование вставки и гид­
ролизованного вектора. 
3. Повторить шаги 1 и 2 15–35 раз.

На шаге 2 в гидролизованный вектор может быть как 
лигирован целевой фрагмент, так и обратно лигирован 
фрагмент, вырезанный из вектора на шаге  1. Однако 
в случае лигирования целевого фрагмента в образовав-
шемся векторе нет сайта узнавания фермента BsmBI, 
тогда как при обратном лигировании этот сайт вос-
станавливается. Поэтому увеличение количества циклов 
рестрикции–лигирования приводит к увеличению выхода 
целевого продукта.

На этом этапе протокол может быть остановлен, про-
дукт реакции II может в течение нескольких часов хра-
ниться при температуре 10 °С или в течение нескольких 
дней при температуре –20 °С.

III.  Трансформация бактериальных клеток. Исполь-
зуйте 0.5–1 мкл продукта реакции II для трансформации 
компетентных клеток E. coli. Необходимо высадить транс-
формированные бактериальные клетки на чашку Петри 
на твердую агаризованную среду LB (20–25 мл), содер-
жащую селективный антибиотик канамицин с конечной 
концентрацией 50  мкг/мл. Убрать чашки с бактериями 
в термостат, инкубировать при 37 °C в течение 12–18 ч.



А.Г. Мензоров, В.А. Лукьянчикова 
А.Н. Кораблев, И.А. Серова, В.С. Фишман

2016
20 • 6

935Актуальные технологии генетики и клеточной биологии Вавиловский журнал генетики и селекции • 20 • 6 • 2016

Практическое руководство по редактированию 
геномов системой CRISPR/Cas9

Существует несколько различных протоколов приго-
товления компетентных клеток и их трансформации. 
Мы не приводим их подробного описания, рекомендуя 
читателю ознакомиться с классическими молекулярно-
биологическими методиками (Sambrook, Russell, 2001; 
Щелкунов, 2004). Для лабораторий, не использующих 
генно-инженерные методы рутинно, рекомендуем по-
купку компетентных клеток (например, NEB C2989K) 
и проведение трансформации в соответствии с про-
токолом производителя (например, https://www.neb.com/
protocols/1/01/01/electroporation-protocol-c2989). Экспери-
ментатору надо учитывать, что компетентные клетки 
НЕ ДОЛЖНЫ нести устойчивость к канамицину.

IV. Скрининг трансформантов. Выберете 2–4 клона из 
полученных трансформантов (в обычном эксперименте 
мы получаем десятки или сотни трансформантов). На-
растите соответствующие бактериальные культуры и 
выделите плазмидные ДНК, как описано в стандартных 
молекулярно-биологических протоколах (Sambrook, 
Russell, 2001; Щелкунов, 2004) или в руководствах к 
соответствующим наборам. Проведите секвенирование 
плазмидной ДНК с использованием праймера M13F, 
чтобы удостовериться в корректности последователь-
ности хнРНК.

Этап 3. Тестирование хнРНК
Во многих публикациях показано, что эффективность 
работы CRISPR/Cas9 может сильно зависеть от выбора 
конкретной хнРНК. Поэтому перед началом эксперимента 
мы рекомендуем провести тестирование хнРНК. Для этого 
предложены два протокола тестирования, один из которых 
основан на системе pDR, другой – на методе разрушения 
сайта эндонуклеазы рестрикции.

Тестирование хнРНК с помощью системы pDR
Впервые система на основе pDR-плазмиды была создана 
и использована для оценки эффективности процесса 
гомологичной рекомбинации у млекопитающих в рабо-
те (Pierce et al., 1999). На клетках китайского хомячка, 
дефицитных по продукту гена XRCC3, предполагалось 
проверить, насколько критично отсутствие данного белка 
и будут ли в этом случае осуществляться процессы репа-
рации по гомологичному механизму. В других работах с 
использованием pDR-вектора исследовались каталитиче-
ские активности различных эндонуклеаз (Windbichler et 
al., 2007; Smith et al., 2009), механизмы репарационного 
процесса при некоторых вирусных заболеваниях (Kulkarni, 
Fortunato, 2011; Datta et al., 2014) и при патологических 
изменениях (Golding et al., 2004), а также создавались 
модельные системы для изучения процессов клеточной 
репарации (Pierce et al., 2001; Bindra et al., 2013).

В первоначальной модели (Pierce et al., 1999) плазмида 
pDR содержит две «неполноценные» копии гена GFP, 
разделенные геном селективного маркера пуромицина, 
которые не дают функционального белкового продукта, 
но при запуске процесса гомологичной рекомбинации 
экспрессия GFP восстанавливается. В первую копию, 
которая находится под промотором куриного β-актина, 
слитого для усиления эффекта с CMV-энхансером, встро-
ен уникальный сайт узнавания редкой рестриктазы I-SceI, 

содержащий несколько стоп-кодонов и нарушающий 
правильную рамку считывания гена GFP. Поскольку 
ни один из известных геномов млекопитающих исходно 
не содержит сайтов узнавания данной рестриктазы, ее 
действие может быть направлено исключительно на век-
торную конструкцию. Вторая копия представлена геном 
GFP, усеченным с 5′ и 3′-концов, но содержащим цен-
тральную кодирующую часть, которая как раз нарушена в 
первой копии. В обоих вариантах гена GFP присутствуют 
гомологичные друг другу последовательности, разделен
ные 3.7  т. п. н., что в случае повреждения плазмидной 
ДНК направляет репарацию по механизму гомологичной  
рекомбинации.

При образовании двуцепочечного разрыва на месте 
сайта рестрикции I-SceI существует несколько альтер-
нативных вариантов развития репарационных событий. 
В первом случае может происходить некроссоверный ва-
риант репарации двуцепочечных разрывов (DSBR) – про-
цесс, при котором разрыв репарируется по гомологичному 
аналогу, представленному второй копией GFP, c образова-
нием классических структур Холидея, но разрешающихся 
без обмена участками. Во втором случае запускается путь 
синтез-зависимого отжига цепей, при котором также не 
происходит обмена участками. Продуктом в обоих случаях 
будет появление функционального белка GFP.

Альтернативным продуктом гомологичной рекомби-
нации является транкированный по 3′-концу белок GFP, 
который может образоваться также несколькими путями: 
по  кроссоверному варианту DSBR-репарационных со-
бытий с образованием промежуточных структур Холи-
дея и последующим обменом фланкирующими разрыв 
участками или по механизму гомологичной репарации 
путем отжига одиночной цепи, при котором целиком 
деградирует фрагмент между гомологичными участками. 
Для исследовательских целей второй вариант продукта 
не представляет большого интереса, поскольку не может 
быть идентифицирован так же легко, как появление флуо-
ресцентного сигнала, но при этом и не вносит препятствий 
в оценку эффективности работы нуклеазы. 

Для того чтобы использовать pDR-систему при оценке 
эффективности работы комплекса «Cas9/направляющая 
химерная РНК», вместо сайта I-SceI необходимо встро-
ить выбранную целевую последовательность, которая 
бы распознавалась Cas9-нуклеазой. Белок Cas9, попадая 
в клетку и связываясь с направляющей молекулой РНК, 
будет узнавать целевой фрагмент и направленно вносить 
двуцепочечный разрыв в предварительно доставленную 
в клетки pDR-векторную конструкцию. В случае коррект-
ной и стабильной работы системы гомологичной реком-
бинации в клетке будет возникать зеленая флуоресценция 
уже на вторые сутки после этапа трансфекции. Таким 
образом, эффективность работы системы CRISPR/Cas9 
для конкретного геномного локуса может быть оценена на 
проточном цитометре прямо пропорционально количеству 
GFP-позитивных клеток.

Тестовый эксперимент с pDR-системой можно разде-
лить на два основных этапа: предварительная подготовка 
векторных конструкций на основе плазмиды pDR и прове-
дение эксперимента на клетках с последующей детекцией 
GFP-позитивных клеток.
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Материалы
•  Плазмидные векторы pDR GFP univ (Addgene, #46085), hCas9 (вектор для 

экспрессии гена Cas9, Addgene #41815), pgRNA (вектор для экспрессии 
хнРНК, полученный на этапе 2).

•  Олигонуклеотиды. Необходимо  заказать синтез двух одноцепочечных 
олигонуклеотидов (top и bottom) такого состава, чтобы продукт их отжига 
был фланкирован сайтами рестриктаз XhoI и Psp124BI и содержал целевую 
последовательность для узнавания Cas9-нуклеазой (рис.  2,  а). Встройка 
синтезированного фрагмента в первую из копий гена GFP pDR-плазмиды 
должна приводить к смещению рамки считывания данного гена и, как след-
ствие, к нарушению экспрессии зеленого белка (см. рис. 2, б ).

•  Ферменты XhoI (Neb, R0146S), T4-лигаза (Neb, M0202), Taq- полимераза 
(Sibenzyme, E337), Psp124BI (Sibenzyme, E107), буфер Cut Smart (Neb, 
B7204S).

•  NaCl (растворы с концентрациями 5 мM и 1 M).
•  Буфер TE (10 мM Tris HCl, 1 мM EDTA).
•  Компетентные клетки, например XL1-Blue Supercompetent Cells (Neb, 

C2992).
•  Клеточная линия Phoenix (доступна в лаборатории генетики развития ИЦиГ 

СО РАН либо под заказ ATCC® CRL-3215™, ATCC).
•  Ампициллин (развести сток 100 мг/мл) (Sigma, A9393).
•  Pen/Strep (смесь пенициллин–стрептомицин, рабочая концентрация 

100  ед/мл пенициллин, 100  мкг/мл стрептомицин, 11074440001 Roche).
•  Набор для выделения плазмидной ДНК (Biosilica PLD-100 или аналог).
•  Липофектамин Lipofectamine® 3000 Transfection Reagent (Thermo Fisher 

Scientific, L3000001).
•  Бактериальная среда LB (описана выше).
•  Среды Opti-MEM (Opti-MEM® I Reduced Serum Medium, Thermo Fisher 

Scientific, 11058021), DMEM (DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement, 
HEPES, Thermo Fisher Scientific, 32430027).

•  Fetal Bovine Serum (Thermo Fisher Scientific, 10270).

•  GlutaMAX™ Supplement (Thermo 
Fisher Scientific, 35050061).

•  Среда для клеток Phoenix (DMEM 
+ 10 % FBS + 1 % GlutaMax + 1 % 
PenStrep).

Оборудование
•  Электропоратор, в случае использо

вания электрокомпетентных  кле
ток (MicroPulser Electroporator, Bio 
rad или аналог), и специализиро-
ванные кюветы (Gene Pulser/Micro- 
Pulser Cuvette, Bio-Rad).

•  Амплификатор (T100™ Thermal 
Cycler, Bio-Rad или аналог).

•  Термостат с температурным диапа
зоном 25–95 °C.

•  Пластиковые чашки Петри (d =  
= 10 см).

•  Флуоресцентный микроскоп Axio
skop 2 Plus (Carl Zeiss Microscopy, 
LLC, США) либо аналог.

•  Проточный цитометр BD FACS 
Aria II (BD Biosciences, США) или 
аналог с возможностью детекции 
сигнала GFP.

Протокол дизайна и клонирования 
плазмидных конструкций pDR-
тестовой системы 
1.  Развести одноцепочечные оли-

гонуклеотиды до концентрации 
100 мM. Для отжига в 1.5 мл про-
бирку добавить ~1.5 мкл каждого 
из олигонуклеотидов (2–4  мкг), 
5 мкл NaCl (стоковая концентрация 
5 мМ) и довести объем смеси до 
50 мкл буфером TE. Инкубировать 
реакционную смесь при 95  °С в 
течение 5 мин, затем снижать тем-
пературу на 0,5 °С каждые 20 с до 
достижения 25 °С. В дальнейших 
реакциях использовать рабочую 
концентрацию двуцепочечных оли-
гонуклеотидов 20 нг/мкл. Хранить 
смесь при +16 °С.

2. Для линеаризации плазмиды и по-
лучения липких концов обработать 
вектор pDR GFP univ эндонуклеа-
зами рестрикции XhoI и Psp124BI. 
Для этого в одной пробирке сме-
шать 2  мкл буфера Cut Smart, по 
1 мкл каждой из рестриктаз XhoI 
и Psp124BI, 2–3  мкг плазмидной 
ДНК и довести объем реакции до 
20 мкл добавлением ddH2O. Инку-
бировать 2–4 ч при 37 °С.

3. Инактивировать ферменты нагре-
ванием при 80 °С в течение 20 мин. 
Мы не рекомендуем дальнейшую 

очистку вектора от побочных про-
дуктов рестрикции (с использовани­

pDR_95.45_top:  5′tcgaACCTCCTGCTAGGCTACTCTTCATagct3′

5′tcgaACCTCCTGCTAGGCTACTCTTCATagct3′

pDR_95.45_bottom: 3′TGGAGGACGATCCGATGAGAAGTA5′

3′TGGAGGACGATCCGATGAGAAGTA5′

5′gtccggcctcgagggtaccgagctcacctacggca3′

5′gtccggcctcgaACCTCCTGCTAGGCTACTCTTCATagctcacctacggca3′

XhoI

Ser

a

b

Ser

Gly

Gly

Glu

Glu

GluLeu

Leu Leu LeuLeu

LeuGly

Pro Pro Phe HisIleAla AlaArg Arg

Thr Thr Tyr Gly

Psp124BI

3′caggccggagctcccatggctcgagtggatgccgt5′

3′caggccggagctTGGAGGACGATCCGATGAGAAGTAtcgagtggatgccgt5′

Fig. 2. pDR plasmid cloning. (a) Oligonucleotide primers used for synthesis of the target fragment, 
whose annealing results in the formation of a template flanked by Psp124BI and XhoI restriction 
sites and recognized by Cas9 nuclease. (b) The insertion of the target fragment into the linear pDR-
vector through the XhoI and Psp124BI restriction sites and further shift of the gfp gene reading 
frame as a result of the insertion. 
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Практическое руководство по редактированию 
геномов системой CRISPR/Cas9

ем специальных колонок или методом выделения специфи-
ческого бэнда из агарозного геля), поскольку в этом случае 
происходят большие потери материала, а эффектив-
ность реакции лигирования принципиально не изменяется. 
4. На основе линеаризованного плазмидного вектора pDR 

GFP univ собрать векторную конструкцию со встройкой 
целевой нуклеотидной последовательности, распозна-
ваемой Cas9-нуклеазой, поставив лигазную реакцию 
с T4-лигазой по предложенному протоколу. Для этого 
в пробирку добавить 2 мкл лигазного буфера, 1 мкл 
T4-лигазы, 30–50 нг вектора, 10–20 нг целевого двуце-
почечного олигонуклеотида и довести объем реакции 
до 20 мкл добавлением ddH2O. Рекомендуемое соот-
ношение клонирующего вектора к олигонуклеотидно-
му встраиваемому фрагменту 1 : 3. Инкубировать при 
комнатной температуре в течение 10–20 мин. 

5. Инактивировать действие лигазы нагреванием до 65 °C 
в течение 10 мин.

6. Для наработки целевой плазмидной конструкции не-
обходимо трансформировать бактериальные компетент-
ные клетки инактивированной лигазной смесью (см. 
пункт  III этапа  2; используемые для трансформации 
клетки НЕ ДОЛЖНЫ быть устойчивыми к ампицилли-
ну). Для трансформации желательно трехкратно разба-
вить инактивированную лигазную смесь добавлением 
ddH2O, чтобы уменьшить количество солей, исходно 
присутствующих в лигазном буфере. Повышенное 
количество ионов лигазного буфера негативно сказы-
вается на эффективности процесса электропорации. 
На 40 мкл электрокомпетентных клеток рекомендуется 
использовать 1.5 мкл разбавленной инактивированной 
лигазной смеси. Высадить трансформированные бакте-
рии необходимо на чашку Петри на твердую агаризо-
ванную среду LB (20–25 мл), содержащую селективный 
антибиотик ампициллин с конечной концентрацией 
100 мкг/ мл. Затем убрать чашки с бактериями в термо-
стат и инкубировать при 37 °C в течение 12–18 ч. 

7. На следующий день следует проанализировать бактери-
альные колонии на наличие клонирующего вектора с це-
левой встройкой методом ПЦР с использованием следу-
ющих праймеров: forward – использовать top-праймер, 
заказанный для синтеза целевого олигонуклеотида 
(пример на рис. 2, а), reverse – 5′cttgtacagctcgtccatgc3′. 
Рекомендуется использовать классический протокол 
приготовления ПЦР-реакции на 25 мкл, за тем исклю-
чением, что вместо выделенной ДНК использовать 
небольшой фрагмент бактериальной колонии. Удобно 
осуществлять перенос фрагмента анализируемой ко
лонии носиком автоматической пипетки, затем тща-
тельно пипетировать полученную смесь. Оптимальные 
условия ПЦР для данного набора праймеров и Taq-
полимеразы приведены в табл. 1. Целевой ПЦР-продукт 
должен иметь размер 636 п. н. и может быть детектиро-
ван методом гель-электрофореза в 2 % агарозном геле. 

8.  Для амплификации целевой векторной конструкции 
со встройкой выбрать единичную позитивную коло-
нию клеток используемого штамма и поставить с нее 
ночную культуру на питательной среде LB (5–10 мл) в 
присутствии селективного антибиотика ампициллина 
с конечной концентрацией 100 мкг/мл.

9. Выделить плазмидную ДНК при помощи специализи-
рованного набора для выделения по рекомендованному 
протоколу.

10. Проверить полученную векторную конструкцию на ос-
нове pDR GFP univ на наличие необходимой встройки, 
а также на целостность промоторного региона секве-
нированием по Сэнгеру целевых локусов. Использо-
вать любой из указанных выше праймеров (forward 
или reverse) для контроля правильности встройки. 
Рекомендуемые параметры реакции секвенирования 
приведены в табл. 2.

Оценка эффективности работы системы CRISPR/Cas9  
при помощи плазмидных конструкций  
pDR-тестовой системы
После того как все pDR-конструкции, а также ключевые 
компоненты системы CRISPR/Cas9 собраны и проверены 
на соответствие референсным последовательностям, мож-
но приступать к тестовому эксперименту на клеточных 
культурах. Для дальнейшей работы обычно используются 
клетки HEK293 или их аналоги (Phoenix, 293T), которые 
быстро делятся и эффективно трансфицируются.
1. Предварительно, за несколько дней до эксперимента 

по трансфекции, необходимо разморозить клетки и 
нарастить их до рекомендуемой плотности (70–90 %). 
Мы используем рассадку на 12-луночных планшетах 
по (4–8) × 105 клеток на лунку.

2.  Провести трансфекцию липофектамином  3000 по 
стандартному протоколу с использованием P3000TM 
Enhancer-реагента, с максимально рекомендованной 

Table 2. Sanger sequencing reaction conditions

Step No. Temperature,  
°C

Duration,  
sec

Number  
of cycles

I 96 1 1

II 96 10 40

50 10

60 240

Prior to the loading onto the sequencer, the reaction mix should be purified 
by gel filtration, e. g., with Sephadex G-50 (semisynthetic sorbent, highly 
hydrophilic dextran).

Table 1. Basic PCR protocol for verification of correct insertion 
into the pDR cloning vector

Step No. Temperature,  
°C

Duration,  
sec

Number  
of cycles

I 95 300 1

II 95 30 25–30

59 30

72 60

III 72 300 1

IV 16 ∞
The optimum number of reaction cycles depends on the initial amount of 
plasmid DNA. Usually, 25 cycles suffice. 
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концентрацией липофектамина, на среде Opti-MEM. 
Следует использовать соотношение плазмидных век
торов 2.4 : 1 : 2.2, рассчитанное исходя из размеров 
конструкций, Cas9 (9 553 п. н.):gRNA (3 975 п. н.):pDR 
(8 661 п. н.).

3. Инкубировать клетки в течение 6–8 ч в термостате при 
стандартных условиях (37 °С и 5 % CO2), затем сменить 
среду на специализированную для фибробластов и 
оставить инкубироваться еще на 20–36 ч.

4. Появление зеленого свечения можно детектировать с 
использованием флуоресцентного микроскопа через 
10–12 ч после этапа трансфекции.

