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Академик В.К. Шумный

Уважаемые читатели!
Предлагаем вашему вниманию 
чет вертый выпуск «Вавиловского 

жур нала генетики и селекции», который 
включает результаты исследований в об-
ласти физиологической и медицинской 
генетики, молекулярной и клеточной 
био логии, а также генетических ресурсов 
растений. 

Первая статья раздела «Физиологиче­
ская генетика» посвящена вопросам на­
следственной предрасположенности к 
кататонии – психопатологическому син­
дрому, для которого характерны рас-
стройства двигательных функций. На мо­
де ли крыс с генетической кататонией 
были вы явлены ассоциа ции кататони­
ческих реакций со снижением репро дук­
тивных параметров и уменьшением фер­  
тильности взрослых самцов. Неиз мен­ 
ный интерес вызывают работы по проб­
леме ожирения. Молекулярные ме ха­
низмы, опосредующие влияние материн-
ского ожирения на метаболический фе  ­ 
нотип потомства, описаны во второй ста­
тье раздела.

Раздел «Молекулярная и клеточная био­
логия» открывает обзор, посвященный 
прионам, их патологическим и ин фек­
ционным свойствам и роли микроРНК  
в патогенезе прионных болезней. Уча-
стие РНК в регуляции экспрессии генов, 
ответственных за патологические про-
цессы в организме человека, рассмат­
ривается в двух других статьях раздела. 
В одной из них с использованием в ка ­ 
честве экспериментальной модели эпи-
дермальных кератиноцитов человека ис­
следован уровень экспрессии матрикс-
ных металлопротеиназ. Установлено, что 
РНК­интерференция металлопротеиназ 
обладает потенциальным терапевтиче-
ским эффектом, который может быть ис­  
пользован при лечении псориаза. В дру-
гой статье показаны механизмы регуля-
ции с помощью микроРНК гена­канди-
дата ZFHX3, участвующего в процессах 
развития инсульта, атеросклероза и дру-
гих сердечно­сосудистых заболеваний.

В разделе «Медицинская генетика» 
обсуждаются актуальные проблемы про­

филактики и лечения клещевого энцефалита – вирусного 
заболевания, приводящего к неврологическим и психи-
атрическим осложнениям. На примере группы добро-
вольцев, ранее не проходивших вакцинацию против 
клещевого энцефалита, коллективом исследователей из 
Новосибирска был проанализирован полиморфизм регу-
ляторных областей генов, формирующих иммунный ответ. 
Еще одна статья посвящена разработке препаратов нового 
поколения на основе химерных антител для эффективной 
профилактики и терапии вируса клещевого энцефалита.

Известно, что при моделировании заболеваний значи-
тельную роль играют генетические модели. В этом же 
разделе приведены результаты изучения линии крыс с 
генетической кататонией, прошедших длительный про-
цесс селекции. «Кататоническая» структура поведения 
особей была подтверждена на основании наследственных 
реакции каталепсии в покое и при стрессе.

Традиционная рубрика «Генофонд и селекция рас-
тений» включает три публикации. Авторы двух первых 
статей рассматривают вопросы интрогрессивной ги-
бридизации у тополя и хризантемы. Проведена оценка 
эндогенной, межпопуляционной и внутрипопуляционной 
изменчивости по фенотипическим признакам в зоне 
естественной гибридизации тополей, распространенных 
в западносибирском регионе. У всех изученных видов 
уровень внутрипопуляционного разнообразия оказался 
значительно выше межпопуляционного. Полученные ре­
зультаты свидетельствуют также о резком снижении меж­
популяционной изменчивости под влиянием естествен­
но го отбора на ранних стадиях онтогенеза. В работе по 
созданию нового селекционного материала хризантемы 
са довой с использованием природного генофонда рода 
Chrysanthemum предложена стратегия получения оте­
чественных адаптивных гибридов и сортов хризантемы 
садовой с помощью межвидовой гибридизации. Рубрику 
завершает статья, которая знакомит с генетическим раз-
нообразием местных экотипов рода Aegilops, распростра-
ненных на территории Казахстана. Проведен скрининг 
казахстанских местных популяций и идентифицированы 
образцы, которые могут быть использованы в качестве 
источников скороспелости и устойчивости к болезням.

В 2018 году Вавиловский журнал генетики и селекции/
Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Se lek tsii  был включен в чет-
вертую базу WoS Core Collection – Emerging Sources Cita-
tion Index (ESCI). Импакт­фактор для статей, включенных 
в базу ESCI, не рассчитывается. Нахождение журнала в 
международных базах данных повышает его видимость 
и цитируемость. Таким образом, при условии хорошей 
цитируемости журнал становится кандидатом для отбо-
ра в первую базу данных WoS Core Collection – Science 
Citation Index Expanded.
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Sperm quality in rats 
predisposed to the manifestation 
of catatonic reactions

M.A. Kleshchev , T.A. Alekhina, L.V. Osadchuk

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

Catatonia is a psychopathological syndrome displayed 
as a motor disorder. Catatonia is a sign of many men­
thal disorders, particularly schizophrenia and depres­
sion, with a wide disrtibution in the human popula­
tion. The GC (“genetic” and “catatonia”) rat strain was 
obtained from the Wistar rat strain by a long selection 
(78 generations) for the catatonic type of reaction and 
is a model of schizophrenic and depressive disorders 
in humans. It is known that selection for behavior in­
cluding catatonic reactions results in neuroendocrine, 
reproductive and morphological changes in animals. 
However, the influence of selection for a catatonic 
reaction on the spermatogenic function of testes had 
not been studied. The aim of this study was to conduct 
a comparative investigation of sperm quality in rats 
of the GC and the Wistar strain. The epididymal sperm 
parameters (sperm count, sperm motility, sperm mor­
phology) were measured, and body, testes and epi­
didymal weight were determined at puberty (50 day 
of life) and at adulthood (90 day of life). The litter size 
of the GC and Wistar rats was determined. It was found 
that adult GC rats had a lower sperm count, sperm mo­
tility, testis weight, epydidymal weight and litter size 
compared to adult Wistar rats. However, at puberty, 
GC rats had a higher sperm count than the Wistar 
strain. Interstrain differences in sperm morphology 
were not found. It has been assumed that the changes 
of spermatogenic parameters in response to selection 
for catatonia are caused by changing the ontogenic 
pattern of testosterone secretion. In conclusion, the 
hereditary predisposition to catatonic reaction is as­
sociated with impaired sperm parameters in adult rats 
that reduces their chance to reproduction. The GC rat 
strain can be a perspective model for investigation of 
the relationship between the hereditary predisposition 
to catatonia and spermatogenesis. 

Key words: catatonia; selection model; sperm count; 
sperm motility; sperm morphology; fertility; light 
microsropy; puberty; rat.

Кататония – психопатологический синдром, проявляющийся как 
двигательные расстройства. Кататонический синдром сопутствует 
многим психическим заболеваниям, в частности шизофрении и 
 депрессии, которые широко распространены в популяции чело­
века. Линия крыс ГК (генетическая кататония) получена из линии 
Вистар путем длительной (78 поколений) селекции на кататониче­
ский тип реагирования и служит моделью шизофренных и депрес­
сивных состояний у человека. Известно, что селекция по поведе нию, 
в том числе по выраженности кататонической реакции, при водит к 
нейроэндокринным, репродуктивным и морфологическим изме­
нениям у животных. Однако влияние отбора по выраженности 
кататонической реакции на сперматогенную функцию  семенников 
у самцов крыс не изучалось. Целью настоящей работы было про­
вести сравнительное исследование сперматогенной функции 
се менников у крыс линии ГК и линии Вистар в период полового 
созревания (50­й день жизни) и у взрослых животных (90­й день 
жизни). Определяли количество эпидидимальных сперматозои дов, 
долю половых клеток с прогрессивным движением, долю морфо­
логически аномальных сперматозоидов, а также массу репродук­
тивных органов и размер помета. У взрослых крыс линии ГК коли­
чество сперматозоидов и их подвижность, масса тела, семенников 
и каудальных эпидидимисов, количество рожденных потомков 
были снижены по сравнению с крысами линии Вистар. В период 
полового созревания крысы линии ГК характеризовались бóль­
шим количеством сперматозоидов по сравнению с линией Вистар. 
Межлинейных различий по доле морфологических аномалий 
сперматозоидов у самцов крыс не отмечено. Предполагается, что 
изменения сперматогенных показателей при селекции крыс на 
выраженность кататонической реакции обусловлены нарушени­
ем онтогенетического паттерна секреции тестостерона. Таким 
образом, наследственная предрасположенность к проявлению 
кататонических реакций может быть ассоциирована с ухудшением 
сперматогенных параметров половозрелых самцов крыс. Линия 
крыс ГК может являться перспективной моделью для исследова­
ния взаимосвязи между наследственной предрасположенностью 
к кататонии и сперматогенезом.

Ключевые слова: кататония; селекционная модель; крысы; 
количество сперматозоидов; подвижность сперматозоидов; 
морфология сперматозоидов; фертильность; световая 
микроскопия; половое созревание. 
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Кататония – распространенный психопатологический 
синдром, к основным проявлениям которого относят-
ся двигательные расстройства: ступор, каталепсия, 

стереотипия и некоторые другие (Wilcox, Duffy, 2015). На 
сегодняшний день считается, что кататонические реакции 
характерны для аффективных расстройств, шизофрен-
ных психозов и посттравматических состояний (Daniels, 
2009). В начале 1980-х гг. из популяции крыс аутбредной 
линии Вистар была селекционирована линия крыс ГК 
(генетическая кататония). Селекция велась на частоту, вы-
раженность и длительность каталептического застывания, 
которое вызывали, прижимая крысу с помощью палочки 
спиной к углу клетки. В дальнейшем линия крыс ГК стала 
моделью шизофренных (Kolpakov et al., 1986), депрессив-
ных (Kulikov et al., 2006) и невротических симптомов (Ря-
занова и др., 2012), наблюдаемых у человека.

Известно, что после длительной селекции по поведе-
нию наследуется отбираемый признак и коррелятивно 
изменяются неспецифические функции – стрессорная и 
половая (Беляев, 1962). На основании многочисленных 
экспериментальных данных, полученных при доместика-
ции животных, Д.К. Беляевым была выдвинута концепция 
дестабилизирующего отбора, согласно которой селекция 
на поведенческие признаки сопряжена с изменением ней-
рогормональных систем, регулирующих онтогенез особи 
(Беляев, 1981). В ряде исследований установлено, что при 
селекции крыс на выраженность кататонической реакции, 
так же как и при доместикации животных, происходила 
дестабилизация регуляторных систем онтогенеза, которая 
выражалась в появлении новых морфологических призна-
ков и изменении нейроэндокринных систем, контролиру-
ющих в том числе репродуктивную функцию (Алехина и 
др., 2016). У крыс отмечалось снижение содержания в ги-
поталамусе важнейших нейротрансмиттеров – дофамина, 
норадреналина и серотонина (Алехина и др., 2006). Кроме 
того, установлено более низкое содержание тестостерона 
в плазме крови у взрослых крыс кататонической линии в 
20-м и 50-м поколениях селекции по сравнению с первым 
поколением и материнской линией Вистар (Шульга и др., 
1996). У самок крыс линии ГК было обнаружено умень-
шение общего числа фолликулов в проэструсе и диэструсе 
в 3-месячном возрасте, более низкая частота эструсов и 
диэструсов в возрасте 6–12 месяцев, а также повышен-
ный уровень синхронизации эстральной цикличности при 
групповом содержании по сравнению с крысами исходной 
линии Вистар (Алехина и др., 2015).

Вызванные отбором на выраженность кататонической 
реакции изменения в гипоталамо-гипофизарно-гонад-
ной оси могут оказывать влияние и на сперматогенную 
функцию семенников самцов крыс. Особенно важен для 
онтогенетического становления и регуляции как сперма-
тогенеза, так и поведения тестостерон. Секреция тестосте-
рона относительно высока в первые сутки после родов, но  
затем снижается и начинает вновь увеличиваться в нача ле 
полового созревания (Chen et al., 2015). Увеличение се-
креции тестостерона в перинатальный период и во вре-
мя полового созревания оказывает программирующий эф-
фект на развитие мозговых структур, контролирующих 
поведение (Trainor et al., 2009), а также необходимо для 
развития клеток Сертоли и становления сперматогенеза 

(Hazra et al., 2013). Ранее было установлено смещение пе-
ринатального пика тестостерона у крыс линии ГК на более 
поздние сроки онтогенеза по сравнению с крысами Вистар 
(Осадчук, Алехина, 2018). Это может оказать влияние 
на пролиферацию и дифференциацию клеток Сертоли 
и, следовательно, привести к изменениям в качестве и 
количестве сперматозоидов. Однако, несмотря на значи-
тельный объем полученных данных о морфологических, 
нейроэндокринных и репродуктивных изменениях у крыс 
линии ГК, влияние отбора по выраженности кататониче-
ской реакции на количество и качество сперматозоидов 
у самцов крыс не изучалось.

Исследование сперматогенной функции семенников у 
крыс линии ГК может помочь в понимании механизмов 
взаимосвязи наследственной предрасположенности к 
проявлению кататонических реакций и сперматогенеза. 
Изучение этих механизмов является актуальной пробле-
мой, поскольку количество и качество сперматозоидов 
во многом предопределяют шансы самцов на воспроиз-
водство потомства. Поэтому возможное ухудшение спер-
матогенных параметров у самцов, генетически предрас-
положенных к развитию патологических поведенческих 
реакций, в частности кататонии, может быть важным 
механизмом, устраняющим таких самцов из размножения 
в естественной популяции животных, и таким образом 
вносить вклад в стабилизирующий отбор по поведению. 
Кроме того, данные исследования имеют прикладное 
значение, поскольку шизофрения и депрессия, моделью 
которых служит линия крыс ГК, широко распространены 
в человеческой популяции. В ряде исследований установ-
лено снижение репродуктивного потенциала и ухудшение 
качества эякулята у мужчин, страдающих депрессией и 
шизофренией (Worly, Gur, 2015). Механизмы этого фено-
мена на данный момент неизвестны, вероятно, они могут 
включать наследственный компонент.

Целью настоящего исследования было изучить влияние 
длительной селекции по выраженности кататонической 
реакции на сперматогенную функцию семенников у сам-
цов крыс во взрослом возрасте и в период полового со-
зревания, который является критическим для онтогене-
тического становления сперматогенеза. Для этого было 
проведено сравнительное исследование количества эпиди-
димальных сперматозоидов, подвижности и морфологии 
половых клеток у самцов крыс линии ГК (78-е поколение 
селекции) и исходной линии Вистар у половозрелых и 
пубертатных животных. Чтобы более полно охарактери-
зовать влияние нейроэндокринных изменений, вызванных 
селекцией по поведению на развитие половой системы 
самцов и фертильность животных, мы оценивали также 
массу тела, репродуктивных органов и размер помета у 
крыс линий ГК и Вистар. 

Материал и методы
Животные. В работе использовали крыс инбредной ли-
нии ГК и исходной аутбредной линии Вистар. Животных 
содержали группами по 5–6 особей в условиях конвен-
ционального вивария Института цитологии и генетики 
СО РАН в стандартных пластиковых клетках размером 
60 × 40 × 20 см с крышкой из металлических прутьев, 
при естественном фотопериоде. Вода и пища (гранули-
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рованный полнорационный апатогенный корм «Чара», 
Россия) предоставлялись животным без ограничения. При 
рождении потомства записывали количество рожденных 
крысят в каждом помете. Забой животных производился 
в феврале. Для снятия эффектов группового содержания 
за четверо суток до забоя крыс рассаживали в индивиду-
альные клетки, аналогичные тем, в которых их содержали 
ранее. 

Принято считать, что у крыс половое созревание на-
чинается с 30–35 дня жизни, а заканчивается в возрасте 
55–60 дней, когда появляется способность к фертильным 
спариваниям (Ojeda, Urbanski, 1994). Исследование про-
водили на крысах в возрасте 50 дней (период полового 
со зревания) и 90 дней (взрослые животные). В обеих воз-
растных точках исследовали по 10 крыс каждой линии. 
Все экспериментальные процедуры выполнены с соблю-
дением правил, изложенных в директивах Европейского 
сообщества (86/669/ЕЕС) и Хельсинкской декларации по 
защите позвоночных животных, используемых для ла бо-
раторных целей.

Исследование эпидидимальных сперматозоидов. 
Крыс предварительно обрабатывали диэтиловым эфиром 
в течение 5 мин, взвешивали, а затем декапитировали. Не-
медленно после забоя выделяли и взвешивали семенники 
и каудальные эпидидимисы. У крыс в возрасте 50 дней оба 
каудальных эпидидимиса помещали в 1 мл фосфатного 
буфера для дальнейшей оценки количества эпидидималь-
ных сперматозоидов и их морфологии. Из-за очень низ-
кого числа эпидидимальных сперматозоидов и, соответ-
ственно, низкой их концентрации в суспензии у крыс в 
возрасте 50 дней подвижность сперматозоидов не оцени-
вали. У взрослых крыс один эпидидимис помещали в 3 мл 
фосфатного буфера для оценки количества и морфологии 
сперматозоидов, а второй – в 1 мл культуральной среды 
DMEM (Gibco, США) для последующей оценки доли 
подвижных сперматозоидов. Эпидидимисы выбирались 
случайным образом. Эпидидимальную ткань измельчали 
ножницами, встряхивали на шейкере в течение 10 мин и 
фильтровали через пластиковые фильтры Falcon (диа-
метр сетки 70 мкм). Используя анализатор фертильности 
спермы SFA-500 (НПФ «Биола», Россия), оценивали долю 
сперматозоидов с прогрессивным движением. Измерения 
проводили при постоянной температуре культуральной 
среды (37 °С). Количество сперматозоидов подсчитыва-  
ли в камере Горяева под световым микроскопом при 
увеличении ×200, после окраски 1 % водным раствором 
эозина. Результаты пересчитывали на оба каудальных 
эпидидимиса. Для подсчета морфологически аномальных 
сперматозоидов аликвоту суспензии сперматозоидов по-
мещали на предметное стекло и делали мазок. Мазки фик-
сировали метанолом в течение 1 мин и окрашивали с по-
мощью набора красителей Diff-Quick («Абрис+», Россия). 
Количество аномальных сперматозоидов подсчитывали 
под световым микроскопом при увеличении ×400. Спер-
матозоид считали морфологически аномальным, если 
хотя бы одна из его частей (головка, средняя часть или 
хвост) имела видимые в световой микроскоп нарушения 
строения, такие как аморфная головка, аномалии строения 
крючка, закрученный или шпилькообразный хвост и не-
которые другие (Seed et al., 1996).

Статистический анализ данных выполняли с исполь-
зованием пакета компьютерных программ Statistica 6.0. 
Для данных, имеющих нормальное распределение (вес 
тела и семенников, доля подвижных сперматозоидов), 
проводили двухфакторный и однофакторный дисперсион-
ный анализ (главные факторы – генотип и возраст). Для 
сравнения групп в рамках дисперсионного анализа ис-
пользовали тест Дункана. Для данных, имеющих рас-
пределение, отличающееся от нормального (вес эпиди-
димисов, количество эпидидимальных сперматозоидов 
и доля аномальных сперматозоидов), группы сравнивали 
с использованием непараметрического критерия Ман-
на – Уитни. Данные представлены в статье как средняя 
выборочная и ее ошибка. Различия считали статистически 
значимыми при р < 0.05.

Результаты
За период исследования отслежен 81 случай рождения 
крысят обеих линий. В расчете на один помет родилось 
больше особей в популяции Вистар, чем в линии ГК 
(10.2 ± 0.3, n = 43; 8.6 ± 0.3, n = 38; p < 0.05 соответственно).

Двухфакторный дисперсионный анализ позволил ус-
тановить достоверное влияние возраста (F1.36 = 115.77, 
p < 0.01) и генотипа (F1.36 = 106.49, p < 0.01) на массу тела 
самцов крыс (рисунок, а). Кроме того, наблюдалось до-
стоверное взаимодействие факторов (F1.36 = 9.50, p < 0.05). 
Масса тела крыс линии ГК была достоверно меньше, чем 
у крыс линии Вистар, как в начале полового созревания, 
так и в возрасте 90 дней (p < 0.01, тест Дункана).  Масса 
тела самцов крыс обеих линий достоверно увеличива-
лась с возрастом (p < 0.01, тест Дункана), но крысы линии 
Вистар быстрее набирали массу по сравнению с крысами 
линии ГК. 

Двухфакторный дисперсионный анализ выявил досто-
верное влияние возраста (F1.36 = 84.07, p < 0.01) и генотипа 
(F1.36 = 15.49, p < 0.01) на массу семенников крыс (см. ри-
сунок, б ). Установлено также достоверное взаимодействие 
факторов генотипа и возраста (F1.36 = 9.38, p < 0.05). Масса 
семенников достоверно увеличивалась с возрастом как у 
крыс линии Вистар (p < 0.01, тест Дункана), так и у крыс 
линии ГК (p < 0.01, тест Дункана). В возрасте 90 дней 
масса семенников крыс линии Вистар была достоверно 
выше, чем крыс линии ГК того же возраста (p < 0.01, тест  
Дункана). В период полового созревания (50-й день жи-
з ни) межлинейных различий по массе семенников не 
наблюдалось. 

Масса каудальных эпидидимисов (см. рисунок, в) крыс 
обеих линий достоверно увеличивалась с возрастом 
(p < 0.01, тест Манна – Уитни). В возрасте 90 дней масса 
каудальных эпидидимисов у крыс линии Вистар до-
сто верно превышала этот показатель у крыс линии ГК 
(p < 0.01, тест Манна – Уитни). На 50-й день жизни меж-
линей ных различий по массе каудальных эпидидимисов 
не отмечено.

На 50-й день жизни сперматозоиды в каудальных эпи-
дидимисах отмечались у всех крыс. Число сперматозои-
дов достоверно увеличивалось с возрастом (p < 0.01, 
тест Манна – Уитни) у крыс обеих линий (см. таблицу). 
В период полового созревания число эпидидимальных 
сперматозоидов у крыс линии ГК достоверно превышало 
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этот показатель у крыс линии Вистар (p < 0.01, тест Ман-
на – Уитни). На 90-й день жизни число сперматозоидов у 
крыс линии ГК было достоверно ниже, чем у крыс линии 
Вистар (p < 0.01, тест Манна – Уитни).

Доля аномальных сперматозоидов (см. таблицу) у сам-
цов крыс обеих линий достоверно снижалась с возрастом 
(p < 0.01, тест Манна – Уитни). Достоверных межлинейных 
различий по данному показателю не установлено как в 
период полового созревания, так и у взрослых животных.

Однофакторный дисперсионный анализ позволил уста-
новить влияние генотипа на долю подвижных сперматозо-
идов у взрослых самцов крыс (F1.18 = 4.52, p < 0.05). Доля 
прогрессивно подвижных сперматозоидов у крыс линии 
Вистар (58.07 ± 8.09 %) была достоверно (p < 0.05, тест 
Дункана) выше, чем у крыс линии ГК (37.36 ± 5.41 %).

Обсуждение
В результате проведенного исследования установлено, 
что взрослые самцы линии ГК обладают по сравнению с 
самцами исходной линии Вистар сниженной массой тела, 
семенников и каудальных эпидидимисов, более низким 
количеством сперматозоидов и уменьшенной долей по-
движных сперматозоидов. Кроме того, у крыс линии ГК 
отмечалось уменьшение размера помета по сравнению с 
крысами исходной линии Вистар. Таким образом, дли-
тельный (в течение 78 поколений) отбор крыс на проявле-
ние кататонической реакции привел к координированному 
снижению целого комплекса репродуктивных параметров 
у взрослых самцов и уменьшению фертильности крыс.  
В некоторых работах отмечается, что у людей, страдаю-
щих психическими отклонениями, в частности шизофре-

нией и депрессией, ослаблены сперматогенная (Worly, Gur, 
2015) и гормональная (Markham, 2012) функции семен-
ников, а также снижена демографическая фертильность 
(Terzian et al., 2006). Эти эффекты авторы связывают с не-
гативным влиянием социальной среды или воздействием 
препаратов, используемых для коррекции поведения. Ре-
зультаты нашего исследования на модели ГК показывают, 
что генетическая предрасположенность к кататоническим 
реакциям сама по себе может быть ассоциирована со 
снижением количества и подвижности сперматозоидов, 
а также уменьшением плодовитости, однако механизмы 
данной ассоциации в настоящее время не ясны.

Нами установлено, что сниженное количество эпиди-
димальных сперматозоидов у взрослых самцов крыс ли-
нии ГК ассоциировано с более низкой массой семенников. 
Масса семенников и продукция сперматозоидов у взрос-
лых животных во многом определяются числом клеток 
Сертоли – соматических клеток семенника, каждая из 
которых способна обеспечить развитие строго определен-
ного числа половых клеток (Sharpe et al., 2003). Поэтому 
можно предположить, что сниженное количество сперма-
тозоидов у взрослых самцов линии ГК связано с меньшим 
количеством клеток Сертоли у самцов этой линии по 
сравнению с самцами линии Вистар.

У крыс дефинитивная (взрослая) популяция клеток 
Сертоли формируется до 15-дневного возраста (Sharpe et 
al., 2003). Затем клетки Сертоли теряют пролиферативную 
активность, дифференцируются и начинают формировать 
гематотестикулярный барьер, необходимый для поддер-
жания сперматогенеза. Пролиферация, созревание клеток 
Сертоли и инициация сперматогенеза находятся под конт-
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Populations of epididymal spermatozoa and percentages of abnormal spermatozoa  
in GC and Wistar male rats with age

Parameter Day 50 of life Day 90 of life

GC Wistar GC Wistar

Number of spermatozoa in both caudal  
epididymides × 106 

5.14 ± 2.25 0.04 ± 0.01** 71.46 ± 5.14 110.73 ± 4.34**

Percentage of abnormal spermatozoa 57.35 ± 12.39 77.85 ± 7.48 3.87 ± 0.45 4.11 ± 0.62

** Interlinear differences between males of the same age significant at p < 0.01.
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ролем ряда цитокинов, ростовых факторов и гормонов, в 
частности тестостерона (Escott et al., 2014). 

В норме уровень тестостерона у самцов крыс относи-
тельно высокий сразу после рождения животного, но резко 
уменьшается в течение первых суток (Chen et al., 2015), а 
затем снова увеличивается уже в период полового созре-
вания. С другой стороны, экспрессия генов андрогенового 
рецептора (AR) на клетках Сертоли начинается только 
с 5-го дня жизни и достигает дефинитивного уровня на 
21-й день (You, Sar, 1998). Предполагают, что времен-
ная разобщенность перинатального пика тестостерона 
и экспрессии AR важна для защиты клеток Сертоли от 
преждевременного созревания и остановки пролифера-
ции, которая интенсивно идет в первые несколько суток 
после родов. Это связано с тем, что тестостерон тормозит 
пролиферацию клеток Сертоли, стимулирует их диффе-
ренцировку, формирование битестикулярного барьера и 
начало сперматогенеза (Escott et al., 2014). Мутантные 
мыши TgSCAR, для которых характерна преждевремен-
ная обильная экспрессия андрогенового рецептора на 
клетках Сертоли, характеризуются более ранним началом 
сперматогенеза, но и меньшим размером семенников во 
взрослом возрасте по сравнению с мышами дикого типа 
(Hazra et al., 2013).

Учитывая эти данные, можно предположить, что сме-
щение перинатального пика тестостерона на более позд-
ние сроки (7–10-й день жизни), наблюдаемое у крыс ли-
нии ГК (Осадчук, Алехина, 2018), может приводить к 
воз действию тестостерона на андрогеновые рецепторы, 
которые к этому времени уже начинают экспрессироваться 
на клетках Сертоли. Это в свою очередь служит причиной 
более ранней остановки пролиферации клеток Сертоли, 
более раннего их созревания и обусловливает относи-
тельно раннее начало сперматогенеза у крыс линии ГК по 
сравнению с крысами исходной линии Вистар. Об этом 
может свидетельствовать большее количество эпидиди-
мальных сперматозоидов у крыс линии ГК по сравнению 
с крысами линии Вистар в период полового созревания. 
Однако число клеток Сертоли у крыс линии ГК меньше, 
чем у крыс линии Вистар, вследствие преждевременной 
остановки их пролиферации, и, соответственно, количе-
ство сперматозоидов у взрослых крыс ГК также снижено. 
Безусловно, данное предположение нуждается в дальней-
шей экспериментальной проверке.

Кроме того, уменьшение подвижности и количества 
сперматозоидов у крыс линии ГК может быть обусловле-
но относительно высоким уровнем кортикостерона в их 
крови (Алехина и др., 2016). Можно предположить, что 
повышенная реактивность нервной системы, характерная 
для крыс линии ГК на данном этапе селекции, обусловли-
вает выраженную реакцию стресса на повседневные про-
цедуры по уходу за животными в виварии, что вызывает 
повышение секреции кортикостерона. Постоянно высокая 
активность гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
оси может подавлять тестикулярную функцию (Ren et al., 
2010; Toufexis et al., 2014) и приводить к снижению коли-
чества и подвижности сперматозоидов у крыс линии ГК.