5. По нашим оценкам, свечение GFP достигает максиму-
ма на вторые сутки после трансфекции. Именно в это 
время оптимально оценивать количество светящихся 
клеток на проточном цитометре. По результатам FACS-
анализа (Fluorescence Activated Cell Sorting – активиро-
ванная флуоресценцией сортировка клеток; несмотря на 
общее название, сортировка клеток в этом эксперименте 
не требуется, проводится только подсчет доли флуорес-
цирующих клеток) можно судить об эффективности 
действия комплекса Cas9/направляющая РНК – чем 
больше клеток экспрессируют зеленый флуоресцент-
ный белок, тем лучше работает Cas9-нуклеаза, внося 
двуцепочечный разрыв в тестовую pDR-конструкцию, – 
и таким образом отбирать наиболее перспективные 
направляющие РНК.

Тестирование хнРНК на основе детекции  
разрушения сайта эндонуклеазы рестрикции  
в таргетируемом районе
Эффективность внесения разрывов системой CRISPR/
Cas9 может зависеть от многих параметров: нуклеотид-
ной композиции хнРНК, доступности хроматина в дан-
ном типе клеток, эффективности доставки компонентов 
системы в клетки и времени их жизни и т. д. Наиболее 
адекватно отражают эффективность системы CRISPR/
Cas9 тесты, проводимые непосредственно на культуре 
целевых клеток.

Предлагаемый тест основан на том, что при внесении 
двуцепочечного разрыва и его репарации по механизму 
NHEJ в клетках возникают мутации, разрушающие сайт 
узнавания какой-либо эндонуклеазы рестрикции. Следует 
отметить, что при этом возможно тестирование только 
тех хнРНК, для которых на расстоянии 3–4 нуклеотидов 
от PAM (в месте внесения двуцепочечного разрыва) рас
положен сайт узнавания эндонуклеазой рестрикции. Для 
тестирования других хнРНК следует использовать систе-
му pDR, описанную выше. 

Тест проводят следующим образом: в клетки вводят 
компоненты системы CRISPR/Cas9, спустя несколько дней 
выделяют геномную ДНК. Участок, фланкирующий место 
внесения разрыва, аплифицируют, после чего проводят 
рестрикционный анализ соответствующей эндонуклеа-
зой рестрикции. Наличие негидролизованного продукта 
свидетельствует об эффективной работе системы CRISPR/
Cas9.
Материалы и оборудование
•  Олигонуклеотиды. На основе последовательности мо

дифицируемого генома необходимо выбрать праймеры 

(gRNA_test_F и хнРНК_test_R), фланкирующие тарге-
тируемый район. Мы рекомендуем программу NCBI 
Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) для дизайна праймеров. При дизайне праймеров 
нужно учитывать следующие рекомендации:
–  размер ПЦР-продукта должен находиться в диапазоне 

200–800 п. н.;
–  сайт(ы) эндонуклеазы рестрикции, используемой в 

тесте, должны находиться достаточно далеко от нача-
ла и конца ПЦР-продукта (т. е. в результате гидролиза 
размер ПЦР-продукта изменяется более чем на 10 %);

–  если в составе ПЦР-продукта сайт гидролиза эндону-
клеазой рестрикции встречается более одного раза, все 
продукты гидролиза должны иметь различную дли
ну и могут быть визуализированы в агарозном геле.

•  Материалы и оборудование, необходимые для куль-
тивирования клеток млекопитающих и проведения 
трансфекций (описаны выше).

•  Стандартные материалы (например, Sigma G1N10) и 
оборудование для выделения ДНК и проведения ПЦР. 

•  Фермент рестрикции и соответствующий ему буфер. 
Сайт узнавания выбранного фермента рестрикции дол- 
жен присутствовать в редактируемом геноме на рас-
стоянии 3–4 нуклеотидов от PAM. Кроме того, при вы- 
боре  фермента рестрикции следует учитывать реко
мендации, относящиеся к дизайну ПЦР-продукта (при
ведены выше).

•  Плазмидные векторы, экспрессирующий хнРНК (при-
готовление описано в рамках этапа 2) и Cas9 (phCas9, 
описан выше).

Протокол
1. Провести трансфекцию клеток плазмидными вектора-

ми, экспрессирующими хнРНК и Cas9 (с использовани-
ем реактива Lipofectamin 3000, как указано в протоколе 
производителя). Параллельно проводить культивиро-
вание контрольных клеток, не трансфицированных 
компонентами системы CRISPR/Cas9.

2. Инкубировать клетки 2–4 сут, при необходимости вы-
полнять смену среды и пассирование клеток.

3. Выделить из контрольных и трансфицированных клеток 
геномную ДНК. Геномная ДНК может быть выделена 
при помощи коммерчески доступных наборов или фе-
нол-хлороформной экстракцией.

4. Для каждого образца геномной ДНК провести ПЦР с 
праймерами хнРНК_test_F и хнРНК_test_R в объеме 
50 мкл. Использовать 10 мкл ПЦР-продукта для анализа 
в агарозном геле. В результате реакции должен с вы-
сокой эффективностью образовываться единственный 
продукт.

5.  Разделить оставшиеся 40  мкл продукта ПЦР на две 
части. Подготовить тестовую реакцию и отрицательный 
контроль:
Тестовая реакция: Отрицательный контроль:
Продукт ПЦР 20 мкл* Продукт ПЦР 20 мкл
Буфер эндонуклеазы  
рестрикции 2.3 мкл

Буфер эндонуклеазы  
рестрикции 2.3 мкл

Эндонуклеаза рестрикции 1 мкл ddH2О 1 мкл
*Для большинства ферментов очистка продуктов ПЦР 
перед гидролизом не требуется. Однако при возникновении 
сложностей с рестрикционным гидролизом мы рекомендуем 

file:///M:/work/%23%20%d0%92%d0%90%d0%92%d0%98%d0%9b%d0%9e%d0%92%d0%a1%d0%9a%d0%98%d0%99%20%d0%96%d0%a3%d0%a0%d0%9d%d0%90%d0%9b/2016_20_6/For_VERSTKA/ 
file:///M:/work/%23%20%d0%92%d0%90%d0%92%d0%98%d0%9b%d0%9e%d0%92%d0%a1%d0%9a%d0%98%d0%99%20%d0%96%d0%a3%d0%a0%d0%9d%d0%90%d0%9b/2016_20_6/For_VERSTKA/ 
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провести очистку ПЦР-продукта стандартным методом 
(например, переосаждением этиловым спиртом).

6. Инкубировать реакции в оптимальных для используе-
мого фермента условиях 12–24 ч. Оценить количество 
и размер продуктов гидролиза в агарозном геле.
В случае корректной работы системы CRISPR/Cas9 

ожидается неполный гидролиз ПЦР-продуктов в образ-
цах, полученных из трансфицированных клеток. В случае 
контрольных клеток гидролиз должен быть полным. Гид
ролиз должен наблюдаться только в тестовых реакциях, 
в случае отрицательного контроля ПЦР-продукт должен 
оставаться интактным.

Следует отметить, что даже для высокоэффективных 
хнРНК мы наблюдали лишь небольшую долю негидро-
лизованного продукта в тестовых реакциях. Надо учи-
тывать, что эффективность трансфекции многих типов 
клеток далека от 100 %. Кроме того, при использовании 
диплоидных культур одна и та же клетка может давать 
как модифицированный, так и немодифицированный 
продукт ПЦР, если модификация затрагивает лишь один 
из аллелей.

Этап 4. Модификация генома клеток in vitro
Внесение генетических изменений удобно проводить 
in vitro на культурах клеток. В этом случае можно осу-
ществлять выбор клонов, в которых произошло желаемое 
изменение генома, и даже последовательно вносить не-
сколько генетических модификаций. В зависимости от 
целей экспериментатора есть две основные стратегии 
селекции клонов, которые можно сочетать: отбор со-
бытия попадания в клетку генетической конструкции, в 
которой работает белок Cas9, например для получения 
INDEL или делеций протяженных участков ДНК (типы 
модификаций  1 и  3 описаны выше); и отбор события 
модификации генома с выбором клонов на последующих 
этапах культивирования (тип модификации 2).

В зависимости от цели и удобства для отбора генети-
чески модифицированных клонов можно использовать 
флуоресцентные белки (GFP и т. д.) и/или устойчивость 
к антибиотикам. При высокой эффективности доставки 
компонентов системы CRISPR/Cas9 в клетки и ее актив-
ности можно вообще отказаться от проведения селекции, 
а все полученные клоны анализировать на присутствие 
генетической модификации.

Селекция попадания в клетку компонент  
системы CRISPR/Cas9
Для того чтобы сразу отобрать клоны с возможной 
генетической модификацией, используем кольцевые 
плазмиды, несущие ген Cas9. Известно, что случайная 
негомологичная встройка кольцевой ДНК менее эф-
фективна, чем встройка линейного фрагмента (Brinster 
et al., 1985). При использовании плазмиды Cas92AGFP 
(Addgene #48138), кодирующей GFP и Cas9, соединенные 
через 2A  пептид, по свечению GFP на первый-второй 
день после трансфекции можно отобрать клетки с экс-
прессией белка Cas9. Для отбора клеток мы используем 
BD FACSAria II (BD Biocsiences, США). После сортировки 
GFP-позитивных клеток их можно редко рассадить для 
получения индивидуальных колоний или же сразу про-

вести сортировку единичных клеток в 96-ячеечное плато 
для дальнейшего культивирования и анализа генетической 
модификации.

Еще один вариант – использование плазмиды phCas9 
(Addgene #41815), коэкспрессирующей Cas9 и ген устой-
чивости к антибиотику генитицину (G418). С каждым 
делением клеток плазмида разбавляется и разрушается 
ферментами. Пока в клетках остается плазмида, можно 
провести экспресс-селекцию на устойчивость к опреде-
ленному антибиотику.

Селекция направленной модификации генома
Следующий вариант селекции – использование для от-
бора клеток экспрессии введенной конструкции. При 
необходимости можно ввести в геном GFP или другой 
флуоресцентный белок и отбирать клоны со встройкой. 
Для упрощения селекции (или в случае, когда введение 
флуоресцентного белка в геном нежелательно) исполь-
зуется конструкция, обеспечивающая устойчивость к 
антибиотику. Добавление в среду для культивирования 
антибиотика позволяет оставить только устойчивые кло-
ны, несущие генетическую конструкцию. 

Однако необходимо учитывать, что вводимая генетиче-
ская конструкция может встроиться не только в целевой 
локус, но и в случайное место в геноме. По нашим данным, 
в ряде случае частота такой «случайной» встройки сопо-
ставима с частотой встройки в таргетируемый участок. 
При этом клетки, в которых встройка происходит в слу-
чайный район генома, также будут устойчивы к действию 
селективного антибиотика. Поэтому необходимо во всех 
случаях проводить анализ полученных клонов на при-
сутствие необходимой модификации генома.

Рассмотрим протокол генетической модификации на 
примере эмбриональных стволовых (ЭС) клеток мыши.
Материалы
•  Среда для ЭС клеток мыши: среда DMEM с 4.5 г/мл 

глюкозы (Thermo Fisher Scientific, 32430-100), 7.5  % 
FBS для ЭС клеток (Thermo Fisher Scientific, 16141079), 
7.5  % KSR (Thermo Fisher Scientific, 10828-028), 
1X  GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, 35050038), 
1X NEAA (Thermo Fisher Scientific, 11140050), 1X пе-
нициллин-стрептомицин (Thermo Fisher Scientific, 
15140122), 1000 ед/мл LIF (PolyGene, PG-A1140-0100).

•  2i ингибиторы: PD0325901 (Sigma-Aldrich, PZ0162), 
стоковая концентрация 1 мМ, рабочая концентрация 
1 мкМ; CHIR99021 (Sigma-Aldrich, SML1046), стоковая 
концентрация 3 мМ, рабочая концентрация 3 мкМ.

•  Трипсин-ЭДТА 10X 0.5  % (Thermo Fisher Scientific, 
15400054), рабочая концентрация 0.05 %.

•  Желатин (Sigma, G1890).
•  Митомицин C (Sigma, M4287). Cтоковая концентрация 

200  мкг/мл, рекомендуемая рабочая концентрация 
10  мкг/мл, мы используем 5  мкг/мл. Продолжитель-
ность обработка эмбриональных фибробластов мыши 
2–3 ч. Так как митомицин C очень токсичен, после об-
работки необходимо не менее трех раз промыть клетки 
фосфатным буфером.

•  Opti-MEM I (Thermo Fisher Scientific, 11058021).
•  Пуромицин (Thermo Fisher Scientific, A1113803). Cто

ковая концентрация 1 мг/мл, рекомендуемая рабочая 
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концентрация 1–10 мкг/мл, мы используем 2 мкг/мл. 
Продолжительность селекции 2–7 дней, в день пересева 
клеток добавлять антибиотик нельзя.

•  Генитицин (сульфат G418) (Sigma, A1720). Стоковая 
концентрация 100 мг/мл, рекомендуемая рабочая кон-
центрация 100–1000 мкг/мл, мы используем 400 мкг/мл. 
Продолжительность селекции не менее 7 дней.

•  Липофектамин 3000 (Thermo Fisher Scientific, L3000001).
•  Среда для заморозки клеток млекопитающих: 90 % KSR 

(см. выше) и 10 % ДМСО (Amresco, Am-0231). Замо-
розка клеток проводится в криоконтейнере (Thermo 
Fisher Scientific, 5100-0001), хранение в жидком азоте.

•  Линия ЭС клеток. Линию ЭС клеток DGES1 получали 
по следующему протоколу (Bryja et al., 2006). Она до-
ступна в лаборатории генетики развития ИЦиГ СО РАН 
и в «Коллекции клеточных культур плюрипотентных 
клеток человека и животных для проведения фунда-
ментальных исследований в области биомедицины и 
генетики развития» ИЦиГ СО РАН.

Протокол
1.  ЭС клетки культивировать в среде для ЭС клеток. 

Для пересадки использовать 0.05  % трипсин-ЭДТА. 
В зависимости от задачи ЭС клетки рассаживать на 
пластик, покрытый только 0.1 % желатином, или до-
полнительно использовать инактивированные митоми-
цином C эмбриональные фибробласты мыши (фидер) в 
концентрации 15 тыс. кл./см2. ЭС клетки лучше растут в 
присутствии фидера, однако при добавлении антибио-
тиков фидер нельзя использовать. Свойства ЭС клеток 
при переводе с фидера на желатин меняются. Если 
ЭС клетки полностью изменяют морфологию, можно 
использовать 2i  ингибиторы или кондиционирован
ную среду: через день после рассадки фидера промыть 
клетки фосфатным буфером и добавить ЭС  среду. 
На следующий день собрать кондиционированную 
среду, профильтровать через фильтр 0.22 мкм и доба- 
вить LIF.

2. ЭС клетки рассаживать так, чтобы на следующий день 
(день проведения трансфекции) плотность культуры 
была 50–80  %. Трансфекцию проводить с помощью 
липофектамина 3000 в соответствии с рекомендациями 
производителя, использовать рекомендуемое произво-
дителем количество P3000 реагента и среднее от реко-
мендованного липофектамина 3000. Для трансфекции 
смешать плазмиды phCas9 (или Cas92AGFP) и pgRNA 
(приготовлена на этапе 2) в соотношении 1 : 1 (для вне-
сения INDEL) или phCas9 (или Cas92AGFP), pgRNA и 
вектор для гомологичной рекомбинации в соотноше-
нии 1 : 1 : 1 (для получения встройки конструкции по 
механизму гомологичной рекомбинации). Смесь ДНК, 
P3000 и липофектамина  3000 готовить в среде Opti-
MEM I, добавлять к клеткам в ЭС среде, культивиро-
вать до следующего дня и на следующий день сменить  
среду.

3. Селекция клонов.
А.  Селекция на попадание в клетку системы CRISPR/

Cas9. На следующий день после трансфекции клетки 
рассадить и провести отбор с помощью FACS или до-
бавлением антибиотика. Полученные клоны нарастить 
и провести анализ генетической модификации.

Б. Селекция на направленную модификацию генома. На 
следующий день после трансфекции клетки рассадить 
в соотношении 1 : 5 – 1 : 20 и селекцию провести с помо-
щью антибиотика или, в случае встройки генетической 
конструкции с флуоресцентным белком, по свечению 
колоний. Полученные клоны нарастить и провести 
анализ генетической модификации. Для анализа гене-
тической модификации нарастить отобранные клоны 
до необходимого количества – обычно одна лунка 
планшета на 24 ячейки (2 см2) – и разделить культуру 
на две части: половину заморозить, половину исполь-
зовать для выделения ДНК. Геномная ДНК может быть 
выделена при помощи коммерчески доступных наборов 
или фенол-хлороформной экстракцией.

4. Анализ генетической модификации.
А. При анализе на присутствие INDEL разработать прай

меры, фланкирующие область генетической модифи-
кации. Экспресс-анализ клонов можно проводить с 
помощью электрофореза в 3 % агарозном геле. Жела-
тельно, чтобы размер продукта ПЦР был около 100 п. о., 
в этом случае различная длина аллелей может быть 
выявлена электрофорезом. В случае, если генетическая 
модификация разрушает известный сайт рестрикции, 
можно использовать рестрикционный анализ. Для под-
тверждения генетической модификации необходимо 
провести секвенирование.

Б. При анализе направленной модификации генома в 
случае инсерции генетического материала необходимо 
разработать праймеры, фланкирующие обе границы 
трансгена. То есть один из пары праймеров должен 
быть комплементарен последовательности генома за 
пределами плечей гомологии, использовавшихся в 
конструкции для гомологичной рекомбинации, а второй 
праймер должен быть комлементарен участку трансгена 
и не иметь районов комплементарности в интактном 
геноме. При таком дизайне праймеров присутствие 
продукта ПЦР нужного размера возможно только при 
встройке в ожидаемое место. Правильность встройки 
необходимо подтвердить секвенированием. При ана-
лизе делеции разработать праймеры, фланкирующие 
ожидаемое место разрыва, провести ПЦР и в случае 
присутствия продукта ожидаемой длины подтвердить 
секвенированием.

В. Известно, что система CRISPR/Cas9 может разрезать 
участки генома с частичной гомологией к хнРНК (Fu et 
al., 2013). Для проверки таких событий можно провести 
полногеномное секвенирование или секвенировать 
потенциальные сайты, которые могут быть разрезаны 
системой (имеющие 15 и более букв, гомологичных 
хнРНК). В случае вставки в геном генетической кон-
струкции дополнительные копии можно обнаружить 
с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени, Digital PCR 
(http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/
Bulletin_6407.pdf) или с помощью инвертированного 
или TAIL ПЦР (Liu, Chen, 2007).

Этап 5. Создание трансгенных животных  
с использованием системы CRISPR/Cas9
После появления системы редактирования CRISPR/Cas9 
существенно упростилось получение нокаутных и транс-
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генных животных, в частности мышей. Существует три 
разных способа для редактирования генома при помощи 
системы CRISPR/Cas9 путем микроинъекции в зиготы. 
Принципиальные отличия в этих процедурах заключа-
ются в белке Cas9. В первом случае это введение мРНК 
Cas9 совместно с хнРНК (Yang et al., 2014). Поскольку 
вводится матричная РНК, то нет необходимости в инъек-
ции в пронуклеус, что технически упрощает процедуру. 
Поэтому смесь из РНК (мРНК Cas9 и хнРНК) вводится в 
цитоплазму зигот. Во втором случае система CRISPR/Cas9 
представлена готовым комплексом из белка Cas9 и хнРНК 
(Kouranova et al., 2016). В этом случае нет необходимости 
в трансляции и наработке белка Cas9 в цитоплазме, и ком-
плекс вводится непосредственно в пронуклеус. В третьем 
случае используется трансгенная мышь, которая несет 
эндогенный Cas9, и белок уже присутствует в зиготе в 
пронуклеусе (Sakurai et al., 2016). Поэтому вводится не вся 
система CRISPR/Cas9, а только хнРНК. Мы остановимся 
на первом варианте, потому что он технически наиболее 
простой.

Получение хнРНК
Материалы и оборудование
•  HiScribe T7 High Yield RNA synthesis Kit (NewEngland 

BioLabs, E2040S).
•  QIAprep Spin miniprep Columns (QUAGEN, 27115).
•  RNA Clean and Concentrator 25 (ZymoResearch, R1017).
•  Матричная РНК Cas9 (ThermoFisher A29378).
•  Спектрофотометр NanoDrop 2000 Spectrophotometer 

(Thermo Scientific).
Для получения хнРНК в первую очередь надо опреде-

лить целевой участок генома и последовательность для 
хнРНК (см. этап  1). Затем необходимо синтезировать 
матрицу для in vitro транскрипции, как описано в (Kistler 
et al., 2015).