В нашем исследовании установлено, что доля аномаль-
ных сперматозоидов у крыс линии ГК не отличалась от 
таковой у крыс исходной линии Вистар в оба изученных 

периода онтогенеза. Полученные результаты показывают, 
что селекция крыс на предрасположенность к кататони-
ческим реакциям, вероятно, не затрагивает регуляторные 
системы, контролирующие молекулярные процессы, кото-
рые предопределяют формирование морфологически нор-
мального сперматозоида. Содержание морфологически 
нормальных сперматозоидов в сперме является важней-
шим показателем, определяющим ее оплодотворяющую 
способность (Cooper et al., 2010), так как только такие 
половые клетки способны к оплодотворению. Поэтому 
нормальное протекание процессов морфологической диф-
ференцировки сперматид у самцов крыс линии ГК может 
вносить существенный вклад в сохранение способности 
к размножению самцов этой линии.

Таким образом, генетическая предрасположенность к 
проявлению кататонических реакций у крыс линии ГК 
ассоциирована с ухудшением сперматогенных парамет-
ров, причем данная взаимосвязь модулирована возрас-
том животных. Поэтому линия крыс ГК может служить 
перспективной моделью для исследования взаимосвязи 
между кататоническим поведением самца и становлением 
его тестикулярной функции в онтогенезе.
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Gender-specific influence  
of Aу mutation on progeny 
metabolic phenotype, 
fetal growth and placental 
gene expression in mice

E.N. Makarova , E.I. Denisova, V.V. Kozhevnikova, 
A.E. Kuleshova

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

Obesity during pregnancy increases the risk of obesity 
in offspring. To correct the offspring development in 
obese mothers, it is necessary to reveal the molecular 
mechanisms that mediate the influence of the mater-
nal environment on the offspring ontogenesis. Leptin 
levels increase with obesity. In C57Bl mice, the Ау mu-
tation is associated with elevated blood levels of leptin 
in pregnant females and exerts a gender-specific effect 
on the metabolic phenotype of mature offspring. Aim: 
to study the influence of Ау mutation on sensitivity 
to diet-induced obesity in male and female offspring, 
on fetal and placental weight and on the expression 
of genes in the placentas of the fetuses of different 
sexes. Body weight and food intake on a standard and 
an obesogenic diet, fetal and placental weights on 
pregnancy days 13 and 18, and gene expression of 
glucose transporters (GLUT1, GLUT3), neutral amino 
acid transporters (SNAT1, SNAT2, SNAT4), insulin-like 
growth factor 2 IGF2 and its receptor IGF2R were mea-
sured in male and female offspring of a/a (control) and 
Ау/a mothers. Ay mutation influenced the body weight 
only in male offspring, which consumed a standard 
diet, and did not influence obesity development in 
both male and female offspring. The weight of fetuses 
and placentas in Ау/a as compared to a/a females was 
reduced on day 13 of pregnancy and was not different 
on day 18. On day 13 of pregnancy, the mRNA levels of 
the examined genes did not differ in placentas of male 
and female fetuses in a/a females. In Ау/a females, the 
gene expression of GLUT1, GLUT3, SNAT1 and SNAT4 
was reduced in female placentas compared to male 
placentas. The results suggest that the sex-specific 
transcription response of placentas to elevated leptin 
levels in pregnant Ау/a females can mediate the gen-
der-specific impact of Ау mutation on the offspring 
metabolism in postnatal life.

Key words: Ау mutation; leptin; placenta; fetus; mice; 
gene expression. 

Ожирение матерей в период беременности повышает риск воз-
никновения ожирения у потомства. Для разработки методов 
кор рекции развития потомства у матерей, страдающих метаболи-
че скими расстройствами, необходимо изучение молекулярных 
ме ха низмов, опосредующих влияние материнской среды на онто-
генез потомства. Уровень лептина повышается при ожирении. 
У мышей линии C57Bl мутация Ау вызывает повышение уровня 
лептина в крови самок во время беременности и оказывает ген-
дер-специфическое влияние на метаболический фенотип потом-
ства в зрелости. Целью работы было изучить влияние мутации Ау 
на склонность к развитию диетарного ожирения у мужского и 
женского потомства, на массу плодов и плацент и экспрессию 
генов в плацентах плодов разного пола. Оценивали массу тела и 
потребление пищи у мужского и женского потомства Ау/а и а/а 
(контроль) самок при содержании на стандартной диете и диете, 
индуцирующей ожирение, массу плодов и плацент на 13-й и 18-й 
дни беременности и экспрессию генов транспортеров глюкозы 
(GLUT1, GLUT3), нейтральных аминокислот (SNAT1, SNAT2, SNAT4), 
инсулиноподобного фактора роста 2 IGF2 и его рецептора IGF2R в 
плацентах плодов мужского и женского пола. Мутация Ау влияла 
на массу тела только у мужского потомства при содержании на 
стандартной диете и не оказывала влияния на развитие ожирения 
у потомства обоего пола. Масса плодов и плацент у Ау/а по срав-
нению с а/а самками была снижена на 13-й день беременности и 
не различалась на 18-й день. На 13-й день беременности  уровень 
мРНК исследованных генов в плацентах мужских и женских плодов 
не различался у а/а самок. У Ау/а самок экспрессия генов, кодиру-  
ющих GLUT1, GLUT3, SNAT1 и SNAT4, была снижена в плацентах 
плодов женского пола по сравнению с плацентами плодов муж-
ского пола. Полученные результаты позволяют предполагать, что 
зависящий от пола плодов транскрипционный ответ плацент на 
повышенный уровень лептина у беременных Ау/а самок может 
опосредовать гендер-специфическое влияние мутации Ау на мета-
болизм потомства в постнатальной жизни.

Ключевые слова: мутация Ау; лептин; плацента; плод; мыши; 
экспрессия генов.
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Согласно гипотезе DOHaD (Developmental Origins of 
Health and Disease), причины, определяющие склон-
ность к развитию хронических заболеваний, лежат в 

условиях пренатального и раннего постнатального перио-
да жизни особей (Wadhwa et al., 2009; Hoffman et al., 2017). 
Показано, что недостаточное и избыточное питание, ожи-
рение, диабет в период беременности ассоциированы с по-
вышенным риском возникновения ожирения и связанного 
с ним диабета 2-го типа у потомства (Vickers, 2014). Это 
диктует необходимость коррекции развития потомства 
на ранних этапах жизни у матерей, страдающих метабо-
лическими расстройствами. Для разработки подходов к 
такой коррекции необходимо изучение молекулярных 
механизмов, опосредующих влияние материнской среды 
на метаболический фенотип потомства.

Основную роль в формировании материнской внутри-
утробной среды играет плацента (Sferruzzi-Perri, Camm, 
2016). Она поставляет питательные вещества и факторы 
роста развивающимся плодам, а транспортная и сигналь-
ная функции плацент определяют скорость роста плодов 
и массу тела у новорожденных (Grillo et al., 2008; Coan 
et al., 2010; Sferruzzi-Perri, Camm, 2016). В свою очередь 
масса новорожденных является маркером их дальней-
шего здоровья, поскольку как слишком низкая, так и 
слишком большая масса при рождении ассоциированы 
с повышенным риском развития кардиометаболических 
заболеваний в зрелости (Vickers, 2014). Предполагается, 
что метаболические нарушения у матерей сопровожда-
ются изменениями в биохимическом составе крови, а 
также в структуре и функции плацент, что приводит к 
эпигенетическим модификациям у плода, влияющим 
на экспрессию генов и дальнейшее развитие (McKay, 
Mathers, 2011; Vic kers, 2014; Bale, 2015; Desai et al., 2015). 
Однако молекулярные механизмы программирования 
развития мало исследованы (Bale, 2015) и требуют даль-
нейшего изучения как у людей, так и на лабораторных  
моделях.

Как правило, изменения в составе крови, сопровожда-
ющие ожирение, включают в себя повышение уровней 
гормона жировой ткани лептина, инсулина и глюкозы, 
изменение липидного профиля (Бажан и др., 2005). Вклад 
каждого из этих факторов в программирующее влияние 
материнского ожирения на метаболизм потомства мало 
изучен. На лабораторных моделях показано, что повы-
шенный уровень лептина у матерей во время беремен-
ности оказывает влияние на углеводно-жировой обмен 
у потомства в зрелости, и это влияние может по-разному 
проявляться у особей разного пола (Pennington et al., 2012; 
Makarova et al., 2013). Механизмы, посредством которых 
материнский лептин влияет на развитие плодов, не ис-
следованы. Возможно, он действует на функциональную 
активность плацент, поскольку в плацентах обнаружена 
высокая плотность рецепторов к лептину (Hoggard et al., 
1997). У мышей мутация yellow в локусе агути (Ау) вы-
зывает эктопическую экспрессию белка агути, что при-
водит к формированию желтой окраски, повышенному 
потреблению пищи и развитию ожирения с возрастом 
(Bultman et al., 1992). Ранее мы показали, что самки мы-
шей линии C57Bl с мутацией Ау (генотип Ау/а), которые 
вступают в размножение на начальных стадиях развития 

ожирения, отличаются от самок этой линии (генотип а/а) 
повышенным потреблением пищи в первую неделю бе-
ременности, немного большей массой тела и примерно 
вдвое более высоким уровнем лептина в крови в период 
беременности и ничем не отличаются по метаболическим 
показателям в период лактации (Makarova et al., 2010). 
Это позволяет рассматривать Ау мышей как модель для 
изучения программирующего влияния гиперлептинемии 
матерей, характерной для особей с избыточной массой 
жира (Frederich et al., 1995), на метаболические признаки 
у потомства при отсутствии у беременных самок выра-
женного ожирения. В этой модели мы обнаружили, что 
при содержании на стандартной диете мужское потомство 
Ау/а самок отличается по некоторым метаболическим 
признакам (массе тела, чувствительности к лептину) от 
мужского потомства а/а самок, тогда как на женское по-
томство генотип матери не оказывает влияния (Makarova 
et al., 2013). Полученные данные позволяют предполагать, 
что гиперлептинемия у беременных самок может по-
разному влиять на развитие мужского и женского потом-
ства, и использовать эту модель для изучения механизмов 
гендер-специфического программирования развития в 
пренатальный период жизни. 

Гендер-специфическое влияние материнской среды 
может быть опосредовано тем, что плаценты плодов раз-
ного пола по-разному реагируют на изменения в составе 
материнской крови (Gallou-Kabani et al., 2010; Mao et al., 
2010; Gabory et al., 2012). Возможно, повышенный во 
время беременности уровень лептина у Ау самок влияет 
на функциональную активность плацент, и это влияние 
зависит от пола плодов. 

Целью данной работы было изучение влияния мута-
ции Ау, вызывающей повышение уровня лептина в период 
беременности, на склонность к развитию диетарного 
ожирения у потомства разного пола, а также на массу 
плодов и плацент и экспрессию генов транспортеров 
глюкозы (GLUT1, GLUT3), нейтральных аминокислот 
(SNAT1, SNAT2 и SNAT4) и ростовых факторов (инсули-
ноподобный фактор роста 2 IGF2 и его рецептор IGF2R) 
в плацентах плодов мужского и женского пола.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Эксперименты прово-
дились в соответствии с международными Европейскими 
биоэтическими стандартами (86/609-EEC) и Российскими 
этическими стандартами по содержанию и обращению с 
лабораторными животными.

В экспериментах использовали мышей линии C57Bl/6J 
стандартного агути генотипа (а/а) и мышей этой линии, 
несущих мутацию yellow в локусе агути (Ау/а генотип), 
из вивария Института цитологии и генетики СО РАН 
(Новосибирск). Мышей содержали при световом режиме 
12 ч свет : 12 ч темнота и свободном доступе к воде и гра-
нулированному корму для конвенционального содержания 
и разведения (ЗАО «Ассортимент-Агро», Сергиев Посад, 
Россия).

В возрасте 8–9 недель самок спаривали с самцами в 
реципрокных скрещиваниях а/а × Ау/а и Ау/а × а/а, дающих 
а/а и Ау/а потомство в отношении 1:1. Покрытие регистри-
ровали по вагинальной пробке, день обнаружения пробки 
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считали нулевым днем беременности. После покрытия 
самок переводили на индивидуальное содержание.

Для измерения массы плацент и плодов а/а и Ау/а самок 
умерщвляли смещением шейных позвонков на 13-й либо 
на 18-й день беременности, извлекали матку с плодами, 
помещали ее на охлажденную платформу, высвобождали 
плоды и плаценты и взвешивали плаценты и плоды на 
13-й день беременности на торсионных весах (размер-
ность шкалы до 0.5 мг), а плоды на 18-й день беремен-
ности на электрических весах (размерность шкалы до 
10 мг). Пол плодов на 18-й день беременности определяли 
визуально по наличию семенников или матки, на 13-й день 
беременности у плодов забирали образцы ткани печени и 
помещали их в жидкий азот для дальнейшего определения 
пола методом ПЦР. На 13-й день беременности забирали 
образцы тканей плацент для определения экспрессии ге-
нов и помещали их в жидкий азот. Массу плодов и плацент 
подсчитывали для самок с количеством плодов шесть или 
семь (12 а/а и 13 Ау/а самок на 13-й день беременности и 
13 а/а и 18 Ау/а самок на 18-й день беременности).

Для оценки влияния агути-генотипа самок на метабо-
лический фенотип потомства регистрировали дату родов 
и размер помета. День родов считали первым днем пост-
натальной жизни, у самок с пометом из шести или семи 
детенышей (всего 12 самок а/а и 15 самок Ау/а генотипов) 
взвешивали мышат в день 1, 7, 14, 21, 28 постнатальной 
жизни, генотип детенышей определяли на 7-й день, 
пол – на 14-й. На 28-й день после рождения детенышей 
отсаживали, по одной самке и одному самцу а/а генотипа 
из каждого помета содержали индивидуально в течение 
12 недель (с 4 по 16 неделю постнатальной жизни) на 
стан дартном корме, еженедельно измеряли массу тела и 
ко личество потребленного корма. Начиная с 16-й недели 
половину животных содержали на стандартной диете, 
другую половину переводили на сладко-жирную диету, 
для чего к стандартному корму добавляли семя подсол-
нечника в кожуре, сдобное сладкое печенье и свиное сало, 
продолжая еженедельно измерять массу и количество по-  
требленного стандартного корма. Через 8 недель содержа-
ния на диете (с 16 по 24 неделю жизни) животных под-
вергали декапитации, собирали образцы крови в пробирки 
с ЭДТА, оценивали количество внутрибрюшинного жира. 
В образцах плазмы крови измеряли концентрации лептина 
и глюкозы. 

Концентрацию лептина в плазме крови измеряли имму-
ноферментным методом с помощью коммерческого на-
бора (R&D Systems, Миннеаполис, США), концентрацию 
глюкозы – коммерческим набором Fluitest GLU (Analyticon 
Biotechnologies AG, Лихтенфельс, Германия), следуя ин-
струкциям производителя.

Определение пола плодов на 13-й день беременности. 
Пол плодов определяли с помощью ПЦР с геномной ДНК 
с детекцией продукта в агарозном геле с использованием 
праймеров SX_F, 5′-GATGATTTGAGTGGAAATGTGAG
GTA-3′; SX_R, 5′-CTTATGTTTATAGGCATGCACCATG
TA-3′ (McFarlane et al., 2013). В ходе реакции амплифици-
ровались фрагменты псевдоаутосомных генов Sly (сцеплен 
с Y-хромосомой, дает один фрагмент размером 280 п. н.) 
и Xlr (сцеплен с X-хромосомой, дает два фрагмента дли-
ной 685 и 480 п. н.) (рис. 1). ДНК выделяли из печени 

пло дов солевым методом по протоколу, предложенному 
в (Aljanabi, Martinez, 1997).

Для оценки экспрессии генов в плацентах выбрали по 
шесть самок каждого генотипа с примерно равным пред-
ставительством плодов мужского и женского пола. Для 
каж дой из отобранных самок формировали две пробы 
РНК, объединенные по полу плодов, для чего объединяли 
по отдельности РНК из плацент плодов мужского и жен-
ского пола так, чтобы представительство РНК из каждого 
образца было одинаковым.

Уровень мРНК генов в плацентах определяли мето-
дом относительной оценки с помощью обратной транс-
крипции и полимеразно-цепной реакции в реальном вре-
мени (Relative quantitation real-time PCR). Из образцов 
плацент выделяли РНК с использованием реагента для вы-
деления суммарной РНК ExtractRNA («Евроген», Москва, 
Россия), согласно инструкции производителя. Обратную 
транскрипцию проводили с использованием MMLV об-
ратной транскриптазы («Евроген») и олиго-dT праймера 
по протоколу производителя.

ПЦР проводили на приборе Applied Biosystems®, 
ViiA™ 7 согласно инструкции с помощью готовой реак-
ционной смеси qPCRmix-HS LowROX («Евроген») и 
ре агентов фирмы Applied Biosystems: TaqMan Gene Ex-
pression Assay для генов мыши (Igf2, Mm00439564_m1; 
Igf2R, Mm00439576_m1; Slc2a1 (Glut1), Mm00441480_m1; 
Slc2a3 (Glut3), Mm00441483_m1; Slc38a1 (SNAT1), 
Mm00506391_m1; Slc38a2 (SNAT2), Mm00628416_m1; 
Slc38a4 (SNAT4), Mm00459056_m1; ObRb-LepR, 
Mm00440181_m1) с использованием β-актина в качестве 
эндогенного контроля (TaqMan endogenous controls with 
FAM dye label and MGB mouse β-actin (ACTB)). Относи-
тельную экспрессию подсчитывали по пороговому циклу 
амплификации (относительный СТ-метод).

Статистическая обработка. Для оценки влияния ге-
нотипа самок мышей на потребление пищи и изменения 
массы тела у потомства с возрастом использовали дис-
персионный анализ (ANOVA) с градациями факторов: 
«генотип матери» (а/а, Ау/а), «пол» потомства, «возраст» 
(5–16 недель), с последующей оценкой межгрупповых раз-
личий с помощью post-hoc критерия Дункана. Далее ис-
пользовали двухфакторный дисперсионный анализ от-
дельно для самцов и самок мышей с градациями факторов 
«генотип матери» и «возраст». Влияние генотипа самок 

700 bp

XX
Marker

No DNA

XXXY XY XY

500 bp

Fig.  1.  Electrophoresis of amplification products of Sly and Xlr gene 
fragments.
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мышей на развитие ожирения у потомства оценивали с 
помощью дисперсионного анализа с градациями факторов 
«генотип матери», «пол», «диета» для параметров крови и 
доли жира; «генотип матери», «время содержания на дие-
те» (16–24 недели) и «диета» по отдельности у мужского 
и женского потомства для массы тела. Массу плодов и 
плацент и экспрессию генов в плацентах анализировали 
с помощью ANOVA с градациями факторов «генотип ма-
тери» и «пол». Для выявления межгрупповых различий 
по необходимости использовали t-критерий Стьюдента. 
Результаты на графиках представлены в виде значений 
среднего ± ошибка среднего.

Результаты

Влияние агути генотипа самок на рост детенышей 
в период материнской опеки, массу тела и потребление 
пищи после отъема от матерей с 4 по 16 неделю жизни 
и развитие диет-индуцированного ожирения
Генотип самок не оказывал влияния на рост потомства в 
период материнской опеки. Детеныши, рожденные сам-
ками а/а и Ау/а генотипов, не различались по массе тела 
с 1-го по 28-й день жизни.

Генотип самок не оказывал влияния на потребление 
пищи ни у мужского, ни у женского потомства (рис. 2, в, г), 
но оказывал отсроченное, зависящее от пола влияние 
на массу тела после отъема от матерей. У женского по-
томства, полученного от а/а и Ау/а самок, масса тела не 
различалась (см. рис. 2, а). У мужского потомства генотип 
матери оказывал достоверное влияние на массу тела с 5 по 
16 недели жизни (p < 0.001, F1.359 = 13.3, 2-way ANOVA) 

(см. рис. 2, б): потомство Ау/а матерей обладало меньшей 
массой тела, чем потомство а/а матерей. Отношение по-
требления пищи к массе тела было повышенным у муж-
ского потомства Ау/а матерей по сравнению с мужским 
потомством а/а матерей (p < 0.01, F1.305 = 9.97, 2-way 
ANOVA).

Сладко-жирная пища вызывала развитие ожирения 
как у самцов (р < 0.000*, F1.234 = 55.85), так и у самок 
(р < 0.000*, F1.445 = 53.5, 3-way ANOVA) (рис. 3). Кроме 
того, у самцов выявлено достоверное взаимодействие 
факторов материнского генотипа и диеты (р < 0.05, 
F1.234 = 4.25), что свидетельствует о различном влиянии 
материнского генотипа на массу тела самцов при содер-
жании на разных диетах: генотип матери оказывал до-
стоверное влияние на массу тела только при содержании 
на стандартной диете (р < 0.05, F1.116 = 4.7) (см. рис. 3) и 
не оказывал влияния при содержании на сладко-жирной 
пище. У женского потомства генотип матери не оказывал 
достоверного влияния на массу тела ни на стандартной 
диете, ни на сладко-жирной пище. 

Содержание внутрибрюшинного жира, концентрации 
лептина и глюкозы в крови возрастали при ожирении 
(р < 0.01 для всех, F1.52 = 16.7, F1.42 = 7.7, F1.43 = 22.8 для 
жира, лептина и глюкозы соответственно). Эти показатели 
не зависели от генотипа матери и пола (табл. 1). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что у 
мышей мутация Ау, вызывающая хроническую гиперлеп-
тинемию при беременности, оказывает зависящее от пола 
программирующее влияние на метаболический фенотип 
потомства и не предрасполагает потомство к развитию 
алиментарного ожирения.
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Fig. 2. Effect of the agouti phenotype on body weight and food consumption in the male and female progeny after weaning. 
Hereafter data are shown as M ± SEM.
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Влияние мутации Ау на массу плодов и плацент
Самки а/а и Ау/а генотипов не различались по массе тела 
ни на 13-й, ни на 18-й день беременности. Они не от-
личались также друг от друга по массе плодов и плацент 
на 18-й день беременности. На 13-й день беременности 
масса плодов обоих полов и их плацент у Ау/а самок была 
ниже, чем у контрольных самок (р = 0.001, F1.126 = 11.2 
для плодов; р < 0.05, F1.129 = 4.2 для плацент) (табл. 2). 
У Ау/а по сравнению с а/а самками масса мужских плодов 
была снижена на 9.6 %, масса их плацент – на 10 %, масса 
женских плодов – на 6 %, масса их плацент – на 4.6 %. 
Плоды мужского и женского пола не различались по массе, 
тогда как плаценты плодов мужского пола весили больше 
плацент плодов женского пола и на 13-й, и на 18-й день бе-

ременности (р < 0.01, F1.129 = 7.4 на 13-й день; F1.193 = 10.8 
на 18-й день беременности) (см. табл. 2). 

Экспрессия генов в плацентах
Поскольку генотип самки оказывал выраженное влияние 
на массу плодов только на 13-й день беременности, мы 
решили оценить экспрессию генов в плацентах именно на 
этом сроке. Рост плодов зависит от интенсивности транс-
порта питательных веществ через плаценту и от сигналь-
ных факторов, секретируемых плацентами в кровь плодов. 
Поэтому в плацентах мы оценивали уровни мРНК генов, 
кодирующих переносчики глюкозы (GLUT1, GLUT3), 
переносчики нейтральных аминокислот (SNAT1, SNAT2, 
SNAT4), а также уровни мРНК генов, кодирующих IGF2, 
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Fig 3. Effect of the agouti phenotype on the development of diet-induced obesity in the male and female progeny in maturity.

table 1. Effect of sugar-fat diet on the amount of visceral fat and concentrations of leptin and glucose  
in blood plasma of the male and female progeny of а/а and Аy/а female mice

Parameter Female progeny Male progeny

Standard diet High sugar-fat diet Standard diet High sugar-fat diet

a/a Ay/a a/a Ay/a a/a Ay/a a/a Ay/a

Fat, g 0.3 ± 0.0 (7) 0.3 ± 0.1 (5) 1.1 ± 0.2 (8) 1.8 ± 0.8 (6) 0.4 ± 0.1 (7) 0.3 ± 0.1 (5) 1.2 ± 0.5 (6) 1.1 ± 0.4 (8)

Fat, % 1.4 ± 0.1 (7) 1.5 ± 0.3 (5) 4.2 ± 0.8 (8) 5.3 ± 2.0 (6) 1.6 ± 0.4 (7) 1.3 ± 0.2 (5) 3.7 ± 1.2 (6) 3.5 ± 0.6 (8)

Leptin, ng/mL 2.9 ± 0.7 (6) 1.8 ± 0.3 (5) 7.4 ± 2.3 (8) 15.2 ± 6.3 (6) 2.9 ± 0.9 (6) 2.0 ± 0.7 (5) 4.6 ± 1.8 (5) 5.8 ± 0.7 (7)

Glucose, mM 8.9 ± 0.2 (7) 8.5 ± 0.9 (5) 11.8 ± 0.7 (8) 10.5 ± 0.8 (6) 8.5 ± 0.7 (6) 9.9 ± 0.8 (5) 12.0 ± 1.7 (5) 12.8 ± 0.9 (7)

The results are shown as M ± SEM, numbers of cases are shown in parentheses.

table 2. Effect of the Аy mutation of the weights of female mice, fetuses, and placentas of days 13 and 18 of gestation

Weight а/а Ay/а

Day 13 Day 18 Day 13 Day 18

Body, g 27.0 ± 0.65 (11) 31.1 ± 1.1 (13) 26.7 ± 0.53 (13) 32.8 ± 1.0 (18)

Male fetuses, mg 140.4 ± 4.7 (22) 1 081 ± 20 (37) 127.0 ± 2.4 (31)* 1 100 ± 20 (54)

Female fetuses, mg 132.6 ± 2.9 (36) 1 067 ± 16 (46) 124.7 ± 2.8 (41) 1 097 ± 16 (60)

Male placentas, mg 96.7 ± 3.9 (24)^ 116.6 ± 6.4 (37) 87.0 ± 4.2 (31)^* 120.0 ± 4.3 (54)^

Female placentas, mg 84.7 ± 2.5 (37) 104.0 ± 3.7 (46) 80.8 ± 2.8 (41)* 104.2 ± 3.0 (60)

* р < 0.05 (post-hoc Duncan test), Аy/а as compared to а/а; ^ р < 0.05 (post-hoc Duncan test), males compared to females. 

The results are shown as M ± SEM, numbers of cases are shown in parentheses. 
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Влияние мутации Аy у мышей на метаболический фенотип 
потомства, рост плодов и экспрессию генов в плацентах

который усиливает процессы роста в плаценте и у плода, 
и IGF2R – рецептора к IGF2, при связывании с которым 
комплекс лиганд-рецептор интернализуется и разрушается 
внутри клетки, вследствие чего снижается активность 
IGF2. Результаты представлены на рис. 4.

Дисперсионный анализ выявил достоверное взаимодей-
ствие факторов материнского генотипа и пола плодов на 
экспрессию генов, кодирующих GLUT1, SNAT1 и SNAT4 
(р < 0.05 для всех, F1.20 = 6.56 для GLUT1, F1.20 = 4.9 для 
SNAT1, F1.20 = 4.36 для SNAT4). Если у контрольных са-
мок уровень мРНК этих генов не различался в плацентах 
плодов мужского и женского пола, то у Ау/а самок экс-
прессия этих генов была достоверно ниже в плацентах 
плодов женского пола по сравнению с плацентами плодов 
мужского пола. Кроме того, сравнение межгрупповых 
средних по критерию Стьюдента показало, что у Ау/а са-
мок экспрессия GLUT3 в плацентах плодов женского 
пола была ниже, чем в плацентах плодов мужского пола, 
а экспрессия гена рецептора к IGF2 в плацентах плодов 
мужского пола была выше у Ау/а самок по сравнению с 
а/а самками. Полученные результаты показывают, что му-
тация Ау оказывает влияние на экспрессию плацентарных 
генов, регулирующих рост плодов, и это влияние зависит 
от пола плодов.

обсуждение
Данное исследование было предпринято для того, чтобы 
оценить влияние мутации Ау у мышей на склонность к 
развитию ожирения у потомства разного пола и для про-
верки предположения, что гендер-специфическое вли яние 
мутации на метаболический фенотип потомства может 
быть связано с различающейся в зависимости от пола 
плодов реакцией плацент на изменения материнской 
среды, вызванные этой мутацией.