После получения ДНК-матрицы производят ее очист-
ку на колонках (QIAprep Spin miniprep Columns). Далее, 
следуя протоколу от производителя, получают хнРНК, 
используя набор для проведения in  vitro транскрипции 
(HiScribe T7 High Yield RNA synthesis Kit). Перед вне-
сением ДНК-матрицы в реакцию in vitro транскрипции 
важно проверить ее при помощи гель-электрофореза, а 
также измерить конечную концентрацию продукта на 
спектрофотометре.

После получения хнРНК необходимо отобрать аликвоту 
для последующего гель-электрофореза и далее очистить 
ее при помощи набора (RNA Clean & Concentrator) в со-
ответствии с рекомендациями производителя. Очищен-
ную хнРНК и отобранную до очистки аликвоту хнРНК 
оценивают при помощи гель-электрофореза. Количество 
хнРНК оценивают на спектрофотометре NanoDrop 2000. 
Полученную РНК следует хранить при температуре 
–80 °С.

Предварительно можно приготовить готовые рабочие 
растворы для инъекции из расчета 50 нг/мкл мРНК Cas9 
и 10 нг/мкл хнРНК. Для удобства и экономии растворов 
используются пробирки объемом 200  мкл, в которые 
помещается по 15  мкл раствора РНК. Предварительно 
пробирки необходимо промыть водой (RNase free) для 
удаления микропылинок пластика. Полученные аликвоты 

готовых растворов хранить при –80 °С. После инъекции 
аликвоты рабочих растворов повторно не замораживать.

Работа с животными. Микроинъекция
Материалы и оборудование
•  Гибридные мыши первого поколения С57Bl/6 × CBA/

Lac или C57Bl/6 × DBA/2JRccHsd, самки, возраст два 
месяца.

•  Мыши линии С57Bl/6, самцы.
•  Мыши линии CD-1, самцы и самки.
•  PMSG (Фоллигон (Folligon), Интервет Интернэшнл Б.В., 

Нидерланды), препарат доступен в ветеринарных ап-
теках.

•  hCG (Хорулон (Chorulon), Интервет Интернэшнл Б.В., 
Нидерланды), препарат доступен в ветеринарных ап
теках.

•  Домитор (методомина гидрохлорид) (Orion Corpora
tion, Finland), препарат доступен в ветеринарных ап
теках.

•  Золетил (VIRBAC, Франция). Препарат доступен в ве
теринарных аптеках.

•  Центрифуга Centrifuge 5810 R, Eppendorf или анало-
гичная.

•  Стеклянные капилляры (Harvard Apparatus, GC100-15).
•  Пуллер (P-97, Sutter Instrument Co.).
•  Micro Forge MF-90 (Narishige).
•  Инвертированный микроскоп (Olympus IX71) с интер-

ференционной оптикой Номарского или аналогичный.
•  Держатель (холдер) Eppendorf™ VacuTip (кат. ном. 

930001015).
•  Наконечники Eppendorf™ Femtotips™ Microloader Tips 

for Femtojet Microinjector (кат. ном. 5242956003).
•  Компрессор Transjector 5246, Eppendorf или аналогич-

ный.
•  Микроинъекционный шприц Narishige или аналогич-

ный.
•  Гидравлические манипуляторы Narishige или анало-

гичные.
•  Среда для культивирования M2 (Sigma, M7167).
•  Среда для культивирования M16 (Sigma, M7292).

Животные. Суперовуляция. Получение зигот
Для проведения эксперимента по инъекции системы 
CRISPR/Cas9 в цитоплазму зигот мыши надо предвари-
тельно подготовить необходимое количество животных. 
В первую очередь нужны животные-доноры зигот. Для 
этих целей подходят любые линии мышей, но наиболее 
приемлемой схемой является получение зигот от самок-
гибридов первого поколения (С57Bl/6 × CBA/Lac или 
C57Bl/6 × DBA/2JRccHsd), покрытых самцами C57Bl/6. 
Возможно применение других линий мышей, но эффек-
тивность суперовуляции и выживаемости после цитоплаз-
матической микроинъекции при этом будут ниже. Для 
более эффективной работы следует использовать протокол 
суперовуляции по следующей схеме.

В первый день самкам-донорам производится внутри-
брюшинная инъекция 7.5 ед. PMSG в 16:00. На третий 
день этим же самкам производится внутрибрюшинная 
инъекция 7.5 ед. hCG в 13:00. Наиболее результативной 
суперовуляция будет в случае использования самок двух-
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месячного возраста. Подсадка стимулированных самок к 
самцам производится в 17:00. Важно не производить сме-
ну подстилки у мышей перед тем, как производится под-
садка, а самки по одной должны подсаживаться к самцам, 
а не наоборот. Данная схема подходит для искусственного 
12-часового цикла со световым временем суток с 7:00 до 
19:00. Для удобства дозирования препараты для супер
овуляции следует дополнительно развести физиологиче-
ским раствором до рабочей концентрации 0.05 ед./ мкл, 
расфасовать полученные растворы в пробирки 1.5 мл и 
хранить при –80  °С. Растворы не подлежат повторной 
заморозке, после размораживания их надо хранить на 
льду. Эффективность суперовуляции при использовании 
данных гормонов в среднем составляет 30 зигот на одну 
гибридную самку. На четвертый день с 9:00 до 10:00 про-
изводится осмотр самок мышей на наличие пробок (Hogan 
et al., 1994). Самки с пробками используются для полу-
чения зигот с 10:00 до 11:00. При расчете необходимого 
количества зигот для одного дня эксперимента следует 
учитывать, что покрытие самок самцами происходит не в 
100 % случаев и зависит от индивидуальных особенностей 
конкретного самца. Поэтому следует вести дневник по-
крытия самок самцами на этикетках клеток, отмечая дату 
покрытия. При постоянной работе с каждым из самцов 
можно отобрать группу наиболее активных, тем самым 
повысив долю покрытых самок. В среднем для одного 
дня работы достаточно 8–10 суперовулированных самок. 
При проведении эксперимента следует опираться также 
на личный опыт, поскольку влияние оказывают и такие 
факторы, как корм, условия содержания, возраст и линия 
животных и пр.

Помимо мышей-доноров, для эксперимента по инъ-
екции системы CRISPR/Cas9 в цитоплазму зигот также 
необходимы суррогатные псевдобеременные самки. Для 
этих целей предпочтительнее использовать аутбредную 
линию мышей CD-1. Минимум за одну-две недели до на-
чала эксперимента выполняется вазэктомия самцов CD-1 
по стандартной методике (Hogan et al., 1994). Для упроще-
ния операции вместо перевязывания семенных канатиков 
можно пережигать их при помощи паяльника с небольшим 
жалом. После вазэктомии самцов в течение одной-двух 
недель следует содержать с самками любых линий для 
тренировки, после этого данных самок использовать в 
экспериментах нельзя.

Для получения псевдобеременных животных самок 
подсаживают в клетки к вазэктомированным самцам по 
2–3 самки на одного самца в тот же день, когда произ-
водится подсадка суперовулированных самок-доноров. 
В данном случае следует учитывать, что самки находятся 
в естественном овуляторном цикле, длительность кото-
рого четыре дня. Этот фактор является решающим для 
получения нужного количества псевдобеременных самок, 
но важна также активность самца. Как описано выше, 
следует отмечать активных самцов и выбраковывать не-
активных. В среднем для успешной работы необходимо 
иметь 20–25 вазэктомированных самцов. Осмотр самок 
на наличие пробок производится в то же время, что и 
осмотр суперовулированных самок. Далее самки с проб-
ками будут использоваться для проведения операции 
трансплантации эмбрионов.

Микроинъекция
После получения зигот их следует культивировать в ка-
плях среды М16 под минеральным маслом в инкубаторе 
при 37 °С и 5 % CO2. С правилами культивирования эмбри-
онов можно подробно ознакомиться в (Hogan et al., 1994). 
Микроинъекцию следует начинать после 13:00. До этого 
времени надо подготовить растворы для микроинъекции, 
иглы и оборудование к работе.

После размораживания раствор РНК необходимо хра-
нить на льду. Перед тем как наполнять раствором РНК 
инъекционные иглы, его следует центрифугировать при 
14 000 g, 0 °С, 10 мин.

Для получения игл для микроинъекции используются 
стеклянные капилляры, которые оттягивают на пуллере 
при следующих параметрах: Heat 535, Pull 180, Vel. 60, 
Time 125, Pressure 200, Ramp 497. Полученные иглы за-
гибаются на Micro Forge. Готовые иглы не следует хранить 
более одной недели.

Микроинъекция осуществляется на инвертированном 
микроскопе с интерференционной оптикой Номарского, 
оснащенном гидравлическими манипуляторами Narishige. 
Для удержания зигот используются холдеры, которые под
ключаются к микроинъекционному воздушному шпри
цу. Иголка заполняется 2–3 мкл рабочего раствора смеси 
РНК при помощи удлиненных носиков (Eppendorf™ 
Femtotips™ Microloader Tips), а затем аккуратно обламы-
вается о холдер. Следует добиться слома с острым краем 
иглы, диаметр скола иглы в каждом случае подбирается 
индивидуально. После этого при помощи максимально-
го давления нужно протолкнуть раствор РНК на кончик 
иголки, чтобы не осталось пузырька воздуха. Важным 
фактором при инъекции является отсутствие сильного 
смятия зиготы иглой. Игла должна прокалывать блестя-
щую оболочку достаточно легко.

Для создания положительного давления в игле исполь-
зуется компрессор (трансжектор). Обычное инъекционное 
давление 30–40  Па. Микроинъекция осуществляется в 
капле среды М2 (объем около 100 мкл) под минеральным 
маслом. Важно производить инъекцию на стекле, а не на 
пластике, из-за плохих преломляющих качеств последне-
го. Камеру для инъекции можно сделать самостоятельно, 
для этого к обычному гистологическому стеклу прикле-
иваются импровизированные бортики из культурального 
пластика, для того чтобы минеральное масло не стекало 
вниз и могло полностью покрыть каплю.

При микроинъекции в цитоплазму важно не повредить 
пронуклеусы зиготы и контролировать введение раство-
ра в цитоплазму. Иголка не всегда может сразу пройти 
насквозь плазматическую мембрану, и тогда приходится 
прокалывать зиготу до противоположной стенки блестя-
щей оболочки.

Признаком успешной инъекции является локальное рас-
ширение и разрежение цитоплазмы. Зиготы оптимально 
прокалывать партиями по 20–30 шт. Для этого их нужно 
предварительно отмыть от среды М16 в среде М2, а затем 
перенести в один из полюсов капли. Холдер и инъекци-
онную иголку удобнее расположить чуть выше плоскости 
зигот, опускаясь только холдером и забирая по одной 
зиготе; прокалывать зиготы нужно в противоположном 
полюсе, создавая группу проинъецированных эмбрионов. 
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Практическое руководство по редактированию 
геномов системой CRISPR/Cas9

После инъекции зиготы помещаются в капли с М16 для 
культивирования в инкубаторе.

Трансплантация зигот
Перед операцией подсадки эмбрионы следует культи-
вировать более часа, для того чтобы остались только 
жизнеспособные зиготы. После этого нужно отобрать 
жизнеспособные зиготы по характерному блеску в стерео-
микроскопе и четкой границе между блестящей оболочкой 
и плазматической мембраной.

Перед подсадкой зиготы снова отмывают в среде М2 и 
подсаживают псевдобеременным матерям по 15–20 шт., 
как описано в (Hogan et al., 1994). Надо учитывать, что 
могут встречаться «ложные пробки», и при выполнении 
операции по подсадке эмбрионов необходимо удостове-
риться в наличие ампулы яйцевода. Если ампула отсут-
ствует, то операцию производить не следует.

Операция проводится под действием общей анестезии. 
Для наркоза можно применять следующую схему. В ка-
честве премедикации используется домитор в количестве 
0.125–0.25 мкг на 1 г массы тела мыши. Спустя 10–15 мин 
после введения домитора осуществляют инъекцию золе-
тила в дозировке 15–30 мг на 1 г массы тела мыши. При 
использовании этой схемы мыши входят в длительный 
глубокий сон. Недостатки данного наркоза – охлаждение 
тела животного и сухость слизистых глаз. Для предот-
вращения этих эффектов необходимо дополнительное 
обогревание мышей на термостолике при 37 °С либо ис-
пользование тепла от лампы накаливания. Глаза следует 
накрыть небольшим лоскутом марлевой салфетки, смо-
ченным физиологическим раствором. Препараты после 
разведения по инструкции производителя можно хранить 
в морозильной камере при –20 °С. Целесообразно сделать 
небольшие аликвоты данных медикаментов и разморажи-
вать их по мере необходимости. После размораживания 
аликвоты доводят физиологическим раствором до кон-
центрации домитора 0.25 мкг на 7.5–10 мкл, а золетила – 
30 мг на 7.5–10 мкл. После размораживания и разведения 
препараты не подлежат повторному замораживанию, но 
возможно хранение готовых растворов при +4 °С в течение 
недели. Данную схему анестезии можно использовать и 
при операции по вазэктомии самцов.

Как правило, после успешной трансплантации развива-
ется беременность, которая заметна через две недели. Забор 
материала для генотипирования от родившихся детены-
шей можно проводить со второй недели после рождения.

Заключение
Ежегодно публикуются тысячи статей, в которых при-
меняется технология CRISPR/Cas9. Несмотря на общее 
сходство, детали протоколов использования CRISPR/
Cas9 системы в этих работах часто различаются. Все при-
веденные нами протоколы были многократно проверены 
в нашей лаборатории и показали себя как эффективное 
средство внесения направленных геномных модифика-
ций. Надеемся, что публикация этих протоколов будет 
способствовать быстрому и успешному освоению техно-
логии CRISPR/Cas9 научным коллективами лабораторий, 
специализирующихся в самых разнообразных областях 
биологии и биотехнологии.
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Current progress in cell biology is connected with 
the development of somatic cell reprogramming 
technology. As a result of this technology, it is possible 
to produce induced pluripotent stem cells (iPSCs) 
from human somatic cells, for instance, from skin 
cells. As well as embryonic stem cells, these iPSCs 
possess pluripotency. Production of iPSCs opened 
new horizons for patient-specific cell therapy. Many 
researchers consider iPSCs a real basis for future rege
nerative medicine. Production of a patient’s iPSCs, 
their differentiation into somatic cells, and subsequ
ent transplantation to a patient would allow them 
to avoid immunological rejection. In addition, a 
recently developed technology of directed genome 
modification, CRISPR/Cas, allows correction of genetic 
mutations in iPSCs. Thus, genetic mutations could 
be corrected in vitro, and after differentiation into a 
desired cell type, these cells could be transplanted 
to a patient. In addition, CRISPR/Cas could be used 
to introduce practically any mutations into iPSCs 
for the creation of disease-specific model cell lines 
that would facilitate disease mechanism studies and 
pharmaceutical drug testing. It is possible to turn off  
any gene or genes as well as to insert a genetic con
struct into a selected genomic region to temporarily 
turn on and off genes and remove chromosomal 
regions. Cell banks that are open to general use are 
necessary for efficient usage of iPSCs in biomedical 
research. Currently, there are no pluripotent stem cell 
lines in Russian Federation cell banks. Moreover, it is 
essential to develop standardized practice of culture 
and storage of that cell type. This mini-review focuses 
on the necessity of the creation of a pluripotent stem 
cell bank in the Russian Federation, a detailed des
cription, and a recommended protocol for cell line 
deposition and usage.

Key words: embryonic stem cells; pluripotency; 
induced pluripotent stem cells; cell bank; cell therapy.

Прогресс в области клеточной биологии в значительной мере 
связан с разработкой технологии репрограммирования геномов 
соматических клеток. В результате из соматических клеток чело
века, например клеток кожи, можно получить индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки. Индуцированные плюрипо
тентные стволовые клетки так же, как и эмбриональные стволовые 
клетки, обладают плюрипотентностью. Создание индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток открыло перспективу разви
тия пациент-специфической клеточной терапии. Многие исследо
ватели полагают, что плюрипотентные клетки являются реальной 
основой будущей регенеративной медицины. Получение плюри
потентных стволовых клеток пациента, их направленная диффе
ренцировка в соматические клетки и трансплантация пациенту 
позволят избежать иммунологического отторжения. Кроме того, 
недавно появившаяся технология направленного изменения 
геномов CRISPR/Cas делает возможным исправление генетических 
дефектов в индуцированных плюрипотентных стволовых клетках, 
т. е. генетический дефект можно исправить в клетках пациента 
in vitro и, проведя дифференцировку в желаемый клеточный тип,  
вновь ввести эти клетки пациенту. Система CRISPR/Cas позволяет 
направленно вносить практически любые мутации в индуцирован
ные плюрипотентные стволовые клетки для создания модельных 
линий, позволяющих изучать механизмы заболеваний и тестиро- 
вать фармацевтические препараты. Можно как выключать один 
ген или группы генов, так и эффективно вносить генетические 
конструкции в выбранное место генома. Система направленного 
изменения генома также позволяет временно включать и выклю
чать гены, удалять участки хромосом. Для эффективного исполь
зования индуцированных плюрипотентных стволовых клеток в 
биомедицинских исследованиях необходимо иметь общедоступ
ные коллекции линий клеток. В настоящее время в Российской 
Федерации нет коллекций плюрипотентных стволовых клеток. 
Кроме того, необходима разработка стандартов культивирования 
и хранения клеток этого типа. В мини-обзоре представлено обо
снование необходимости создания коллекций плюрипотентных 
линий клеток в Российской Федерации, подробное описание 
характеристик линий клеток, которые вносятся в коллекцию куль
тур клеток, и рекомендуемый оптимальный протокол депониро
вания и использования линий клеток.

Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки; 
плюрипотентность; индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки; коллекция линий клеток; клеточная терапия.
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Прошло 10 лет с появления статьи K. Takahashi и 
S. Yamanaka (2006), в которой авторы предложили 
эффективный способ получения индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) из фибро-
бластов с помощью экзогенной экспрессии четырех 
транскрипционных факторов, названных «коктейль Яма­
наки». ИПСК так же, как и эмбриональные стволовые 
клетки (ЭСК), плюрипотентны. ЭСК получают из кле-
ток внутренней клеточной массы преимплантационных 
эмбрионов, а затем их можно дифференцировать во все 
типы соматических и зародышевых клеток взрослого ор-
ганизма. Важным параметром технологии, предложенной 
S. Yamanaka, является возможность создания персона-
лизированных ИПСК человека, тем самым снимается 
проблема иммунологической совместимости. Многие 
исследователи считают, что будущее регенеративной 
медицины будет основано на широком использовании 
ИПСК в качестве источника для дифференцировки в 
различные типы соматических клеток с их дальнейшей 
трансплантацией пациентам. Таким образом, в резуль-
тате создания технологий получения ЭСК и ИПСК в 
клеточной биологии появилась новая категория культур 
клеток, отличная от прежних, традиционных, преимуще-
ственно перевиваемых «бессмертных» культур клеток 
или кратковременно культивируемых культур первичных 
соматических клеток. 

Есть еще три важных аспекта, связанных с совершен-
ствованием технологий получения персонализированных 
ИПСК. Во-первых, пролиферативный потенциал ИПСК 
человека дает реальную возможность получения ИПСК от 
пациентов-носителей мутантных генов или хромосомных 
перестроек. Такая коллекция ИПСК может служить мате-
риальной базой для изучения молекулярных механизмов 
эффектов мутаций в развитии патологий. Во-вторых, 
разработка системы направленного трансгенеза CRISPR/
Cas, позволяющей осуществлять адресную модификацию 
отдельных генов или даже фрагментов хромосом, дает 
экспериментаторам инструмент для создания мутантных 
линий ИПСК, которые можно использовать для моделиро-
вания тех или иных наследственных патологий (Смирнов 
и др., 2016). Более того, система CRISPR/Cas позволяет 
осуществлять коррекцию мутаций в ИПСК от пациентов-
носителей мутаций, тем самым получать плюрипотент-
ные клетки с «нормальными» аллелями, что может стать 
первым шагом для их дальнейшего использования в кле-
точной терапии наследственных заболеваний. Значение 
таких линий ИПСК трудно переоценить, и актуальность 
создания коллекций таких линий очевидна. В-третьих, 
создание коллекции мутантных клеток обеспечивает базу 
для тестирования фармакологических препаратов для 
коррекции эффектов мутаций.

Самостоятельным компонентом современных коллек-
ций линий клеток являются культуры специализирован-
ных соматических клеток, например, таких как кератино-
циты или клетки волосяных фолликулов, и нейральные 
клетки-предшественники, например нейроэпителиальные 
или нейральные стволовые клетки. Эти клетки также 
являются новой категорией в клеточной биологии со 
специфическими условиями культивирования и крио-
консервации. Учитывая то, что эти типы клеток наиболее 

близки к применению в клинической практике, актуаль-
ность создания коллекций таких линий также очевидна. 

В связи с этим следует отметить своевременность не-
давнего появления Федерального закона от 23.06.2016 г. 
№ ФЗ-180 «О биомедицинских клеточных продуктах», ре-
гламентирующего обращение биомедицинских клеточных 
продуктов в Российской Федерации. Одновременно повы-
шаются и требования к исследовательской деятельности 
в разных областях клеточной биологии и эмбриологии, 
которые должны соответствовать международным стан-
дартам «Global Standards for Stem Cell Research and Clinical 
Translation: The 2016 ISSCR Guidelines» (http://www.isscr.
org/docs/default-source/guidelines/isscr-guidelines-for-stem-
cell-research-and-clinical-translation.pdf).

При создании коллекций плюрипотентных клеток 
человека и животных так же, как и специализированных 
зрелых и дифференцированных клеток, актуальна раз-
работка новых регламентов и стандартов их культиви-
рования и криоконсервации. Унификация требований к 
депонируемым клеточным культурам – необходимый и 
обязательный элемент клеточной коллекции. Ниже при-
ведены общепринятые международным сообществом 
критерии для характеристики клеток, депонируемых в 
коллекциях.

Характеристики депонируемых линий клеток
Данные о коллекции клеток. Основная информация о 
коллекции клеток должна включать название коллекции 
и контактные сведения.

Название культуры. Уникальное название культуры 
клеток, позволяющее найти информацию об этой культуре 
в других источниках данных.

Вид. Видовая принадлежность культуры – одна из ба-
зовых характеристик. Наиболее распространенные линии 
клеток млекопитающих принадлежат к двум видам – 
человек и мышь – как наиболее широко используемым 
экспериментальным объектам.

Каталожный номер. Каждая культура помимо уни-
кального названия должна иметь каталожный номер в дан­
ной коллекции. Может возникнуть ситуация, когда одна 
и та же линия клеток получена для коллекции из разных 
источников, и, соответственно, названия для идентифи-
кации недостаточно. Например, перевивная линия клеток 
HEK293 очень широко используется в клеточной биоло-
гии. Эти клетки получены из клеток эмбриональной почки 
человека, трансформированных аденовирусом, модальное 
число хромосом – 64, в отличие от нормального для чело-
века – 46, кроме того, в линии присутствуют хромосомные 
перестройки и в целом для этих клеток характерна неста-
бильность кариотипа (https://www.lgcstandards-atcc.org/
Products/All/CRL-1573.aspx). Популярность этой линии 
объясняется двумя причинами: простота культивирова-
ния и очень высокая эффективность трансфекции ДНК. 
Это позволяет эффективно использовать клетки HEK293 
для трансфицирования ДНК и продукции вирусов. Так, 
наиболее распространенный протокол получения ИПСК – 
трансдукция лентивирусами, произведенными клетками 
HEK293. Нестабильность кариотипа этой линии при 
культивировании и дополнительные модификации (ли-
ния 293T содержит T-антиген, Phoenix, производная этой 
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линии, – компоненты геномов вирусов и т. д.) приводят к 
необходимости учитывать не только название, но и про-
исхождение культуры.

Происхождение клеток – важная характеристика. На­
пример, ЭСК мыши получают из эмбрионов мышей на 
стадии 3–3.5 дней, чаще всего от мышей линии 129. 
ЭСК плюрипотентны, т. е. способны к неограниченному 
делению in vitro и к дифференцировке в клетки, производ­
ные трех зародышевых листков (Evans, Kaufman, 1981). 
ИПСК чаще всего получают из фибробластов (Takahashi, 
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Мезенхимальные 
стволовые клетки, как правило, выделяют из костного 
мозга, жировой ткани и плаценты.

Морфология – одна из ключевых характеристик линии 
клеток. Важными являются размер клеток, ядерно-цито-
плазматическое соотношение, формирование при росте 
монослоя или колоний определенной формы. Эти све-
дения позволяют при получении культуры из коллекции 
и культивировании следить за состоянием клеток и при 
необходимости менять условия культивирования.

Способ культивирования. В целом способы культи-
вирования клеток можно разделить на монослойный и 
суспензионный. При монослойном способе клетки растут 
прикрепленными к пластику, который можно покрыть 
различными матриксами для лучшей адгезии, например 
желатином, матригелем или витронектином. В некоторых 
случаях матрикс необходим не только для культивиро-
вания клеток, но и для направления дифференцировки, 
например поли-L-орнитин и ламинин часто используют 
для нейральной дифференцировки плюрипотентных 
клеток. В экспериментах с плюрипотентными клетками 
мыши и человека в качестве питающих клеток использу-
ют эмбриональные фибробласты мыши, обработанные 
митомицином C. Такие клетки не делятся, но сохраняют 
способность синтезировать ростовые факторы, необ-
ходимые для плюрипотентных клеток. Суспензионный 
способ культивирования, при котором клетки находятся 
в среде без прикрепления к поверхности, применяется 
для клеток, которые не растут в монослое. Например, 
на одной из стадий дифференцировки ИПСК в нейроны 
можно получить нейросферы – конгломераты незрелых 
предшественников нейронов. Кроме того, при необходи-
мости получения большой биомассы некоторых типов 
клеток можно применять биореакторы для наращивания 
клеток в суспензии.

Условия культивирования. Это, возможно, самый 
важный пункт описания культуры. Условия культивиро-
вания обычно включают в себя среду для культивиро-
вания (например, DMEM), сыворотку крови (например, 
эмбрионов крупного рогатого скота) и дополнительные 
добавки, такие как антибиотики, аминокислоты и т. д. Для 
культивирования практически любого типа клеток суще-
ствует множество протоколов и их модификаций. Важно, 
чтобы описание культуры в коллекции клеток включало в 
себя апробированные условия культивирования, гаранти-
рующие эффективное культивирование клеток, такие как 
температура, концентрация СО2 и процедуры пересева и 
криоконсервации.

Контроль контаминации. Культивирование клеток 
проводится в условиях, близких к стерильным. К сожа-

лению, иногда культуры клеток контаминируются бакте-
риями или грибами. Для предотвращения роста бактерий 
в среду для культивирования добавляют антибиотики, 
обычно это смесь пенициллина и стрептомицина, хотя 
риск контаминации сохраняется даже при соблюдении 
всех правил безопасности. Кроме того, некоторые лабо-
ратории даже рекомендуют постоянно вести культуры без 
антибиотиков, так как в некоторых случаях бактерии мо-
гут выживать в присутствии антибиотиков и постепенно 
приобретать устойчивость к ним. Среди особо «злостных» 
патогенов следует выделить микоплазму – эндосимбио­
тическую бактерию, не имеющую клеточной стенки. 
Контаминация клеточных культур микоплазмой ослож-
няется тем, что изменяется физиологическое состояние 
клеток и нередко возникают перестройки хромосом. По 
мнению H.G. Drexler и C.C. Uphoff (2002), исследования, 
проведенные на клетках, зараженных микоплазмой, не 
могут быть полноценными, поскольку искажаются физио-
логические параметры клеток. Для обнаружения контами-
нации клеток оптимально использовать чувствительные 
молекулярно-биологические методы, например ПЦР. 
Культуры клеток человека необходимо дополнительно 
проверять на зараженность вирусами: вирус гепатита B, 
папилломавирусы человека, ВИЧ, цитомегаловирус, вирус 
Эпштейна – Барр.

Контроль видовой идентичности. При долговремен-
ном культивировании возрастает риск контаминации не 
только микоплазмой и другими микроорганизмами, но и 
клетками других линий. Один из самых известных при-
меров – массовая контаминация культур клетками HeLa, 
перевивными раковыми клетками (Lucey et al., 2009). 
Таким образом, необходимо проводить контроль видовой 
идентичности. В этом случае основной метод анализа – 
цитогенетический в сочетании с анализом специфических 
ДНК-маркеров.

Кариотип. Одна из важнейших характеристик клеточ-
ной линии – ее кариотип. В большинстве случаев ЭСК, 
ИПСК и нейральные стволовые клетки имеют нормаль-
ный диплоидный кариотип. Однако при культивировании 
клеток, особенно при длительном, в них могут возникать 
хромосомные перестройки и/или изменение численности 
хромосом. Это делает необходимым постоянный мони-
торинг кариотипа. Показано, например, что ЭСК мыши 
даже на ранних пассажах культивирования могут иметь 
нестабильный состав хромосом (Menzorov et al., 2016). 

Пассаж криоконсервации. Продолжительное куль-
тивирование может вызывать нарушение хромосомного 
состава и увеличивает риск контаминации. В связи с этим 
для каждой культуры необходимо указывать пассаж, на 
котором клетки были криоконсервированы.

Дополнительные характеристики ЭСК и ИПСК. Из-
вестно, что разные клоны ЭСК или ИПСК, полученные из 
одного источника, могут иметь индивидуальные особен-
ности. Для ЭСК и ИПСК наиболее важной характеристи-
кой является их плюрипотентность. Оценка плюрипотент-
ности включает несколько тестов: присутствие типичных 
маркеров, характерных для клеток внутренней клеточной 
массы бластоцисты, таких как Oct4, Sox2 и Nanog; спо-
собность образовывать эмбриоидные тельца, содержа-
щие маркеры трех зародышевых листков; способность 
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формировать тератомы, содержащие производные трех 
зародышевых листков, при введении иммунодефицитным 
мышам (самый информативный тест для ЭСК и ИПСК 
человека); способность участвовать в формировании хи­
мерных мышей со вкладом в соматические и половые 
клетки; и, наконец, получение методом тетраплоидной 
комплементации мышей, полностью состоящих из клеток, 
потомков ЭСК или ИПСК. Данные транскриптомного 
анализа ЭСК и ИПСК также информативны для характе-
ристики этих клеток.

Публикации. Дополнительная характеристика – публи-
кации, описывающие депонируемые клетки. Оригиналь-
ные статьи позволяют получить дополнительные сведения 
о культуре клеток, которые по формату не могут быть 
указаны в базовом описании культуры клеток.

Коллекции линий клеток
Необходимость в централизованном доступе к линиям 
клеток привела к возникновению коллекций культур 
клеток. Мы рассмотрим несколько коллекций клеток с 
акцентом на наличие в них плюрипотентных стволовых 
клеток.

ATCC – один из самых больших в мире банков био-
логических образцов (https://www.lgcstandards-atcc.org). 
В нем содержится более 3 400 линий клеток, в том числе 
19 линий ИПСК человека и 14 линий ЭСК мыши.

Центр биоресурсов RIKEN Японии (http://en.brc.riken.
jp/) содержит 11 линий ИПСК человека от здоровых доно-
ров, а также более 400 линий от пациентов с различными 
наследственными заболеваниями. В этом банке представ-
лено более 100 линий ЭСК мыши.

Специализированный европейский банк ИПСК 
на сегодняшний день имеет более 250 линий ИПСК, по­
лученных из клеток здоровых людей и пациентов с на-
следственными заболеваниями (https://cells.ebisc.org/).

Российская коллекция клеточных культур содержит 
сотни линий позвоночных, представленных главным об-
разом перевиваемыми или первичными соматическими 
клетками (www.cytspb.rssi.ru/rkkk/rkkk_ru.htm). 

Рекомендуемый протокол  
депонирования линий клеток
Так как продолжительное культивирование клеток увели­
чивает риск изменения их хромосомного состава, же­
лательно минимизировать число пассажей перед крио-
консервацией. Далее описан рекомендуемый протокол 
депонирования линий клеток.

Этап 1 – основной сток. Следует размножить получен­
ную линию клеток и заморозить три-пять ампул основного 
стока культуры клеток. На этом этапе необходимо прове-
рить культуру на контаминацию бактериями, грибами и 
микоплазмой, а также подтвердить видовую принадлеж-
ность с помощью анализа кариотипа и специфических 
маркеров ДНК.

Этап 2 – рабочий сток. Размораживается одна ампула 
основного стока, клетки размножаются и криоконсерви­
руется 10–100 ампул. В конце этого этапа также необхо-
димо провести проверку культуры клеток.

Этап 3 – пользовательский сток. Размораживается 
одна ампула рабочего стока и снова после размножения 

замораживается 10–100 ампул с оценкой культуры. Эти 
ампулы предоставляют заказчикам культур клеток.

Такой протокол депонирования дает возможность по-
лучить большое количество материала подтвержденного 
качества. При этом число пассажей культуры до получения 
пользовательского стока минимально, например для ЭСК 
мыши оно может составлять всего семь. Это позволяет 
минимизировать риск контаминации и сохранить свойства 
линий клеток.

Заключение
Прогресс в развитии новых клеточных технологий от-
крыл широкие возможности как фундаментальных, так и 
прикладных исследований в биомедицине. Потребность 
в организации инфраструктуры для этих исследований 
очевидна и, в первую очередь, это относится к необходи-
мости создания коллекций линий таких типов клеток, как 
плюрипотентные клетки, ЭСК и ИПСК и клетки-пред-
шественники, детерминированные к дифференцировке в 
клетки определенной ткани. Такие коллекции существуют 
в Европе, США, Японии и других странах. В Российской 
Федерации также назрела необходимость в создании по-
добных коллекций для обеспечения как академических 
научных работ, так и активно развивающейся биомеди-
цины, в которой предполагается внедрение достижений 
клеточной биологии в клиническую практику.

Acknowledgments
This work was supported by State Budgeted Project 0324-
2016-0005 «Collection of pluripotent cultures of human 
and mammalian cells for general biological and biomedical 
purposes». 

Conflict of interest
The authors declare no conflict of interest.

References
Drexler H.G., Uphoff C.C. Mycoplasma contamination of cell cultures: 

Incidence, sources, effects, detection, elimination, prevention. Cy-
totechnology. 2002;39(2):75-90. DOI 10.1023/A:1022913015916.

Evans M.J., Kaufman M.H. Establishment in culture of pluripotential 
cells from mouse embryos. Nature. 1981;292(5819):154-156.

Lucey B.P., Nelson-Rees W.A., Hutchins G.M. Henrietta Lacks, HeLa 
cells, and cell culture contamination. Arch. Pathol. Lab. Med. 2009; 
133(9):1463-1467. DOI 10.1043/1543-2165-133.9.1463.

Menzorov A., Pristyazhnyuk I., Kizilova H., Yunusova A., Battulin N., 
Zhelezova A., Golubitsa A., Serov O. Cytogenetic analysis and 
Dlk1-Dio3 locus epigenetic status of mouse embryonic stem cells 
during early passages. Cytotechnology. 2016;68(1):61-71. DOI 
10.1007/s10616-014-9751-y.

Smirnov A.V., Yunusova A.M., Lukyanchikova V.A., Battulin N.R. 
CRISPR/Cas9, A universal tool for genomic engineering. Vavilov­
skii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. 2016;20(4):493-510. DOI 10.18699/VJ16.175 (in Rus-
sian). 

Takahashi K., Tanabe K., Ohnuki M., Narita M., Ichisaka T., Tomo-
da K., Yamanaka S. Induction of pluripotent stem cells from adult 
human fibroblasts by defined factors. Cell. 2007;131(5):861-872. 
DOI 10.1016/j.cell.2007.11.019.

Takahashi K., Yamanaka S. Induction of pluripotent stem cells from 
mouse embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. 
Cell. 2006;126(4):663-676. DOI 10.1016/j.cell.2006.07.024.



Актуальные технологии генетики и клеточной биологии
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

A comparative study of replicative  
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In the world of today, virotherapy is one of the rapidly 
developing areas in the treatment of cancer, and its 
advantage is selective destruction of cancer cells 
with minimizing the destructive effect on normal 
cells of the body. A promising basis for the creation 
of oncolytic drugs is orthopoxviruses, which have a 
number of advantages over other viral vectors, and 
one of these advantages is a large capacity of the 
genome, which allows genes encoding proteins with 
antitumor properties to be cloned into their genome. 
In this study, we compared the replicative properties 
of ten variants of vaccinia virus (the strain LIVP of 
VACV) using human glioblastoma cell culture; some of 
these viruses have additional genes, such as the gene 
encoding granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor, gene encoding apoptosis-inducing protein 
TRAIL and gene encoding green fluorescent protein. 
Furthermore, the virus with five virulence genes de
leted (genes encoding hemagglutinin, γ-interferon-
binding protein, thymidine kinase, complement-
binding protein and Bcl2-like inhibitor of apoptosis), 
which has significantly lower reactogenicity and 
neurovirulence compared to the original strain LIVP 
of VACV, was studied. These data suggest that vari
ants of vaccinia virus with a defective gene encoding 
thymidine kinase most actively replicate in gliobla
stoma cell culture. 

Key words: glioblastoma cell culture; virotherapy; 
oncolytic virus.

В современном мире одно из активно развивающихся направле
ний в лечении онкологических заболеваний – виротерапия, 
особенностью которой является избирательное уничтожение 
раковых клеток при минимальном воздействии на здоровые 
клетки организма. Перспективной основой для создания онко
литических препаратов могут стать ортопоксвирусы, имеющие 
ряд преимуществ перед другими вирусными векторами, одно из 
которых – большая емкость генома, что позволяет встраивать в 
их геном гены, кодирующие белки с различными противоопухо
левыми свойствами. В данной работе проведено сравнительное 
изучение репликативных свойств десяти различных вариантов 
штамма ЛИВП вируса осповакцины (ВОВ), в которых встроены 
дополнительные гены гранулоцитарно-макрофагального колоние
стимулирующего фактора, апоптоз-индуцирующего белка TRAIL 
и гена зеленого флуоресцирующего белка, на перевиваемой 
культуре клеток глиобластомы человека U87 и почки африкан
ской зеленой мартышки CV-1. Кроме того, изучен вирус с пятью 
удаленными генами вирулентности (гемагглютинина, γ-интер- 
ферон-связывающего белка, тимидинкиназы, комплемент- свя
зывающего белка и Bcl-2-подобного ингибитора апоптоза), 
характеризующийся значительно меньшей реактогенностью 
и нейровирулентностью по сравнению с исходным штаммом 
ЛИВП ВОВ. Полученные данные свидетельствуют о том, что в 
культуре клеток глиобластомы активнее всего реплицируются 
различные варианты ВОВ с нарушенным геном тимидинкиназы. 

Ключевые слова: культура клеток глиобластомы; виротерапия; 
онколитический вирус.
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Глиомы образуют гетерогенную группу опухолей цент­
ральной нервной системы (Louis et al., 2007; Perry, 
Wesseling, 2016). Одна из наиболее агрессивных форм 

глиом – глиобластома. За последние 30 лет появление 
новых методов лечения и терапевтических препаратов 
позволило увеличивать прогнозируемую продолжитель­
ность жизни людей с данным диагнозом всего лишь на 
несколько месяцев (Hulou et al., 2016), в связи с чем проб­
лема разработки новых препаратов, модификации уже 
имеющихся веществ, усовершенствования схем лечения 
остается актуальной. 

Основным методом лечения онкологических заболева­
ний является хирургический, который также применяется 
для резекции опухолей головного мозга. Однако в случае 
центральной нервной системы оперативное вмешатель­
ство сопряжено с высокой степенью риска возникнове­
ния постоперационных осложнений. Такие осложнения 
могут нести как региональный характер (травмы функ­
ционально значимых зон мозга, послеоперационный 
отек ткани мозга и геморрагические осложнения), так и 
системный (острые язвы желудочно-кишечного тракта, 
тромбозы, тромбоэмболии) (Jackson et al., 2016). Только  
у 26.5 % пациентов, перенесших резекцию глиомы со­
вместно с другими методами лечения, прогнозируемая 
продолжительность жизни составляет два года (Stupp et 
al., 2005). 