Результаты подтвердили полученные ранее данные о 
том, что мутация оказывает гендер-специфическое отсро-
ченное влияние на метаболизм потомства: снижает массу 
тела только у мужского потомства при содержании в 

стандартных условиях (Makarova et al., 2013). Поскольку в 
период беременности Ау/а самки отличаются от а/а самок 
повышенным уровнем лептина и не различаются по дру-
гим биохимическим показателям крови (кортикостерон, 
глюкоза, инсулин) (Makarova et al., 2010), мы предполага-
ем, что отсроченные материнские воздействия связаны с 
влиянием именно лептина на развивающееся потомство. 
Ранее нами установлено, что однократное введение лепти-
на в конце беременности снижает массу тела у потомства 
на стандартной диете (Makarova et al., 2013). В исследова-
ниях других авторов тоже обнаружено, и в генетической 
модели, и при введении лептина, что гиперлептинемия 
при беременности сопровождается меньшей массой у 
потомства, причем у крыс масса была снижена только у 
женского потомства (Nilsson et al., 2003), а у мышей – вне 
зависимости от пола (Pollock et al., 2015). Меньшая масса 
тела у мужского потомства Ау/а самок по сравнению с 
потомством а/а самок наблюдалась при одинаковом по-  
треблении пищи, что предполагает более интенсивный 
расход энергии у этих животных. В работе на мышах 
показано (Pollock et al., 2015), что гиперлептинемия бе-
ременности ассоциирована с повышенной двигательной 
активностью у потомства. Возможно, у мужского потом-
ства Ау/а самок тоже повышена двигательная активность, 
этот вопрос требует дальнейшего изучения.

Гиперлептинемия у самок с мутацией Ау не повлияла 
на исследованные нами метаболические характеристики 
у потомства при развитии ожирения на сладко-жирной 
диете. Эти результаты отличаются от данных, получен-
ных другими авторами в экспериментах на мышах и 
крысах. У крыс введение лептина в конце беременности 
и в период лактации подавляло развитие ожирения, ин-
дуцированного диетой, у потомства обоих полов (Stocker 
et al., 2007). У мышей повышенный уровень лептина у 
беременных db/+ самок мышей и введение лептина в 
течение всей беременности и первых дней после родов 
снижали массу тела у потомства на диете, индуцирую-
щей ожирение (Pollock et al., 2015), не изменяя при этом 

Fig. 4. Effect of the Аy mutation in mice on the expression of genes for transport and signaling proteins in placentas of male and 
female embryos on day 13 of gestation. 
* p < 0.05 between male and female placentas in Аy/а mothers (post-hoc Duncan test); # р < 0.05 between female placentas in  Аy/а and а/а 
mothers (post-hoc Duncan test); ^ р < 0.05 (Student’s t test) between male and female placentas in Аy/а mothers for GLUT3 and between 
male placentas in in  Аy/а and а/а mothers for IFG2R. 
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процентного содержания жира (Talton et al., 2016), что 
говорит о влиянии материнского лептина на линейный 
рост потомства, а не на развитие ожирения как такового. 
Несовпадение результатов по реакции потомства на диету, 
индуцирующую ожирение, в нашей модели и в моделях, 
использованных другими авторами (Pollock et al., 2015), 
может быть обусловлено особенностями проведения экс-
периментов, такими как состав диеты или концентрации 
лептина в крови самок на разных сроках беременности и 
лактации. В целом результаты подтверждают положение 
о том, что повышенный уровень лептина в крови у бере-
менных самок не предрасполагает потомство к развитию 
ожирения, индуцированного диетой, и указывают на то, 
что материнский лептин может по-разному воздействовать 
на развитие мужского и женского потомства.

Механизмы программирующего действия лептина прак-
тически не изучены. Поскольку скорость роста пло дов от-
ражает множественные влияния материнской среды, мы 
оценили массу плодов у а/а и Ау/а самок на разных стадиях 
беременности. Оказалось, что мутация меняет ди намику 
роста плодов: замедляет скорость роста плодов в первые 
две трети беременности (на 13-й день масса плодов была 
снижена), а затем, по-видимому, плоды демонстрируют 
догоняющий рост (в конце беременности масса плодов 
уже не различалась). По немногочисленным литератур-
ным данным, материнский лептин может снижать массу 
плодов: введение лептина во второй половине беремен-
ности снижало массу плодов у мышей (Yamashita et аl., 
2001) и массу новорожденных крысят (Stocker et al., 2007).

Пропорциональное снижение массы плацент и плодов 
указывает на то, что уменьшение физических размеров 
плацент может быть основной причиной замедления 
роста плодов. К 13-му дню беременности у мышей зона 
лабиринта, где осуществляется транспорт питательных 
веществ из крови матери в кровь плода, составляет уже 
значительную часть плаценты (примерно треть) (Coan et 
al., 2004), и уменьшение этой зоны может существенным 
образом сказаться на поставке нутриентов развивающим-
ся плодам. Механизмы влияния лептина на физическое со-
стояние плацент требуют дальнейшего изучения. Возмож-
но, лептин подавляет ангиогенез в плацентах, поскольку в 
экспериментах in vitro было показано, что лептин снижает 
секрецию эндотелиального фактора роста сосудов (VEGF) 
клетками цитотрофобласта (Islami et al., 2003).

Ответ со стороны плодов на изменение уровня лептина 
в материнской крови может зависеть от чувствительно-
сти плацент к действию лептина. В работе (Yamashita et 
al., 2001) показано, что введение лептина снижает массу 
плодов и плацент только у мышей дикого типа и не влияет 
на гетерозигот по мутации db, несущих одну дозу гена 
рецептора к лептину. На 13-й день беременности масса 
плацент у Ау/а самок была снижена, а на 18-й день – не 
различалась, хотя повышенный уровень лептина у Ау/а са-
мок наблюдается на обоих сроках беременности. Можно 
предположить, что с ростом уровня лептина в крови у 
Ау/а самок развивается резистентность к его действию в 
плацентах. Для проверки этого предположения необходи-
мы дополнительные исследования. 

Кроме влияния на физические размеры плацент, по-
вышение уровня лептина у Ау/а самок сопровождалось 

изменением экспрессии генов транспортеров питательных 
веществ и сигнальных факторов в плацентах. Введение 
лептина в первой половине беременности самкам мышей, 
ограниченным в потреблении белков, вызывало измене-
ния транскриптома в плацентах (Schulz et al., 2012), что 
указывает на возможность непосредственного влияния 
материнского лептина на транскрипционные процессы 
в плацентах. Гендер-специфическое воздействие мута-
ции Ау на метаболические признаки у потомства может 
быть связано с разным транскрипционным ответом пла-
цент у плодов мужского и женского пола на изменения 
уровня лептина в материнской крови.

Нами обнаружены яркие проявления полового димор-
физма по массе плацент у самок обоих генотипов и по 
экспрессии генов в плацентах у Ау/а самок. Мутация Ау 
дифференцирует плаценты плодов разного пола по экс-
прессии некоторых генов, в основном за счет снижения 
экспрессии в плацентах плодов женского пола. Снижение 
экспрессии генов, кодирующих переносчики глюкозы и 
аминокислот, может быть одной из причин уменьшения 
массы плодов женского пола. Однако масса плодов муж-
ского пола также была снижена. При этом в плацентах 
плодов мужского пола у Ау/а самок была повышена экс-
прессия гена, кодирующего IGF2R. Этот рецептор связы-
вается с IGF2 и транспортирует его в лизосомы, таким об-
разом снижая уровень IGF2 во внеклеточном пространстве 
(Wutz et al., 2001). Повышение экспрессии IGF2R может 
приводить к снижению уровня IGF2 в плацентах мужских 
плодов, что может быть причиной снижения массы муж-
ских плодов, поскольку IGF2 стимулирует рост плодов 
(DeChiara et al., 1990). Кроме того, отсутствие различий в 
массе плодов разного пола, возможно, связано с развитием 
компенсаторных механизмов. Наличие таких механизмов 
продемонстрировано в работах, в которых исследовалось 
изменение экспрессии IGF2 и транспортеров глюкозы и 
аминокислот в плацентах. Показано, что в ответ на сни-
жение уровня экспрессии гена IGF2 в плацентах проис-
ходит компенсаторное усиление вторичного транспорта 
аминокислот, опосредованного белками-переносчиками 
системы А (Constância et al., 2005), и наоборот – в ответ 
на усиление экспрессии IGF2 происходит снижение экс-
прессии транспортера глюкозы GLUT3 и транспортера 
нейтральных аминокислот SNAT4 (Angiolini et al., 2011).

Гендер-специфический ответ со стороны плацент на 
материнские воздействия является хорошо установлен-
ным феноменом. У мышей плаценты плодов разного пола 
по-разному отвечали на материнское ожирение (Kim et al., 
2014), диету матерей (Gallou-Kabani et al., 2010; Mao et 
al., 2010; Gabory et al., 2012), гипоксию (Cuffe et al., 2014), 
изменение гормонального фона (Cuffe et al., 2011, 2012). 
Однако вопрос о молекулярных механизмах, лежащих в 
основе этого явления, до настоящего времени не иссле-
дован и ждет своего разрешения.

Несмотря на то что масса плацент и плодов у Ау/а самок 
была снижена независимо от пола плодов и экспрессия ге-
нов была изменена также в плацентах плодов обоего пола, 
отсроченные влияния генотипа матери на метаболические 
признаки были обнаружены только у мужского потомства. 
Скорее всего, это связано с выбором изученных признаков. 
Для самок наиболее значимым признаком с эволюционной 
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Влияние мутации Аy у мышей на метаболический фенотип 
потомства, рост плодов и экспрессию генов в плацентах

точки зрения является плодовитость. Возможно, агути 
генотип самок влияет на параметры пло довитости у жен-
ского потомства, но этот вопрос до сих пор не изучался. 

Заключение
У мышей мутация Ау, вызывающая гиперлептинемию в 
период беременности, оказывает зависящее от пола вли-
яние на метаболический фенотип потомства в зрелости, 
влияет на массу плацент и динамику роста плодов, а так-
же вызывает различия по экспрессии генов сигнальных 
и транспортных белков в плацентах плодов мужского и 
женского пола в середине беременности. Можно предпо-
ложить, что гендер-специфическое влияние Ау/а генотипа 
самок мышей на метаболические признаки у потомства 
связано с тем, что развивающаяся у таких самок гипер-
лептинемия по-разному влияет на экспрессию генов сиг-
нальных и транспортных белков в плацентах плодов раз-
ного пола. 
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Молекулярная и клеточная биология
ОбзОр / review

Prions are alternative infectious conformations for some cellular 
proteins. For the protein PrPC (PrP – prion protein, С – common), 
a prion conformation, called PrPSc (S – scrapie), is pathological. 
For example, in mammals the PrPSc prion causes transmissible 
spongiform encephalopathies accumulating in the brain tissues 
of PrPSc aggregates that have amyloid properties. MicroRNAs and 
long non-coding RNAs can be translated into functional peptides. 
These peptides can have a regulatory effect on genes from which 
their non-coding RNAs are transcribed. It has been assumed that 
prions, like peptides, due to the presence of specific domains, 
can also activate certain non-coding RNAs. Some of the activated 
non-coding RNAs can catalyze the formation of new prions from 
normal protein, playing their role in the pathogenesis of prion 
diseases. Confirmation of this assumption is the presence of the 
association of alleles of microRNA with the development of the 
disease, which indicates the role of the specific sequences of non-
coding RNAs in the catalysis of prion formation. In the brain tissues 
of patients with prion diseases, as well as in exosomes containing 
an abnormal PrPSc isoform, changes in the levels of microRNA 
have been observed. A possible cause is the interaction of the 
spatial domains of PrPSc with the sequences of the non-coding 
RNA genes, which causes a change in their expression. MicroR-
NAs, in turn, affect the synthesis of long non-coding RNAs. We 
hypothesize that long noncoding RNAs and possibly microRNAs 
can interact with PrPC catalyzing its transformation into PrPSc. As 
a result, the number of PrPSc increases exponentially. In the brain 
of animals and humans, transposon activity has been observed, 
which has a regulatory effect on the differentiation of neuronal 
stem cells. Transposons form the basis of domain structures of 
long non-coding RNAs. In addition, they are important sources of 
microRNA. Since prion diseases can arise as sporadic and he-
reditary cases, and hereditary predisposition is important for the 
development of pathology, we hypothesize the role of individual 
features of activation of transposons in the pathogenesis of prion 
diseases. The activation of transposons in the brain at certain 
stages of development, as well as under the influence of stress, is 
reflected in the peculiarities of expression of specific non-coding 
RNAs that are capable of catalyzing the transition of the PrPC  
protein to PrPSc. Research in this direction can be the basis for 
targeted anti-microRNA therapy of prion diseases.

Keywords: brain; long noncoding RNA; methylation; microRNA; 
prions; regulation; stem cells; transmissible spongiform 
encephalopathies.
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Прионы – это альтернативные инфекционные конфор-
мации ряда клеточных белков. В отношении протеина 
PrPC (PrP – от англ. prion protein, С – common, обыч-
ный) прионная конформация, получившая название 
PrPSc (Sc – scrapie, скрейпи или почесуха овец), оказа-
лась патологической. У млекопитающих PrPSc является 
этиологическим фактором трансмиссивных губчатых 
энцефалопатий, характеризующихся накоплением в 
головном мозге агрегатов PrPSc, которые обладают ами-
лоидными свойствами. МикроРНК и длинные некоди-
рующие РНК могут транслироваться в функциональные 
пептиды, оказывающие регуляторное воздействие 
на гены, продуктами которых они служат. Сделано 
предположение о роли активации специфических 
некодирующих РНК под влиянием прионов в качестве 
одного из механизмов патогенеза прионных болезней. 
Обнаружены изменения уровней микроРНК в тканях 
головного мозга, а также в экзосомах, содержащих 
аномальную изоформу PrPSc у больных трансмиссивны-
ми губчатыми энцефалопатиями. Выявлены ассоциации 
аллелей микроРНК с развитием болезни, что говорит о 
возможной роли специфических последовательностей 
некодирующих РНК в катализе образования прионов из 
нормального белка. Предполагается, что измененные 
N-концевые пространственные домены PrPScспособны 
связываться с регуляторными последовательностями 
специфических генов некодирующих РНК. В результате 
активируется экспрессия данных некодирующих РНК, 
которые, в свою очередь, могут взаимодействовать 
с PrPC, катализируя их преобразование в PrPSc. Про-
исходит экспоненциальный рост количества PrPSc. 
В головном мозге животных и человека наблюдается 
активность мобильных элементов, оказывающие регу-
ляторное влияние на дифференцировку нейрональных 
стволовых клеток. Транспозоны составляют основу до-
менных структур длинных некодирующих РНК, служат 
важными источниками микроРНК. Так как прионные 
болезни могут возникать в виде спорадических и 
наследственных случаев, а на восприимчивость к за-
болеванию влияет полиморфизм в белок-кодирующих 
генах и генах микроРНК, можно предположить роль 
роль специфического состава и особенностей функци-
онирования транспозонов в их патогенезе. Активация 
транспозонов в головном мозге на определенных 
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A term ‘prion’ was coined to mark proteinaceous 
infectious particles (hence prions) that are able to 
cause prion diseases a.k.a. transmissible spongi-

form encephalopathies (TSEs) in mammals. The PrPSc 
protein (PrP stands for prion protein S –  for scrapie) 
is an example of such a prion with multiple β-layers 
that is a product of conformation transformation of the 
common PrPС protein (С –  for common). However, PrP 
is not the only protein forming prions, as not all prions 
are pathogenic. 

In the literature, the term has been used to mark self-
propagating alternative protein conformations, so this 
definition can be referred to many amyloid proteins 
as well. On the other hand, ‘prion’ also means that a 
protein’s transmissibility has been proved (Harbi, Har-
rison, 2014).

The term ‘amyloid’ was first coined in 1838 by Ger-
man botanist M. Shleiden to describe the starch (amy-
lum is starch in Latin) component of plants. In 1854, 
P. Virkhov used this term to refer to the specific reaction 
of nerve-cell deposits to iodine falsely assuming that 
these substances are similar to starches. As it turned out 
later, the deposits were proteins, but they still have been 
known as amyloids (Kyle, 2001). 

Amyloid fibrils are threadlike self-organizing peptide 
or protein aggregates that contain cross-link β-structures. 
Ribbon-like β-layers spread along the fibrils in which 
β-threads go perpendicular to fibril growth direction 
and are cross-linked by h-bonding. Typical amyloid 
fibrils have two or more β-layers laying one over the 
other. The presence of such structures has been proven 
with x-ray and electron diffraction spectroscopy and 
solid-state NMR. 

Amyloid fibrils are a structural state taken by poly-
peptides in relatively high concentrations in case they 
are not able to form more complex structures such as 
folds for a globular ferment structure or participate in 
a functional supramolecular complex (Tycko, 2014). 

Formation of amyloids presents certain interest for 
medical studies, because the tissues contaminated by 

such amyloid diseases as T2D, neurodegenerative dis-
eases (AD, PD and TSE), accumulate amyloid fibrils 
(Tycko, 2014). For instance, TSEs are characterized by 
the infectious properties of the amyloid proteins caus-
ing the disease, while the encephalopathies themselves 
are described as a group of neurodegenerative diseases 
affecting the nervous system of humans and animals 
(Saba et al., 2012). In humans TSE causes such condi-
tions as Creutzfeldt – Jacob disease (CJD), Gerstmann–
Sträussler–Scheinker syndrome (GSS), and fatal familial 
insomnia (FFI); in sheep – scrapie and trembling disease; 
and in cattle – bovine spongiform encephalopathy. Effec-
tive diagnostics and treatment of TSEs are complicated 
by the absence of intravital diagnostic techniques to 
detect the pre-existing disease (Bellingham et al., 2012). 
TSEs may also have genetic etiology, occur sporadically 
without any known factors and gene mutations or can 
infect through food or contaminated medical tools (see 
Table) (Saba et al., 2012; Mabbott, 2017). 

The cellular prion protein with common three –dimen-
sional structure (PrPC) is a sialoglycoprotein with gly-
cophosphatidylinositol anchor characterized by its high 
level of expression in a central nervous system (CNS), 
especially in neuron synapses (Rubenstein et al., 2018). 
Its molecular mass is 30–35 kDa and it is encoded by the 
PRNP gene. After its synthesis PrPC is first processed in 
the Golgi until its expression into a plasmatic membrane. 
The secondary structure of its C-end domain contains 
three α-spirals and a short double-stranded β-folded 
layer (Mabbott, 2017). The glycine-rich N-end domain 
contains an octapeptide repeat composed of four tandem 
copies of highly conserved sequence PHGGGWGQ. It is 
assumed that the N-end domain plays an important role 
in modulating the prion protein’s physiological function 
as well as in the pathological reactions in case of prion 
diseases. Multiple studies have demonstrated that the N-
end domain can interact with a wide spectrum of ligands 
such as β-layer rich conformers (in particular PrPSc in 
TSE, and the Aβ42 peptide in AD); metal ions (Cu2+ and 
Zn2+); lipids; glycosaminoglycans (give different, some-

стадиях развития, а также под действием стресса отражается в 
характере экспрессии специфических некодирующих РНК, спо-
собных катализировать переход белка PrPC в PrPSc. Исследова-
ние в данном направлении может стать основой для таргетной 
терапии прионных болезней с использованием микроРНК в 
качестве мишеней.

Ключевые слова: головной мозг; длинные некодирующие РНК; 
метилирование; микроРНК; прионы; регуляция; стволовые 
клетки; трансмиссивные губчатые энцефалопатии.
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times opposite activity properties to the protein includ-
ing protection from oxidative stress and PrPSc toxicity 
mediation); and nucleic acids (Eigenbrod et al., 2017). 
It also can be assumed that the changed conformation 
of PrPSc results in N-end domain disorder modulating 
its physiological function and enabling it to affect the 
genes of noncoding RNAs (ncRNA) by interaction with 
regulatory sequences or their gene regulators activating 
them in the way the peptides formed while ncRNA trans-
lation do. In rare cases, the activated ncRNAs can be a 
cofactor for the conformational transformation of PrPC 
into PrPSc , and if it happens, it causes a chain reaction 
with the exponential growth of PrPSc, which is typical 
for prion diseases. However, the probability of such 
activation is negligibly small due to the long incubation 
period typical for prion diseases.

In a CNS, the physiological development of PrPC 
supports myelin homeostasis by interaction with G 
protein-coupled receptor Gpr126 (a.k.a. Adgrg6) in the 

Schwann cells. It has also been reported about many 
other PrPC functions in a CNS including a circadian 
rhythm, synaptic transmission, cognition, signal trans-
duction, apoptosis regulation and protection from oxida-
tive stress. Moreover, PrPC is expressed in many cellular 
populations of an immune system and secondary lym-
phoid organs. Although in mice PrPC depletion does not 
lead to apparent immunodeficiency, it can play its role 
in cellular activation, T-cell differentiation, intercellular 
interaction and phagocytosis (Mabbott, 2017). PrPC is a 
calpain substrate (calcium-sensing cysteine phosphatase 
that can be subjected to controlled activation) and may 
become neurotoxic in pathological processing and ac-
cumulate in cytosol (Rubenstein et al., 2018). It has also 
been found that the cellular prion protein of PrPC works 
as a receptor for the amyloid fibrils of α-synuclein easing 
their internalization and endocytosis. Such reactions oc-
cur by direct interaction between α-synuclein fibrils and 
the N-end domain of PrPC In the cellular lines express-

Prion diseases in humans and animals (Mabbott, 2017)

Disease Infected species Path of infection

Drug-induced CJD  Humans Accidental medical contamination 

Sporadic CJD Humans Somatic mutations or spontaneous conversions  
of PrPC  into PrPSc

Variant CJD Humans Eating contaminated food or transfusion  
of contaminated blood  

Familial CJD Humans Germline mutations of the PRNP gene

CSS Humans »

Trembling disease Humans Ritual cannibalism

FFI Humans Germline mutations of the PRNP gene

Mad-cow disease Bovine  
cattle

Eating contaminated food

Scrapie Sheep, goats, 
moufflons

Eating contaminated food, horizontal  
and vertical infection 

Chronic wasting disease Mooses,  
deers

Mink TSE Minks Eating contaminated food

Feline spongiform encephalopathy Cats »

Spongiform encephalopathy  
of exotic animals

Antelopes,  
Grater kudus

»
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ing PrPSc, binding of PrPC and the fibrils prevents the 
formation and accumulation of PrPSc, as PrPC becomes 
inaccessible as the substrate for the pathological trans-
formation (De Cecco, Legname, 2018). 

In TSE one detects changes in the secondary, tertiary 
and quaternary structures of the PrP molecule that lead to 
increase in the number of β-folded layers. These changes 
have a strong effect on the physical, chemical and bio-
logical characteristics of PrP because the specific patho-
genic isoform of PrPSc is neurotoxic, relatively stable to 
protease cleavage and accumulates in infected tissues as 
insoluble aggregates. While particular mechanisms of 
these conformational and biological changes have been 
unknown, it has been demonstrated that they require 
additional chaperone molecules such as lipids, proteo-
glycans and RNAs (Mabbott, 2017). TSE progressing is 
related to the exponential growth of PrPC transformation 
into its abnormal isoform PrPSc (Saba et al., 2012), which 
is characterized by the changed tertiary structure of the 
molecule, where the α-spirals have transformed to make 
a new conformation with the β-layers (Simoneau et al., 
2015). The characteristic histopathologic CNS changes 
in TSE include brain vacuolation, neurodegeneration, 
microgliosis, astrocytosis and pathological accumulation 
of PrPSc (Mabbott, 2017). 

Similar to other neurodegenerative processes, TSE 
activates brain-resident immune cells, microglia cells 
and increases the number of astroglia cells. In many 
cases, these manifestations of TSE can be detected before 
the clinical symptoms of the disease or such signs of 
neurodegeneration as spongiosis and neuron death (Saba 
et al., 2012). Apart from PrPSc, there are other elements 
that can either affect TSE development or determine the 
clinical phenotype of the disease and susceptibility to a 
prion infection, e.g. it has been found that PrPC-coding 
allelic PRNP can participate in TSE pathogenesis. It has 
also been found that the polymorphism of the ZBTB38 
gene RASA2 (RAS p21 protein activator 2) is associated 
with susceptibility to CJD in the UK, while in China an 
expressed association has been confirmed between SNP 
rs57095329 in miR-146a and susceptibility to FFI (Gao 
et al., 2018). Studying TSE microRNAs as infection 
diagnostic markers in animals consumed as food has 
been considered as a perspective direction of research, 
e.g. in recent studies they used quantitative PCR with 
inverse transcription to analyze the levels of candidate 
microRNAs in the blood plasma of scrapie-infected 
sheep. In this study, a significant association between the 
disease and the high levels of miR-342-3p и miR-21-5p 
has been indicated (Sanz Rubio et al., 2017). 

Role of microRNAs in prion disease pathogenesis 
TSE causes deregulation of certain microRNAs in prion-
infected brain tissues(Bellingham et al., 2012). A set of 
experimental studies was designed and carried out to 

determine the role of microRNAs in prion disease patho-
genesis. The studies detected deregulation of 15 microR-
NAs in the brain of prion-infected mice. The expression 
increased more than 2.5 times for miR-342-3p, miR-320, 
let-7b, miR-328, miR-128, miR-139-5p, miR-146a, and 
reduced more than 2.5 times for miR-338-3p and miR-
337-3p. In this set of microRNAs neurodegenerative 
deregulation had been determined only for miR-128, 
which is a confirmation of the conservative, prion-
specific pattern of the microRNA differential expression 
associated with prion-induced neurodegeneration. For 
this dataset a lot of potential targets were predicted, 
including 119 genes whose regulation was disrupted in 
scrapie-infected mice (Saba et al., 2008).  

The hyperexpression of miR-146a occurred simultane-
ously with prion deposits formation and microglia cells 
activation. In response to that, the transcription changed 
significantly including the proinflammatory transcription 
factors such as nuclear factor kappa-B (NF-κB) and 
signal pathways JAK-STAT. Microchip analysis made 
it possible to predict the role of miR-146a in regulation 
of the morphological changes in presence of activated 
microglia cells and phagocytosis mediators of oxidation 
bursts such as CYBA and NOS3.

Based on the results obtained miR-146a was indi-
cated as a powerful modulator of a microglia cells that 
regulates their activation during prion-induced neurode-
generation (Saba et al., 2012). Increased expression of 
has-miR-342-3p and has-miR-494 was also detected in 
the brain of prion-infected macaques and human CJD 
models when compared to control groups. Increased 
expression of has-miR-342-3p was detected in the brain 
of sporadic CJD-infected humans. This microRNA is 
supposed to be used TSE diagnostic marker (Montag 
et al., 2009).

In TSE the early changes observed in brain tissues 
include reduction of the number of synapses and den-
drite spikes followed by reduction of axon length and 
arborization. These pathological conditions are observed 
in the preclinical stages of the disease and are followed 
by changes in expression of the transcripts that include 
microRNAs. It was discovered that at the early stages 
of TSE expression of miR-16 increases in hippocam-
pal neurons СА1. Modulation of miR-16 expression 
in mature hippocampal neurons by expression from 
a lentivirus imitated the reduction of axon length and 
arborization observed in vivo. An assumption was made 
that the increased expression of miR-16 causing changes 
in the regulation of the MAPK/ERK pathways took part 
in prion disease pathogenesis (Burak et al., 2018). The 
main molecular mechanisms resulting in a reduction of 
neural sinuses of the hippocampus and brain cortex in 
TSE have not yet been detected. However, it has turned 
out that many microRNAs, many of those enrich syn-
apses, also regulate the local synthesis of protein in case 
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of rapid response to prion stressors. The study analyzing 
the processing properties of the microRNAs isolated 
from synaptoneurosomes at the preclinical and clinical 
stages of TSE development demonstrated that at the 
preclinical stage miR-124a-3p, miR-136-5p, miR-376a-
3p were enriched. At the following stage, the levels of 
the microRNAs that were considered deregulated in the 
brain of TSE-infected mice increased, as well as those 
in AD models. These were miR-146a-5p, miR-142-3p, 
miR-143-3p, miR-145a-5p, miR-451a, miR-let-7b, 
miR-320, miR-150-5p. At the clinical stage of TSE a 
number of microRNAs decreased their level, including 
those in relation to the miR-200 family (miR-200a-3p, 
miR-200b-3p, miR-200c-3p, miR-141-3p, miR-429-3p) 
and cluster 182 (miR-182-5p, miR-183-5p) (Boese et 
al., 2016). 

In cells PrPC and PrPSc associate with exosomes, small 
(50–130 nm) vesicles released from the cells. The exo-
somes also contain microRNAs used for identification 
of microRNA signatures in TSE diagnostics. MicroRNA 
profiles were studied in the exosomes extracted from 
prion-infected nerve cells, and the study showed the 
increased levels of let-7b, let-7i, miR-128a, miR-21, 
miR-222, miR-29b, miR-343-3p, miR-424. It has con-
firmed there is a strong connection with microRNA in 
the neuron exosomes of prion-infected animals and this 
connection can be used both for TSE diagnostics and 
finding explanation for possible pathogenic mechanisms 
of the disease (Bellingham et al., 2012). Apart from 
studying the expression levels, analysis of the SNP genes 
participating in disregulation of hippocampal neurons 
СА1 in mice with early preclinical TSE stage. The study 
has shown an expressed association of SNP microRNAs 
blocking the binding sites of microRNAs and the 3’-
UTR genes coding GABA receptor subunits (Saba et al., 
2014). The obtained results allow one to assume that in 
TSE development a special role is given to the ncRNA 
sequences, which has its effect on their spatial configura-
tion and possible interaction with PrPC domains and their 
conformation transformation into PrPSc. A number of 
studies have also demonstrated that this transformation 
requires additional chaperon molecules such as RNAs 
(Mabbott, 2017). Changing the ncRNA sequences may 
also be important for a possible interaction with the 
PrPSc isoforms that cause the effect similar to that one 
of peptides produced by translation of ncRNAs (Lv et 
al., 2016). This interaction with the ncRNA genes may 
and their regulators may also involve the PrPC N-end 
domain. Disruption of its sequence (e.g. during confor-
mation transformation into PrPSc) becomes important for 
modulation of the physiological functions of PrP. This 
assumption is based on a supposition that the PrPC N-end 
domain may interact with a wide spectrum of ligands in-
cluding nucleic-acid sequences (Eigenbrod et al., 2017). 
However, conformation transformation of the globular 

PrPC domain from α-spirals into PrPSc β-layers may lead 
to significant modifications of the N-end domain and 
affect its capability to interact with the regulatory gene 
sequences of specific ncRNAs, whose transcription prod-
ucts can serve as catalysts for the transformation of PrPC 
into PrPSc. The result is a chain reaction, since the PrPSc  
N-end domains, in their turn, activate ncRNA expression 
being a catalyst for their transformation. 

Regulation of noncoding RNAs  
by their own translation products
Despite their name, ncRNAs can be translated, and the 
peptides formed this way have an ability to regulate 
protein-coding genes (Lv et al., 2016). More than 10 % 
of all the genomes of living organisms are composed of 
functional genes that contain small open reading frames 
(smORFs) encoding bioactive peptides (Saghatelian, 
Couso, 2015). Pre-microRNAs contain smORFs and are 
capable of both processing into mature microRNAs and 
of translation into mitochondrial intermediate peptidase 
(miPEP) that can enhance the transcription of the 
microRNAs they are binded with (Couzigou et al., 2015). 
In Arabidopsis thaliana each 50-th microRNA contains 
smORF to translate a pre-microRNA into a peptide. 
In Medicago truncatula miPEP171b is synthesized 
from pri-miR171b, while in Arabidopsis thaliana 
miPEP165a – from pri-miR165a (Lauressergues et al., 
2015), so the biological activity of miPEP has been 
proven experimentally. Moreover, these peptides are 
successfully used to optimize the agronomical properties 
of agricultural plants, e.g. synthetic peptide miPEP172c 
that activates expression of miR172c stimulating 
radicle – knob formation in soy plants and increasing 
its crop yield through symbiotic interaction with nodule 
bacteria (Couzigou et al., 2016). 

Though long noncoding RNAs (lncRNAs) do not 
contain conservative and long ORFs, they may also 
interact with ribosomes and translate into functional 
peptides (Ruiz et al., 2014), e.g. in animals lncRNAs 
translates into mioregulin, a peptide that controls the 
effectiveness of muscle contraction and relaxation. The 
peptide binds with the calcium ATPase of a smooth 
endoplasmic reticulum (SER) and has a regulatory 
effect on calcium engulfment (Anderson et al., 2015). 
In animals, the lncRNA produces the DWORF peptide 
that also works in SER (Nelson et al., 2016). In plants, 
the lncRNA produces different peptides such as IPS1 
regulating phosphate engulfment; ENOD40 engaging 
in symbiosis with bacteria; COLDAIR and COOLAIR 
controlling flowering time (Zhang et al., 2013).

Transposon and noncoding RNA activity in brain 
Noncoding RNAs play a vital role in controlling brain 
development and functioning of mature differentiated 
nerve cells. Neurogenesis in hippocampus is controlled 
by gene regulatory networks, transcription factors, 
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lncRNA and microRNA, while lncRNA play a pivotal 
role in these processes (Deng et al., 2017). Experimental 
studies on mouse brain revealed the expression of 849 
different lncRNAs, many of those overlapped with the 
protein-coding genes participating in the nerve function. 
At the same time these lncRNAs were not the so-called 
‘transcription noise’ or the artifacts of chromatin remod-
eling (Mercer et al., 2008). Most of the lncRNAs had 
the expression pattern similar to the one of neurogenesis 
genes, which tells much about the role of lncRNA in 
regulation of corticogenesis by adjusting the expression 
of the determinants of neighboring genome regions in 
neurons (Aprea et al., 2013).

A strong interrelation has been observed between 
ncRNAs and transposable elements (TE or transposons) 
in regulation of stem cells differentiation including 
neurogenesis. Activation of certain TEs is necessary 
as for pluripotency support as for sequential stem-cell 
differentiation. In this case, depletion of certain specific 
lncRNAs may lead to TE disregulation and fetal devel-
opment arrest, e.g. depletion of the LincGET lncRNA 
causes a total arrest of the late G2-phase of bicellular 
stage in mice. This effect is determined by LincGET in-
ability to bind the ILF2, FUBP1and hnRNP-U proteins 
and form a complex necessary for the cis-regulatory 
activity of LTR-containing retro-ТЕ GLN, MERVL, 
ERVK (Wang et al., 2016). TEs can also be used as 
lncRNA genes, e.g. to support the identity of fetal 
stem cells retro-ТЕ HERVH transcribes to become 
a nuclear lncRNA (Lu et al., 2014). In evolution TEs 
are used to form the functional domains of lncRNA 
and become a part of 83 % of them (Johnson, Guigo, 
2014). TE activity in brain is observed not only in a 
fetal period but also in mature humans (Faulkner, 2011), 
animals and Drosophila (Richardson et al., 2014). This 
activity is assumed to be a source of neuron genetic 
heterogeneity in developing brain structures (Upton et 
al., 2015), as TEs have a regulatory function forming 
transcripts of functional ncRNAs (Gim et al., 2014). 

Another role of TEs is to be an important source of 
microRNAs in animals (Borchert et al., 2011; Gim et 
al., 2014) and plants (Li et al., 2011; Lorenzetti et al., 
2016), which is a confirmation of the universality and 
conservation of transposons evolution. At the same time, 
up to 40 % of all the microRNAs that have a regulatory 
effect on the nerve-cell function are expressed in the 
brain. Many microRNAs affect neurotransmitter sys-
tems. Certain pre-microRNAs are even expressed at in 
neuron dendrites, where they are locally processed into 
the mature microRNAs regulating mRNA translation. 
These are miR-200c, miR-339, miR-332, miR-318, 
miR-29a, miR-7 и miR-137 enriched in synapses. Other 
microRNAs as miR-16, miR-221, miR-204, miR-15b 
are expressed at higher levels in presynaptic axons 
(Dwivedi, 2014). Another important source of micro-

RNAs is nonautonomous DNA TEs of medium reitera-
tion frequency repeats (MER). On the 14-th day mouse 
fetuses demonstrate expressed activation of ТЕ MER130 
leading to neocortex formation. The nonautonomous ТЕ 
MER130 that belong to the most important brain genes 
function as enhancers (Notwell et al., 2015). The close 
relation of TE and ncRNA can be a confirmation of 
TE activity in neural stem cells, since microRNAs and 
lncRNAs regulate gene expression while cellular differ-
entiation. In neurogenesis somatic TE retrotransposition 
is a potential source of the genotypic neuron variations 
necessary for brain formation. The highest TE activity 
in this respect has been detected in the hippocampus, a 
center of neurogenesis, e.g. a sequence analysis of its 
cells gave in average 13.7 of the LINE-1 somatic inser-
tions per a single neuron (Upton et al., 2015). 

It has also been demonstrated that in TSE hippocam-
pal neurons suffer microRNA deregulation (Burak et 
al., 2018), and this is a structure with the highest TE 
activity (Deng et al., 2017), which is assumed to be the 
basis of neural heterogeneity that plays the pivotal role 
in brain formation. This may lead to a conclusion that the 
peculiarities of the certain RNAs related to TEs through 
their brain regulation function can play their role in TSE 
development. Such a peculiarity can be accessibility of 
the certain genome sections containing TE sequences 
and microRNA genes that allow the PrPSc domains to 
interact with them. The result can be enhancement of the 
specific RNAs, a cascade of interacted processes devel-
oping in geometric progression that affects the expres-
sion of the certain lncRNAs, which, in their turn, may 
interact with the PrPC isoform catalyzing its transition 
into PrPSc. It is not unlikely that microRNAs themselves 
can interact with prions as cofactors causing their con-
formation transformation. It is apparent that the prob-
ability of such events is extremely low, but if it occurs, 
the pathological process will be exponential, which is 
confirmed by both prion-disease epidemiology and their 
development pattern (long incubation period followed 
by fast development). Since every animal species has 
its own TE composition and positioning in the genome 
with its unique effect on the epigenetic properties of 
its functioning (Mustafin, Khusnutdinova, 2017), the 
described mechanism of TSE pathogenesis corresponds 
to the species-specific prion infection pattern. 

Role long noncoding RNAs  
in protein conformation catalysis
The brain may be assumed to be the area where a 
prion disease develops due to the peculiarities of 
nerve-cell regulation reflected in expression of the 
specific microRNAs and lncRNAs affected by TEs. 
Long ncRNAs take an active part in expression control 
of the genes necessary for brain development. For 
example, lncRNA2393 facilitates the differentiation 
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and proliferation of neural stem cells in the fascia 
dentata hippocampi (Deng et al., 2017), where high TE 
activity can be observed. Long ncRNAs interact with 
microRNAs hybridizing with partial complementary 
sequence and acting as molecular sponges that bind 
microRNAs and reduce their effect on target mRNAs 
(Fitzgerald, Caffrey, 2014). Long ncRNAs can catalyze 
different molecular processes on their own, serving 
as ribozymes or, which is more often, being a part of 
ribonucleoproteins (RNPs). Like proteins, lncRNAs 
have modular spatial organization and contain the 
discrete domains formed with TE participation (Johnson, 
Guigo, 2014). 

To describe a possible mechanism of how a lncRNA 
can catalyze the conformation transformation of a com-
mon protein into a prion one should consider the similar 
mechanisms of prion-like domains (PLDs). PLDs enable 
for the ‘functional reaction’ of a protein that forms com-
plexes of higher order and microscopic RNP granules. 
It is considered that protein and RNP concentration in 
confined space make gene regulation more effective. 
The biophysical properties of PLD-mediated interactions 
may explain the liquid-like properties of the RNP gran-
ules, as the PLDs expressed in vitro form hydrogels, so 
a PLD is the sequences with a low degree of complexity 
found the RNA-binding proteins associated with neuro-
degenerative amyotrophic lateral sclerosis (ALS). PLDs 
are rich in polar amino acids and glycines and in many 
ways are similar to the prion yeast protein that can be de-
tected using the hidden Markov models (Hennig, 2015). 
In many-celled animals PLDs play a very important role 
in the subcellular cytoplasmic organization, especially 
in case of RNA homeostasis. In a study to investigate 
20 000 protein-coding human genes with Prion-Like 
Amino Acid Composition (PLAAC) 240 genes (1.2 %) 
turned out to contain the domains, whose structure was 
similar to the one of annotated prion yeast domains. 
From the 240 genes 72 (30 %) occurred to be RNA-
binding ones, while 79 (33 %) – DNA-binding. Some 
of RNA-binding and PLD-containing proteins includ-
ing ataxin 1, ataxin 2, TDP-43, FUS, TAF15, EWSR1, 
hnRNPA1, hnRNPA2, are important for the pathogenesis 
of a number of fatal neurodegenerative diseases such 
as ALS, frontoparietal dementia, and spinocerebellar 
ataxia (March et al., 2016). PLDs have also turned out 
to be important regulators of bacteriophage-prokaryote 
interaction and can be detected in all the bacteriophages 
of different bacterial groups and archaeons. These PLDs 
participate in phage attachment and penetration into 
a cell as well as in its reproduction (Tetz G., Tetz V., 
2017), which is another confirmation of PLD natural 
universalism.

Low-complexity regions (LCRs) in their relation to 
proteins are sequences with low diversity of amino-

acid residues if compared to high-complexity regions. 
LCRs can differ by their recapitulation degree (periodic 
or aperiodic motifs) and by their composition (homo-
geneous or heterogeneous). LCRs commonly include 
micro- and minisatellites, simple repeated sequences, ho-
mopolymers, genome heteropolymers, and amino-acid 
repeated sequences in proteins (Battistuzzi et al., 2016), 
e.g. glutamine/asparagines (Q/N)-rich domains. For the 
first time, the relation between LCRs and prion proteins 
was demonstrated by M.D. Michelitsch и J.S. Weissman 
(2000), who found that Q/N-rich domains were highly 
likely to form self-propagating amyloid fibrils. They ana-
lyzed complete proteomic sequences of 31 species and a 
number of incomplete proteomic sequences to detect the 
Q/N-rich domains to find out that such domains occur 
in greater numbers in eukaryotic proteins that evolved 
as modular domains for the protein-protein interaction 
of ‘polar-lightning’ type. So, it has been demonstrated 
that the prion-like regulation in eukaryotic proteins can 
be a normal process of their multifunctional regulation 
(Michelitsch, Weissman, 2000). Here it should be re-
minded that prions are infectious proteins and it is their 
main property, while a prion-like domain has nothing to 
do with this infectious property, it just reflects the simi-
larity of the amino-acid sequences and their propensity 
for aggregation, which allows one to consider PLD as 
a possible model of the effect ncRNAs have on prion 
conformation transformations, as TSE can occur as an 
infection, but in a number of cases it has genetic etiol-
ogy (Saba et al., 2012; Mabbott, 2017). In addition, a 
study has confirmed the role PLDs play in the etiology 
of AA-amyloidosis in animals, which, as prion diseases, 
can be transmissive (Murakami et al., 2014).

PLDs are involved in liquid-phase transformation –
mediated gene regulation that leads to formation of RNP 
granules. Many PLDs in proteins are binded with para-
speckles, subnuclear bodies formed around lncRNAs. 
Protein RBM14 binds the key paraspeckle subcomplexes 
via their mediated PLDs. It takes PLD proteins RBM14 
и FUS to form paraspeckles in a cell, where their en-
dogenous copies have been knocked down. They form 
hydrogel with amyloid-like properties. PLDs launch 
the liquid-phase transformations, which underlines the 
importance of this body as a model for understanding 
of neurodegeneration (Hennig et al., 2015).   

Commonly PLDs enable proteins to ‘functionally ag-
gregate’ forming complexes of higher order and micro-
scopic RNP granules. Proteins and RNAs concentrated 
in a confined space result in more effective processes 
of gene regulation, while the biophysical properties 
of PLD-mediated interactions may explain the liq-
uid – phase properties of the granules since the PLDs 
expressed in vitro form loop-like networks that arrear 
as hydrogels. The hydrogels are functional amyloids, 
which has been confirmed by a study of RNA-binding 
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protein FUS (Fused in Sarcoma) containing a PLD with 
multiple repeats [G/S]Y[G/S]. The central tyrosine is 
necessary to form hydrogel and stress-granules in cyto-
plasm. As cytoplasmic RNP granules, nuclear bodies can 
also form complexes without membrane participation 
using protein-protein and RNA-protein interactions. 
Therefore, paraspeckles are nuclear bodies formed based 
on lncRNA NEAT1 (Nuclear Paraspeckle Assembly 
Transcript 1/MENɛ/β). Around 40 protein paraspeckles 
are known today and most of them are RNA-binding 
proteins enriched by RNA-recognizing motifs, a zinc 
finger and a K-homological domain. Paraspeckle occur-
rence is initiated by NEAT1 transcription followed by 
enrichment with the different proteins that coordinate 
paraspeckle accumulation. The genes encoding para-
speckle protein are FUS, TDP-43, SS18L1, HNRNPA1, 
TAF15, EWSR1. Paraspeckles are sensitive to the stress 
caused by the structures induced by viral infections; by 
proteasomes and differentiation. They affect gene ex-
pression via keeping RNA in a nucleus through inverted 
repeats and sequestration of certain transcription factors 
(Hennig et al., 2015).    

Experiments in vitro have also demonstrated there is 
a synergism between RNA effects and PrPSc amplifica-
tion. In this study, these were ultrasound-formed small 
RNA fragments that most easily converted into prions 
(Gonzalez-Montalban et al., 2011), which allows one 
to assume that microRNAs may serve as catalysts for 
PrPC transformation into PrPSc. Another study has also 
demonstrated that RNAs act as cofactors for formation of 
high-level de novo infectious prions facilitating PrP re-
folding into a pathogenic isoform (Timmes et al., 2013).

Research in vitro studied the role of RNAs as the 
strain-specific components of infectious prions. They 
demonstrated that depending on a kind of strains the 
effect of ribonuclease reduced the activity of PrPSc 
conversion via protein misfolding cyclic amplification 
(PMCA) while adding RNA restored the effectiveness 
of the PMCA conversion. These results have made it 
possible to assume that RNA molecules can serve as 
catalysts of prion replication, while the variability of 
particular prion strains can explain the strain-specific 
RNA dependencies (Saa et al., 2012).

Searching for the factor facilitating PrPSc infectivity 
was carried out in (Simoneau et al., 2015). The experi-
ments showed that initially nonpathogenic recPrP similar 
to PrPC could initiate a prion disease in hamsters via its 
prion-like conformation (rich in β-layers) in presence 
of the RNAs purified of their scrapie-associated fibrils. 
Analysis of the infectious recPrP-RNA mixture detected 
two populations of small RNAs of 27and 55 nucleotides 
in size, demonstrating a clear relation between the spe-
cific RNAs and the infectious properties of the prion 
amyloid (Simoneau et al., 2015).  

Thus, there have been growing amount of proves 
of the role specific ncRNAs play in the pathogenesis 

of prion diseases. Since TEs is an important source of 
lncRNAs and micro RNAs, an assumption can be made 
that the individual composition and specific changes of 
transposons in ontogenesis may be the element triggering 
the development of TSE and other cerebral proteinopa-
thies including AD, PD and HD all characterized by a 
structural transformation of specific host proteins into 
new β-layer-rich conformations. 

Conclusion
It has been assumed that interaction of a prion tertiary 
structure with certain gene sequences of lncRNAs may 
be one of the mechanisms of prion disease pathogenesis. 
Such interaction can be similar to the self-regulation 
of ncRNA by the products of its own translation. It 
has been found that ncRNAs can be translated, while 
the peptides formed has a regulatory effect on ncRNA 
genes. Association of microRNA polymorphism with 
prion disease development as well as changes in the 
expression of certain ncRNAs in TSE allow one to 
assume that specific ncRNAs are able to catalyze PrPC 
transformation into a PrPSc isoform. Therefore, optimal 
interactions of PrPSc with the genes of certain RNAs 
may cause the exponential growth of their amount, if the 
formed ncRNAs or the subproducts of their interaction 
are able to catalyze the transformation. MicroRNA 
activation by prion domains most likely potentiates 
the formation of microRNAs, whose regulation of the 
expression of certain genes may also stimulate the 
conformation transformation. It can also explain the 
species-specific character of prion infections as well 
as TSE long incubation period and fast progression. In 
TSE pathogenesis an important role is given to TEs to 
be the basis for the neural stem cell differentiation in the 
hippocampus triggered by TE ncRNAs. 
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Матриксные металлопротеиназы (ММП) играют важ-
ную роль в патогенезе псориаза, а также ряда других 
аутоиммунных заболеваний. Накопление интерлейкина 
17A (ИЛ-17A) и других провос па лительных цитокинов 
в межклеточном матриксе приводит к индукции генов 
некоторых матриксных металлопротеиназ, в частности 
MMP1. Рост протеолитической активности в межкле-
точном матриксе меняет его состав и свойства, а также 
способствует структурной реорганизации пораженного 
болезнью участка кожи. Структурная реорганизация, в 
свою очередь, приводит к изменению внешнего облика 
кожных покровов и образованию псориатических бля-
шек. Целью данной работы было исследовать влияние 
РНК-интерференции MMP1 на биологические эффек-
ты ИЛ-17A, такие как способность данного цитокина 
стимулировать  мигра цию и пролиферацию эпидер-
мальных кератиноцитов человека, а так же регулиро-
вать экспрессию генов, которые играют важную роль 
в процессе дифференцировки данного типа клеток. 
В работе ис пользовали иммортализованные эпидер-
мальные кератиноциты с «нокдауном» MMP1 и без 
него – HaCaT-ММП1 и HaCaT-КТР соответственно. Для 
оценки пролиферации клеток сопоставляли кри вые 
их роста. Миграцию клеток оценивали путем сравне-
ния ре презентативных фотографических изображений, 
которые были получены через равные промежутки 
времени. Изменения в экспрессии генов анализи-
ровали методом ПЦР в режиме реального времени. 
Согласно полученным результатам, в клетках, обрабо-
танных ИЛ-17A, РНК-интерференция MMP1 приводит к 
уменьшению экспрессии MMP9 и MMP12, FOSL1, CCNA2, 
IVL, KRT14 и KRT17, а также к увеличению экспрессии 
MMP2, CCND1 и LOR. «Нокдаун» MMP1 замедляет про-
цесс миграции клеток и приводит к снижению скорости 
их пролиферации. Таким образом, проведенное нами 

Matrix metalloproteinases (MMPs) are important for the 
pathogenesis of psoriasis and other autoimmune disorders. In the 
extracellular matrix, accumulation of proinflammatory cytokines, 
such as interleukin 17A (IL-17A), leads to induction of several 
MMPs, including MMP1. MMPs change the composition and other 
properties of the extracellular matrix. These changes facilitate 
tissue remodeling and promote the development of psoriatic 
plaques. The aim of this study was to explore how MMP1 silencing 
might influence the biological effects of IL-17A on migration 
and proliferation of human epidermal keratinocytes and the 
expression of genes involved in their division and differentiation. 
The experiments were performed with MMP1-deficient and 
control epidermal keratinocytes, HaCaT-MMP1 and HaCaT-KTR, 
respectively. Cell proliferation and migration were assessed by 
comparative analysis of the growth curves and scratch assay, 
respectively. To quantify cell migration, representative areas of 
cell cultures were photographed at the indicated time points 
and compared to each other. Changes in gene expression were 
analyzed by real-time PCR. The obtained results demonstrated 
that MMP1 silencing in the cells treated with IL-17A resulted 
in downregulation of MMP9 and -12, FOSL1, CCNA2, IVL, KRT14 
and -17 as well as upregulation of MMP2, CCND1 and LOR. 
Moreover, MMP1 silencing led to a decrease in cell proliferation 
and an impairment of cell migration. Thus, MMP1-deficiency in 
epidermal keratinocytes can be beneficial for psoriasis patients 
that experience an accumulation of IL-17 in lesional skin. Knocking 
MMP1 down could influence migration and proliferation of 
epidermal keratinocytes in vivo, as well as help to control the 
expression of MMP1, -2, -9 и -12, CCNA2, CCND1, KRT14 and -17 that 
are crucial for the pathogenesis of psoriasis.

Key words: matrix metalloproteinase 1; psoriasis; interleukin 17; 
small hairpin RNA; gene silencing.
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Plaque psoriasis (psoriasis vulgaris) is one of the most 
abundant chronic non-infectious skin conditions 
(Greb et al., 2016). According to the World Health 

Organization, the prevalence of psoriasis worldwide is ~3% 
(Michalek et al., 2017). In mainland Russia, the prevalence 
of psoriasis is ~1.9 % (Khamaganova et al., 2015). The most 
distinctive hallmark of psoriasis is the appearance of thick 
scaly plaques on the patient’s skin. In 21.1 % and 5.7 % 
of cases, respectively, the disease targets nails and joints 
(Rukavishnikova, 2009; Mishina et al., 2013). Moreover, 
psoriasis is often accompanied by comorbidities, such as 
cardiovascular disease, type II diabetes and atherosclerosis 
(Batyrshina, Sadykova, 2014).

At the molecular level, the development of psoriatic 
plaques leads to differential expression of thousands of genes 
(Zolotarenko et al., 2016), including the genes involved in 
proliferation and the terminal differentiation of epidermal 
keratinocytes. In lesional skin, KRT1, KRT5 and KRT10 are 
downregulated (Rao et al., 1996; Jin, Wang, 2014), whereas 
KRT14, KRT16, and KRT17 are upregulated (Al Robaee, 2010; 
Jin, Wang, 2014). The late differentiation markers loricrin 
(LOR) and filaggrin (FLG) are expressed there at a lower level. 
In contrast, the expression level of the early differentiation 
marker involucrin (IVL) is higher (Soboleva et al., 2014a). The 
proliferation marker MKI67 (Yazici et al., 2005) and cyclin 
A2 (Manczinger, Kemény, 2013) are upregulated, while cyclin 
D1 is downregulated (Reischl et al., 2007).

The proinflammatory cytokine interleukin 17A (IL-17A) 
plays a key role in the pathogenesis of psoriasis. Specifically, 
IL-17A contributes to the inflammatory response by inducing 
the chemokines CCL20, CXCL1, CXCL2, and CXCL8. Their 
secretion to the extracellular matrix promotes the migration 
of activated immune cells to lesional epidermis. In turn, the 
accumulation of immune cells in lesional skin stabilizes there 
the inflammatory process (Seo et al., 2017).

This concept fits well with emerging results from clinical 
trials with IL-17A-specific antibodies (Canavan et al., 2016). 
According to the clinical data, ~85–90 % of patients with 
moderate and severe psoriasis achieve PASI75 after completion 
of the therapy. Moreover, the tested IL-17A-specific antibodies 
exhibit low immunogenicity. On the other hand, these 
medicines affect the patients’ ability to respond to pathogens. 
In addition, people who experience allergic reactions or were 
diagnosed with Chron’s disease and ulcerative colitis are 
advised from taking injections of IL-17A-specific antibodies. 
In this respect, an approval of IL-17A-specific antibodies for 
use in clinical practice does not diminish further efforts to find 

safer and even more efficient treatment options for psoriasis, 
such as a modulation of gene expression with specific shRNA.

In the lab, our research is focused on matrix metallo-
proteinases, such as matrix metalloproteinase 1 (MMP1), 
and their role in psoriasis. Previously, we demonstrated that 
changes of MMP1, MMP9 and MMP12 expression levels 
coincide with flaring of the disease and correlate with the 
disease severity (Starodubtseva et al., 2011). In this paper, 
we are exploring how MMP1 silencing with specific shRNA 
might influence migration and proliferation of epidermal 
keratinocytes treated with IL-17A. We also wanted to reveal 
whether knocking MMP1 down affected the expression of 
genes involved in the pathogenesis of psoriasis.

Materials and methods
Cell culturing. The experiments were performed with MMP1-
deficient and control immortalized epidermal keratinocytes, 
HaCaT-MMP1 and HaCaT-KTR, respectively. The mentioned 
cell lines were obtained as described previously (Mogulevtseva, 
Mezentsev, 2017). The cells were cultured in DMEM medium, 
supplemented with 5 % embryonic calf serum, L-glutamine 
(PanEco, Russia) and antibiotic-antimycotic (ThermoFisher 
Scientific, USA). The medium was replaced every other day. 
Once the cells reached 70–75 % confluence, they were seeded 
into new dishes at a ratio of 1:5. The cells were counted with 
a hemocytometer.

Preparation of total RNA. The total RNA was purified 
with TRIZOL (ThermoFisher Scientific) as described 
previously (Chomczynski, Mackey, 1995). Purity and integrity 
of the obtained RNA were verified using non-denaturing 
1.5 % agarose gel electrophoresis. A Qubit RNA BR Assay 
Kit (ThermoFisher Scientific) was used to quantify RNA 
according to the manufacturer’s protocol.

Real-time PCR. Before the experiment, RNA was 
converted to cDNA using an MMLV RT kit (Evrogen, Russia). 
The experiments were carried out in the Eco real-time PCR 
system (Illumina, USA) according to the instructions supplied 
by the manufacturer. The primers used in this study were 
taken from the NCBI Probe database (NCBI Probe, 2015). 
The ACTB assay was used as an endogenous control. The 
results were analyzed using preinstalled software supplied by 
the manufacturer. Each probe was run in triplicates. Overall, 
three independent experiments were performed.

Proliferation assay. To assess the cell proliferation rate, 
cells were plated at 40,000 cells/well in 6-well plates. To 
obtain cell suspensions, randomly chosen samples were treated 
with 0.25 % trypsin-EDTA (PanEco) on a daily basis. The cell 

исследование показало, что в присутствии ИЛ-17A 
РНК-интерференция MMP1 обладает потенциальным 
терапевтическим эффектом, кото рый может быть ис-
пользован при лечении псориаза. «Нокдаун» ММП1 по-
зволяет воздействовать на пролиферацию и миграцию 
клеток, а также контролировать экспрессию важных 
для патогенеза болезни генов (MMP1, MMP2, MMP9 и 
MMP12, CCNA2, CCND1, KRT14 и KRT17).

Ключевые слова: матриксная металлопротеиназа 1; 
псориаз; интерлейкин 17; малая ингибирующая РНК; 
РНК-интерференция.
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suspensions were stained with 0.2 % trypan blue and counted 
with a hemocytometer. Then, the cell counts were plotted 
against the incubation time to generate the growth curves 
in linear coordinates. To assess changes in cell proliferation 
rates, the data were represented in semilogarithmic coordinates 
and subjected to linear regression analysis. Slops of these 
lines served us as the estimates of the cell proliferation rates. 
Overall, three independent experiments were performed.