К другим методам лечения, прежде всего, относится 
лучевая терапия, которая характеризуется своими пре­
имуществами  и недостатками. Зачастую в клинической 
практике глиомы оказываются наименее чувствитель­
ными к излучению даже при высоких дозировках, при 
этом наблюдается значительный токсический эффект 
на нетрансформированные клетки (Snider, Mehta, 2016). 
Наиболее результативно комбинирование радиотерапии 
с химиотерапией. Однако большинство химиотерапевти­
ческих препаратов невозможно применять при лечении 
опухолей головного мозга, что вызвано, в первую очередь, 
непроницаемостью гематоэнцефалического барьера для 
многих химических веществ. Существуют различные 
стратегии по разработке препаратов, способных преодо­
левать гематоэнцефалический барьер, – это и химическая 
модификация существующих препаратов, и создание 
наноносителей, которые способны доставлять вещества 
к клеткам головного мозга (Karim et al., 2016). Таким 
образом, только комплексное лечение, включающее хи­
рургическое вмешательство, химио- и лучевую терапию, 
позволяет увеличить продолжительность и улучшить ка­
чество жизни больных. 

В последние годы появилось еще одно активно раз­
вивающееся направление в терапии онкологических 
заболеваний – биотерапия, которая может быть успешно 
применена в комплексе с уже существующими методами 
лечения. Принцип такой терапии заключается, прежде все­
го, в активации защитных систем организма при помощи 
противоопухолевых вакцин, моноклональных антител, 
клеточных факторов и т. д. Такой подход в лечении позво­
ляет вовлекать в противоопухолевую защиту иммунную 
систему, а также воздействовать на факторы и механизмы, 
контролирующие процессы ангиогенеза и апоптоза (Ding, 
Wei, 2012).

К одному из перспективных направлений биотерапии 
злокачественных опухолей относится виротерапия, которая 
позволяет избирательно уничтожать раковые клетки при 
минимальном воздействии на здоровые клетки организма. 
Также вирусы можно использовать в качестве способа до­
ставки в клетки факторов, необходимых для поддержания 
естественных антиканцерогенных свойств организма 
(Bienkowska-Szewczyk, Szewczyk, 1999; Weibel et al., 2011).

Данная работа посвящена оценке потенциальной воз­
можности использования созданного ранее набора онко­
литических вирусов с иммуностимулирующими свой­
ствами на основе вируса осповакцины (ВОВ) (Максютов 
и др., 2013; Петров и др., 2013; Якубицкий и др., 2015) 
для терапии глиом, а именно изучению репликативных 
свойств различных вариантов ВОВ на перевиваемой 
культуре клеток глиобластомы человека U87, для которой 
показана успешная ортотопическая ксенотрансплантация 
мышам линии SCID (Завьялов и др., 2015).

Материалы и методы
Культуры клеток. В работе использовали перевиваемую 
культуру клеток почки африканской зеленой мартышки 
CV-1 из коллекции клеточных культур ГНЦ ВБ «Вектор» 
и перевиваемую культуру клеток глиобластомы человека 
U87 из криобанка ЦКП «SPF-виварий» ИЦиГ СО РАН.

Культивирование и ростовая среда. Монослойное 
культивирование линий клеток проводили при темпе­
ратуре 37 °С в присутствии 5 % CO2 с использованием 
сред ДМЕМ (для культуры клеток CV-1) и ДМЕМ/F12 
(для культуры клеток U87) производства «Биолот» (Рос­
сия), содержащих 10 % эмбриональной сыворотки коров 
(«HyClone», США).

Вирусы. Изучали полученный из двух независимых 
клоновых вариантов ВОВ ЛИВП (клоны 5 и 14) набор 
из семи вирусов с направленно введенными инактивиру­
ющими делециями по генам J2R (кодирует тимидинкина­
зу) и C11R (вирусный фактор роста) и встройками генов, 
кодирующих фенотипический маркер (GFP), иммуно­
стимулирующую (GMCSF) и противораковую (TRAIL) 
терапевтические молекулы. Также был использован атте­
нуированный вариант ВОВ 1421ABJCN с пятью направ­
ленно введенными делециями по генам A56R (кодирует 
гемагглютинин), B8R (гамма-интерферон-связывающий 
белок), C3L (комплемент-связывающий белок), J2R (ти­
мидинкиназу) и N1L (Bcl2-подобный ингибитор апоптоза) 
(табл. 1).

Определение динамики роста вариантов ВОВ in 
vitro. Для изучения динамики роста вариантов ВОВ 
ЛИВП в системах in vitro 90 % монослой клеток линий 
CV-1 или U87, полученный на 12-луночных планшетах, 
инфицировали со множественностью заражения 0.1 БОЕ/
клетку каждым из исследуемых вирусов в трех повторах 
с инкубацией 0, 24, 48 или 72 ч при 37 °С в условиях 5 % 
CO2. После трехкратного замораживания – оттаивания 
содержащие вирус препараты титровали методом бляшек 
в монослое клеток CV-1.

Результаты
При разработке потенциального онколитического пре­
парата на основе вируса важными аспектами являются 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26948349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wesseling P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26948349
file:///M:/work/%23%20%d0%92%d0%90%d0%92%d0%98%d0%9b%d0%9e%d0%92%d0%a1%d0%9a%d0%98%d0%99%20%d0%96%d0%a3%d0%a0%d0%9d%d0%90%d0%9b/2016_20_6/For_VERSTKA/ 
file:///M:/work/%23%20%d0%92%d0%90%d0%92%d0%98%d0%9b%d0%9e%d0%92%d0%a1%d0%9a%d0%98%d0%99%20%d0%96%d0%a3%d0%a0%d0%9d%d0%90%d0%9b/2016_20_6/For_VERSTKA/ 
file:///M:/work/%23%20%d0%92%d0%90%d0%92%d0%98%d0%9b%d0%9e%d0%92%d0%a1%d0%9a%d0%98%d0%99%20%d0%96%d0%a3%d0%a0%d0%9d%d0%90%d0%9b/2016_20_6/For_VERSTKA/ 
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Репликация вирусов  
в клетках глиобластомы

селективность такого вируса в отношении онкогенно 
трансформированных клеток и эффективность размноже­
ния вируса в таких клетках. Поэтому нами было проведено 
сравнительное изучение репликативных свойств 10 вари­
антов ВОВ (см. табл. 1) на перевиваемых культурах клеток 
высокочувствительной для ВОВ линии CV-1 и широко 
используемой в исследованиях глиобластомы человека 
U87 с целью определения комбинации модификаций в 
геноме ВОВ, обеспечивающей наибольшую селектив­
ность размножения ВОВ в клетках глиом. 

Проведенные эксперименты не выявили значимых 
различий в ростовых характеристиках исследуемых ре­
комбинантных вариантов ВОВ в сравнении с исходными 
клоновыми вариантами ВОВ в культуре клеток CV-1 
(табл. 2).

В группе вирусов с происхождением из клона 5 ВОВ 
на культуре клеток U87 наблюдалась более высокая эф­
фективность роста в сравнении с исходным вирусом для 
вариантов ВОВ с нарушением одного гена, J2R, или двух 
генов, J2R и C11R, без встроек чужеродных генов. При 
этом встройка гена GMCSF, независимо от комбинации с 

другими нарушаемыми и встраиваемыми генами, значи­
тельно (до полутора порядков) снижала репродуктивную 
способность рекомбинантных вирусов на данной глиом­
ной культуре клеток U87 (рис. 1).

В группе вирусов с происхождением из клона 14 ВОВ 
на культуре клеток U87 также наблюдалась большая эф­
фективность роста в сравнении с исходным вирусом для 
обоих вариантов ВОВ с нарушением гена J2R (и одно­
временной встройкой гена GFP) и с нарушением, помимо 
гена J2R, дополнительно четырех вирусных генов: A56R, 
B8R, C3L и N1L (рис. 2).

Обсуждение
Вирусы являются естественными природными имму­
номодуляторами, активно взаимодействующими как с 
иммунными, так и с другими, в частности опухолевы­
ми, клетками и обладающими повышенным тропизмом 
к последним (Уразова, Кузнецова, 2013). Именно это 
природное свойство вирусов – тропность к опухолевым 
клеткам – позволяет рассматривать их в качестве терапев­
тических средств лечения онкологических заболеваний.

Table 1. VACV variants tested 

№ Recombinant VACV Disturbed VACV gene Inserted gene References

1 VACV cl. 5 – – Maksyutov et al., 2013

2 VACVΔJ2R J2R –

3 VACVΔJ2R/GMCSF(+) J2R GMCSF

4 VACVΔJ2RΔC11R J2R, C11R –

5 VACVΔJ2RΔC11R/GMCSF(+) J2R, C11R GMCSF

6 VACVΔJ2RΔC11R/GMCSF(+)GFP(+) J2R, C11R GMCSF, GFP

7 VACVΔJ2RΔC11R/GMCSF(+)TRAIL(+) J2R, C11R GMCSF, TRAIL

8 VACV cl. 14 – – Yakubitskiy et al., 2015

9 1421ABJCN A56R, B8R, J2R, C3L, N1L –

10 LIVP-GFP J2R GFP Petrov et al., 2013

Viruses 2–7 are derived from VACV clonal variant 5 (No. 1); Viruses 9, 10 are derived from VACV clonal variant 14 (No. 8).

Table 2. Growth dynamics of the studied VACV variants on the cell culture CV-1

Virus
Virus titer*, log10 PFU/ml in a certain time after infection (h)

0 24 48 72

VACV cl. 5 3.81 ± 0.02 5.64 ± 0.01 7.13 ± 0.00 6.86 ± 0.02

VACVΔJ2R 3.95 ± 0.02 5.44 ± 0.07 7.05 ± 0.01 6.82 ± 0.01

VACVΔJ2R/GMCSF(+) 3.96 ± 0.02 4.63 ± 0.01 7.04 ± 0.00 6.58 ± 0.03

VACVΔJ2RΔC11R 3.89 ± 0.02 4.99 ± 0.01 6.77 ± 0.00 6.54 ± 0.04

VACVΔJ2RΔC11R/GMCSF(+) 4.00 ± 0.03 4.59 ± 0.06 6.65 ± 0.01 6.18 ± 0.08

VACVΔJ2RΔC11R/GMCSF(+)GFP(+) 3.77 ± 0.01 4.58 ± 0.02 6.63 ± 0.03 6.40 ± 0.05

VACVΔJ2RΔC11R/GMCSF(+)TRAIL(+) 3.80 ± 0.07 4.51 ± 0.03 6.75 ± 0.01 6.16 ± 0.04

VACV cl. 14 3.67 ± 0.03 5.56 ± 0.05 7.14 ± 0.02 6.78 ± 0.03

1421ABJCN 3.51 ± 0.03 5.19 ± 0.02 6.96 ± 0.02 6.66 ± 0.02

LIVP-GFP 3.71 ± 0.03 5.82 ± 0.02 6.98 ± 0.02 6.55 ± 0.02

* Virus titers are presented as the mean value (μ) ± standard deviation (σ).
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В настоящее время известно немало препаратов на 
основе вирусов, которые успешно проходят клинические 
испытания. Для их создания используются вирусы, при­
надлежащие к широкому спектру вирусных семейств 
как ДНК-, так и РНК-содержащих. Одним из наиболее 
известных лекарственных препаратов вирусной природы 
является Rigvir, созданный на основе вируса семейства 
Picornaviridae. С 2004 г. Rigvir зарегистрирован в Латвии 
для лечения меланомы, локальной терапии кожных и под­
кожных метастазов меланомы, профилактики рецидивов и 
метастазов после операции (Donina et al., 2015). В 2015 г. 
для лечения меланомы в США был зарегистрирован гер­
песвирусный препарат Imlygic, его применяют в случае 
неоперабельных опухолей (Pol et al., 2015). Практически 
одновременно с Rigvir компания Shanghai Sunway Bio­
tech зарегистрировала в Китае аденовирусный препарат 
Oncorine, который в сочетании с химиотерапией исполь­
зуется для лечения рака носоглотки (Liang, 2012). 

В случае вирусной терапии опухолей головного мозга 
наиболее изучаемыми являются вирусы простого герпеса и 
аденовирусы. Так, вирус простого герпеса при попадании 
в клетку обусловливает синтез вирусной тимидинкиназы, 
что при совместной терапии с ганцикловиром приводит 
к нарушению клеточного цикла и, как следствие, – к кле­
точной гибели. Данный подход был описан еще в 1986 г. 
(Moolten, 1986) и остается актуальным. В недавних кли­
нических испытаниях на пациентах с диагностированной 
глиобластомой изучали действие аденовирусного вектора, 

несущего ген тимидинкиназы вируса простого герпеса. 
На третьей фазе клинических испытаний, проводимых в 
Европе (ASPECT), данный препарат не зарекомендовал 
себя как увеличивающий общую выживаемость по срав­
нению с препаратами, используемыми при стандартных 
методах лечения (Westphal et al., 2013). Однако аналогич­
ный вирус (аденовирус, содержащий ген тимидинкиназы 
вируса простого герпеса) при совместной химиолучевой 
терапии показал обнадеживающие результаты на первой и 
второй стадиях испытаний (Chiocca et al., 2011). Большая 
часть потенциальных онколитических терапевтических 
средств в настоящее время находится на первой стадии 
клинических испытаний. 

Нами предлагается использовать ВОВ как основу для 
создания онколитического терапевтического средства. 
Данный вирус имеет ряд преимуществ перед другими 
вирусами. Во-первых, репликация вируса происходит 
в цитоплазме клетки, что исключает мутагенез за счет 
интеграции вирусной ДНК в геном клетки; во-вторых, 
большая емкость двуцепочечного вирусного ДНК-генома 
позволяет осуществлять встройку в его состав много­
численных генов, кодирующих иммуностимулирующие 
и противораковые терапевтические молекулы, и адресно 
доставлять их в опухолевые клетки; в-третьих, долгая 
история клинического применения ВОВ в борьбе с на­
туральной оспой гарантирует эффективность его при­
менения для человека. 

В используемых нами вариантах ВОВ имеются раз­
личные комбинации модификаций вирусного генома. 
Варианты вируса с нарушенными генами тимидинкиназы 
и вирусного фактора роста позволяют снизить способ­
ность вируса к репликации в здоровых клетках организма 
(Максютов и др., 2013; Петров и др., 2013). Встройка в 
вирусный геном генов гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора и апоптоз-индуци­
рующего белка TRAIL позволяет представлять раковые 
антигены иммунной системе организма и запускать 
апоптоз. Полученный ранее вариант ВОВ с пятью уда­
ленными генами вирулентности (генами гемагглютинина, 
γ-интерферон-связывающего белка, тимидинкиназы, 
комплемент-связывающего белка и Bcl-2-подобного ин­
гибитора апоптоза) характеризуется значительно меньшей 
реактогенностью и нейровирулентностью по сравнению с 
исходным штаммом ЛИВП ВОВ (Якубицкий и др., 2015), 
что открывает перспективы для применения этого вируса 
как более безопасного вирусного вектора.

Ранее была отработана модель ортотопической ксе­
нотрансплантации клеток глиобластомы человека U87 
иммунодефицитным мышам линии SCID, которая может 
быть использована в качестве in vivo модели для проверки 
новых противоопухолевых препаратов и схем лечения 
онкологических заболеваний головного мозга человека 
(Завьялов и др., 2015).

Полученные нами данные по изучению динамики роста 
вирусов в перевиваемой культуре глиобластомы человека 
U87 свидетельствуют о том, что активнее всего репли­
цируются в культуре клеток глиом различные варианты 
ВОВ с нарушенным геном тимидинкиназы (см. рис. 1, 2). 
Встройка гена GMCSF, независимо от комбинации с дру­
гими нарушаемыми и встраиваемыми генами, значитель­
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Fig. 1. Growth dynamics of VACV cl. 5 and its recombinants on the cell 
culture U87.

Fig. 2. Growth dynamics of VACV cl. 14 and its recombinants LIVP-GFP 
and 1421ABJCN on the cell culture U87.
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Репликация вирусов  
в клетках глиобластомы

но (до полутора порядков) снижает репродуктивную спо­
собность рекомбинантных вирусов на данной глиомной 
культуре клеток U87 (см. рис. 1).

Полученные результаты в эксперименте in vitro пока­
зывают, что, по крайней мере, некоторые исследованные 
кандидатные онколитические ВОВ могут быть после 
испытаний в системе in vivo использованы при создании 
новых препаратов для лечения глиом человека.
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Моделирование патологий
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Renin-angiotensin-aldosterone 
system in ISIAH rats with stress-
induced arterial hypertension 

A.D. Dubinina1  , E.V. Antonov1, L.A. Fedoseeva1, 
Е.N. Pivovarova1, A.L. Markel1, 2, L.N. Ivanova1, 2 

1 Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

Because the renin-angiotensin system (RAS) has a wide 
range of opportunities in the regulation of fluid and 
electrolyte balance and arterial pressure, it is currently 
hypothesized that alterations in systemic circulating 
or local tissue RAS are some of the most important 
pathogenetic factors in the development of essential 
hypertension. The aim of the study was to investigate 
circulating and local tissue RAS activities in ISIAH rats 
with stress-induced arterial hypertension. We estimat
ed the serum levels of renin, the angiotensin-converting 
enzyme, angiotensin II and aldosterone by an enzyme-
linked immunosorbent assay, and mRNA expression 
of RAS genes in kidney, adrenals and brain tissues was 
measured by the real-time polymerase chain reaction. 
The mRNA expression of the renin gene (Ren) in the 
ISIAH rats was significantly decreased as compared 
to the normotensive WAG rats, but plasma renin con
centrations had no difference. At the same time, the 
serum levels of angiotensin II and aldosterone in the 
ISIAH rats were enhanced, which suggests the exist
ence of an ectopic site of angiotensin synthesis. 
Expression of RAS genes in the adrenals of hyperten
sive rats was unchanged. By contrast, a significant 
increase of RAS genes expression was found in the 
brain tissues. The mRNA of the Ren gene was increased 
in the hypothalamus, and the mRNA of Ace gene was 
increased in the brain stem of the ISIAH rats. This may 
be indicative of a local increase of RAS activity in the 
brain tissues of ISIAH rats. Nevertheless, the results of 
the study define ISIAH rat strain as a model of human 
low-renin hypertension.

Key words: ISIAH rat strain; renin-angiotensin-
aldosterone system; low-renin hypertension.

Благодаря широкому спектру возможностей ренин- ангиотензи
новой системы (РАС) в регуляции водно-солевого баланса и арте
риального давления изменение ее активности на системном или 
локальном (тканевом) уровнях в настоящее время рассматривает
ся как один из наиболее значимых патогенетических факторов 
развития эссенциальной гипертонии. Цель работы – исследование 
циркуляторной и тканевой РАС у крыс НИСАГ со стресс- индуциро
ванной артериальной гипертензией. Была измерена концентрация 
ренина, ангиотензин-превращающего фермента, ангиотензина II 
и альдостерона в сыворотке крови методом иммуноферментного 
анализа, а также исследована экспрессия основных генов РАС в 
почке, надпочечнике и отделах мозга с помощью полимеразной 
цепной реакции в реальном времени. Обнаружено, что в почке 
крыс НИСАГ снижена экспрессия мРНК гена ренина Ren по сравне
нию с нормотензивными крысами WAG, при этом концентрация 
ренина в сыворотке крови крыс данных линий не отличается. 
В то же время у крыс этой гипертензивной линии наблюдалось 
достоверное увеличение концентраций ангиотензина II и альдо
стерона в сыворотке крови, что может свидетельствовать о нали
чии «эктопического» очага синтеза ангиотензина II. В надпочечни
ках крыс НИСАГ экспрессия генов компонентов РАС не изменена. 
В структурах мозга показано увеличение экспрессии генов ком
понентов данной системы: Ren – в гипоталамусе, Асе – в стволе 
мозга, что подтверждает повышение базальной активности цент
ральной РАС у крыс НИСАГ. Тем не менее проведенное исследова
ние позволяет идентифицировать крыс линии НИСАГ как модель 
низкорениновой формы гипертонической болезни человека.