Scratch assay. To assess cell migration, the designated 
cell lines were cultured until confluence. The cell monolayer 
was scratched with a pipette tip to form a 1.25 mm-wide cell-
free area across the center of the well. Then, the remaining 
cells were cultured for 5–6 days and the most representative 
cell-free areas were photographed on a daily basis. These 
areas were quantified using the “Freehand selection” tool of 
“ImageJ” freeware (Schindelin et al., 2015).

Statistical analysis. The data obtained were represented as 
the mean ± standard error (m ± SE). The statistical differences 
between the means were assessed by a one-way analysis of 
variances. If p values were less than 0.05, the means were 
considered to be significantly different.

Results

Influence of MMP1 silencing  
on gene expression
Culturing HaCaT-KTR and HaCaT-MMP1 cells in the 
presence of IL-17A resulted in a differential expression 
of matrix metalloproteinases, cytokeratins, proliferation 

markers and terminal differentiation markers of epidermal 
keratinocytes (Fig. 1).

Particularly, the exposure of HaCaT-KTR cells to IL-17A 
led to upregulation of MMP9 and MMP12 (11.15 ± 1.67 and 
7.58 ± 1.14, respectively) and downregulation of MMP2 
(0.37 ± 0.05). In the same time, their expression levels 
in HaCaT-MMP1 cells were 2.29 ± 0.34, 2.44 ± 0.37 and 
0.98 ± 0.15, respectively (Fig. 1, a). Moreover, MMP1 
expression in MMP1-deficient cells remained relatively 
low (0.28 ± 0.04), despite the cells were exposed to a high 
concentration of IL-17A.

The expression of the cell proliferation marker MKI67 was 
increased in both cell lines (3.80 ± 0.57 in HaCaT-KTR cells 
and 5.66 ± 0.85 in HaCaT-MMP1 cells, p = 0.36). In contrast, 
cyclins CCNA2 and CCND1 were downregulated (Fig. 1, b). 
Particularly, CCNA2 expression levels were 0.32 ± 0.05 
in HaCaT-KTR cells and 0.13 ± 0.02 in HaCaT-MMP1 
cells, while CCND1 expression levels were 0.13 ± 0.02 and 
0.71 ± 0.11, respectively.

Moreover, we observed slight changes in the expression 
levels of the terminal differentiation markers in HaCaT-
KTR cells. Particularly, the expression levels of IVL, LOR 
and FLG were 1.44 ± 0.13, 1.15 ± 0.11 and 1.26 ± 0.27, 
respectively (Fig. 1, c), whereas the expression levels of the 
mentioned genes in HaCaT-MMP1 cells were 1.01 ± 0.11 
(IVL), 1.79 ± 0.17 (LOR) and 1.89 ± 0.14 (FLG). In 
HaCaT-KTR cells, the expression levels of cytokeratins did 
not exceed 1.5 compared to the negative control, except 
KRT14 and KRT17, which were upregulated (1.86 ± 0.14 

Fig. 1. qPCR analysis of gene expression in human epidermal keratinocytes HaCaT-MMP1 and HaCaT-KTR treated with IL-17A. 
The data presented in the figure describe changes in the expression of matrix metalloproteinases (a), proliferation markers (b), 
terminal differentiation markers of epidermal keratinocytes (c) and cytokeratins (d). 
The cells were treated with 50 ng/mL IL-17A. In the probes, the measurements were normalized to the level of ACTB. The gene expression 
levels in untreated HaCaT-KTR cells were considered equal to 1. The symbols  ‘#’  and  ‘*’  were used to mark the genes those expression 
levels were significantly higher and lower, respectively, in HaCaT-MMP1 than in HaCaT-KTR (p < 0.05, n = 3).
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and 1.64 ± 1.15, respectively). In contrast, KRT17 was 
significantly downregulated in HaCaT-MMP1 (0.19 ± 0.02) 
compared to HaCaT-KTR cells.

Influence of MMP1 silencing on cell proliferation
Comparative analysis of the growth curves revealed that 
HaCaT-MMP1 and HaCaT-KTR cells remained in the active 
growth phase for the time of the experiment (Fig. 2). The time-
dependences of cell growth in linear coordinates (Fig. 2, a) 
suggested that the cells grew monotonously, i.e. for the time 
of observation, the growth curves did not reach saturation. 
At the same time, a semilog transformation of the growth 
curves (Fig. 2, b) revealed a high correlation between time 
and cell numbers (r > 0.99; p < 0.001). Furthermore, MMP1 
silencing caused a delay in cell growth (Fig. 2, а). According 
to the results of linear regression, the proliferation rates of 
HaCaT-KTR and HaCaT-MMP1 cells were 0.0090 ± 0.0003 
and 0.0078 ± 0.0003, respectively.

Influence of MMP1 silencing on cell migration
Analysis of cell migration showed that the motility of HaCaT-
MMP1 was significantly impaired compared to HaCaT-KTR 

cells (Fig. 3, а). In contrast, exposure of both cell lines to 
IL-17A stimulated cell migration. In this respect, MMP1-
deficiency resulted in an 11.48-fold decrease of the migration 
constant, whereas exposure of HaCaT-KTR and HaCaT-
MMP1 cells to IL-17A caused 1.43- and 3.63-fold increases 
of the corresponding migration constants (Fig. 3, b).

Discussion
IL-17A is one of proinflammatory cytokines that are 
implicated in the pathogenesis of various autoimmune 
diseases including psoriasis (Korotaeva, 2016). In psoriasis, 
IL-17A is accumulated in lesional skin. After secretion by 
T-helper 17 (Th17) immune cells into the extracellular matrix, 
IL-17A activates the IL-17RA receptor, which is located in 
the plasma membrane of immunocytes, such as macrophages, 
and resident skin cells primarily keratinocytes, dendritic cells 
and fibroblasts. The interaction of IL-17A with IL-17RA 
results in the induction of various proinflammatory cytokines 
(TNF, IL-1β, and IL-6, etc.) and chemokines (IL-8, CXCL1, 
CXCL2 and CCL20) (Mills, 2008; Seo et al., 2017). The 
induced cytokines influence proliferation and differentiation 
of epidermal keratinocytes, whereas chemokines promote the 

Fig. 2. Influence of MMP1 silencing on the proliferation of HaCaT-KTR and HaCaT-MMP1 cells treated with IL-17A. Experimental 
curves that reflected the cell growth in real time were plotted in linear (a) and semilogarithmic (b) coordinates. HaCaT-MMP1 and 
HaCaT-KTR cells were treated with 50 ng/mL IL-17A for the indicated periods of time. 
Details on cell culturing are provided in the section “Materials and methods”.

Fig. 3. Influence of MMP1 silencing on migration of human epidermal keratinocytes treated with IL-17A. In the figure, the obtained experimental data 
were represented in linear (a) and semilogarithmic (b) coordinates. 
The cells were exposed to IL-17A (50 ng/mL) for the indicated periods of time, as described in the section “Materials and methods”.
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migration of immune cells, such as neutrophils and monocytes 
to the skin. The former causes the development of psoriatic 
plaques. The latter stabilizes the inflammatory response in 
psoriatic plaques.

The concentration of IL-17A in the blood serum of healthy 
volunteers usually does not exceed 10 pg/mL (Shilova et al., 
2015). In contrast, the biological effects of IL-17A in cultured 
epidermal keratinocytes and fibroblasts, such as activation 
of protein kinases (Peric et al., 2008, 2009), induction of 
proinflammatory cytokines (Tohyama et al., 2009; Cho et al., 
2012) or influencing cell proliferation (Ma, Jia, 2016) require 
an incubation of cells in the presence of 10–100 ng/mL 
IL17-A. Presumably, this difference can be explained by the 
fact that in psoriasis, Th17 cells, which are the main source of 
IL17-A in the body, are predominantly located in the inflamed 
tissue where they are needed to stabilize the inflammatory 
response. For this reason, we treated epidermal keratinocytes 
with 50 ng/mL IL-17A (Starodubtseva et al., 2011).

Culturing HaCaT-KTR and HaCaT-MMP1 cells in the 
presence of IL-17A, we anticipated that the genes involved 
in the terminal differentiation and proliferation of epidermal 
keratinocytes would be differentially expressed. Primarily, we 
expected to see changes in gene expression similar to ones 
that occur during the development of psoriatic plaques. In this 
respect, changes in the expression of IVL, MKI67, KRT14 and 
KRT17 that we observed in HaCaT-KTR cells, i.e. the cell 
line that expressed scrambled shRNA, did not surprise us (see 
Fig. 1). We also wanted to explore how MMP1 silencing could 
influence the expression of genes that were implicated in the 
pathogenesis of psoriasis. Notably, upregulation of MKI67, 
MMP9 and MMP12 as well as downregulation of CCNA2 and 
CCND1 occur in both cell lines, i.e. it is unlikely that they 
are caused by MMP1-silencing (see Fig. 1, a and b). In the 
same time, lower expression levels of MMP9 and MMP12 as 
well as a higher expression level of MMP2 in HaCaT-MMP1 
suggest that the expression of MMP1-specific shRNA could 
help to control MMPs expression in lesional psoriatic skin 
(Nair et al., 2009). Moreover, changes in the expression of 
the terminal differentiation markers, such as downregulation 
of IVL (p = 0.05) and upregulation of LOR (p = 0.03) in 
HaCaT-MMP1 cells (see Fig. 1, c) are also opposite to ones 
that occur in lesional psoriatic skin. However, we did not 
discover significant differences in FLG expression between 
HaCaT-MMP1 and HaCaT-KTR (p = 0.29).

Notably, exposure of both cell lines to IL-17A does 
not cause significant changes in the expression of many 
cytokeratins (see Fig. 1, d). This can be explained by the 
fact that HaCaT cells, i.e. the cell line that was used to 
generate HaCaT-KTR and HaCaT-MMP1 cells, and primary 
epidermal keratinocytes react differentially to treatment 
with IL-17A. Particularly, culturing the primary cells in the 
presence of 50 ng/mL IL-17A results in downregulation 
of KRT10, FLG, LOR and IVL (Noh et al., 2010), whereas 
treatment of HaCaT with the same concentration of IL-17A 
does not cause any significant changes in the expression of 
the named genes (Seo et al., 2012). In contrast, we report 
here that the incubation of HaCaT-KTR cells with IL-17A 
results in upregulation of KRT14 and KRT17. These changes 
in gene expression are similar to ones that occur in lesional 
psoriatic skin (Nair et al., 2009). However, it is even more 

important that MMP1 silencing downregulates both genes. 
For instance, it results in more than a 10-fold downregulation 
of KRT17. In the published papers, KRT17 is often referred 
to as a “key gene” of psoriasis (Al Robaee, 2010; Jin, Wang, 
2014). Suppression of KRT17 in the skin of lab animals 
prevents hyperplasia, i.e. thickening of the epidermis due 
to more intensive cell division and lowering the intensity of 
the inflammatory process. In contrast, induction of KRT17 
stimulates the secretion of Th1 chemokines, such as CXCL5, 
CXCL9, CXCL10 and CXCL11 (Al Robaee, 2010). In this 
respect, we assume that MMP1 silencing could be beneficial 
for psoriasis patients to attenuate the inflammatory response 
and suppress hyperplasia in lesional psoriatic skin.

Comparative analysis of gene expression in HaCaT-MMP1 
and HaCaT-KTR cells treated with IL-17A reveals that 
HaCaT-MMP1 cells express less CCNA2 and more CCND1 
(see Fig. 1, b). However, differences in the expression of the 
proliferation marker MKI67 between these two cell lines are 
insignificant (p = 0.36). According to the previously published 
data, CCND1 is required for the transition from G1-phase 
of the cell cycle to S-phase, whereas CCNA2 is needed for 
the transition from G2-phase to M-phase (Matsushime et al., 
1992; Pagano et al., 1992). Furthermore, the changes in the 
expression of CCND1 and CCNA2 that the others observe 
in psoriatic lesional skin are opposite to the ones we see in 
MMP1-deficient cells. Particularly, comparative analysis of 
skin samples obtained from lesional and uninvolved skin 
reveals a two-fold decrease for CCND1 (Reischl et al., 2007) 
and an 8.7-fold increase for CCNA2 (Manczinger, Kemény, 
2013) in lesional skin. This shift in the cytokine balance is 
also in line with the results of our cell proliferation assay (see 
Fig. 2). According to the obtained data, HaCaT-MMP1 cells 
exhibit a 1.15-fold decrease in the constant of proliferation 
compared to HaCaT-KTR cells. At the same time, IL-17A does 
not stimulate proliferation of HaCaT cells in vitro (Soboleva 
et al., 2014b). Hence, we propose that MMP1 silencing could 
also exert an antiproliferative effect in lesional psoriatic skin 
that accumulates IL-17A.

Moreover, culturing HaCaT-KTR cells in the presence 
of IL-17A results in differential expression of the matrix 
metalloproteinases (see Fig. 1, а) MMP2 (0.37 ± 0.05), 
MMP9 (11.15 ± 1.67) and MMP12 (7.58 ± 1.14). To the 
reference, similar changes in the expression of the named 
metalloproteinases occur in lesional psoriatic skin. For 
instance, one of the previous studies performed in our 
lab revealed that in lesional psoriatic skin, MMP2 was 
downregulated (0.77 ± 0.23), whereas MMP9 and MMP12 were 
upregulated (4.2±0.65-fold and 17.25±5.80-fold, respectively) 
compared to uninvolved skin (Starodubtseva et al., 2011). 
In this study, we show that MMP2, MMP9 and MMP12 
expression levels in MMP1-deficient cells (0.98 ± 0.15, 
2.29 ± 0.34 and 2.44 ± 0.37, respectively) are comparable to 
the negative control, i.e. HaCaT-KTR, untreated with IL-17A. 
In this respect, the obtained results suggest that MMP1 
silencing could be used in vivo to control the expression of 
the mentioned matrix metalloproteinases, primarily MMP9 
and MMP12.

In this paper, we also report that IL-17A stimulates 
migration of both HaCaT-KTR and HaCaT-MMP1 cells (see 
Fig. 3). According to the published data, IL-17A promotes the 
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migration of fibroblasts (Wu et al., 2014) and blood vessel 
endothelial cells (Vegfors et al., 2016). However, the influence 
of IL-17A on migration of epidermal keratinocytes was not 
previously reported. As it was previously discussed, the 
mobility of epidermal keratinocytes depends on the expression 
levels of matrix metalloproteinases, primarily MMP1, MMP3, 
MMP9, and MMP13 (Mezentsev et al., 2014). Moreover, it 
can be increased by treatment of the cells with tumor necrosis 
factor (TNF) due to the ability of TNF to induce MMP9 
(Scott et al., 2004). The authors of the cited paper report that 
TNF induces cell migration in a dose-dependent manner. 
Moreover, treatment of the cells with antibodies specific to 
either MMP9 or TNF significantly slows the migration down. 
In turn, we report that culturing the cells in the presence of 
IL-17A induces MMP9 and MMP12. According to our data, 
HaCaT-KTR cells where MMP9 is induced gain a higher 
motility, compared to HaCaT-MMP1 cells where MMP9 is 
downregulated (see Fig. 1, а).

In conclusion, we would like to acknowledge that the 
results of this study suggest reconsidering the traditional role 
of MMP1 as a proteolytic enzyme. Obviously, the influence of 
MMP1 silencing on the expression of cyclins and cytokeratins 
as well as the negative effect on cells proliferation can 
be explained by the direct participation of this enzyme in 
intracellular signalling pathways. First, this is possible due 
to some products of the MMP1-catalyzed reaction known as 
matrikins mediate the signalling mechanisms (Wells et al., 
2015). Secondly, some matrix metalloproteinases, such as 
MMP1, directly interact with PAR receptors (Boire et al., 
2005). Following the binding to the G-protein coupled PAR1 
receptor (Fig. 4), MMP1 cuts N-terminal peptide. Then, this 

peptide binds to the receptor as a ligand and they form an 
active ligand-receptor complex. On the cytoplasmic side of the 
cell membrane, the complex interacts with one of G-proteins 
(Gα12/13, Gα1, Gαq и Gβγ). Each of these proteins activates 
a unique pattern of signalling pathways that may result in 
a different outcome for the cell. Although the factors that 
influence the interaction of PAR receptors with particular 
G-proteins still need to be studied, activation of the same 
receptor in different  physiological conditions may cause a 
shape change, changes in cell behavior, induction of certain 
genes or activation of protein secretion. Importantly, similar 
changes are also observed in the pathogenesis of psoriasis. As 
we believe, the key findings of this paper open an opportunity 
for the creation of a new therapeutic approach that can be 
used for psoriasis. In this respect, we would like to mention 
that new recombinant viruses were proposed to deliver the 
desired genes to the diseased organs and tissues and several 
therapeutic approaches were proposed to treat human genetic 
disorders (Hacein-Bey-Abina et al., 2002; Bainbridge et al., 
2008). Moreover, viral transfection was successfully used to 
treat psoriasis in humanized animals (Jakobsen et al., 2009). 
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Endothelial keratoplasty has become the treatment of choice 
for corneal endothelial dysfunction. Advancements in the 
surgical treatment of corneal endothelial diseases depend on 
progress in graft conservation and its related advantages in as-
sessing the suitability of grafts for transplantation. Transport of 
water and ions by cornea endothelium is important for the op-
tic properties of cornea. In this work, we study the intracellular 
sodium concentration in cornea endothelial cells in samples 
of pig cornea that underwent hypothermic conservation for 1 
and 10 days and endothelial cells of human cornea grafts after 
10-day conservation. The concentration of intracellular sodium 
in preparations of endothelial cells was assayed using fluores-
cent dye SodiumGreen. The fluorescent images were analyzed 
with the custom-made computer program CytoDynamics. An 
increased level of intracellular sodium was shown in the endo-
thelium after 10-day conservation in comparison with one-day 
conservation (pig samples). Sodium permeability of pig endo-
thelial cell plasma membranes significantly decreased in these 
samples. Assessment of intracellular sodium in human cornea 
endothelium showed a higher level – as was in analogues pig 
samples of the corneal endothelium. The assay of the intracel-
lular sodium balance concentration established in endothelial 
cells after hypothermic conservation in mediums L-15 and 
Optisol-GS showed a significant advantage of specialized 
me dium Optisol-GS. The balanced intracellular concentration 
after 10 days of hypothermic conservation was significantly 
lower in cells incubated at 4 °C in Optisol-GS (L-15, 128 ± 14,  
n = 15; Optisol-GS, 108 ± 14, n = 11; mM, p < 0.001). Intracel-
lular sodium concentration could be a useful parameter for 
assessing cornea endothelium cell viability. 

Key words: hypothermic conservation; corneal transplants; 
intracellular sodium; corneal endothelium.

Транспорт воды и ионов клетками эндотелия роговицы 
определяет ее жизнеспособность и оптические свойства. 
Исследовали влияние гипотермической консервации рого-
вицы глаза на концентрацию натрия в клетках эндотелия 
роговицы. С этой целью определяли внутриклеточную 
кон центрацию натрия в клетках эндотелия роговицы глаза 
свиньи после гипотермической консервации при 4 °С в те-
чение 1 и 10 суток и трансплантатов роговицы человека 
после 10 суток консервации. Концентрацию внутриклеточ-
ного натрия определяли флуориметрическим методом 
с помощью флуоресцентного красителя SodiumGreen в 
препаратах клеток эндотелия. Анализ флуоресцентных изо-
бражений клеток проводили с применением оригинальной 
программы CytoDynamics. Расчет концентраций натрия в 
клетках эндотелия роговицы свиньи выявил значительное 
повышение уровня внутриклеточного натрия после гипо-
термической консервации. Показано статистически значи-
мое снижение проницаемости для натрия плазматических 
мембран клеток эндотелия после консервации. Уровень 
внутриклеточного натрия в клетках эндотелия препаратов 
роговицы человека после гипотермической консервации 
был выше, чем в аналогичных образцах эндотелия рого-
вицы свиньи. Концентрация внутриклеточного натрия – 
перспективный интегральный показатель функциональной 
компетентности клеток эндотелия исследуемого образца 
роговицы.

Ключевые слова: гипотермическая консервация; 
 трансплантат роговицы глаза; внутриклеточный натрий; 
 эндотелий роговицы глаза. 
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Одна из проблем кератопластики – предупрежде­
ние отека трансплантата. Эффективность восста­
новле ния роговичного трансплантата зависит от 

интен сивности транспорта электролитов и воды через 
эндоте лий роговицы, важной функцией которого явля­
ется под дер жание осмотического равновесия роговицы. 
Успешность сквозной кератопластики во многом зависит 
от функ цио нального состояния эндотелия. Нарушение 
этого клеточного слоя ведет к болезни трансплантата. 
Эндотелий представляет собой клеточный монослой, 
целостность ко торого необходима для его функциониро­
вания как на соса, регулирующего осмотический баланс 
матрикса роговицы. Водно­электоролитное равновесие 
матрикса роговицы определяется интенсивностью транс­
порта осмолитов и воды клетками роговичного эндотелия. 
Снижение транспорта воды и ионов этими клетками при­
водит к отеку роговицы и снижению ее прозрачности. 
Определение жизнеспособных эндотелиальных клеток 
с применением красителя трепановый синий с помощью 
теста на фрагментацию ДНК (TUNELassay) не позволяет 
оценивать состояние собственно транспортных механиз­
мов клеток эндотелия. В то же время не существует обще­  
принятого метода прямой оценки транспортной функ­
ции эндотелия и направленного в переднюю камеру 
глаза потока воды и ионов (Bonanno, 2012; Schmedt et al., 
2012). В мо ле кулярный механизм этого транспорта на 
базальной, об ращенной к матриксу роговицы, поверх­
ности эндоте лия входят: Na/К­АТФаза, электрогенный 
натрий­бикарбонат котранспортер (1Na+ : 2HCO3, SLC4A4, 
NBCe1), Na+ : K+ : 2Cl– (NKCC), ионообменники: хлорид­
бикарбонат (Cl–/HCO3, SLC4A2, AE2) и натрий­протонный 
(Na+/H+, SLC9A6, NHE1) (Riley et al., 1995; Kuang et al., 
2004). На апикальной поверхности идентифицированы 
хлоридные каналы CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 
conductance Regulator) и CaCC (Calcium activated Chlo­
ride Channel (CLCA1)), которые, по­видимому, не вносят 
значительного вклада в общий транспорт и активируются 
только в стрессовых ситуациях (Bonanno, 2003). Каналы 
проницаемы и для бикарбонат иона как 4/1 Cl–/HCO–

            3 . 
В эндотелиальных клетках роговицы отмечают высокую 
плотность митохондрий. Производимый ими ATФ служит 
не только субстратом для Na/К­АТФазы, но и сигналь­
ным фактором, как и внутриклеточный кальций, через 
пуринергические рецепторы способен повышать прово­
димость апикальной поверхности для HCO–

            3 , активируя 
CaCC (Bonanno, 1999). В механизме трансэпителиального 
переноса ионов и воды основным источником энергии 
для векторного транспорта является Na/К­АТФаза. На­
ряду с другим электрогенным транспортером, NBCe1,  
Na/К­ АТФаза создает градиент электрохимического по­
тенциала натрия на плазматической мембране эндотели­
альных клеток, что служит вторичным источником энер­
гии для выполнения этими клетками функции «насоса». 
Таким образом, естественно рассматривать концентрацию 
внутриклеточного натрия как результат баланса актив­
ности натрий­калиевого насоса и потоков через каналы и 
ионобменники плазматической мембраны клетки.

В настоящей работе проведено исследование влияния 
гипотермической инкубации на равновесную концен­
трацию внутриклеточного натрия в клетках эндотелия 

роговицы, устанавливающуюся в клетках после прекра­
щения консервации, и зависимости этого параметра от 
среды, в которой ткань роговицы сохранялась в условиях 
гипотермии.

Материалы и методы 
Культура клеток и микроскопия. Исследовали влияние 
гипотермической консервации роговицы свиньи и чело­
века на способность эндотелиоцитов восстанавливать 
внутриклеточную концентрацию натрия ([Na+]i) после 
прекращения гипотермии. Фрагменты роговицы челове­
ка в виде трепанированных дисков получали в процессе 
выполнения сквозной кератопластики у пациентов с 
кератоконусом. Препараты роговицы свиньи помещали 
в чашки Петри, заполненные культуральной средой L­15 
Leibovitz (Sigma, США). Препараты роговицы человека 
инкубировали в среде L­15 и Optisol­GS. Препараты рого­
вицы свиньи – в течение 1 и 10 суток, человека – 10 суток 
инкубировали при 4 °С. Переживающую культуру клеток 
эндотелия роговицы получали переносом клеток на по­
кровное стекло. С этой целью фрагмент роговицы инкуби­
ровали в растворе коллагеназы (1 мг/мл Collagenase, Sigma 
(США) в PBS при 37 °С, 30 мин), затем делали отпечаток 
эндотелия на покровное стекло, покрытое полилизином 
(Poly­L­lysine solution 0.1 % (w/v) H2O, Sigma, США). 
Таким методом получали препарат клеток эн дотелия, 
обращенных базальной стороной в сторону омы вающего  
раствора. Экспериментальная установка представляла 
cобой пpоточную камеpу, разработанную для исполь­
зования c флуоресцентным микроскопом Observer­Z1 
(объ ектив Fluar 20×/0.75 M27, Zeiss, Германия). Объем 
камеры составлял около 50 мкл, cкоpоcть пpотекания 
pаcтвоpа – 25 мл/мин, cмена омывающего pаcтвоpа про­
исходила в течение 100 мc, поддеpживаемая темпеpатуpа 
36.8 ± 0.2 °C. Флуоресцентные изображения клеток за­
писывали с помощью камеры AxioCam HSm, используя 
набор фильтров и дихроическое зеркало #009 (Zeiss, 
Германия). Регистрацию изображений производили с по­
мощью монохромной ПЗС­камеры AxioCam HSm (Zeiss, 
Германия) с интервалом 30 с на протяжении всего экс­
перимента при низкой интенсивности возбуждающего 
света, что позволяло избегать выгорания флуорофора во 
время эксперимента. Серии цифровых изображений реги­
стрировали с дигитализацией 12 бит в режиме линейного 
преобразования падающей интенсивности и сохраняли на 
компьютере в формате <.tif>. Измерения интенсивности 
флуоресценции проводили c помощью аналитической 
программы CytoDinamics c записью результатов измере­
ния динамики интенсивностей индивидуальных клеток в 
формате таблиц Excel.

Измерение концентрации внутриклеточного нат­
рия. Концентрацию натрия в клетках [Na+]i определяли 
флуориметрическим методом с помощью флуоресцент­
ного красителя SodiumGreen (MolecularProbes, США) 
согласно протоколу (Solenov, 2008). Сигнал калибровали, 
помещая клетки в фосфатный солевой буфер (PBS) с раз­
личной концентрацией Na+ (138 и 10 мМ в присутствии 
10–4 М Na+ ионофора Nystatin (AppliChem, Германия)). 
Гипонатриевый раствор (10 мМ NaCl) готовили на основе 
изотонического PBS, в котором часть натрия замещали  
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на n­me thyl­D­glucamine (NMDG) 
(ICNBiomedicals, США). Для измере­
ния покровное стекло с клетками эн­
дотелия переносили в раствор PBS 
(138 мM NaCl, 4.7 мM Na2HPO4, 
2.7 мM KCl, 1.5 мM KH2PO4, 0.5 мM 
MgCl2, 5.5 мM глюкоза, 0.1 мМ CaCl2). 
Клетки загружали флуоресцентным 
красителем SodiumGreen TA (10–5 M, 
40 min 37 °C, MolecularProbes, США). 
Стекла с клетками поме щали в камеру 
флуоресцентного микроскопа. В ходе 
эксперимента клетки первые 10 мин 
(период I) находились при темпера­
туре 10 °С, затем 10 мин – при 37 °С 
(период II) и последующие 10 мин 
(период III) – в среде PBS, содержа­
щей 10 мМ Na+, а часть натрия была 
замещена органическим катионом 
(10 мМ натрия, 128 мМ NMDG) при 
температуре 37 °С и 10 мин в при­  
сутствии 100 ед./мл нистатина (Sig­
ma, США). Для оценки проницаемо­
сти плазматической мембраны для 
ионов натрия создавали ступенчатый 
градиент сменой среды, содержащей 
138 и 10 мМ натрия. Эксперимен­
тальные записи изменения флуорес­
ценции нормировали по амплитуде и 
определяли скорость изменения как 
внутриклеточного натрия, так и кле­
точного объема, находили коэффици­
ент линейной регрессии начального 
участка кривой флуоресценции, как 
это описано нами ранее (Ilyaskin et 
al., 2014). 

Анализ экспериментальных дан­
ных по динамике внутриклеточной 
концентрации натрия с целью полу­
чения количественных оценок про­
ницаемости мембраны клеток для 
ионов натрия производили с помо­
щью математической модели главных 
клеток собирательных трубок почки, 
разработанной нами ранее (Иляскин 
и др., 2011). Исходя из средних зна­
чений интенсивности флуоресценции 
на стационарных участках профиля, 
соответствующих внут риклеточной 
концентрации натрия, равной 138 мМ 
при температуре 10 °С и 10 мМ в при­ 
 сутствии 100 ед./мл нистатина, рас­
считывали стационарную концентра­
цию натрия в клетках при 37 °С. 

Анализ микроизображений с по­
мощью программы CytoDynamics. 
Для реализации компьютерной флу­
ориметрии нами был разработан 
специализированный программный 
пакет CytoDynamics (№ госрегистра­

Fig. 1. Processed digital image of the preparation with outlined areas of interest. 
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ции 2016612766). Для математической обработки берутся файлы, получаемые 
непосредственно с камеры, пакет CytoDynamics определяет контуры групп и 
индивидуальных клеток (области интереса (ОИ)) на начальном кадре серии и 
удерживает контур изображения на последующих во времени снимках (рис. 1). 
На изображении каждой ОИ программа определяет периметр, площадь и 
интегральную интенсивность флуоресценции, которая пропорциональна вну­
триклеточной концентрации натрия (Winslow et al., 2002; Конев, Пальчикова, 
2015; Паль чикова и др., 2015). Осреднение интенсивности выполняется по 
всем изображениям одного кадра.

Статистика. Для интенсивности флуоресценции рассчитывали среднее 
значение, дисперсию и стандартную ошибку среднего. Для профилей, по­
строенных на основании средних значений флуоресценции, в каждой точке 
рассчитывали среднее значение и стандартную ошибку среднего (M ± SD). До­
стоверности различий определяли с применением пакета ANOVA и t­критерия. 

Результаты
На рис. 2 приведены профили средней интегральной интенсивности флуо­
ресценции клеток эндотелия рого вицы свиньи.

В эксперименте по изучению эф фекта гипотермической консервации 
на баланс натрия в клетках эндотелия роговицы свиньи кривая интенсив­
ности флуоресценции имеет три ха рактерных квазистационарных участка, 
на которых интенсивность флуо ресценции изменяется незначительно. Это 
отражает стабилизацию внутриклеточной концентрации нат рия в эти интер­
валы. Интенсивность флуоресценции в периоде II соответствует величинам 
равновесной внутрикле точной концентрации нат рия, которая устанавливается 
в клетке после вхо да натрия через транспортеры плазматической мембраны 
и выхода, определяемого активностью Na/К­АТФа зы. При температуре 10 °С 
активность Na/К­АТФазы подавлена, и в клетках устанавливается концент­
рация натрия, равновесная со средой (138 мМ), при повышении температуры 
до 37 °С в результате активации натрий­калиевого насоса устанавливается 
более низкая равновесная кон центрация внутриклеточного натрия, которая 
зависит от времени консервации (1 сутки: 27.3 ± 1.9 мМ, n = 110; 10 суток: 
69.2 ± 4.7 мМ, n = 70). В третьей фазе эксперимента в присутствии ионофора 
в клетке устанав ливается концентрация натрия, со ответствующая его концен­
трации в калибровочном растворе (10 мM). Из анализа результатов измерений 
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[Na+] i следует, что в клетках, подвер гавшихся гипотермической инкуба ции в 
те чение 10 суток, происходит значительное повышение [Na+] i по сравнению 
с однодневной консервацией. Определение проницаемости плазматической 
мембраны клеток для натрия по скорости входа иона в экспериментах со 
ступенчатым градиентом этого иона в изотонической среде показывает, что 
гипотермическая консервация в течение 10 суток привела к снижению про­
ницаемости плазматической мембраны клеток (одни сутки: 1.8 ± 0.021, n = 10; 
10 суток: 1.2 ± 0.015 (×10–6) см/с, n = 8, p < 0.01) (рис. 3). 

В этом протоколе проведен эксперимент по влиянию состава среды на баланс 
внутриклеточного натрия в клетках эндотелия роговицы человека пос ле гипо­
термической консервации в средах L­15 и Optisol­GS. Для эксперимента каж­
дый фрагмент роговицы был разделен на две части, и обе части подвергались 
гипотермии в соответствующих средах. Как показали измерения равновесной 
внутриклеточной концентрации натрия после 10­суточной инкубации при 4 °С, 
транспортная активность клеток эндотелия значительно лучше сохранилась 
в специализированной среде (128 ± 14, n = 15; 108 ± 14, n = 11; мМ, p < 0.001, 
L­15 и Optisol­GS соответственно). Ввиду малого количества материала про­
ницаемость для натрия в эндотелии роговицы человека не определяли. В экс­
периментах с роговицей свиньи были установлены значения проницаемости 
для натрия и его равновесная концентрация в клетках после гипотермической 
консервации. Согласно полученным данным, гипотермическая консервация 
в среде L­15, которая была контролем по отношению к специализированной 
консервационной среде Optisol­GS, приводила к значительному повышению 
равновесной концентрации натрия. Можно предположить, что это обусловлено 
снижением транспортной активности Na/К­АТФазы.

Обсуждение
Клетки эндотелия роговицы формируют клеточный монослой, от целостности 
которого зависит способность эндотелия выполнять его транспортную функ­
цию и, соответственно, регулировать осмотический баланс стромы роговицы. 
Так как клетки эндотелия остановлены в фазе клеточного цикла G1, они не 
проходят митотическое деление (Maycock, Marshall, 2014). С возрастом часть 
клеток гибнет и целостность клеточного слоя сохраняется за счет оставшихся 
живых клеток, которые также формируют сплошной клеточный слой, но с 
меньшим количеством клеток. В связи этим до настоящего времени одним из 
основных критериев функциональности эндотелия и пригодности препарата 
роговицы для трансплантации является плотность клеток эндотелия (ECD), 
которая снижается с возрастом донора (Vianna et al., 2016). В различных 
глазных банках приняты минимальные пороговые значения ECD: от 2 500 до 
2 000 (мм–2). (Whitcher et al., 2001; Boynton, Woodward, 2014). Этот показатель 
дает принципиальное представление о пригодности роговицы для транспланта­
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Fig. 2. Sodium Green fluorescence profiles in endothelial cells of porcine cornea after incubation  
at 4 °C for (a) one day, (b) ten days. 
Intracellular sodium concentration: (a) 27.3 ± 1.9 mM, n = 110; (b) 69.2 ± 4.7 mM, n = 70. The experimental 
design is described in Methods. 

Fig.  3. Plasma membrane permeability to 
sodium in endothelial cells of porcine cornea 
after incubation at 4 °C: for one day, 1.8 ± 0.021, 
n = 10; for ten days, 1.2 ± 0.015 (×10–6) cm/s, 
n = 8.
*p < 0.01. Y-Axis: permeability coefficient for 
sodium (×10–6 cm/s). 

ции, но не позволяет оценивать функ­
циональность эндотелия как регу­ 
лятора ос мо тического баланса мат­
рик са. В то же время возможность 
определения транспортного потен­
циала клеток эн дотелия будет иметь 
значение как для установления при­
годности транспланта после перио­
да консервации, так и в исследова­ 
 тельских целях при изучении эффек­
тивности созда ваемых рецептур но ­
вых сред для кон сервации. Предла­
гаемый в настоящей работе подход 
основан на анализе баланса пото­
ков натрия индивидуальных  клеток  
эндотелия. Трансмембранный элект­
рохимиче ский градиент натрия соз­
дается на трий­ка лиевой АТФазой 
и служит зна чимым вторичным ис­
точником энергии для транспортных 
процессов в клетке. Таким образом, 
поскольку внеклеточная концентра­
ция натрия в организме – гомеостати­
ческая вели чина, можно считать внут­ 
 риклеточ ную активность ионов нат­  
рия адекватным показателем функ­  
циональной возможности транспорт­
ного механизма клетки.

Этот подход открывает возмож­
ность исследовать функциональное 
состояние транспортных систем кле­
ток эндотелия роговицы при исполь­
зовании незначительного количества 
исследуемой ткани. Принятое в на­
стоящее время описание функции эн­
дотелия посредством pump­leak мо­
дели разделяет потоки активного и 
осмотического переноса. Поскольку 
интенсивность активных транспорт­
ных процессов в клетке определяется 
функцией Na/К­АТФазы, анализ ба­
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Влияние гипотермической консервации на уровень натрия  
в клетках эндотелия трансплантата роговицы

ланса потоков натрия на уровне клет ки может отражать 
«насосную» функ цию эндотелия. Способность поддер­
живать градиент электрохимического потенциала натрия 
на плазматической мембране может служить достаточно 
надежным кри терием функционального состояния транс­
портных систем клетки в целом.

Суммарные потоки натрия через плазматическую мемб­
рану зависят от соотношения потоков натрия из клетки, 
что определяется активностью Na/К­АТФазы и поток на т­
рия в клетку через транспортеры, находящиеся в мембра­
не. Суммарная активность определяется прони цаемостью 
мембраны для натрия (Bachmann et al., 1999; Féraille, 
Doucet, 2001; Solenov 2008). Повышение стацио нарной 
концентрации ионов натрия в клетках эндотелия ука­
зывает на повреждающее воздействие гипотермической 
консервации на транспортные механизмы. Это может объ­
яснять высокие концентрации натрия в клетках эндотелия 
роговицы человека, обнаруженные нами. Поскольку в 
экспериментах гипотермическому воздействию подвер­
гались препараты роговицы человека, страдавшего кера­
токонусом, их эндотелий исходно мог иметь сниженную 
функциональную активность, с чем и могут быть связаны 
более высокие уровни концентрации внутриклеточного 
натрия, выявленные в эндотелиоцитах роговицы человека. 
Относительно эффекта среды консервации, естественно 
предположить, что он связан с протекторным действием 
совокупности ее компонентов, повышающим сохранность 
и последующее восстановление активности транспор­
теров. Полученные результаты подтверждают исходное 
предположение о том, что степень восстанов ления транс­
портных функций в клетках эндотелия рого вицы зависит 
от продолжительности гипотермического воздействия. 
Вопрос, в какой мере способность индивидуальных кле­
ток эндотелия регулировать баланс внутриклеточного 
нат рия связана с функцией регуляции осмотического ба­
ланса трансплантата, нуждается в дальнейшем изучении. 

Важным выводом выполненного исследования является 
заключение о том, что концентрацию внутриклеточного 
натрия можно рассматривать как перспективный инте­
гральный показатель функциональной компетентности 
клеток эндотелия исследуемого образца роговицы.
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Характеристики полисайтов 
связывания миРНК с мРНК 
гена ZFHX3 и его ортологов
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Ген транскрипционного фактора ZFHX3 относится к числу 
кандидатных генов, участвующих в развитии инсульта. 
В белке ZFHX3 имеются олигопептиды, кодируемые повто-
рами тринуклеотидов (ПТН). Изменчивость ПТН считают 
одной из причин заболеваний, однако их биологическая 
функция не установлена. Мы предполагаем, что ПТН явля-
ются сайтами связывания миРНК с мРНК и участвуют в ре-
гуляции экспрессии гена ZFHX3. Характеристики взаимо-
действия миРНК с мРНК находили по программе MirTarget. 
Показано, что первый ПТН в мРНК гена ZFHX3 человека 
состоит из семи последовательно расположенных сайтов 
связывания miR-12-32603-3p, кодирующих полиGlu. В белке 
ZFHX3 человека полиGlu содержит 30 Glu. В ортологичных 
белках 36 видов животных длина полиGlu изменялась от 
27 до 33 Glu. Отрицательно заряженный полиGlu транс-
крипционного фактора ZFHX3, вероятно, взаимодействует 
с положительно заряженными белками, связанными с ДНК. 
Следующий участок мРНК гена ZFHX3 содержит сайты свя-
зывания miR-17-39416-3p, miR-5-15733-3p, miR-9-20317-3p, 
которые кодируют полиAla длиной 15 Ala. В 33 ортологич-
ных белках ZFHX3 полиAla имел одинаковую длину. Учас-  
ток миРНК гена ZFHX3 человека с полисайтом связыва-
ния miR-1322-3р кодирует полиGln, состоящий из 19 Gln. 
В 41 ор тологе белка ZFHX3 длина полиGln изменялась от 7 
до 23 Gln. Сайты связывания miR-2-6184-3p, miR-5-14114-5p 
и miR-19-43437-5p расположены с наложением нуклеотид-
ных последовательностей и кодируют полиPro. В ZFHX3 че-
ловека полиPro состоял из 12 Pro. У ортологов он содержал 
от 10 до 14 Pro. Сайты связывания miR-17-39416-3p, miR-9-
20317-3p, miR-1-1819-3p, miR-5-15733-3p, miR-6-17815-3p, 
miR-18-39953-5p, miR-2-6862-5p, miR-1260b и miR-X-48174- 3p 
кодировали у ZFHX3 человека полиGly длиной 22 Gly. 
В 28 ортологах ZFHX3 длина полиGly уменьшалась до 11 Gly. 
Участки ПТН могут одновременно связывать несколько 
миРНК, что увеличивает зависимость экспрессии генов от 
миРНК. Олигопептиды, кодируемые полисайтами связыва-
ния миРНК в мРНК, в ортологичных белках ZFHX3 фланки-
рованы консервативными олигопептидами.

Ключевые слова: миРНК; мРНК; ген ZFHX3; олигопептиды 
ZFHX3; инсульт.

Transcription factor gene ZFHX3 is one of the candidate genes 
involved in stroke development. The ZFHX3 protein contains 
oligopeptides encoded by trinucleotide repeats (TNRs). TNR 
variability is considered to be one of the causes of the disease, 
but their biological function has not yet been established. We 
assume that TNRs are the binding sites of miRNA to mRNA 
and are involved in regulation of ZFHX3 gene expression. The 
characteristics of miRNA–mRNA interaction were determined 
using MirTarget software. It has been shown that the first 
TNR in mRNA of the human ZFHX3 gene consists of the seven 
consecutive miR-12-32603-3p binding encoding polyGlu. The 
ZFHX3 protein of human polyGlu contains 30 Glu. In the or-
thologous proteins of 36 animal species the length of polyGlu 
varied from 27 Glu to 33 Glu. Negatively charged polyGlu of 
the ZFHX3 transcription factor probably interacted with posi-
tive DNA-binding proteins. The following mRNA region of the 
ZFHX3 gene contained the binding sites for miR-17-39416-3p, 
miR-5-15733-3p, miR-9-20317-3 encoding polyAla by 15 Ala 
lengths. In the 33 ZFHX3 orthologous proteins polyAla had the 
same length. The mRNA region of the human ZFHX3 gene with 
binding polysite of miR-1322-3p encoded polyGln consisting 
of 19 Gln. In the 41 orthologs of the ZFHX3 protein the length 
of polyGln varied from seven Gln to 23 Gln. The binding sites 
of miR-2-6184-3p, miR-5-14114-5p and miR-19-43437-5p were 
located with overlapping nucleotides sequences, and encode 
polyPro. In ZFHX3 human polyPro consisted of 12 Pro. In the 
orthologs, polyPro contained from 10 Pro to 14 Pro. The bind-
ing sites of miR-17-39416-3p, miR-9-20317-3p, miR-1-1819-3p, 
miR-5-15733-3p, miR-6-17815-3p, miR-18-39953-5p, miR-2-
6862-5p, miR-1260b and miR-X-48174-3p in human ZFHX3 en-
coded polyGly by 22 Gly length. In the 28 orthologs of ZFHX3 
the length of polyGly decreased to 11 Gly. The TNR regions 
could simultaneously bind several miRNAs, which increased 
the dependence of gene expression on miRNA. The oligopep-
tides encoded by the binding polysites of miRNA in mRNA in 
the orthologous ZFHX3 proteins were flanked by conserved 
oligopeptides.

Keywords: miRNA; mRNA; ZFHX3 gene; ZFHX3 oligopeptides; 
stroke.
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Some genes have been identified in stroke and they are 
considered as candidates to determine various subtypes 
of stroke (Mineharu et al., 2006; Kurzepa et al., 2014; 

Inose et al., 2015; Wu et al., 2017). These include the ZFHX3 
gene encoding the transcription factor involved in the regula-
tion of expression of many genes. Disruption in ZFHX3 gene 
expression was identified in stroke, atherosclerosis and other 
cardiovascular diseases (Liu et al., 2014; Martin et al., 2014; 
Chauhan et al., 2016; Hauer et al., 2017). Gene ZFHX3, being 
a transcription factor, can manifest its function in a variety of 
ways, and be a cause of different stroke subtypes. The gene 
contains trinucleotide repeats that can participate in expression 
of its function (Sobczak et al., 2010). It has been shown that 
changes in the expression of ZFHX3 gene and other candidate 
stroke genes correlate with miRNA level variation (Dhiraj et 
al., 2013; Ji et al., 2016; Liang, Lou, 2016; Qingfeng et al., 
2016; Chen et al., 2017). MicroRNAs are effective regulators 
of gene expression, so it is required to establish which miRNA 
can regulate the expression of the ZFHX3 gene. MicroRNA 
interaction with mRNA is determined by the physicochemical 
properties of these molecules. Unfortunately, in the publica-
tions related to the subject only a few substantiated assump-
tions were made that led to significant errors in determining 
the binding sites of miRNA in mRNA and interpreting of the 
obtained results. Existing programs for detecting miRNA bind-
ing sites in the mRNA of target genes, unfortunately, predict 
many false-positive sites (Peterson et al., 2014). To search for 
the binding sites, we used the MirTarget program, determining 
the characteristics of miRNA–mRNA interaction, including 
the detection of multiple miRNA binding sites (Ivashchenko 
et al., 2014). To improve the binding sites identification their 
presence in the mRNA of orthologous genes was verified 
(Ivashchenko et al., 2013; Atam bayeva et al., 2017). The iden-
tification was necessary to be aware which organisms can be 
selected as model organisms in the study of stroke and other 
cardiovascular diseases. The conducted research will help 
determine the effect of miRNA on the expression of ZFHX3 
and other candidate genes involved in stroke development.

Materials and methods
The nucleotide mRNA sequences of the ZFHX3 gene and its 
orthologs were taken from GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov). The following abbreviations of species names were 
used: Acinonyx jubatus – Aju, Ailuropoda melanoleuca – Ame, 
Alligator mississippiensis – Ami, Anasplatyrhynchos – Apl, 
etc. (Supplementary table 1)1. miRNAs were taken from miR-
Base Release 21 (http://mirbase.org) and the article (Londin 
et al., 2015) (Supplementary table 2).

The search for miRNA target genes was carried out in the 
MirTarget program (Ivashchenko et al., 2014). The program 
defines the origin of miRNA binding sites with mRNA, the 
location of sites in the 5′-untranslated region (5′UTR), the 
protein-coding region (CDS) and the 3′-untranslated region 
(3′UTR) of mRNA, the free energy of hybridization (∆G, 
kJ/  mole) and schemes of miRNA nucleotides interaction 
with mRNA. The ΔG/ΔGm (%) ratio was calculated for each 
site, where ΔGm is the free miRNA binding energy of a fully 
complementary nucleotide sequence. The miRNA binding 
1 Supplementary tables 1–16 are available in the online version of the paper: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx7.pdf

sites were selected to have the ΔG/ΔGm ratio of more than 
85 %, taking into account the miRNA length and ΔG value. 
The position of binding sites was indicated from the first nucle-
otide of 5′UTR in mRNAs. The MirTarget program took into 
account the interactions of miRNA nucleotides with mRNA 
target genes not only between adenine (A) and uracil (U), 
guanine (G) and cytosine (C), but also between A and C, G 
and U, via a single hydrogen bond. The distance between A 
and C was equal to the G-C, A-U, and G-U distances. The 
numbers of hydrogen bonds in the G-C, A-U, G-U and A-C 
interactions were found to be 3, 2, 1 and 1, respectively. The 
free binding energies of these nucleotide pairs were accepted 
as the same values (3 : 2 : 1 : 1). The program determines the 
interaction of mRNA with miRNA over its entire length and 
allows one unpaired nucleotide in mRNA, but not in miRNA, 
since it is bound in the RISC complex.

Results and discussion 
The miRNA binding sites in the mRNA of the ZFHX3 gene 
were detected in 5′UTR, CDS, 3′UTR (Supplementary tables 3 
and 4) and the vast majority of miRNA binding sites are lo-
cated in the CDS. Table presents the characteristics of miRNA 
interaction with the mRNAs of the human ZFHX3 gene. Some 
miRNAs had a single binding site in mRNA that was located 
separately from the binding site of the same miRNA or to-
gether with the binding sites of other miRNAs. Some miRNAs 
had two or more sequential binding sites, overlapped with 
their nucleotide sequences, we called polysites (sequentially 
located binding sites of the same miRNA). When polysites 
were located in the CDS, they encoded a sequence of one 
amino acid, for example, polyGln in HTT, ATXN1, ATXN7, 
TBP, AR genes, polyGly in EVX, HOX, HOXD13, GATA genes, 
polyGlu in FXN gene, polyPro in ALG13, DIAPH1, FMNL2, 
PCLO, SRPK2, ZFHX4 genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
etc. If the binding sites of two or more different miRNAs were 
located with overlapping nucleotide sequences, this mRNA 
site was called a multiple site. Messenger RNAs of the ZFHX3 
gene contain both poly- and multiple sites. 

None of the known programs for search of miRNA binding 
site has been able to search for such sites. Each of the sites 
included in multiple miRNA binding sites can have the same 
miRNA interaction characteristics with mRNA. However, 
there are polysites and multiple miRNA binding sites includ-
ing a binding site with higher mRNA–miRNA interaction 
characteristics. This causes a longer residence time for the 
RISC complex in this binding site. The remaining sites in-
crease the probability of catching the RISC complex. With a 
large number of binding sites in polysites and multiple sites, 
mRNA can bind two or more RISC complexes including 
miRNA. The identification of all miRNAs that bind to mRNA 
of ZFHX3 gene is necessary to evaluate their effect on the 
expression of ZFHX3 gene and to determine the dependence 
of its expression on the expression of other genes that are 
targets for these miRNAs.

The simplistic understanding of the relationship between 
miRNA and a target gene is widely spread and states that if 
the binding of miRNA to the gene mRNA is established, the 
problem is regarded as solved. However, for this miRNA, 
there may be other target genes with stronger interaction, or 
the mRNA of one gene can interact with several miRNAs. 

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx7.pdf
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Therefore, it is necessary, at least computationally, to know 
which miRNAs can bind to the genomic mRNA genes. This 
task can be successfully solved using our program that predicts 
miRNA – mRNA binding sites and determines the quantitative 
characteristics of this interaction.

In the mRNA protein-coding region of the ZFHX3 gene, the 
miR-2-8257-5p binding site is located first and encodes the 
PSARPPPP octapeptide (Supplementary table 5). This binding 
site is present in the mRNA orthologs of the ZFHX3 gene and 

encodes an identical peptide or it is different by one or more 
amino acids. The QTYMEHHC peptide in front of it and the 
LREESASD peptide behind it are absolutely conserved in the 
ZFHX3 protein of 23 animals.

The binding site of miR-20-23817-3p was located at the be-
ginning of mRNA nucleotide sequence and encoded the PAG-
SAAGP octapeptide in the orthologous proteins of 20 animal 
species (Supplementary table 6). In the orthologous proteins 
of other animal species, the miR-20-23817-3p binding site 

Characteristics of miRNA interaction in CDS mRNAs of ZFHX3 gene 

miRNA The beginning of site, nt ΔG, kJ/mole ΔG/ΔGm, % The length, nt

miR-2-8257-5p 969 –125 88 23

miR-20-23817-3р 1810 –132 86 24

miR-12-32603-3p 2062–2113 (7) –108 ÷ –115 86–92 23

miR-6891-3p 2120 –106 93 21

miR-17-39416-3p 2978–2996 (4) –115 87 22

miR-1-1819-3p 2982 –121 88 23

miR-5-15733-3p 2986–3004 (3) –127 ÷ –129 86–87 24

miR-9-20317-3p 2986–3001 (4) –127 ÷ –129 86–87 24

miR-1322 5836–5858 (7) –85 83 19

miR-11-29856-3p 6025 –110 93 23

miR-2-6184-3p 6793–6794 (2) –110 ÷ –117 85–90 23

miR-5-14114-5p 6793–6802 (3) –119 ÷ –123 86–89 23

miR-19-43437-5p 6798 –110 87 23

miR-3692-5p 8410 –119 90 24

miR-1322 10262–10271 (4) –87 ÷ –91 85–90 19

miR-9-25681-5p 10261–10264 (2) –100 ÷ –102 85–87 21

miR-1322 10798–10823 (4) –83 ÷ –87 81–85 19

miR-671-5p 10874 –119 90 23

miR-6779-5p 10868 –113 93 21

miR-17-39416-3p 11193–11232 (12) –113 ÷ –121 85–92 22

miR-9-20317-3p 11201–11234 (9) –127 ÷ –136 87–91 24

miR-1260b 11201–11228 (6) –89 ÷ –93 86–90 19

miR-X-48174-3p 11207–11216 (2) –121 85 24

miR-1-1819-3p 11211–11229 (2) –119 86 23

miR-18-39953-5p 11212–11230 (3) –123 86 23

miR-6-17815-3p 11214 –127 86 24

miR-2-6862-5p 11218 –118 86 23

miR-5-15733-3p 11234–11240 (2) –127 ÷ –129 86–87 24

miR-3960 11461–11483 (5) –102 ÷ –113 81–90 20

miR-5-14114-5p 11461 –121 88 23

miR-19-21199-3p 11462–11468 (2) –134 ÷ –138 85–88 25

mir-1-2121-3p 11463 –142 91 25

miR-1-2770-3p 11463 –123 87 24

miR-19-33623-3p 11463 –136 91 24

miR-2-6184-3p 11481 –113 87 23

Note:  The number of miRNAs binding sites is indicated in parentheses.
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included nucleotide substitutions and encoded octapeptides 
different from PAGSAAGP. However, the characteristics of 
miR-20-23817-3p interaction with mRNA of ZFHX3 gene 
of these species were comparable to those for the first group 
of animals, which indicated the functional ability of miR-
20-23817 to regulate the ZFHX3 gene expression in these 
animal species. Notably, the oligopeptides MEGEEAL and 
EQPQAGLL adjoining to the oligopeptide encoded by the 
miR-20-23817-3p binding sites are absolutely conserved in 
the ZFHX3 protein of studied animal species.

For miR-12-32603-3p seven binding sites were identified 
in the mRNA of the ZFHX3 gene (see Table). They encoded 
polyGlu replacing two Glu positions with Ala (Supplementary 
table 7). The presence of polysite for miRNA binding site 
promoted capture of the RISC complex and its further advanta-
geous finding in the position of the site with the maximum free 
energy of mRNA–miRNA interactions. The site for miR- 12-
32603-3p was located in the region from 2 080 nt for which 
ΔG and ΔG/ΔGm values were maximum: –115 kJ/ mole and 
92 %, respectively. MicroR-6891-3p bind ing site encodes the 
EEEEDE hexapeptide. It should be noted that in the 2D struc-
ture of the encoding polyGlu sites there was no intramolecular 
interaction of nucleotides and the entire polysite nucleotide 
sequence was capable of binding several RISC complexes. 
The mRNA region adjacent to the miRNA binding polysites 
from the 3′-end encoded D(E) EGCKGLF oligopeptide, and 
the region from the 5′-end encoded FSEKA(V)EPA oligo-
peptide (see Supplementary table 7). MicroR-12-32603-3p 
binding sites encodes from 27 to 33 amino acids in the ZFHX3 
orthologous proteins. The functional role of polyGlu in the 
ZFHX3 protein has not been described in the literature. It is 
possible that hydrophilic polyGlu imparts high solubility to 
the transcription factor ZFHX3 and ensures its interaction 
with positively charged DNA-binding proteins, freeing up 
DNA for transcription. It means that the region of miR-12-
32603-3p binding sites performs two functions: а) provides 
suppression of the synthesis of the transcription factor ZFHX3 
by miRNA and as a result blocks the expression of ZFHX3-
dependent genes, b) without or with a lower concentration 
of miR-12-32603-3p, compared to the concentration of the 
mRNA of ZFHX3 gene, the polysite encodes a polyGlu neces-
sarily for the functioning of the transcription factor. The syn-
onymic codons of miR-12-32603-3p binding sites in mRNA 
of Hsa, Mmu and Hgl are used in the GAG19GAA8GCG2, 
 GAG18GAA9GCG1GCA1 and  GAG20GAA9GCG1GCA1 ra-
tios, respectively. In the third position of the codons for Glu 
and Ala, guanine is used.