Ключевые слова: крысы линии НИСАГ; ренин-ангиотензин-
альдостероновая система; низкорениновая гипертония.
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Среди систем регуляции водно-электролитного ба-
ланса и артериального давления ключевую роль 
играет ренин-ангиотензиновая система (РАС), ко

торая обеспечивает координацию работы сердечно-со-
судистой системы, почек и надпочечников (Carey, Sigary, 
2003; Coffman, Crowley, 2008). Снижение перфузионного 
давления в почечной артерии и увеличение активности 
симпатических нервов почки в результате снижения ар-
териального давления стимулируют синтез и секрецию 
ренина в клетках юкстагломерулярного аппарата почки, 
в то время как увеличение концентрации NaCl в каналь-
цевой жидкости в области плотного пятна вследствие 
увеличения потребления соли с пищей оказывает ингиби-
рующее действие на синтез и секрецию ренина (Montani, 
Van Vliet, 2004; Castrop et al., 2010). Ранее было показано, 
что повышение стресс-реактивности у крыс НИСАГ со 
стресс-чувствительной артериальной гипертонией прояв-
ляется в усилении стрессового ответа гипоталамо-гипофи-
зарно-адренокортикальной и симпатоадреналовой систем 
(Markel et al., 2007). Со стороны симпатоадреналовой 
системы у крыс НИСАГ в надпочечниках наблюдают-
ся повышенные содержание адреналина и экспрессия 
генов, кодирующих ключевые ферменты его биосинте-
за, – тирозингидроксилазу, дофамин-β-гидроксилазу и 
фенилэтаноламин-N-метилтрансферазу (Markel et al., 
2007; Бузуева и др., 2010). Морфологические исследо-
вания мозгового вещества надпочечников крыс НИСАГ 
выявили структурные изменения, свидетельствующие о 
повышенной активности хромаффинных клеток уже в 
препубертатном периоде онтогенеза (Бузуева и др., 2010). 
Увеличение концентрации адреналина в крови при легком 
эмоциональном стрессе также более выражено у крыс 
НИСАГ, чем у крыс WAG (Markel et al., 2007). Предпола-
галось, что симпатоадреналовая гиперреактивность при-
водит к повышению активности синтеза ренина в почке 
крыс линии НИСАГ, что лежит в основе развивающейся 
гипертензии. Однако первые попытки оценить активность 
данной системы у крыс НИСАГ не подтвердили перво-
начальную гипотезу: было обнаружено, что активность 
ренина в плазме крови крыс НИСАГ не отличается от ак-
тивности ренина в плазме нормотензивных крыс Вистар и 
WAG, а в ткани мозгового вещества почки даже понижена 
(Черкасова, Федоров, 2006; Amstislavsky et al., 2006). Цель 
настоящего исследования – охарактеризовать РАС крыс 
НИСАГ на системном и тканевом уровнях.

Материал и методы
Экспериментальные животные. Работа выполнена на 
взрослых (5 мес) самцах крыс двух инбредных линий – 
гипертензивной линии НИСАГ (ISIAH) и нормотензивной 
линии WAG. Все эксперименты проведены в соответствии 
с правилами Совета европейского сообщества (Директива 
86/609/EEC от 24 ноября 1986 г.) и с одобрения Комиссии 
по биоэтике Института цитологии и генетики СО РАН. 
Концентрацию ренина, ангиотензин-превращающего фер
мента, ангиотензина II и альдостерона в сыворотке крови 
определяли методом иммуноферментного анализа с по-
мощью коммерческих наборов Renin (REN) BioAssay™ 
ELISA Kit (United States Biological, СШA), ELISA-ACE 
(Cloud-Clone Corp., СШA), Angiotensin II EIA Kit (Sigma-

Aldrich, США) и Aldosterone ELISA Kit (MyBioSource, 
СШA) соответственно.

Выделение мРНК. мРНК выделяли из гомогенатов 
тканей животных (почки, надпочечника, гипоталамуса и 
ствола мозга) с использованием TRI-REAGENT (IBCO/
Life Technologies, СШA) согласно рекомендациям произ
водителя. Примеси геномной ДНК удаляли обработкой 
ДНКазой I (Promega, СШA) согласно рекомендациям про
изводителя. Количество РНК определяли спектрофото-
метрически.

Получение кДНК. Обратную транскрипцию прово-
дили в растворе объемом 50 мкл, содержащем 1 мкг вы-
деленной РНК, 0.25 нмоль праймеров (N9 – случайные но-
нануклеотидные праймеры (ЗАО «Биосан», Новосибирск, 
Россия)), 36 мкл буфера для обратной транскрипции, 
40 ед. акт. обратной транскриптазы MoMLV (все – ЗАО 
«Вектор-Бест», Новосибирск, Россия) и 0.4 мM dNTP. 
Синтез кДНК проводили 1 ч при 37 °C, затем 30 мин при 
42 °C и 10 мин при 50 °C. Фермент инактивировали про-
греванием смеси 5 мин при 75 °C.

Приготовление «стандартной» кДНК. Из всех полу-
ченных образцов кДНК одной ткани отбирали аликвоты 
(по 3 мкл) и смешивали. Полученный «усредненный» 
раствор использовали в полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) для построения калибровочных кривых.

ПЦР в реальном времени. Для определения уровня 
экспрессии генов проводили ПЦР в реальном времени 
на амплификаторе iQ5 (Bio-Rad Laboratories, СШA) с 
использованием SYBR Green I. Последовательности 
олигонуклеотидов подбирали с помощью программы 
PrimerQuest (Integrated DNA Technologies, http://eu.idtdna.
com/PrimerQuest/). Степень гомологии праймеров про-
веряли с применением алгоритма BLAST (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Список праймеров приведен в 
табл. 1. ПЦР в реальном времени проводили при следу-
ющих условиях: прогрев 1 мин при 95 °C; далее – 35–40 
основных циклов: 15 с при 95 °C, 20 с при температуре 
отжига праймеров Тотж (см. табл. 1), 20 с при 72 °C, реги-
страция флуоресценции продуктов ПЦР 10 с при Tрег (см. 
табл. 1); запись кривой плавления от 65 до 94 °C. По ка-
либровочным кривым, полученным из разведений «стан-
дартной» кДНК, определяли относительное содержание 
исследуемых кДНК. Межлинейные различия в уровнях 
экспрессии изучаемых генов определяли путем сравнения 
отношений количества кДНК целевых генов к количеству 
кДНК гена сравнения у животных разных линий.

Статистический анализ. Статистические расчеты 
были выполнены c использованием программного паке-
та STATISTICA 6.0. Данные представлены в виде M ± m 
(среднее значение ± стандартная ошибка среднего). До-
стоверность различий между показателями у крыс двух 
генотипов устанавливали с помощью двухстороннего 
критерия Стьюдента для независимых выборок. Стати-
стически значимыми считали различия при значениях 
p < 0.05.

Результаты и обсуждение
Исследование показало, что концентрации ренина и 
ангиотензин-превращающего фермента в сыворотке 
крови гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных 
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крыс WAG достоверно не различаются (табл. 2). Тем не 
менее у крыс НИСАГ обнаружено достоверное увеличе-
ние концентраций ангиотензина II (p < 0.05) и альдосте-
рона (p < 0.01) в сыворотке крови.

В почке гипертензивных крыс снижена экспрессия 
мРНК генов ренина Ren (p < 0.001), ангиотензин-превра-
щающего фермента Ace (p < 0.001) и рецептора ангиотен-
зина II первого типа Agtr1a (p < 0.01) (табл. 3). В надпо-
чечниках крыс НИСАГ, впрочем, как и контрольных крыс 
WAG, количество мРНК Ren и Ace было чрезвычайно 
низким, фактически на уровне чувствительности метода. 
Межлинейных различий экспрессии других исследуемых 
генов в надпочечниках обнаружено не было. В гипота-
ламусе крыс НИСАГ отмечено увеличение экспрессии 
ренинового гена Ren (p < 0.05), а в стволе мозга наблюда-
ется увеличение концентрации мРНК гена Асе (p < 0.001).

Анализ активности системной РАС показал, что в почке 
гипертензивных крыс НИСАГ снижена экспрессия мРНК 
гена ренина Ren по сравнению с крысами WAG, в то же 
время концентрация ренина в сыворотке крови крыс 
данных линий не отличается. Эти данные совпадают с 
полученными нами ранее результатами по иммуноги-
стохимической оценке содержания ренина и мРНК гена 
ренина в прегломерулярных афферентных артериолах 
в почках крыс НИСАГ и измерению активности этого 
фермента в крови гипертензивных крыс (Amstislavsky et 
al., 2006), что в совокупности является убедительным до-
казательством пониженной активности РАС у крыс линии 
НИСАГ. Активность почечной РАС у крыс НИСАГ также 
снижена, о чем свидетельствует уменьшение экспрессии 
других компонентов данной системы: ангиотензин-пре-
вращающего фермента и ангиотензинового рецептора 

Table 1. Primers used in real-time PCR with SYBR Green I  

Gene Nucleotide sequence of primers Тanneal Тacq

Ren F: 5’– CCT GGG AGT CAA AGA GAA GA – 3’
R: 5’– ACA GGT CAT CGT TCC TGA AG – 3’

64 °C 84 °C

Agt F: 5’– CCT CGC TCT CTG GAC TTA TC – 3’
R: 5’– CAG ACA CTG AGG TGC TGT TG – 3’

63 °C 87 °C

Ace F: 5’– ATG GTA CAG AAG GGC TGG AA – 3’
R: 5’– TTG TAG AAG TCC CAC GCA GA – 3’

62 °C 88 °C

Agtr1a F: 5’– AAA TGA GCA CGC TTT CTT ACC G – 3’ 
R: 5’– TGA GGC AGG GTG AAT GGT CC – 3’

63 °C 86 °C

Rpl30 F: 5’– CAT CTT GGC GTC TGA TCT TG –3’
R: 5’– TCA GAG TCT GTT TGT ACC CC –3’

61–64 °C* 84 °C

Тanneal – annealing temperature, Тacq – temperature of fluorescence signal acquisition. 

* Primer annealing for the reference gene was performed at the same temperature as for the target gene.

Table 3. mRNA expression of the renin-angiotensin axis genes in the kidney, adrenal, and brain tissues of the ISIAH and WAG rats 

Genes
Kidney Adrenals Hypothalamus Brain stem

WAG (n = 7) НИСАГ (n = 7) WAG (n = 7) НИСАГ (n = 7) WAG (n = 7) НИСАГ (n = 7) WAG (n = 7) НИСАГ (n = 7)

Ren 1.10 ± 0.12 0.61 ± 0.07*** – – 0.45 ± 0.058 0.63 ± 0.065* 1.15 ± 0.08 1.27 ± 0.071

Agt 1.075 ± 0.123 0.885 ± 0.129 0.71 ± 0.15 0.77 ± 0.16 1.30 ± 0.13 1.34 ± 0.16 1.00 ± 0.02 1.11 ± 0.013

Ace 1.23 ± 0.13 0.70 ± 0.08*** – – 0.87 ± 0.07 0.74 ± 0.13 0.54 ± 0.04 0.73 ± 0.11***

Agtr1a 1.27 ± 0.14 0.84 ± 0.08** 0.94 ± 0.041 0.94 ± 0.043 0.34 ± 0.039 0.35 ± 0.042 0.74 ± 0.079 0.80 ± 0.037

* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, interstrain differences; –, negligible expression

Table 2. Concentrations of the renin-angiotensin-aldosterone axis components in the blood serum of ISIAH and WAG rat strains 

Serum concentration of WAG (n = 5) НИСАГ (n = 5) p

renin, pg/ml 87.407 ± 10.600 91.852 ± 26.424 NS

ACE, ng/ml 11.693 ± 1.858 12.404 ± 1.959 NS

angiotensin-II, pg/ml 16.96 ± 1.94 27.2 ± 2.6 p < 0.05 ↑
aldosterone, pg/ml 780 ± 73.64 1113 ± 56.74 p < 0.01 ↑

ACE, angiotensin-converting enzyme.
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Ренин-ангиотензин-альдостероновая система 
у крыс линии НИСАГ

типа 1А (см. табл. 2). Возникает вопрос, почему в таком 
случае наблюдается повышение концентраций ангиотен-
зина II и альдостерона в плазме крови гипертензивных 
крыс (см. табл. 2). На первый взгляд эта ситуация на-
поминает картину, наблюдаемую у трансгенных крыс 
линии TGR(mREN2)27 (Langheinrich et al., 1996), полу-
ченной путем искусственного переноса в геном крыс 
дополнительного мышиного гена ренина Ren2 (Mullins 
et al., 1990). Для крыс данной линии характерно наличие 
тяжелой формы гипертонии, однако активность ренина в 
плазме периферической крови остается либо нормальной, 
либо даже пониженной; в ткани почек содержание ренина 
также снижено. Более того, отмечается явное подавление 
активности РАС почки, о чем свидетельствует снижен-
ный уровень экспрессии генов данной системы в почке. 
Было показано, что развитие гипертонии у трансгенных 
крыс, по-видимому, связано с изменением активности 
локальной РАС главным образом в надпочечнике, где была 
зарегистрирована повышенная экспрессия ренинового 
трансгена. Гиперактивация синтеза ренина в надпочечни-
ках, вероятно, служила причиной повышенной секреции 
альдостерона. В свою очередь, снижение активности се-
креции ренина клетками юкстагломерулярного аппарата 
было связано с повышением перфузионного давления в 
почечных клубочках. Следовательно, причиной развития 
гипертензии в данном случае стало появление «эктопи-
ческого» очага синтеза ренина в железе, синтезирующей 
альдостерон.

Таким образом, появилась необходимость исследовать 
активность экспрессии генов РАС в надпочечниках крыс 
НИСАГ, которая могла бы быть увеличена в результате 
длительной селекции этих крыс на повышенную стресс-
реактивность. Результаты исследования полностью ис
ключили данное предположение. Количество мРНК рени
нового гена и гена ангиотензин-превращающего фермента 
в надпочечниках крыс НИСАГ так же, как и у контрольных 
крыс WAG, было чрезвычайно низким, фактически на 
уровне чувствительности метода (см. табл. 2). Таким об
разом, исследование надпочечников не дало ответа на 
вопрос о причине повышения уровня ангиотензина II и 
альдостерона в плазме крыс НИСАГ.

В последние десятилетия все больше внимания уделя-
ется РАС мозга и ее участию в регуляции симпатической 
активности и артериального давления (Coble et al., 2015). 
Выполненное нами исследование активности генов дан-
ной системы в отделах мозга – гипоталамусе и стволе 
мозга – выявило наличие существенных межлинейных 
различий: экспрессия ренинового гена была повышена 
в гипоталамусе крыс НИСАГ, а в стволе мозга отмечено 
достоверное увеличение концентрации мРНК гена Асе. 
На основании этих данных можно предположить по-
вышение синтеза ангиотензина II в отделах мозга крыс 
НИСАГ. Гипотеза о центральном происхождении части 
циркулирующего ангиотензина II, на первый взгляд, 
кажется невозможной (Pardridge, 1983). Однако литера-
турные данные о проницаемости гематоэнцефалического 
барьера для некоторых пептидов, в частности для ангио
тензина II, дают определенную надежду на объяснение 
повышенного содержания «тандема» ангиотензин – аль-
достерон в крови крыс НИСАГ выходом ангиотензина II 

из некоторых отделов мозга. Известно, что в области 
циркумвентрикулярных органов, к которым относятся 
субфорникальный орган, сосудистый орган терминальной 
пластинки и area postrema (самое заднее поле гипотала-
муса), гематоэнцефалический барьер является наиболее 
проницаемым, что позволяет таким низкомолекулярным 
пептидам крови, как ангиотензин II, взаимодействовать 
с данными областями мозга (Coble et al., 2015). При 
гипертонии показано нарушение целостности гематоэн-
цефалического барьера (Pelisch et al., 2011; Biancardi et 
al., 2014; Biancardi, Stern, 2016), благодаря чему ангиотен-
зин II из циркулирующей крови может также проникать 
в паравентрикулярное ядро гипоталамуса и ростральный 
отдел вентролатерального продолговатого мозга, вызывая 
повышение активности симпатической нервной системы. 
Нужно отметить, что нарушение гематоэнцефалического 
барьера отчасти может быть результатом воспалитель-
ных процессов в стенках микрососудов головного мозга, 
индуцируемых ангиотензином II (Zhang et al., 2010). 
Можно предположить, что дополнительным источником 
циркулирующего ангиотензина II у крыс НИСАГ являются 
некоторые отделы головного мозга, чему способствует по-
вышение транскрипционной активности генов РАС в этих  
отделах.

Для крыс линии НИСАГ помимо гипертензии харак-
терны дислипидемия (повышенное содержание тригли-
церидов и холестерина липопротеинов очень низкой и 
низкой плотности, сниженное содержание холестерина 
липопротеинов высокой плотности в сыворотке крови), 
повышенные содержание глюкозы в крови и масса тела по 
сравнению с крысами WAG (Пивоварова и др., 2011). Та-
ким образом, крысы НИСАГ демонстрируют весь симпто-
мокомплекс, характерный для метаболического синдрома. 
В настоящее время в качестве одной из причин развития 
метаболического синдрома рассматривают нарушение 
работы РАС в жировой ткани (Yasue et al., 2010). Согласно 
данной гипотезе, увеличение синтеза ангиотензиногена и 
ангиотензина II в адипоцитах способствует повышению 
концентрации этих белков в циркуляторном русле, что 
приводит к развитию гипертонии у человека. Более того, 
ангиотензин II, помимо влияния на сердечно-сосудистую 
систему и почки, вызывает инсулинорезистентность, 
нарушение толерантности к глюкозе, подавляет диффе-
ренцировку адипоцитов, способствуя их гипертрофии, 
стимулирует липогенез и секрецию провоспалительных 
адипокинов адипоцитами (Frigolet et al., 2013), в резуль-
тате чего развивается метаболический синдром. При 
этом активность РАС в жировой ткани не зависит от ак-
тивности системной РАС: экспрессия ренина в жировой 
ткани не коррелирует с концентрацией этого фермента 
в крови (Marcus et al., 2013). На основании этих данных 
можно предположить, что повышенная концентрация 
ангиотензина II при сниженной концентрации ренина в 
крови НИСАГ может быть обусловлена гиперактивацией 
РАС жировой ткани. Однако эта гипотеза требует экспе-
риментального подтверждения.

Тем не менее необходимо подчеркнуть, что общая 
картина гипертензии у крыс линии НИСАГ соответствует 
низкорениновой форме артериальной гипертонии, которая 
встречается у людей не менее чем в 25 % случаев (Sahay, 
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Sahay, 2012). Для данной формы артериальной гипертонии 
характерны понижение синтеза ренина в почке и повы-
шение минералокортикоидной активности, что приводит 
к повышенной солевой чувствительности. Нами показано, 
что содержание крыс НИСАГ в условиях повышенной 
солевой нагрузки (питье 2 % раствора NaCl) в течение не
дели приводит к повышению артериального давления до 
230 мм рт. ст. (Неопубл. данные).

Таким образом, крысы линии НИСАГ представляют 
собой модель низкорениновой формы гипертонической 
болезни человека. Наличие такой модели позволит про-
вести целенаправленные исследования, посвященные 
раскрытию механизмов формирования низкорениновой 
гипертонической болезни, которые до сих пор остаются 
мало изученными.

Acknowledgments
This work was supported by State Budgeted Projects 
0324-2015-0004 and 0324-2015-0022 and by the Russian 
Foundation for Basic Research, project 16-04-00763.

Conflict of interest
The authors declare no conflict of interest.

References
Amstislavsky S., Welker P., Frühauf J.H., Maslova L., Ivanova L., Jen- 

sen B., Markel A.L., Bachman S. Renal and endocrine changes in rats 
with inherited stress-induced arterial hypertension (ISIAH). Histo
chem. Cell Biol. 2006;125(6):651-659. DOI 10.1007/s00418-005-
0118-5.

Biancardi V.C., Son S.J., Ahmadi S., Filosa J.A., Stern J.E. Circulating 
angiotensin II gains access to the hypothalamus and brain stem dur-
ing hypertension via breakdown of the blood-brain barrier. Hyper-
tension. 2014:63(3):572-579. DOI 10.1161/HYPERTENSIONAHA. 
113.01743.

Biancardi V.C., Stern J.E. Compromised blood-brain barrier perme-
ability: novel mechanism by which circulating angiotensin II sig-
nals to sympathoexcitatory centres during hypertension. J. Physiol. 
2016;594(6):1591-1600. DOI 10.1113/JP271584.

Buzueva I.I., Filyushina E.E., Shmerling M.D., Markel A.L., Jacobson 
G.S. The chronic stress influence on the adrenal glands structure in 
hypertensive ISIAH rats after preventive treatment with terazosin. 
Byulleten SO RAMN = Bulletin of SB RAMS. 2010;30(4):56-61. 
(in Russian)

Carey R.M., Siragy H.M. Newly recognized components of the renin-
angiotensin system: potential roles in cardiovascular and renal regu-
lation. Endocr. Rev. 2003;24:261-271. DOI 10.1210/er.2003-0001.