The next region of mRNA gene containing the binding 
sites of miR-17-39416-3p, miR-5-15733-3p, miR-9-20317-
3p, was located in the region from 2978 nt to 3027 nt (see 
Table). From the 5′-end to the multiple binding sites adjoins 
the site of mRNA region, encoding the absolutely conservative 
GGEQVFSH octapeptide (Supplementary table 8). From the 
3′-end of the binding sites, a less homologous oligopeptide was 
encoded. The binding sites of miR-17-39416-3p encoded the 
TAGAAAAA, GAAAAAVA, AAAAVAAА and AAVAAAAA 
oligopeptides. The binding sites of miR-5-15733-3p encoded 
the AAAAAVAA, AAAVAAAA and AAAAAAAN octa-
peptides. The binding sites of miR-9-20317-3p encoded the 
AAAAAVAA, AAAVAAA, AVAAAAA and VAAAAAAA 

oligopeptides. Therefore, the mRNA region of ZFHX3 gene, 
with overlapping multiple sites, was a compact target for three 
miRNAs that competed with each other for the binding site. 
The highest value of free binding energy (ΔG = –129 kJ/ mole)  
was in miR-5-15733-3p and miR-9-20317-3p, which indicates 
a significant effect on the mRNA translation of the ZFHX3 
gene with an equal concentration of miRNA and mRNA. 
The ZFHX3 protein regions encoded by the binding sites of 
 miRNAs studied above were identical in mice and rats and dif-
fered a little from those in humans (see Supplementary table 8). 
While the functional role of polyAla in the ZFHX3 protein 
remains unknown, the 2D structure of the encoding polynucle-
otide in mRNA makes it easy to bind miRNA due to the small 
number of intramolecular interactions of the nucleotides of this 
mRNA region. Synonymic codons miR-12-32603-3p binding 
sites in mRNA of Cca are  GCG6GCA6GCC1GCT1, Hsa – 
 GCG9GCA1GCC1GCT1, Mmu –  GCG2GCA3GCC7GCT1, 
Ppa –  GCG11GCA1GCC1GCT1, Rno –  GCG2GCA4GCC6GCT1.

Another mRNA region with the miR-1322 binding polysite 
encoded polyGln (Supplementary table 9). The first binding 
site encoded the RQQQQQ hexapeptide. In humans polyGln 
consisted of 19 Gln, and in rats and mice – from 14 and 13 Gln, 
respectively, which could affect the expression degree of the 
polyGln function. The miR-1322 binding sites in the mRNA 
of the ZFHX3 gene of all studied animal species were located 
between the nucleotide sequences encoding the conservative 
LADMIAS (from the 5′-end) and AQTLAQAQ (from the 
3′-end) oligopeptides. Only in Xtr polyGln Gln changed to 
Leu. The function of polyGln remains unknown. We assume 
that the polysite binds to miR-1322, so the encoded polyGln 
of ZFHX3 transcription factor can interact with negatively 
charged regions of DNA-binding proteins. Another our as-
sumption is that the polyGln variability of ZFHX3 protein is 
associated with the development of several diseases, but the 
way it happens remains unknown (Liu et al., 2014; Martin et 
al., 2014; Chauhan et al., 2016; Hauer et al., 2017). Synonymic 
codons miR-12-32603-3p binding sites in mRNA of Cfa are 
CAA6CAG21, Cfe – CAA2CAG20, Hsa – CAA13CAG6, Phu – 
CAA5CAG18, Ssc – CAA7CAG14, Tch – CAA5CAG14.

The binding site of miR-11-29856-3p encoded the abso-
lutely conservative heptapeptide TETLLQL, presented in the 
protein of 55 species of animals (Supplementary table 10). 
Absolutely conservative heptapeptide LLPHFPMT adjoined 
the N-terminus of the heptapeptide, and the variable region of 
the ZFHX3 protein – the C-terminus. The high conservation 
of miR-11-29856-3p binding site suggested the important role 
of this miRNA in regulating the expression of ZFHX3 gene 
even in the early stages of animal evolution since its binding 
site is present in Xtr.

Supplementary table 11 presents the variability data of 
mul tiple binding sites miR-2-6184-3p, miR-5-14114-5p 
and miR-19-43437-5p encoding the РРРРРРР heptapeptide 
for an equal length. While the 5′-end of the multiple sites 
encoded absolutely conserved octapeptide PLRPQTPE, the 
 LPAAPPQP octapeptide was located at the 3′-end. As far as 
stroke markers are concerned, it is possible to assume there is 
an association between miR-5-14114-5p and miR-2-6184-3p 
with the target gene ZFHX3 whose binding sites have the ΔG 
values of –123 kJ/mole and –117 kJ/mole, respectively. The 
functional value of polyPro is unknown. Synonymic codons 
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of miR-2-6184-3p, miR-5-14114-5p and miR-19-43437- 5p 
binding sites in mRNA of Hsa were CCA6CCU3CCC3, Mmu – 
CCA2CCU4CCC3CCG3, Rno – CCA4CCU2CCC5CCG1, Xtr – 
CCA4CCU8CCC1.

The absolute conservativeness of the SNPLLASQ octapep-
tide encoded the miR-3692-5p binding site in the mRNA of 
ZFHX3 gene of 57 animal species (Supplementary table 12). 
The 5′-end of the binding site encoded the absolutely con-
served PLRPQTPE octapeptide. From the 3′-end of the 
SNPLLASQ octapeptide, the highly conserved octapeptide 
LLSGAIPQ was located in most animal species. With 
ΔG = –119 kJ/mole and the ΔG/ΔGm value of 90 %, the as-
sociation of miR-3692-5p with the target gene ZFHX3 could 
serve as a stroke marker. MicroR-3692-5p was co-expressed 
with the gene of the ZDHHC14 transcription factor, which is 
expressed in many tissues as an oncosupressor (Yeste-Velasco 
et al., 2014).

In the region from 10798 nt to 10890 nt, three binding sites 
of miR-1322-3p separated by codons into a RQL tripeptide 
and a KV dipeptide were located in the human gene mRNA 
(Supplementary table 13). In ZFHX3 gene mRNA of other 
animal species, these miR-1322-3p binding sites differed sig-
nificantly in the number of codons and in the number of en-
coded Gln, accordingly. For example, in the rat ZFHX3 gene 
the first polysite encoded 15 Gln, the second polysite encoded 
8 Gln and the third polysite – again 15 Gln. Therefore, the 
rat could not be an adequate model for studying diseases in 
which polyGln is involved in the ZFHX3 protein. The longest 
polypeptide of 33 Gln was encoded by the second binding site 
in the ZFHX3 Pma mRNA.

The miR-6779-5p and miR-671-5p binding sites of the 
human ZFHX3 gene mRNA overlapped with nucleotide se-
quences encoding the QTPVPP and PVPPGAP, oligopeptides, 
respectively (Supplementary table 14). Substitution of Pro for 
Ser, Gln, Thr or Ala in different animal species was a reflection 
of changes in one nucleotide in the binding site. However, the 
energy of miR-6779-5p and miR-671-5p interaction with the 
ZFHX3 gene mRNA varied insignificantly. QTPVPPGAP-
bound oligopeptides QQPKAS and SPDKDPAK were highly 
conserved in the vast majority of species, so they probably 
perform a highly significant function in the ZFHX3 protein.

Supplementary table 15 shows the variability of the amino 
acids encoded by the binding sites of nine miRNAs in the 
theorthologous ZFHX3 gene mRNA. The mRNA region 
located from 11193 nt to 11264 nt overlapping of the nucleo-
tide sequences of the nine miRNA binding sites encoded 
polyGly with one substitution of Gly by Ser. The twelve 
miR-17-39416-3p binding sites encoded the GGGGGGSG, 
GGGGSGGG, GGSGGGGG, GSGGGGGG, SGGGGGGG 
octapeptides and the seven GGGGGGGG octapeptides. The 
binding sites in positions between 11223 nt and 11232 nt had 
the greatest free binding energy ΔG equal to –121 kJ/mole and 
the ΔG/ΔGm value of 92 %. Nine miR-9-20317-3p binding 
sites in the mRNA of the human ZFHX3 gene encoded the 
GGGSGGGG oligopeptide, seven GGGGGGGG oligopep-
tides and a GGGGGGGS oligopeptide. The two miR-1-1819-
3p binding sites and one miR-6-17815-3p binding site encoded 
GGGGGGG. The miR-18-39953-5p and miR-2-6862-5p 
binding sites encoded one of the GGGGGGG heptapeptide. 
MicroR-1260b had six binding sites, encoding one GGSGGG 

and five GGGGGG hexapeptides. miR-5-15733-3p binding 
sites encodes GGGGGGGS and GGGGGSYH. Two binding 
sites of miR-X-48174-3p encoded oligopeptides GSGGGGGG 
and GGGGGGGG. Synonymic codons of miRNA binding 
sites in mRNA of Cca, Nga and Lve were used in the ratios 
GGC15GGU3, GGC16GGU1 and GGC13GGU3, respectively. 
In the third position of synonymous codons, only pyrimidines 
were used.

As it has been mentioned above, the miR-9-20317-3p 
binding site encoded the AAAAAAA oligopeptide (see 
Supplementary table 8). In the mRNA region from 11193 nt 
to 11264 nt the miR-9-20317-3p binding site encoded the 
GGGGGGGG oligopeptide (see Supplementary table 15). 
This explains why, for example, the nucleotide sequence 
gcggcggcggcggcggcggcg can be translated into three read-
ing frames, where the first reading frame corresponds to the 
AAAAAAA oligopeptide, the second reading frame – to 
the RRRRRR oligopeptide and the third reading frame – to 
the GGGGGG oligopeptide. For this reason, the miR-5-
15733-3p and miR-17-39416-3p binding sites in the region 
encoded polyAla, and in the mRNA region from 11193 nt to 
11264 nt – polyGly. The assumption that a single nucleotide 
sequence of binding polysites can encode the oligopeptide 
in the three reading frames has been confirmed in the study 
of miR-1322-3p binding with the mRNA of 48 human genes 
that demonstrated the way of polyGln, polySer and  polyAla 
were encoded by miR-1322-3p (Niyazova et al., 2015; 
Atam bayeva et al., 2017). Synonymic codons of the miRNA 
binding sites in the mRNAs of Hsa, Csa and Pab were used 
in the ratios  GGC18GGU2AGU1, GGC15GGU5AGU1 and 
 GGC16GGU2AGU1, respectively. In the third position of 
binding sites synonymic codons only pyrimidines were used. 
In Cca, Nga and Lve mRNAs were no Ser among polyGly, 
and synonymic codons kept the advantageous use of GGC co-
dons: GGC15GGU3, GGC16GGU1, GGC13GGU3. In the third 
position of synonymous codons, only pyrimidines are used.

From 11461 nt to 11503 nt seven miRNA had one to f ive 
mRNA binding sites (see Table). Supplementary table 16 
shows the variability of the amino acids encoded by the bind-
ing sites of these miRNAs. Two miR-19-21199-3p binding 
sites encoded the PPPPSAAAP and PPSAAAPSS nonapep-
tides. The miR-1-2121-3p and miR-19-33623-3p binding sites 
encoded the same PPPPSAAAP nonapeptide. One binding site 
of miR-5-14114-5p encoded the PPPPSAAA octapeptide. The 
miR-1-2770-3p and miR-2-6184-3p binding sites encoded the 
PPPPSAAA and AAPSSASP octapeptides. Three miR-3960 
binding sites encoded heptapeptides PPPPSAA, PPPSAAA 
and PPSAAAP. The binding sites of seven miRNAs in rat and 
mouse mRNAs were not different from those in humans; only 
an Ala codon was converted into a Ser one, which had little ef-
fect on the energy of miRNA interaction with mRNA in this re-
gion, so rats and mice can serve as adequate models for study-
ing the effect of these miRNAs on the ZFHX3 gene expression.

The transcription factor ZFHX3 gene is unique for several 
reasons. Its mRNA contains binding sites for 26 miRNAs, 
so its expression depends on several host genes that are co-
expressed with their miRNA (Hoeppner et al., 2009; Ma et 
al., 2011; He et al., 2012; Li et al., 2015), or are dependent 
on the expression of miRNA genes that are located between 
protein-coding genes.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoeppner MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20333211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21146586
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For some miRNAs in mRNA there are polysites encoding 
oligopeptides: polyGlu, polyAla, polyPro, polyGly, polyGln. 

A mRNA contains several regions that include multiple 
binding sites for several miRNAs with overlapped nucleo-
tide sequences. Most of the studied binding sites are located 
in the protein-coding region, which allows us to assume the 
function of the encoded oligopeptides. Changes in codon us-
age frequencies and their location in binding sites encoding 
oligopeptides do not significantly affect the energy of miRNA 
interaction with the ZFHX3 gene mRNA. For three miRNAs 
there are two homologous sites separated by 8215 nt, contain-
ing miRNA binding sites. These regions encoded oligopeptides 
in two different reading frames corresponding to the binding 
sites of these miRNAs. These duplicating regions of miRNA 
binding sites increase the control of these miRNAs for the 
ZFHX3 gene expression, which indicates that miRNA binding 
sites are “indifferent” to what they encode. In some cases, the 
encoded oligopeptides can perform the necessary function 
for the ZFHX3 protein. For example, polyGlu oligopeptide 
can interact with positively charged DNA-binding proteins.

When selecting miRNA and mRNA associations as a 
marker of the disease one should meet the folowing con-
ditions: (1) high binding energy of miRNA with mRNA; 
(2) high ΔG/ΔGm value; (3) the presence of multiple binding 
sites in mRNA for miRNA; (4) certain degree of conserva-
tism of miRNA binding sites in orthologous gene mRNAs. 
On these grounds, it is proposed to use the miR-20-23817, 
miR-9-20317-3p, miR-19-21199-3p, miR-19-33623-3p and 
miR-1-2121-3p associations with the ZFHX3 gene mRNAs 
as markers for the diagnosis of stroke and other diseases for 
which ZFHX3 gene is the candidate gene causing their devel-
opment. These miRNAs were associated with mRNA of gene 
with a free energy ΔG value equal to –130 kJ/mole and more. 

In the experiments establishing the role of miRNA in the 
regulation of gene expression, it is necessary to consider the 
following circumstances, which in many publications are not 
taken into account. MicroRNAs in a complex with RISC bind 
to mRNA and manifest themselves as inhibitors of translation, 
therefore the description of their action used in biochemistry 
is applicable.

The miRNA interaction mRNA is determined by the physi-
cochemical properties of these molecules. Unfortunately, in 
the study of this interaction, little-grounded assumptions were 
made that led to significant errors in the determination of 
miRNA binding sites in mRNA and interpretation of the ob-
tained results. Existing programs for identification of miRNA 
binding sites in mRNA of target genes, unfortunately, predict 
many false-positive sites (Peterson et al., 2014). To increase 
the reliability of the predicted binding sites, we have studied 
orthologous genes of different animal species (Atambayeva 
et al., 2017).

Conclusion
The mRNA of the ZFHX3 gene contains binding sites for 
26 miRNAs. This fact indicates a strong dependence of the 
ZFHX3 gene expression on miRNA. The binding sites of these 
miRNAs are found in the protein-coding region of the ZFHX3 
gene mRNA and encode the oligopeptides located between the 
conservative flanking ZFHX3 protein oligopeptides. Identical 
nucleotide sequences of binding sites of one miRNA located 

in different locations of mRNA encode different oligopeptides 
in different reading frames. The mRNA of the ZFHX3 gene 
contains consecutively located binding sites for one or more 
miRNAs that encode oligopeptides.

The identified miRNAs can be used as a marker of disease 
development involving ZFHX3 gene. The impact effectiveness 
of each miRNA on the expression of ZFHX3 gene depends on 
the free energy of their interaction and on the ratio of miRNA 
concentrations, since the miRNA binding sites (RISC) coin-
cide or overlap. In addition, the ratio of miRNA and mRNA 
of ZFHX3 gene concentrations is very important. The pro-
longing length of the miRNA binding polysites increases the 
probability of the interaction of one or more miRNAs with 
mRNA of ZFHX3. The detection of miRNA binding sites in 
mRNA of paralogous genes allows to determine the adequacy 
of experimental animals for studying the diseases caused by 
the effect of miRNA.
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Вакцинация является эффективным средством профилактики 
клещевого энцефалита, формирующим активный иммунитет. 
Однако избыточная иммунизация при вакцинации неоправ-
данна с точки зрения экономики и медицинской этики. Одним 
из подходов к индивидуализации вакцинации может быть 
подбор доз вакцины в зависимости от ожи даемого уровня им-
мунного ответа пациента. Поэтому возникает необходимость 
разработки методов оценки потенциального уровня имму-
нологических реакций человека до проведения вакцинации. 
Цель работы – поиск возможных ассоциаций однонуклеотид-
ных полиморфных маркеров (ОНП) в генах OAS2 и OAS3, для 
которых ранее была найдена корреляция с развитием тяжелых 
форм клещевого энцефалита, а также с образованием антител 
и  цитокинов после вакцинации против клещевого энцефалита. 
В иссле довании приняли участие 97 добровольцев обоего 
пола, ранее не вакцинированных и не имевших контактов 
с кле щами. Через один месяц после иммунизации вакциной 
« ЭнцеВир» у них брали пробы венозной крови. Анализировали 
уровни специфических антител IgG против вируса клеще-
вого энцефалита и интерлейкина 4 (ИЛ-4). Генотипировали 

Vaccination forms active immunity and represents an 
effective way of preventing tick-borne encephalitis 
(TBE). However, excessive vaccination is unjustified 
in terms of economics and medical ethics. One of the 
individualized approaches to vaccines is the selection 
of vaccine doses depending on the expected levels 
of immune response. Therefore, there is a need for 
new methods for assessing potential human immune 
responses prior to vaccination. The aim of this study 
was to determine possible association between single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) located within OAS2 
and OAS3 genes, which have been previously associated 
with the development of severe forms of TBE, and the 
formation of antibodies and cytokines upon vaccination 
against TBE. The study involved 97 volunteers of both 
sexes who had not previously been vaccinated against 
TBE and had no contact with ticks. Venous blood samples 
were collected one month after vaccination against TBE 
using the EnceVir vaccine. Levels of specific IgG antibodies 
against tick-borne encephalitis virus and interleukin 4 (IL-4) 
were analyzed. Genomic DNA samples were genotyped 
for the SNPs rs2285932, rs2072136, rs1293762, rs15895 
and rs1732778 in genes encoding 2’-5’-oligoadenylate 
synthetases OAS2 and OAS3. Antibody production in 
response to vaccine administration was significantly 
associated with SNP rs1732778 in the regulatory region 
of the OAS2 gene. This indicator was significantly higher in 
people with heterozygous genotypes G/A as compared to 
people with homozygous genotypes G/G and A/A. Carriers 
of the A allele (G/A or A/A genotypes) of the same SNP 
had reduced IL-4 levels as compared to the homozygous 
G/G individuals. Thus, the data obtained indicate that 
SNP rs1732778 in the regulatory region of the OAS2 gene 
correlates with the formation of antiviral IgG antibodies 
and changes in IL-4 levels upon vaccination. Evidently, the 
genetic polymorphism in OAS2 gene should be considered 
when performing individualized TBE vaccinations. 

Key words: tick-borne encephalitis; vaccination; IgG 
antibodies; gene; OAS2; OAS3; single nucleotide 
polymorphism; association.
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ОНП rs2285932, rs2072136, rs1293762, rs15895 и rs1732778 в 
генах 2’-5’-олигоаденилатсинтетаз OAS2 и OAS3. Выработка 
антител в ответ на введение вакцины была достоверно ассо-
циирована с ОНП rs1732778 в регуляторном районе гена OAS2. 
Этот показатель оказался существенно выше у людей с гете-
розиготным генотипом G/A , чем у субъектов с гомозиготными 
генотипами G/G и A/A. Индивиды-носители аллеля А в составе 
генотипов G/A и A/A этого же ОНП имели сниженный уро-
вень ИЛ-4 по сравнению с гомозиготными индивидами G/G. 
Полученные нами ре зультаты свидетельствуют о том, что ОНП 
rs1732778 в регуляторной области гена OAS2 ассоциирован с 
образованием противовирусных антител IgG и уровнем ИЛ-4 
после вакцинации. По-видимому, генетический полиморфизм 
в гене OAS2 следует принимать во внимание при индивидуа-
лизации вакцинопрофилактики клещевого энцефалита.

Ключевые слова: клещевой энцефалит; вакцинация; IgG 
антитела; ген; OAS2; OAS3; однонуклеотидный полиморфизм; 
ассоциация. 

Tick-borne encephalitis (TBE) is a natural focal viral 
infection that manifests as fever, intoxication and 
damage to the gray matter of the brain (encephalitis) 

and/or meninges (meningitis and meningoencephalitis) 
(Ierusalimsky, 2001). The disease can lead to long-lasting 
neurological and psychiatric complicating disorders or even 
death of the infected patient. TBE agent is the RNA-containing 
virus (TBEV) of the family Flaviviridae. The main vectors 
of disease and natural reservoir for the agent to survive are 
scale ticks Ixodes persulcatus and Ixodes ricinus. The cases 
are being detected more and more often in new areas as the 
evidence of the virus migration (Valarcher et al., 2015). 
Vaccination is the efficient way of preventing TBE by active 
immunity forming (Bilalova, 2009). Constant growth of 
people mobility and intensification of migration process make 
vaccination more and more urgent.

As new information is accumulated on immune response 
development mechanisms, its prediction and potential side 
effects, the differentiated approach towards preventive, 
or so called individualized vaccination, becomes actual 
(Medunitsin, 2004). Individualized vaccination aims to 
create necessary immune protection for the organism 
avoiding excessive immunization, which is unjustified and 
inappropriate in terms of economics and medical ethics. One 
of the individualized approaches is the vaccine dose selection 
depending on its potency, vaccination process stage and the 
expected levels of immune response. Thus, the methods should 
be developed to assess the potential human immune responses 
prior to vaccination.

Individual variability of antibodies formation and long-term 
post-vaccinal presence is mainly determined by the inherited 
peculiarities of cell-mediated and humoral immunity, type of 
the vaccine, vaccination schedule and some environmental 
factors, like nutrition (Poland et al., 2008). Genes to encode 
the immune system proteins and DNA regulatory regions 
near them comprise a large number of single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) (Poland et al., 2011). In the main 

complex of histocompatibility genes, cytokine genes and their 
receptors, SNPs have been established to correlate with the 
individual immune response (or its absence) to the vaccination 
(Linnik, Egli, 2016).

2′-5′-oligoadenylate synthetase protein family (OAS) are 
important factors of innate antiviral immunity. In humans, 
there are known four genes encoding the proteins of this 
family. They are OAS1, OAS2 and OAS3 located as a cluster 
in q24 region of the chromosome 12 and OASL localized in 
chromosome 12. In the cell, OAS1, OAS2 and OAS3 proteins 
are in monomeric form. dsRNA of the virus causes activation 
of enzymes which use ATP as a substrate and catalyze 
AMP polymerization producing 2′-5′-oligoadenylates. 
Their reaction with latent endoribonuclease L leads to its 
dimerization and activation, thus to both cell RNA and 
vRNA degradation and consequently, virus reproduction is 
suppressed. mRNA transcription of the OAS family genes 
is induced by interferons (Hovanessian, Justesen, 2007; 
Kristiansen et al., 2011; Yudin et al., 2018).

In groups with severe TBE cases (central nervous system 
damages as meningo-encephalitic form of the disease) 
and milder ones without central nervous system damages 
(meningeal form, fever) and/or population control, analysis 
of 23 SNPs within OAS1, OAS2, OAS3 and OASL genes 
has previously revealed statistically significant distinction 
between genotype, allele and/or haplotype frequencies by five 
SNPs; those were rs1293762 (intron2), rs15895 (3′-UTR), 
rs1732778 (3’-flanking region) of OAS2 genes and rs2285932 
(exon6, Ile438Ile), rs2072136 (exon8, Ser567Ser) of OAS3 
genes (Barkhash et al., 2010). SNPs within the genes of OAS 
family are associated with susceptibility to other diseases 
caused by flaviviruses, such as West Nile fever (Yakub et al., 
2005; Lim et al., 2009; Bigham et al., 2011; Danial-Farran 
et al., 2015) and Dengue fever (Alagarasu et al., 2013; 
Thamizhmani, Vijayachari, 2014), or with the response to the 
hepatitis C antiviral interferon therapy (Imranet al., 2014). 
I.H. Haralambieva et al. (2010) established the association 
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of 23 SNPs in the OAS cluster with the level of antibodies 
and interleukin-4, interleukin-6 and interleukin-10 secretion 
upon rubella vaccination.

The study targets to determine possible association between 
SNPs located within OAS2 and OAS3 genes being previously 
associated with the development of severe forms of TBE, and 
the formation of antibodies and cytokines upon vaccination 
against TBE.

Materials and methods
The study involved 97 volunteers (56 men and 41 women) 
aged from 15 to 30 years old (median age 26) who had 
not previously been vaccinated against TBE and had no 
contact with ticks recorded in their surveys. The EnceVir 
vaccine against TBE (SPA “Microgen”, Tomsk) was used for 
vaccination. It is a purified concentrated sterile suspense of 
inactivated by formalin and aluminum hydroxide adsorbed 
TBE virus grown in suspension culture of chicken embryos. 
Vaccination was performed according to the scheme proposed 
by the manufacturer. Venous blood samples were collected 
one month upon the vaccination. The project was approved 
by the ethics committee of the Research Institute of Internal 
and Preventive Medicine, the branch of the Federal Research 
Center Institute of Cytology and Genetics SB RAS. The 
informed consent to participate in the investigation was 
received from all the patients.

Levels of specific IgG antibodies against tick-borne 
encephalitis virus (TBEV) and interleukin 4 (IL-4) were 
analyzed by immune-enzyme assay using test-systems 
VectoTBE-IgG-strip and Interleukin-4-IEA-BEST (JSC 
“Vector-Best”, Koltzovo, Novosibirsk region).

The genomic DNA was isolated by peripheral blood 
proteolysis followed by phenol extraction (Sambrook, Russel, 
2006). Genotyping for the SNPs rs2285932, rs2072136, 
rs1293762, rs15895 and rs1732778 in genes encoding 
2′-5′ -oligoadenylate synthetases OAS2 and OAS3 was 
performed in accordance with techniques proposed by 
A.V. Barkhash et al. (2010). Genotype deviation of distribution 
from Hardy – Weinberg equilibrium was determined by 
Hardy – Weinberg equilibrium calculator (http://www.oege.
org/software/hwe-mr-calc.shtml).

The Kolmogorov–Smirnov test was used to assess the 
distribution normality of the traits under the study. As 
the distribution of the characteristics was not normal, the 
medians were calculated and 25–75 % quartiles in the groups 
being compared. The gender effect was assessed by Mann-
Whitney U test. Gender turned not to affect the analyzed traits 
significantly and it was not further taken into account. For 
genotype effect assessment, general linear model was used. 
For statistical analysis of the dependent variable (specific IgG 
antibodies level), logarithmic transformation to normality was 
applied. Our earlier study of the same sample has established 
the certain influence of the age on this indicator (Lutova et 
al., 2016). Thus for the model, genotype was taken as a fixed 
factor, while age as a covariate. Paired comparison was made 
by post hoc analysis, F-test being applied. Critical value of 
statistical significance for null hypothesis was taken as 0.05. 
For the data treatment the software package STATISTICA 
8.0 was used. 

Results
We have registered the protective immune response against 
TBE in 85.8 % of women and 86.3 % of men, the IgG level 
being > 100 IU/ml. Analogous results were earlier obtained 
by other researchers while performing preventive vaccination 
of adult population (Bilalova, 2009). In all the individuals 
involved, IL-4 level was found to be within the range (0.37–
25.95 mg/ml) testifying the normal course of the vaccination 
process (JSC “Vector-Best”, 2017).

In all the 97 samples, SNPs within the analyzed genes 
were genotyped successfully, but for rs2072136, rs1293762 
and rs15895 being not revealed in one sample. Aside from 
rs1732778 (p < 0.05), there was no significant deviation of 
genotype distribution from Hardy–Weinberg equilibrium for 
all SNPs. For rare alleles, the frequencies were as follows: 
0.309 for SNP rs2285932 in OAS3 (Т allele); 0.313 for SNP 
rs2072136 in OAS3 (А allele); 0.411 for SNP rs1293762 in 
OAS2 (Т allele); 0.302 for SNP rs15895 in OAS2 (А allele) 
и 0.361 for SNP rs1732778 in OAS2 genes (А allele). Those 
results are in agreement with the frequencies of the involved 
alleles being previously revealed in the population of Novosi-
birsk: 0.251, 0.294, 0.420, 0.281 and 0.273, correspondingly 
(Barkhash et al., 2010).

The results of analysis of SNPs in genes encoding 2′-5′ -oli-
goadenylate synthetases association with IgG against TBEV 
and IL-4 levels are presented in Table. Antibody production 
in response to vaccination was significantly associated with 
SNP rs1732778 in the regulatory region of the OAS2 gene 
(p < 0.05). In people with heterozygous genotypes G/A, this 
indicator appeared to be significantly higher by comparison to 
people with homozygous genotypes G/G and A/A (p < 0.01). 
Carriers of the A allele (G/A or A/A genotypes) of the same 
SNP had a reduced IL-4 levels as compared to the homozygous 
G/G individuals (p < 0.004). Moreover, the distinctions held 
true upon application of Bonferroni correction for multiple 
comparisons. SNP rs15895 association with IL-4 titers can 
be considered as a tendency (p < 0.06). However, paired 
comparisons revealed the individuals with the homozygous 
A/A genotype to have significantly reduced IL-4 as opposed 
to the carriers of the G allele (p < 0.04).