Castrop H., Höcherl K., Kurtz A., Schweda F., Todorov V., Wagner C. 
Physiology of kidney renin. Physiol. Rev. 2010;90(2):607-673. DOI 
10.1152/physrev.00011.2009.

Cherkasova O.P., Fedorov V.I. Renin activity in kidney and plasma 
in hereditary stress-induced arterial hypertension. Vestnik TGU = 
Tomsk State University Journal. 2006;21:167-168. (in Russian)

Coble J.P., Grobe J.L., Johnson A.K., Sigmund C.D. Mechanisms of 
brain renin angiotensin system-induced drinking and blood pres-
sure: importance of the subfornical organ. Am. J. Physiol. Regul. 
Integr. Comp. Physiol. 2015;308:R238-R249. DOI 10.1152/ajpregu. 
00486.2014.

Coffman T.M., Crowley S.D. Kidney in hypertension: guyton redux. 
Hypertension. 2008;51(4):811-816. DOI 10.1161/HYPERTENSIO-
NAHA.105.063636.

Frigolet M.E., Torres N., Tovar A.R. The renin-angiotensin system in 
adipose tissue and its metabolic consequences during obesity. J. Nutr. 
Biochem. 2013;24:2003-2015. DOI 10.1016/j.jnutbio.2013.07.002.

Langheinrich M., Lee M.A., Böhm M., Pinto Y.M., Ganten D., Paul M. 
The hypertensive Ren-2 transgenic rat TGR (mIXEN) 27 in hyper-
tension research – characteristics and functional aspects. Am. J. 
Hepertens. 1996;9:506-512. 

Marcus Y., Shefer G., Stern N. Adipose tissue renin-angiotensin-aldo-
sterone system (RAAS) and progression of insulin resistance. Mol. 
Cell. Endocrinol. 2013;378:1-14.

Markel A.L., Redina O.E., Gilinsky M.A., Dymshits G.M., Kalashniko-
va E.V., Khvorostova Y.V., Fedoseeva L.A., Jacobson G.S. Neuro-
endocrine profiling in inherited stress-induced arterial hypertension 
rat strain with stress-sensitive arterial hypertension. J. Endocrinol. 
2007;195(3):439-450. DOI 10.1677/JOE-07-0254.

Montani J.-P., Van Vliet B.N. General physiology and pathophysiology 
of the renin-angiotensin system. Handbook of Experimental Phar-
macology. Ed. T. Unger, B.A. Scholkens. Berlin: Springer Verlag, 
2004;163(1):3-29.

Mullins J.J., Peters J., Garnten D. Fulminant hypertension in transgenic 
rats harboring the mouse Ren-2 gene. Nature. 1990;344:541-544. 
DOI 10.1038/344541a0.

Pardridge W.M. Neuropeptides and the blood-brain barrier. Ann. Rev. 
Physiol. 1983;45:73-82. DOI 10.1146/annurev.ph.45.030183.000445.

Pelisch N., Hosomi N., Ueno M., Nakano D., Hitomi H., Mogi M., 
Shimada K., Kobori H., Horiuchi M., Sakamoto H., Matsumoto M., 
Kohno M., Nishiyama A. Blockade of AT1 receptors protects the 
blood-brain barrier and improves cognition in Dahl salt-sensitive 
hypertensive rats. Am. J. Hypertens. 2011;24(3):362-368. DOI 
10.1038/ajh.2010.241.

Pivovarova Е.N., Dushkin М.I., Perepechaeva M.L., Коbzev V.F., 
Тrufakin V.А., Маrkel А.L. All signs of metabolic syndrome in hy-
pertensive ISIAH rats are associated with elevated activity of tran-
scription factors PPAR, LXR, PXR, and CAR in the liver. Biomedit-
sinskaya khimiya = Biomedical Chemistry. 2011;57(4):435-445. (in 
Russian) 

Sahay M., Sahay R.K. Low renin hypertension. Indian J. Endocrinol. 
Metab. 2012;16(5):728-740. DOI 10.4103/2230-8210.100665.

Yasue S., Masuzaki H., Okada S., Ishii T., Kozuka C., Tanaka T., Fuji-
kura J., Ebihara K., Hosoda K., Katsurada A., Ohashi N., Urushiha-
ra M., Kobori H., Morimoto N., Kawazoe T., Naitoh M., Okada M., 
Sakaue H., Suzuki S., Nakao K. Adipose tissue-specific regulation 
of angiotensinogen in obese humans and mice: impact of nutritional 
status and adipocyte hypertrophy. Am. J. Hypertens. 2010;23:425-
431. DOI 10.1038/ajh.2009.263.

Zhang M., Mao Y., Ramirez S.H., Tuma R.F., Chabrashvili T. Angio-
tensin II induced cerebral microvascular inflammation and increased 
blood-brain barrier permeability via oxidative stress. Neuroscience. 
2010;171(3):852-858. DOI 10.1016/j.neuroscience.2010.09.029.



Моделирование патологий
ОБЗОР

Molecular mechanisms of autism 
as a form of synaptic dysfunction 
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Autism spectrum disorders are a separate group of 
defects with a very high genetic component. Genetic 
screening has identified hundreds of mutations and 
other genetic variations associated with autism, and 
bioinformatic analysis of signaling pathways and gene 
networks has led to understanding that many of these  
mutational changes are involved in the functioning 
of synapses. A synapse is a site of electrochemical 
communication between neurons and an essential 
subunit for learning and memory. Interneuronal com­
municative relationships are plastic. The most promin­
ent forms of synaptic plasticity are accompanied by 
changes in protein biosynthesis, both in neuron body 
and in dendrites. Protein biosynthesis or translation 
is a carefully regulated process, with a central role 
played by mTOR (mammalian or mechanistic target 
of rapamycin). Normally mTOR-regulated translation 
is slightly inhibited, and in most cases mutational 
damage to at least one of the links of the mTOR sig­
naling pathway, increases translation and leads to  
impaired synaptic plasticity and behavior. Deregula­
tion of the local translation in dendrites is connected 
with the following monogenic autism spectrum 
disorders: neurofibromatosis type 1, Noonan syndro­
me, Costello syndrome, Cowden syndrome, tuberous 
sclerosis, fragile X chromosome, syndrome, and Rett 
syndrome. The review considers the most important 
mutations leading to monogenic autism, as well as the 
possibility of a mechanism-based treatment of certain 
disorders of the autism spectrum.

Key words: autism spectrum disorders (ASD); 
the synapse; mechanistic or mammalian target of 
rapamycin (mTOR) ; mechanism-based therapy; 
syndromic autism.

Расстройства аутистического спектра – отдельная группа дефектов 
развития с очень высокой генетической компонентой. Генетиче­
ский скрининг выявил множество различных генетических вариа­
ций, связанных с аутизмом, а биоинформатический анализ сиг­
нальных путей и генных сетей привел к пониманию, что многие 
из этих мутационных изменений вовлечены в функционирование 
синапсов. Синапс является местом электрохимической коммуни­
кации между нейронами и необходимой субъединицей для обу­
чения и формирования памяти. Межнейронная коммуникативная 
связь пластична, и наиболее стойкие формы синаптической пла­
стичности сопровождаются изменениями в биосинтезе белка как 
в теле нейронов, так и локально в дендритах. Локальная трансля­
ция – это тонко регулируемый процесс, центральную роль в 
регуляции инициации которого играет сигнальный путь mTOR 
(mammalian or mechanistic target of rapamycin). Мутационное 
повреждение хотя бы одного из звеньев этого сигнального пути 
приводит к нарушениям синаптической пластичности и поведе­
ния. С нарушениями регуляции локальной трансляции в дендри­
тах связаны моногенные синдромы Нунана, Костелло, Каудена, 
Ретта, туберозный склероз, нейрофиброматоз I типа и синдром 
ломкой Х-хромосомы, у части носителей которых также диагно­
стируются расстройства аутистического спектра. Данный обзор 
посвящен молекулярным механизмам синдромного аутизма, 
обусловленного моногенными мутациями, а также механизм-
обоснованной терапии некоторых расстройств аутистического 
спектра.

Ключевые слова: расстройства аутистического спектра (РАС); 
синапс; mTOR; механизм-обоснованная терапия; синдромный 
аутизм.
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Расстройства аутистического спектра (РАС) – это 
комплексные нарушения психического развития, про-
цент диагностирования которых непрерывно растет 

в последние 40 лет и в настоящее время составляет более 
1 % (1 из 68) детского населения. Основные симптомы 
аутизма можно разделить на: 1) значительное снижение 
коммуникативных и социальных функций, в том числе 
речевой коммуникации и 2) значительное повышение 
стереотипии в поведении и речи, крайняя ограниченность 
интересов. Имеющиеся в настоящее время лекарственные 
препараты не способны скорректировать основные симп­
томы и нацелены лишь на облегчение некоторых, часто 
связанных с аутизмом, состояний, таких как эпилепсия, 
депрессия, гневливость и тревожность (Veenstra-Vander-
Weele, Blakely, 2012).

Изучение семейных историй и тесты на однояйцевых 
близнецах показали крайне высокую наследуемость 
аутизма (в 73–95 % диагностировались оба близнеца), а 
генетический скрининг выявил сотни генов предрасполо-
женности к РАС (Ebrahimi-Fakhari, Sahin, 2015). 

Дальнейшие исследования позволили выделить формы 
расстройства, наблюдаемые у пациентов с моногенными 
синдромами, фенотипические проявления которых часто 
включают аутизм. Самые известные из этих синдро-
мов – синдром ломкой Х-хромосомы, нейрофиброматоз, 
синдром Ретта и туберозный склероз. Ранее считалось, 
что редкие формы синдромного аутизма ответственны 
за 10–20 % случаев аутизма, причем каждый отдельный 
моногенный синдром встречается не более чем у 1 % па-
циентов с РАС (El-Fishawy, State, 2010). Но с развитием 
полноэкзомного секвенирования и его применения для 
анализа геномов аутистов стало ясно, что более 25 % слу-
чаев РАС может быть объяснено моногенными мутациями 
(Yoo, 2015). Следовательно, около 70 % случаев так назы-
ваемого типичного аутизма имеют другую генетическую 
природу (El-Fishawy, State, 2010), возможно, связанную с 
мутациями в некодирующих последовательностях ДНК.

Моногенные синдромы сыграли огромную роль в изуче-
нии молекулярных механизмов РАС. С помощью модель-
ных животных, несущих мутации, приводящие к разным 
типам синдромного аутизма, было продемонстрировано, 
что нарушения в структуре, функциях или формировании 
синапсов являются основной причиной возникновения 
фенотипа РАС (Singh, Eroglu, 2013). Благодаря полно-
геномным ассоциативным исследованиям обнаружены 
сотни генетических вариаций, связанных с аутизмом, а 
биоинформатический анализ сигнальных путей и генных 
сетей привел к пониманию, что эти мутационные изме-
нения вовлечены в функционирование синапсов (рис. 1). 
В последнее время для расстройств, связанных с нару-
шениями синаптической передачи, стали использовать 
термин «синапсопатия» (synapsopathy). Успешный поиск 
лекарств для лечения различных синапсопатий – прекрас-
ная иллюстрация использования методов молекулярной 
биологии в медицине. Типичный путь от открытия ново-
го гена, мутация в котором вызывает некий известный 
синдром, до создания механизм-обоснованной терапии 
представлен на рис. 2.

Для некоторых мутаций, приводящих к синдромному 
аутизму, вышеописанный путь пройден уже более чем на 

половину, и в данном обзоре мы попытаемся обобщить 
все доступные на сегодняшний день экспериментальные 
факты, связывающие РАС с некоторыми синапсопатия-
ми, и возможности фармакологической коррекции этих 
патологий.

Синдром Фелан – МакДемид  
и связанные с геном SHANK3  
заболевания аутистического спектра
Синдром Фелан – МакДемид (СФМ) является результатом 
микроделеции 22q13 и характеризуется снижением ин-
теллекта, задержкой или отсутствием речи, гипотонией, 
РАС и часто эпилепсией (Phelan, 2001). Ключевой ген, му­
тация в котором ответственна за формирование СФМ, – 
SHANK3, – кодирует структурный белок, отвечающий за 
фиксацию рецепторов глутамата и нейролигин-нейрек-
синовых комплексов в постсинаптическом пространстве 
(Sheng, Kim, 2000). Чаще всего СФМ встречается у ге-
терозигот по делеции SHANK3, причем протяженность 
этой делеции может существенно варьировать и иногда 
сводиться к точечной мутации. Кроме того, было зафикси-
ровано несколько случаев дупликаций данного гена, при-
водящих к синдрому Аспергера или снижению интеллекта 
(Durand et al., 2007; Okamoto et al., 2007).

Белок Shank3 входит в семейство, состоящее из Shank 
1, 2 и 3 белков, являющихся структурными компонентами 
постсинаптического пространства, которые также на-
зываются обогащенными пролином синапс-связанными 
белками (ProSAPs). Shank-белки содержат несколько до-
менов белок-белкового взаимодействия, позволяющих 
им связываться со множеством белков в постсинаптиче-
ском пространстве, в том числе с рецепторами глутама-
та, нейролигин-нейрексиновыми комплексами и компо-
нентами актинового цитоскелета (Böckers et al., 2001). 
В результате этих взаимодействий Shank-белки модули-
руют морфологию дендритных шипиков и синаптическую  
передачу.

Эксперименты подтвердили важную роль Shank3-белка 
для функционирования синапсов. Так, в культуре ней-
ронов гиппокампа нокдаун гена SHANK3 привел к уве-
личению длины и уменьшению количества дендритных 
шипиков (Roussignol et al., 2005). У модельных мышей 
с мутантным вариантом гена SHANK3 была снижена 
AMPA-опосредованная синаптическая передача, нару-
шена длительная потенциация в гиппокампе (Bozdagi et 
al., 2010), изменены соотношение белков в постсинапти-
ческом пространстве и морфология дендритов (Kouser et 
al., 2013; Peça et al., 2011).

Для изучения механизмов болезни были созданы линии 
плюрипотентных стволовых клеток от пациентов с СФМ, 
на которых было показано, что потеря функциональности 
Shank3 приводит в нейронах к снижению амплитуды и 
частоты постсинаптического возбуждения и уменьшает 
количество возбуждающих синапсов. Обработка инсули-
ноподобным фактором роста 1 (IGF-1) восстанавливала 
нормальную функциональность синапсов. В настоящее 
время IGF-1 проходит вторую фазу клинических ис-
пытаний для лечения СФМ и РАС (Shcheglovitov et al., 
2013), хотя молекулярные механизмы действия IGF-1  
не ясны.
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РАС, связанные с дисфункциями нейролигинов и нейрексинов
Нейролигины и нейрексины являются молекулами клеточной адгезии, необ-
ходимыми для функционирования синапсов. Нейролигины расположены на 
постсинаптической мембране, а нейрексины – на пресинаптической мембране 
(см. рис. 1). Мутации в генах NLGN3 и NLGN4 были описаны в числе первых, 
связанных с проявлениями РАС. Эти гены локализованы в X-хромосоме, 
их мутации имеют рецессивный характер, поэтому фенотипические прояв­
ления аутизма заметны только у мужчин. Для носителей мутаций в генах 
нейролигинов характерны различные проявления – от синдрома Аспергера 
до аутизма со значительно сниженным интеллектом, судорожными присту-
пами и тиками, что связано, по-видимому, с различной функциональностью 
мутантных белков (Jamain et al., 2003). Мутации в генах нейрексинов также 
приводят к фенотипу РАС (Zweier et al., 2009). Три гена нейрексинов, NRXN1, 
NRXN2 и NRXN3, кодируют по две изоформы белков каждый, которые считы-

ваются с независимых промоторов, а 
сложный альтернативный сплайсинг 
генерирует тысячи вариантов белков 
(Missler, Südhof, 1998). Нейролигины 
являются эндогенными лигандами 
нейрексинов и кодируются четырьмя 
генами: NLGN1, NLGN2, NLGN3 и 
NLGN4, мРНК которых также подвер-
гаются альтернативному сплайсингу. 
Как нейрексины, так и нейролигины 
имеют по одному трансмембранному 
и короткому цитоплазматическому 
домену, последний содержит PDZ-
мотив на карбоксильном конце (Hata 
et al., 1996; Irie et al., 1997). В норме 
нейролигины и нейрексины форми-
руют транс-синаптический комплекс, 
организующий постсинаптический 
и пресинаптический компартменты 
путем связывания с белками CASK, 
MAGUK и PSD95 (Südhof, 2008). 

Эксперименты с модельными жи-
вотными показали, что отсутствие 
трех нейролигинов, Nlgn1, Nlgn2 и 
Nlgn3, приводит к перинатальной 
гибели эмбрионов из-за респиратор-
ной недостаточности (Varoqueaux et  
al., 2006). Полное отсутствие α-нейре­
ксинов также приводит к гибели эм-
брионов из-за проблем с дыханием, 
но уже пренатально (Missler et al., 
2003). У мышей, несущих аллель 
NLGN3 с мутацией R451C, впервые 
обнаруженной у одного из пациентов 
с РАС, было зафиксировано поведе-
ние, аналогичное аутизму без сниже-
ния обучаемости, но с нарушением 
социального взаимодействия (Tabuchi 
et al., 2007). Делеция ортолога NLGN4 
гена человека у мышей вызывала 
нарушение социального взаимодей-
ствия и уменьшение ультразвуковых 
сигналов, что является аналогией 
РАС у человека (Jamain et al., 2008).

Синдром Энгельмана  
(синдром счастливой куклы)
Синдром Энгельмана (СЭ) характери­
зуется задержкой развития, снижен- 
ным интеллектом, задержкой речево-
го развития, проблемами со сном и 
уникальным типом постоянно счаст-
ливого и дружелюбного поведения, 
которое и объясняет второе название 
расстройства – «синдром счастливой 
куклы». В большинстве случаев СЭ 
связывают с делецией 15q11-q13, в 
районе расположения которой лока-
лизуется ген убиквитин-лигазы E3 
(UBEA3A). Именно его считают от-

Fig. 2. Approach to mechanism-based treatment.
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Fig. 1. The signaling pathway in an axodendritic glutamergic synapse, examples of the cell 
location of gene products associated with different types of typical and syndromic autism, and 
examples of signaling pathways involved in the formation of the ASD phenotype.  
Products of mutant genes increasing ASD probability are shown with double underlining. SHANK3, 
Phelan–McDermid syndrome; PTEN, Cowden syndrome; NF1, type I neurofibromatosis; H-RAS, RAF1, 
and MEK1, Costello–Noonan syndrome; TSC2-TSC1, tuberous sclerosis; FMRP, fragile X syndrome; 
UBE3A, Angelman syndrome; NLGN3/4 and NRXN1, typical autism (from (Zoghbi, Bear, 2012), with 
modifications). 
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ветственным за появление данного синдрома (Kishino et 
al., 1997; Matsuura et al., 1997).

У модельных мышей, нокаутов по гену UBEA3A, сниже-
ны плотность и сила возбуждающих синапсов, нарушены 
длительная потенциация в гиппокампе и способность к 
обучению (Jiang et al., 1998).

Очевидно, что проблемы в СЭ возникают в результате 
избытка белков-мишеней убиквитин-лигазы E3 в пост-
синаптическом пространстве, одним из которых является 
ассоциированный с цитоскелетом белок Arc. У мышей, 
мутантных по UBEA3A, экспрессия Arc повышена. Функ-
ции белка Arc связаны с интернализацией AMPA подтипа 
рецепторов глутамата в возбуждающих синапсах (Greer 
et al., 2010). Трансляция Arc регулируется FMRP, бел-
ком, ответственным за формирование синдрома ломкой 
Х-хромосомы. 

Предполагается, что гиперэкспрессия Arc является точ­
кой пересечения в патофизиологии СЭ и синдрома лом­
кой Х-хромосомы (Kelleher, Bear, 2008) и ингибирование 
mGluR5 может скорректировать фенотип СЭ так же, как 
и синдром ломкой Х-хромосомы (Zoghbi, Bear, 2012).

Для коррекции некоторых черт мутантного фенотипа 
СЭ был использован препарат L-ДОФА (L-3,4-дигидро­
ксифенилаланин, L-DOPA), предшественник катехола­
минов. Он прошел клинические испытания, хотя молеку-
лярные механизмы, обусловливающие его эффективность, 
еще не вполне понятны. Показано только, что мутация 
или делеция гена Ubea3a у мышей нарушает функци-
онирование дофаминэргической системы (Riday et al.,  
2012).

РАС, связанные с нарушением  
регуляции сигнального пути mTOR
Механистическая или типичная для млекопитающих ми-
шень для рапамицина mTOR (mammalian or mechanistic 
target of rapamycin) – серин/треонин киназа. Киназа mTOR 
является ключевым регулятором инициации трансляции 
(Sato, 2016) и действует как центральный компонент 
двух мультибелковых комплексов, mTORС1 и mTORС2, 
которые различаются композицией белков и субстратами 
(Lipton, Sahin, 2014).

Сигнальный путь mTOR интегрирует множество внут- 
риклеточных и экстраклеточных сигналов, включая фак-
торы роста, нутриенты, стресс, инфекции (Lisse, Hewi­
son, 2011). Он вовлечен в регуляцию иммунного ответа 
(Liu et al., 2015), клеточного и опухолевого роста (Zhou, 
Parada, 2012), а также в формирование памяти и долго-
временной синаптической пластичности. Большая часть 
доказательств связи функций mTOR с синаптической 
пластичностью получена с использованием рапамицина 
(сиролимуса), ингибитора mTOR. Исследования на ге-
нетически модифицированных животных подтвердили 
вовлеченность этого сигнального пути в регуляцию пла-
стичности межнейронных связей (Ehninger et al., 2009).

Пластичность межнейронной коммуникативной связи 
означает, что реактивность, т. е. сила синаптического со­
единения, изменяется с течением времени, причем не­
которые изменения происходят за секунды, а другие 
могут поддерживаться в течение всей жизни организма. 
У позвоночных долговременные изменения в силе синап-

тического соединения часто описываются как длительная 
потенциация (LTP) в случае усиления синапса и длитель-
ная депрессия (LTD) при его ослаблении.

Наиболее стойкие формы синаптической пластично-
сти сопровождаются изменениями в биосинтезе белка 
как в теле нейронов, так и локально в дендритах (Lipton, 
Sahin, 2014). Мутационное повреждение любого компо-
нента сигнального пути mTOR приводит к нарушениям 
локальной трансляции, и как следствие, синаптической 
пластичности и поведения.

С нарушениями регуляции локальной трансляции в 
дендритах связаны следующие моногенные расстройства 
аутистического спектра: нейрофиброматоз I типа, синдром 
Нунана, синдром Костелло, синдром Каудена, туберозный 
склероз, синдром ломкой Х-хромосомы и синдром Ретта 
(Zoghbi, Bear, 2012).

Синдром ломкой Х-хромосомы
Синдром ломкой Х-хромосомы (СХХ) диагностируется 
у 5–8 % детей с РАС и обычно характеризуется глубоким 
аутизмом со сниженным интеллектом. Подавляющее 
большинство пациентов с СХХ мужского пола. Феноти-
пические проявления СХХ у них весьма значительны и 
включают макроорхидизм, увеличенный размер ушей, 
асимметричные черты лица, увеличенные руки, часто 
аномалии соединительной ткани, митрального клапана 
и аорты. У трети женщин, носителей этой мутации, при 
отсутствии каких-либо иных фенотипических проявлений 
снижен интеллект.

Фенотип СХХ вызывается транскрипционным сайлен-
сингом гена FMR1, в 5′-нетранслируемом районе которого 
содержится нестабильный при передаче в поколениях 
CGG-повтор. В норме количество CGG-повторов не пре-
вышает 55, при СХХ количество повторов достигает 200 и 
более, что приводит к метилированию всего промоторного 
района гена FMR1, замолканию гена, и, следовательно, 
отсутствию его белкового продукта FMRP. FMRP являет-
ся РНК-связывающим белком, и его функции включают 
транспорт большого количества мРНК в дендриты, пря-
мую регуляцию локальной трансляции и стабильности 
мРНК в синапсе (Bagni, Oostra, 2013).

В экспериментах с модельными мышами, у которых но-
каутирован ген, гомологичный FMR1 (Fmr1 KO), показано 
повышение базального уровня белкового синтеза в гиппо-
кампе. Попытки скорректировать избыточный биосинтез 
белка в синапсах Fmr1 KO мышей были предприняты с 
использованием негативных регуляторов метаботропных 
рецепторов глутамата (mGluR1 и mGluR5). В настоящее 
время четыре различных препарата, являющихся нега-
тивными регуляторами mGluR5 рецепторов, находятся на 
различных стадиях клинических испытаний для коррек-
ции аберрантного поведения при СХХ (Ebrahimi-Fakha­
ri, Sahin, 2015). Другой перспективной возможностью 
коррекции СХХ фенотипа оказалась активация рецеп-
торов GABA, которая смягчала проявление синдрома 
как у модельных мышей (Pacey et al., 2009), так и у мух 
дрозофил (Chang et al., 2008). R-баклофен, селективный 
агонист GABA-рецепторов, успешно прошел третью фазу 
клинических испытаний (Ebrahimi-Fakhari, Sahin, 2015). 
Альтернативный подход к коррекции фенотипа СХХ был 
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использован В. Доланом с коллегами (Dolan et al., 2013), 
они предположили, что коррекция структурных дефектов 
дендритов приведет к улучшению поведенческих анома-
лий у модельных животных. В экспериментах были также 
использованы мыши Fmr1 KO, а в качестве белковой 
мишени была выбрана р21-активируемая киназа (РАК), 
которая модулирует динамику актинового цитоскелета. 
Продемонстрировано, что даже однократного примене-
ния ингибитора РАК, небольшой молекулы, названной 
авторами FRAX486, оказалось достаточно для полной 
коррекции СХХ-фенотипа у взрослых Fmr1 KO мышей. 
Улучшение поведения наблюдалось на фоне полной нор-
мализации морфологии дендритных шипиков, на основа-
нии чего авторы сделали вывод, что их подход доказывает 
возможность быстрой коррекции СХХ даже у взрослых 
пациентов (Dolan et al., 2013).

Туберозный склероз
Туберозный склероз – мультисистемное расстройство, ха-
рактерной чертой которого являются доброкачественные 
опухоли (гамартомы), расположенные во многих органах 
и тканях, чаще всего в мозге, на коже, глазах, в почках и 
сердце (Curatolo et al., 2008). Неврологические проявления 
туберозного склероза у пациентов очень варьируют – от 
полного отсутствия до значительного снижения интел-
лекта и появления судорог. Около половины пациентов 
с туберозным склерозом соответствуют критериям РАС 
(Allingham-Hawkins et al., 1999). 

Туберозный склероз вызывают мутации в двух генах, 
TSC1 и TSC2, причем значительная доля случаев прихо-
дится на спорадические мутации (Curatolo et al., 2008). 
Продукты генов TSC1 и TSC2, гамартин и туберин соответ-
ственно, формируют гетеродимерный комплекс, который 
является негативным регулятором mTOR. В отсутствие 
ингибирования со стороны TSC1/2 комплекса mTOR 
чрезмерно стимулирует клеточный рост и пролиферацию. 
Мутации как TSC1, так и TSC2 гена в гомозиготном со-
стоянии летальны уже на эмбриональной стадии развития 
организма.

В экспериментах на модельных животных было пока-
зано, что РАС и снижение интеллекта у больных тубероз-
ным склерозом, скорее всего, не связаны с эпилепсией и 
формированием доброкачественных опухолей. Особенно 
интересный фенотип был обнаружен у мышей Tsc2+/–, 
которые продемонстрировали нарушения синаптической 
пластичности и поведения при отсутствии судорог и избы-
точного разрастания нервной ткани (Ehninger et al., 2009). 
У данных мышей была усилена поздняя фаза длительной 
потенциации, как известно, требующая интенсивного 
белкового синтеза, но именно повышение уровня био-
синтеза белка является отражением повышенной актив-
ности mTOR.

У всех модельных линий мышей, мутантных по TSC1 
или TSC2, поведенческие и молекулярные нарушения 
устранялись после применения mTOR-ингибиторов, 
таких как эверолимус и сиролимус (рапамицин) (Meikle 
et al., 2008; Ehninger, Silva, 2011; Tsai, Sahin, 2011). При-
мечательно, что даже у взрослых мышей Tsc2+/– после 
лечения рапамицином были отмечены как восстановление 
длительной потенциации, так и значительное улучшение 

поведения и обучаемости (Ehninger et al., 2009), что пред-
полагает обратимость поведенческих нарушений при 
аутизме. В настоящее время эверолимус одобрен Food 
and Drug Administration для лечения не-неврологических 
проявлений туберозного склероза, субэпендимальных 
гигантоклеточных астроцитом при невозможности вы-
полнения хирургической резекции опухоли и ангиомио-
липомы почки, не требующей срочного хирургического 
вмешательства. Проводятся испытания этого препарата 
для лечения нейрокогнитивных нарушений у детей 
(Ebrahimi-Fakhari, Sahin, 2015).

Синдром Каудена и РАС,  
связанные с мутациями PTEN
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromo-
some 10) – липидная фосфатаза – негативный регулятор 
сигнального пути mTOR, расположенный выше комплекса 
туберозного склероза TSC1/2 (см. рис. 1). В настоящее 
время известна функция PTEN как супрессора опухоле-
вого роста и показана роль инактивации этого фермента 
в канцерогенезе. 

С мутациями в гене PTEN связывают синдром Каудена, 
иначе называемый синдромом множественных гамартом. 
Также такие мутации часто сопровождаются неврологи-
ческими проявлениями – макроцефалией, эпилепсией, 
снижением интеллекта и аутизмом. 

Считается, что доля мутации PTEN составляет до 5 % в 
РАС, но она может быть и выше, поскольку, как правило, 
анализируются образцы крови пациентов методом полно-
экзомного секвенирования, а при таком варианте анализа 
не учитываются мутации в некодирующих участках, 
включая промоторную область и районы ДНК, фланки-
рующие экзоны. 

Интересно, что связанные с аутизмом мутации гена 
PTEN обычно не снижают липидно-фосфатазную актив-
ность фермента (Zhou, Parada, 2012). Такие мутационные 
изменения не приводят к формированию гамартом, и, как 
правило, это мутации de novo. Корреляция между PTEN-
связанным аутизмом и канцерогенезом отсутствует (Zhou, 
Parada, 2012).

Эксперименты на модельных животных подтвердили 
роль PTEN в формировании РАС. Делеция гена PTEN 
приводила в нейронах мышей к увеличению размеров 
тела нейронов, гипертрофии аксонов и дендритов, и, как 
следствие, размеров синапсов. Социальное взаимодей-
ствие таких животных также было нарушено (Kwon et al.,  
2006). 

В экспериментах с избирательно нокаутированным 
геном PTEN в нейронах слухового пути наблюдалось 
значительное усиление возбуждающего входного синап-
тического сигнала по сравнению с нейронами с нормаль-
ной экспрессией PTEN (Xiong et al., 2012). Дендриты 
PTEN-нокаутированных нейронов были длиннее нормы, 
и плотность расположения шипиков на них была повы-
шена. Как морфологические, так и функциональные на-
рушения данных нейронов блокировались рапамицином, 
поэтому авторы сделали вывод, что все фенотипические 
проявления делеции PTEN в нейронах происходят в ре-
зультате гиперактивации сигнального пути mTOR (Xiong 
et al., 2012).
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Синдром Ретта и РАС,  
связанные с мутациями MECP2
Синдром Ретта обычно диагностируется у девочек после 
6–18 мес нормального развития. Первыми проявлениями 
становятся бесцельные стереотипные движения руками, 
потеря речи, глазного контакта и выразительности лица. 
Практически все пациенты соответствуют критериям 
РАС, с отягощениями в виде нарушения дыхания, судорог, 
тахикардии, брадикардии и сколиоза.

Синдром Ретта (СР) связан с мутацией в гене MECP2 
(methyl-CpG-binding protein 2), локализованном на Х-хро­
мосоме. Для мальчиков null-мутация MECP2 летальна, ее 
носители обычно не доживают до двух лет. В настоящее 
время описано достаточно много различных мутаций 
MECP2, в том числе и синдром Xq28, причиной которого 
является дупликация гена MECP2. Последствиями этих 
мутаций являются самые разнообразные нейропсихиче­
ские заболевания: аутизм, эпилепсия, шизофрения, би-
полярное расстройство, болезнь Паркинсона, тремор и 
снижение интеллекта (Zoghbi, Bear, 2012).

MeCP2 – это белок, который локализован в ядре клеток 
и связывается с метилированным цитозином. Взаимо-
действуя с промоторными областями некоторых генов, 
включая BDNF (brain-derived neurotrophic factor), MeCP2 
активирует их транскрипцию. Было продемонстрировано 
также, что MeCP2 конкурирует с гистоном Н1 за сайты 
связывания с ДНК, но молекулярные механизмы, приво-
дящие к формированию фенотипов СР и Xq28, пока не 
выяснены (Ghosh et al., 2010).

Мыши, лишенные функционального MeCP2-белка, 
воспроизводили фенотип СР (Chen et al., 2001; Guy et al., 
2001). Морфологически мозг таких мышей выглядел нор­
мальным, за исключением микроцефалии, но дендритов 
у нейронов было меньше нормы и наблюдалось их рас­
пухание (Belichenko et al., 2009). На молекулярном уровне 
у модельных мышей MeCP2 было обнаружено чрезмерное 
ингибирование mTOR сигнального пути – гипофосфо-
рилирование протеинкиназы B (Akt), mTOR киназы, 
рибосомного белка S6, p70S6K киназы и, как следствие, 
снижение биосинтеза белка (Ricciardi et al., 2011). Ген 
BDNF был среди первых изученных мишеней MeCP2. 
Белок BDNF связывается с рецептором тропомиозин-по-
добной киназы В (TrkB) и активирует целый ряд внут­
риклеточных сигнальных путей, включая mTOR (Segal, 
Greenberg, 1996). Считается, что снижение уровня белка 
и мРНК BDNF вносит основной вклад в патофизиологию 
синдрома Ретта (Katz, 2014). 

Использование рекомбинантного BDNF в терапии СР 
осложнено низкой проницаемостью гематоэнцефаличе-
ского барьера для этого белка, поэтому исследования со-
средоточены на бустерах и миметиках BDNF. В настоящее 
время на стадии клинических испытаний находятся два 
бустера BDNF – финголимод и копаксон, оба препарата 
ранее были одобрены для лечения рассеянного склероза. 
Финголимод является модулятором сфингозин-1-фос­
фатных рецепторов, который приводит к увеличению 
экспрессии BDNF и активации TrkB-зависимых сигналь-
ных путей (Deogracias et al., 2012). Копаксон известен 
как иммуномодулятор. Один из предполагаемых меха-
низмов его действия – увеличение экспрессии и высво-

бождения BDNF из аутореактивных Т-клеток (Ziemssen  
et al., 2002). 

Нарушение регуляции сигнального пути mTOR 
как связующее звено между поведенческими  
и иммунными проблемами, наблюдаемыми  
у пациентов с РАС
Центральная роль mTOR в интегрировании множества 
экстраклеточных и внутриклеточных сигналов объясня-
ет сложную картину симптоматики аутизма у человека, 
которая часто включает аллергии и иммунные нарушения 
(Angelidou et al., 2011). Многие родители детей-аутистов 
замечают улучшения в поведении и развитии своих детей 
после перехода на диеты, исключающие основной белок 
многих злаков – глютен и молочный белок – казеин. 
Долгое время эти диеты не находили поддержки у врачей и 
исследователей аутизма, но в последнее время положение 
изменилось. Было показано, что сигнальный путь mTOR 
также связан с индуцируемыми пищевой аллергией по-
веденческими и иммунологическими нарушениями (Wu 
et al., 2015). У орально сенсибилизированных модельных 
мышей была вызвана аллергическая реакция на молочную 
сыворотку, которая приводила к снижению социального 
взаимодействия и нарастанию повторяющегося поведе-
ния. Активация mTOR была выявлена в кишечнике и в 
мозге данных модельных животных и, как и в случае с 
аутизмом, рапамицин снимал как поведенческие, так и 
иммунологические проявления аллергии на молочный 
белок (Wu et al., 2015). Таким образом, возможно, mTOR 
является тем сигнальным путем, который объединяет 
поведенческие и иммунологические проблемы РАС и, 
следовательно, может оказаться оптимальной мишенью 
для коррекции фенотипа РАС и всех коморбидных рас-
стройств, например пищеварительных и иммунных.

Среди факторов среды, влияющих на формирование 
фенотипа РАС, часто упоминается витамин D3. Известно, 
что дефицит этого витамина приводит к увеличению раз-
меров головного мозга и изменению его формы, подобным 
тем, которые наблюдаются у некоторых аутистов, а у 
детей с РАС часто диагностируется пониженный уровень 
витамина D3. 

Предположение, что добавление в диету витамина D3 
может улучшить состояние детей с РАС, было проверено 
в исследованиях F. Jia с коллегами (2015). У 32-месячного 
ребенка, принимавшего этот витамин в терапевтических 
дозах, было отмечено ослабление основных симптомов 
аутизма (Jia et al., 2015).

Механизм действия витамина D3 на симптоматику 
РАС также может быть связан с его способностью инги-
бировать mTOR посредством усиления экспрессии ак­
тивируемого повреждениями ДНК транскрипта 4 (DNA  
damage-inducible transcript 4 (DDIT4)), который является 
сильным супрессором mTOR (Lisse et al., 2011). В це- 
лом ингибирование mTOR играет ключевую роль в 
адаптивном иммунитете, так как способствует формиро­
ванию автофагосом, уничтожающих бактерии, и влияет 
на метаболизм и функции T-лимфоцитов (Lisse, Hewison, 
2011). Витамин D3 и рапамицин имеют общую мишень – 
mTOR,  следовательно, необходимы более широкие 
исследования витамина D3 как, возможно, менее эффек­
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Аутизм как проявление нарушения молекулярных 
механизмов регуляции развития и функций синапсов 

тивного, но гораздо более доступного препарата для кор­
рекции РАС.

Предположение о том, что прививки, в особенности 
АКДС (против коклюша, дифтерии и столбняка) в России 
и MMR (против кори, свинки и краснухи) в США вызыва-
ют аутизм, постоянно обсуждается на форумах родителей 
детей-аутистов. Многократные статистические исследова-
ния и даже эксперименты на приматах не подтвердили эти 
предположения (Gadad et al., 2015). Однако новые данные 
о мутациях в сигнальном пути mTOR, приводящих к РАС, 
и связь этого сигнального пути с иммунитетом выводят эту 
проблему на совершенно новый уровень. Действительно, 
иммунологи, занимающиеся проблемой Т-лимфоцит-
обусловленного иммунитета, продемонстрировали (Liu 
et al., 2015), что в норме слегка ингибированный mTOR 
поддерживает гомеостаз Т-лимфоцитов. Однако распоз-
навание антигена «необученным» Т-лимфоцитом приво-
дит к немедленной активации mTOR и последующему 
дифференцированию этих клеток в определенный тип 
лимфоцитов-эффекторов (Liu et al., 2015). Возникает оче-
видный вопрос: как отразится на ребенке с генетически 
обусловленным гиперактивированным mTOR поливалент-
ная иммунизация или тяжелое инфекционное заболевание 
в критические периоды развития ЦНС? Следовательно, 
необходимы дополнительные исследования о взаимосвязи 
иммунной системы, социального поведения и адаптив-
ности животных с гиперактивированным mTOR.

Заключение
Синапсопатии, и в частности гиперактивация сигнального 
пути mTOR, являются общей характеристикой для по-
стоянно растущего числа психических и неврологических 
заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера (Pei, Hugon, 
2008), эпилепсия (Wong, 2010), расстройства аутистиче-
ского спектра и даже синдром Дауна (Troca-Marin et al., 
2012). Гипоактивация mTOR также приводит к снижению 
интеллекта и невропатологии, как было показано для 
синдрома Ретта. Успешное применение таких ингиби-
торов mTOR, как сиролимус и эверолимус, приводящее 
к значительному улучшению клинической картины на 
модельных животных и в ходе клинических испытаний 
на человеке, вселяет надежду на разработку адекватной 
механизм-обоснованной терапии расстройств аутистиче-
ского спектра как связанных с нарушениями активности 
сигнального пути mTOR, так и обусловленных другими 
нарушениями структуры и функции синапсов.
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