Discussion
Immune response upon vaccination is affected by numerous 
factors including individual genetic peculiarities. To work 
out the individual approach to preventive vaccination, it is 
essential to identify the genetic markers which control the 
immune response development (Medunitsin, 2004). Specific 
antibody production upon the vaccine administration is 
significantly governed by the genes encoding the main 
histocompatibility complex proteins, genes of cytokines and 
their receptors and of Toll-like receptors and others (Linnik, 
Egli, 2016). However, genetic factors mediating the immune 
response to vaccination against the flaviviral infections remain 
hardly studied. There is only one published case of vaccine-
associated viscerotropic disease in 64-years old patient 
with mutations in CCR5 chemokine receptor and its ligand 
RANTES genes after administration of the attenuated vaccine 
against yellow fever (Pulendran et al., 2008). In the sample 
involved in the present paper, deletion in the CCR5 gene 
was earlier shown to offer promise as a potential marker of 



Association of OAS genes with immunity  
against tick-borne encephalitis

N.S. Yudin, A.V. Igoshin, S.L. Lutova 
Ya. Gon, M.I. Voevoda, V.A. Belyavskaya 

448 Medical geneticsVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 4

Association of SNPs in genes encoding 2’-5’-oligoadenylate synthetases with levels  
of specific IgG antibodies against TBEV (IU/ml) and IL-4 (mg/ml) upon vaccination against tick-borne encephalitis 

Gene Position Region SNP Genotype Median* 25–75 % quartiles  p**

IgG

OAS3 112 949 145 Exon 6, 
p.Ile438Ile

rs2285932 C/C (n = 44) 221.5 156.0–260.0 0.846

C/T (n = 46) 219.0 101.0–260.0

T/T (n = 7) 210.0 81.0–260.0

OAS3 112 961 114 Exon 8, 
p.Ser567Ser

rs2072136 G/G (n = 43) 210.0 121.0–260.0 0.988

G/A (n = 46) 227.5 101.0–260.0

A/A (n = 7) 216.0 39.0–260.0

OAS2 112 993 031 Intron 2 rs1293762 G/G (n = 35) 191.0 71.0–245.0 0.412

G/T (n = 43) 237.0 145.0–260.0

T/T (n = 18) 199.0 94.0–238.0

OAS2 113 010 483 Exon 10, 
p.Ter720Trp

rs15895 G/G (n = 48) 198.0 110.5–255.0 0.859

G/A (n = 38) 236.0 101.0–260.0

A/A (n = 10) 199.0 136.0–243.0

OAS2 113 019 120 3’-region,  
7 397 bp

rs1732778 G/G (n = 35) 191.0а 90.0–260.0 0.047

G/A (n = 54) 235.5б 169.0–260.0

A/A (n = 8) 112.0а 31.0–201.0

IL-4 

OAS3 112 949 145 Exon 6, 
p.Ile438Ile

rs2285932 C/C (n = 40) 9.89 4.47–15.65 0.835

C/T (n = 40) 10.06 5.36–15.21

T/T (n = 5) 7.76 5.83–12.58

OAS3 112 961 114 Exon 8, 
p.Ser567Ser

rs2072136 G/G (n = 37) 11.16 6.04–15.78 0.605

G/A (n = 40) 8.31 4.35–14.84

A/A (n = 7) 10.0 4.56–14.28

OAS2 112 993 031 Intron 2 rs1293762 G/G (n = 32) 9.21 5.83–15.21 0.926

G/T (n = 38) 10.52 4.39–14.40

T/T (n = 14) 8.04 4.82–16.67

OAS2 113 010 483 Exon 10, 
p.Ter720Trp

rs15895 G/G (n = 43) 8.42а 4.39–14.28 0.061

G/A (n = 33) 13.67а 8.09–16.67

A/A n = 8) 6.80б 4.69–9.39

OAS2 113 019 120 3’-region,  
7 397 bp

rs1732778 G/G (n = 25) 14.40а 7.76–16.80 0.004

G/A (n = 53) 8.42б 4.56–12.46

A/A (n = 7) 4.56б 3.36–12.58

* The same letters of superscripts indicate absence of significant differences between medians for different genotype according to post hoc analysis by F-test.
** Significance of SNP genotypes influences assessment by general linear model.

https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A112949145-112949145
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A112961114-112961114
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A112993031-112993031
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A113010483-113010483
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A113019120-113019120
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A112949145-112949145
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A112961114-112961114
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A113010483-113010483
https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=225279675_EAF4AdScoFhtuwIiav5zqSEMMyCG&db=hg38&position=chr12%3A113019120-113019120
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Ассоциация генов OAS c иммунитетом 
против клещевого энцефалита

successful vaccination against TBE in the Russian population 
of West Siberia (Lutova et al., 2016). 

This paper presents the investigations of polymorphisms in 
five SNPs located within OAS2 and OAS3 genes, which have 
previously been associated with the development of severe 
forms of TBE (Barkhash et al., 2010). To our knowledge, this 
is the first study on the influence of SNP loci in genes encoding 
2′-5′ -oligoadenylate synthetases on the specific antibody 
production upon vaccination against TBE. To eliminate 
possible influence of foreign genetic and environmental 
factors, the sample was formed mainly of young Russian 
volunteers, who had not previously been vaccinated against 
TBE and had no contact with ticks though having lived in the 
endemic TBE region over a long period.

The frequencies of rare SNP alleles under the study 
correspond well to those alleles frequencies previously 
revealed in the Russian population of Novosibirsk (Barkhash 
et al., 2010). The significant deviation of genotype distribution 
from Hardy–Weinberg equilibrium was observed only for 
SNP rs1732778 within the OAS2 gene. Other researchers 
also noted the deviation of genotype distribution for SNPs 
rs1732778, rs2285932 and rs2072136 in the samples of 
Novosibirsk Russian residents with different forms of TBE 
(Barkhash et al., 2010). Hence, the reason of the deviation of 
SNP rs1732778 genotype distribution from Hardy–Weinberg 
equilibrium may be explained not by genotyping errors, but 
panmixia absence within the analyzed population, though the 
population stratification or the influence of selection should not 
be excluded either. It is notable that studying in seven ethnic 
groups of Northern Eurasia has detected the lowest frequencies 
of the G/G genotype for SNP rs2072136 within OAS3 gene 
(the gene associated with predisposition to severe forms of 
TBE development) in the Altaians, Khakasses, Tuvinians and 
Shorians who probably have intensive contacts with ticks in 
the places of residence (Barkhash et al., 2010). The authors 
suggested that the tick-borne encephalitis virus might have 
become the selection factor of certain variations of OAS genes 
in Central Asia mongoloid people.

We have established the association of SNP rs1732778 in 
OAS2 gene with the level of IgG upon vaccination against 
TBE (see Table). Antibody levels in individuals with the 
G/A heterozygous genotype were significantly higher in 
comparison to the ones with the homozygous genotypes G/G 
or A/A. Such superiority of heterozygotes over homozygotes 
can be observed rather often. For example, cellular immune 
response to the pertussis toxin and filamentous hemagglutinin 
was superior in the carriers of the A/G genotype of SNP 
rs1800896 in the IL-10 gene promoter in comparison to 
the one of the individuals with G/G or A/A genotypes 
(Gröndahl-Yli-Hannuksela et al., 2016). We have found the 
only published paper aiming to investigate the role of OAS 
genes in the immune response development upon vaccination. 
I.H. Haralambieva with colleagues (2010) demonstrated that 
minor alleles of SNPs rs1732778 and rs2464288 located 
within the OAS2 gene are related to the higher level of specific 
antibodies upon rubella immunization. SNP rs1732778 is 
associated with sensibility to the flaviviral diseases: TBE 
(Barkhash et al., 2010) and Dengue fever (Alagarasu et 
al., 2013; Thamizhmani, Vijayachari, 2014). It should be 
pointed that SNP rs1732778 is located at a distance of 7397 

bp from the 3′-region of the OAS2 gene (UCSC Genome 
Browser Gateway, 2017). It is not inconceivable that not this 
SNP directly affects the trait, but the other one, which is in 
linkage disequilibrium. In the chromosome 12  region of about 
±250,000 bp, 11 genes are located in the vicinity of rs1732778 
(RPH3A, OAS1, OAS2, OAS3, DTX1, RASAL1, CFAP73, 
DOX54, RITA1, IQCD, TPCN1). However, only three of them 
(namely, the genes encoding 2′-5′ -oligoadenylate synthetases 
OAS1, OAS2 and OAS3) participate in the immune response 
controlling.

Our investigations have established that SNP rs1732778 
located within OAS2 gene is significantly associated with 
the IL-4 level upon vaccination against TBE. The result is 
intensified, as association between the IL-4 level and SNP 
rs15895, which is located in exon 10 of OAS2 gene at a 
distance of 8637 bp from SNP rs1732778 has also appeared 
to be a tendency (see Table). IL-4 is an important regulatory 
cytokine which is produced by mast cells, Th2 cells, 
eosinophils and basophils (Gadani et al., 2012). IL-4 controls 
Th2-type cellular immunity activation (Zamorano et al., 2003), 
IgE production and secretion by B cells (Geha et al., 2003) 
and the alternative activation of macrophages, which differs 
from usual anti-inflammatory activation (Gordon, 2003). As 
the IL-4 level upon rubella vaccination is extremely low, 
other scientists did not reveal any SNP associations within 
OAS gene cluster (Haralambieva et al., 2010). The role of 
IL-4 in humoral immune response development has not 
been clarified yet. It can be assumed that innate antiviral 
immunity, which is regulated by OAS family genes, is 
involved to lymphocyte stimulation control thus modeling 
the structure and amplitude of specific (adaptive) response 
to the inactivated-virus vaccine.

This proposal is confirmed by the results of several 
investigations. Of all the OAS gene family in humans, OAS2 
has the highest level of induction by interferons (Sanda et 
al., 2006). By a proteomics approach the direct physical 
interaction between OAS2 and NOD2 proteins was shown in 
THP-1 human cell line (Dugan et al., 2009). NOD2 protein 
is a member of Nod1/Apaf-1 family; being expressed in 
leucocytes of the peripheral blood it plays an important role 
in the immune response to bacterial lipopolysaccharides as 
it binds to bacterial muramyl dipeptide and activates NFkB 
protein (Ogura et al., 2001). NOD2 protein may probably 
participate in the innate antiviral immunity formation. 
Another protein from NOD-like receptor family, NLRP3 
is known to be capable to interact with influenza A virus 
(Allen et al., 2009).

Thus, the results we have obtained testify the fact that 
SNP rs1732778 located in the regulatory region of the OAS2 
gene is associated with antiviral IgG antibodies and with the 
IL-4 level upon vaccination against tick-borne encephalitis. 
Genetic polymorphism in the OAS2 gene should probably be 
taken into consideration to perform individualized preventive 
vaccination against this disease. However, due to the limited 
sample size, the results from the study should be interpreted 
with caution. Further investigations are needed to confirm those 
associations for large independent population samples and to 
analyze the mechanisms of the influence of polymorphisms in 
genes encoding 2′-5′ -oligoadenylate synthetases on the immune 
response to vaccination against flaviviral diseases.
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Interstrain differences 
in emotional and weight indices 
in GC rats with catatonic 
response and Wistar rats

T.A. Alekhina , R.V. Kozhemjakina

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

In selecting rats for behavior, we observe a direct natu-
ral effect and affect the nonspecific stress function. In 
this process, new behavioral phenotypes appear in the 
strain under selection. They differ from the selected 
forms in the selection criterion. In the GC strain, a large 
proportion of the so-called nervous rats emerge. The 
criterion presumes the selection for the long cataleptic 
freezing character, whereas the nervous rats display 
elevated motor excitement: running, jumping, and 
vocalization. The main purpose of our study was to 
assess phenotypic indices in GC rats (abbreviated from 
genetic and catatonia) and recognize principal compo-
nents of variability for emotional and weight indices. 
Rats of the ancestral Wistar population were taken as 
control. The following indices were measured: time of 
cataleptic freezing, excitement level, blood pressure, 
acoustic startle response, seizure  activity, and weights 
of the heart, kidneys, adrenals, and spleen. Multivari-
ate analysis methods were applied: factor analysis and 
principal component analysis. We confirmed the incli-
nation of GC rats of the generation studied to freezing 
in quiet surrounding and after a strong acoustic sti - 
mulus. More pronounced startle responses,  moderate 
hypertension, and larger weights of the heart and 
adrenals were noted. Two principal variability compo-
nents were recognized: startle amplitude (PC1) and 
morphofunctional variability (PC2). The figure shows 
different locations of Wistar and GC individuals in 
principal component coordinates. The principal com-
ponent method confirmed the genetic relationship 
between the startle and nervousness responses. It 
was shown that in PC2 the indices of heart, kidney, 
adrenal, and spleen weight exert negative effects, 
whereas the effects of startle and nervousness were 
positive. In the same component, an increase in the 
startle and nervousness responses positively correlates 
with the relative weights of the heart and adrenals. 
Differences in the directions of the contributions to the 
second component of morphofunctional variability are 
discussed. 

Key words: model of catatonia; selection; startle-reflex; 
arterial pressure; epilepsy; organ weights; multidimen-
sional analysis.

При отборе животных по поведению наблюдаются прямой селек-
тивный эффект и изменения в неспецифических стрессорных 
функциях. В селектируемой линии появляются новые поведенче-
ские формы, отличающиеся от отбираемых форм по селекцион-
ному критерию. В линии ГК (генетическая кататония) в большом 
количестве стали рождаться «нервные» крысы. Селекционный 
критерий предполагает отбор по признаку длительного каталеп-
тического застывания, однако «нервные» особи характеризуются 
повышенным уровнем моторной возбудимости: побежками, прыж-
ками и вокализацией. Основной целью настоящей работы было 
определение фенотипических параметров у крыс линии ГК и вы-
деление главных компонент изменчивости по эмоциональным 
и весовым показателям. Контролем служили крысы из исходной 
популяции Вистар. Измеряли время каталептического застывания, 
уровень возбудимости животных, артериальное давление, акусти-
ческий рефлекс вздрагивания, судорожную активность, массу 
сердца, почек, надпочечников, селезенки. Применяли методы 
многомерного анализа: факторный анализ и метод главных компо-
нент. В исследуемом поколении крыс ГК подтверждена склонность 
к застыванию в спокойной обстановке и после действия  сильного 
аудиогенного раздражителя, отмечены более интенсивные реак-
ции вздрагивания, умеренная гипертония, более высокий отно-
сительный вес сердца и надпочечников. Выделены две основные 
компоненты изменчивости: амплитуда вздрагивания (РС1) и мор-
фофункциональная изменчивость (РС2). Определено различное 
расположение точек у особей Вистар и ГК в координатах первых 
главных компонент. Получено подтверждение  генетического 
единства реакций застывания и «нервности» с помощью метода 
главных компонент. Показано, что в РС2 абсолютные показатели 
массы сердца, почек, надпочечников и селезенки вносят отрица-
тельный вклад при положительных значениях таких показателей, 
как застывание и «нервность». В этой же компоненте отмечено 
усиление реакций застывания и «нервности» при положительной 
корреляции с относительной массой сердца и надпочечников. 
Обсуждаются различия по знакам вкладов во вторую компоненту 
морфофункциональной изменчивости.

Ключевые слова: модель кататонии; селекция; рефлекс 
вздрагивания; артериальное давление; эпилепсия; вес органов; 
многомерный анализ.
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При отборе животных по сложным признакам участ­
вуют регуляторные системы организма, что отра­
жа ется на изменении поведения особей селекцио­

нируемых линий (Беляев, 1962; Беляев, Бородин, 1982). 
Так, оказалось, что в ходе селекции на сохранение не­
подвижной позы (каталепсии) у крыс линии ГК (от слов 
«генетическая» и «каталепсия») стали появляться высоко 
возбудимые («нервные») животные, которых в англоязыч­
ной литературе называют jerky – с рывковыми движени­
ями и jumping – прыгающие (Javelot et al., 2011; Himmler 
et al., 2013). Начиная с 40­го поколения селекции линии 
ГК доля таких животных к 70­му поколению селекции 
увеличилась до 62 % (рис. 1). Появление нового признака 
ассоциировано с гормональными изменениями. В первом 
поколении селекции крысы ГК не отличались от исходной 
популяции Вистар по уровню кортикостерона – одного из 
основных маркеров стрессорной реактивности. В 17­м 
поколении уровень этого гормона при стрессе был сни­
жен (Шульга и др., 1996); в 45­м он снизился в состоянии 
покоя (Амстиславский и др., 2000); в 65­м поколении в 
спокойном состоянии он повысился более чем в два раза 
по сравнению с исходной популяцией Вистар (Алехина 
и др., 2016). При этом шло нарастание доли животных с 
«нервными» реакциями в линии ГК (Чугуй и др., 2007), в 
последнем, 76­м, поколении селекции у 90 % крыс линии 
ГК наблюдалась «нервность».

«Нервные» реакции в кататонической линии выража­
ются в повышенной пугливости, вокализации, пароксиз­
мальных побежках (Чугуй и др., 2007), «раздражительной 
агрессивности» (Nikulina et al., 1987), более интенсивных 
реакциях вздрагивания (Попова и др., 1999), агрессии 
страха (Алехина и др., 2016). К сопутствующим признакам 
можно отнести умеренную гипертонию, расстройство сна 
(Оганесян и др., 1990), нарушение эстральной циклично­
сти (Клочков и др., 2011), дисбаланс стероидных гормонов 
(Шульга и др., 1996). 

Известно, что отбор крыс по эмоциональным парамет­
рам – уровням тревожности (линии HAB­LAB), дефека­
ции (линии MR­MNR), обучаемости условной реакции 
активного избегания (линии RHA­RLA), фоновому уров­
ню артериального давления (линии SHR­WKY), артери­
ального давления при эмоциональном стрессе (линии 
НИСАГ–WAG) – ассоциирован с разными гормональными 
профилями. В состоянии стресса происходит активация 
системы гипоталамус – гипофиз – надпочечники (ГГНС) 
путем усиления секреции кортикотропин­релизинг­гор­
мона, через него – секреции АКТГ и стимуляции синтеза 
кортикостерона. Показана стимуляция двух последних 
звеньев ГГНС в линиях HAB vs LAB (по уровням АКТГ 
и кортикостерона) (Salome et al., 2006), в MR vs MNR 
(по уровню АКТГ) (Kosti et al., 2006), в SHR vs Wistar 
(по уровню кортикостерона) (Roman et al., 2004) и у ГК 
vs Вистар (по уровню кортикостерона) (Алехина и др., 
2016). В линиях RHA/Verh vs RLA/Verh (Ferré et al., 1995) 
и НИСАГ vs Вистар (Maslova et al., 1998) обнаружено 
снижение содержания стресс­зависимого гормона при 
развитии стресса. Наряду с этим у интактных животных 
указанных линий после нескольких десятков поколений 
отбора были обнаружены различия в весе сердца, почек, 
надпочечников, селезенки и тимуса (Hlavacova et al., 

2006; Redina et al., 2006; Salome et al., 2006; Редина и др., 
2014). Выявление различий между селекционируемой и 
исходной линиями по стресс­зависимым параметрам мо­
жет быть использовано как один из подходов к изучению 
физиологических механизмов эмоциональной реактивно­
сти у особей этих двух моделей (Ramos, Mormede, 1998).

Основной задачей настоящего исследования было про­
анализировать различия между параметрами эмоциональ­
ной реактивности животных (по параметрам каталептиче­
ского застывания, реакциям «нервности», вздрагивания, 
артериального давления, на сильный акустический сиг­
нал) и массой внутренних органов при помощи многомер­
ного анализа у крыс линии ГК 77­го поколения селекции 
и у крыс из исходной популяции Вистар.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Исследования выпол­
нены на крысах­самцах линий Вистар (n = 8) и ГК (n = 10) 
77­го поколения селекции. Крысы обеих линий родились 
в июле 2015 г. (с разбросом по датам рождения в 10 дней) 
и были включены в опыт в четырехмесячном возрасте. 
Животных содержали в виварии ФИЦ ИЦиГ СО РАН 
при свободном доступе к воде и корму. Все процедуры 
на крысах проведены в соответствии с рекомендациями 
Комиссии по биоэтике ИЦиГ СО РАН и Европейского 
парламента и Совета Европейского Союза (директива 
2010/63/EU от 22 сентября 2010 года).

Тест на застывание (каталепсию). Животных расса­
живали по одному в клетку и через сутки начинали те­
стирование. Осторожно, без резких движений, помещали 
крысу в угол клетки, с помощью тестера приподнимали ее 
за морду в вертикальную стойку и измеряли время пассив­
ного сохранения крысой этой насильственно приданной 
ей позы. Предрасположенными к каталепсии считали тех 
животных, которые застывали дольше 10 с. Тестирование 
проводилось не менее трех раз в неделю. Когда крысы ГК 
стали проявлять «нервные» реакции, регистрировали 
вре мя застывания у них при проведении тестером по 
прутьям клетки. У одной и той же крысы одновременно 
фиксировали и время застывания, и «нервные» реакции. 

Тест на «нервность». Наряду с тестированием на за­
стывание оценивали «нервную» реакцию. Если животное 
при касании тестера вздрагивает или совершает побежки 
и мечется по клетке, то присваивали 1 балл; если крыса 
спокойно реагирует на тестер, обнюхивает или грызет его, 
то ставили 0 баллов. 

Тестирование аудиогенной эпилепсии. Использова­
ли камеру из оргстекла с пластиковым полом размером 
50 × 50 ×  50 см и закрепленным с внутренней стороны элект­
рическим звонком (сила звука – 110 дБ, частота – 60 Гц). 
Время тестирования с включенным звуком – в пре делах 
1 мин. Оценку реакции производили по балльной систе­
ме: 0 – отсутствие двигательного возбуждения; 1 – бес­
порядочные прыжки и бег; 2 – двухволновый припадок; 
3–4 – клонико­тонические судороги. Измеряли время 
пост иктальной каталепсии в секундах. Использовали 
видеокамеру Panasonic HDC­SD40.

Реакции в Startle-боксе. Акустический рефлекс вздра­
гивания исследовали в аппарате Startle Response (TSE 
Equipment). Аппарат представляет собой звуконепрони­
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цаемый бокс с чувствительной платформой, на которую 
помещается рестрикционная клетка. Период адаптации 
длился 3 мин (белый шум, 65 дБ). Затем давали 10 звуко­
вых сигналов (белый шум 40 мс, 115 дБ). Длительность 
интервалов между сигналами – 15 с. Колебание платфор­
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Fig.  1. Variation of the percentages of freezing and nervous animals 
during the selection of GC rats. 

table 1. Phenotypic indices in Wistar and GC rats

Character Wistar (n = 8) GC (n = 10) Confidence (LSD test)

Freezing, s 1.13 ± 0.74 8.2 ± 2.9 p < 0.05

Nervousness score 0.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 p > 0.05

Startle-1/body weight 1.83 ± 0.34 1.91 ± 0.41* »

Startle-2/body weight 1.56 ± 0.26 1.96 ± 0.36* »

Startle-3/body weight 1.39 ± 0.23 2.01 ± 0.42* »

Startle-4/body weight 1.12 ± 0.21 1.62 ± 0.38* »

Startle-5/body weight 1.16 ± 0.22 1.73 ± 0.39* »

Startle-6/body weight 1.14 ± 0.26 1.74 ± 0.41* »

Startle-7/body weight 1.36 ± 0.36 1.71 ± 0.38* »

Startle-8/body weight 1.43 ± 0.30 1.72 ± 0.32* »

Startle-9/body weight 1.38 ± 0.33 1.92 ± 0.46* »

Startle-10/body weight 1.53 ± 0.36 1.83 ± 0.49* »

BP under anesthesia, mmHg 128.6 ± 4.8 139.2 ± 3.4 р = 0.08

BP after 15 min, mmHg 146.9 ± 3.6 160.9 ± 5.3 р = 0.05

BP after 30 min, mmHg 155.0 ± 5.1 176 ± 5.7 р < 0.02

Audiogenic seizure score 0.38 ± 0.38 0.50 ± 0.27 p > 0.05

Postictal catalepsy, s 113.4 ± 35.8 251.5 ± 32.6 р = 0.01

Body weight, g 460.9 ± 12.1 300.9 ± 8.4 р = 0.000

Heart weight, g 1.54 ± 0.06 1.15 ± 0.04 »

Kidney weight, g 3.45 ± 0.09 2.23 ± 0.04 »

Adrenal weight, mg 68.1 ± 3.1 58.3 ± 2.31 р < 0.05

Spleen weight, g 1.31 ± 0.04 0.93 ± 0.04 р = 0.000

Heart/body weight (×10–3) 3.3 ± 0.1 3.8 ± 0.1 p > 0.05

Kidneys/body weight (×10–3) 7.5 ± 0.1 7.4 ± 0.1 »

Adrenals/body weight (×10–3) 0.148 ± 0.01 0.195 ± 0.01 р = 0.001

Spleen/body weight (×10–3) 2.85 ± 0.10 3.09 ± 0.09 p > 0.05

* F(1, 160) = 6,6; p = 0,01; n, number of animals.

мы регистрировалось автоматически, цифровые величины 
силы давления на платформу переносились на компьютер. 
Амплитуду вздрагивания определяли как максимальное 
давление на платформу, деленное на массу тела животно­
го. Показатель «привыкания старт­реакции» вычисляли 
как разницу между (амплитудой вздрагивания­1 минус 
амплитуду вздрагивания­10), деленную на амплитуду 
вздрагивания­1. 

Измерение артериального давления (АД) выполняли 
сфигмографическим методом, при котором регистриру­
ются колебания сосудистой стенки артерии хвоста (Pfeffer 
et al., 1971) под эфирным наркозом. Спустя неделю после 
измерения АД в покое определяли АД в узких трубках 
без наркоза (стресс при ограничении подвижности) через 
15 и 30 мин.

Вес органов. Декапитацию проводили при помощи 
гильотины в состоянии эфирного наркоза, измеряли мас­
су сердца, почек и надпочечников на электронных весах 
(серии SK/SK­D/SK­WP).

Статистическую обработку проводили с использова­
нием пакета программ Stastistica 10.0. Различия по пове­
денческим и физиологическим параметрам (реакции за­  
стывания, «нервности», амплитуда вздрагивания, артери­
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Межлинейные различия по эмоциональным и весовым  
параметрам у крыс с наследственной кататонией и крыс Вистар

альное давление, припадки, длительность каталепсии, мас­
са внутренних органов) оценивали при помощи однофак­
торного дисперсионного анализа в программе ANOVA  
по LSD­критерию. Достоверность изменений направле­
ния реакций по акустическому рефлексу вздрагивания 
определяли по двухфакторному дисперсионному анализу. 
Идентификацию основных факторов изменчивости фено­
типических параметров проводили при помощи метода 
главных компонент (PCA).

Результаты 
Тест на застывание. Время сохранения неподвижной 
позы у крыс ГК было в три раза выше, чем у крыс Вистар 
(p < 0.05) (табл. 1). Однако время застывания крыс ГК 
не достигало выбранного ранее критерия – 10 с. Иными 
словами, в линии ГК доминирующей реакцией в тесте 
стало «нервное» реагирование, а доля «застывающих» 
крыс снизилась до 10 % (см. рис. 1).

Тест на «нервность». Крысы Вистар реагировали на 
тестер спокойно, и каждой из них было присвоено 0 бал­
лов. Крысы ГК, напротив, проявляли пугливость, каждой 
из них было присвоено по 1 баллу (см. табл. 1).

Тестирование аудиогенной эпилепсии. Не было 
обнаружено различий по числу припадков и их интен­
сивности, вызванных звуковым раздражителем у крыс 
Вистар и ГК (см. табл. 1). Длительность постиктальной 
каталепсии после выключения звука у крыс ГК была 
почти в два раза выше, чем у крыс Вистар (см. табл. 1). 
Каталептическое застывание проявлялось у особей ГК при 
отсутствии приступов. У животных популяции Вистар не 
наблюдалось каталептического застывания, если у них не 
было припадков.

Реакции в startle-боксе. По абсолютным размерам 
амплитуды стартл­реакции (10 звуковых сигналов) меж­
линейных различий по LSD­критерию не найдено. Однако 
по относительным значениям этого показателя у крыс ГК 
она была повышена в каждой точке в среднем на 32 % 
(F(1, 160) = 6.6; p = 0.01)). Различия подтверждают повы­
шенную реакцию «нервности» у крыс с наследственной 
кататонией. 

Измерение артериального давления. Выявлена тен­
денция к повышенному уровню АД у крыс ГК по срав­
нению с Вистар под эфирным наркозом (р = 0.08) и че­
рез 15 мин после помещения животного в узкую трубку 
(р = 0.05). Значимый подъем уровня АД у животных ли­
нии ГК (p < 0.05) по сравнению с контролем был обнару­
жен через 30 мин после начала эксперимента (см. табл. 1). 

Вес органов. В возрасте четырех месяцев масса крыс 
ГК была ниже на 35 % по сравнению с крысами Вистар, 
как и масса внутренних органов (сердца, почек и надпо­
чечников). Значимые отличия ГК от Вистар выявлены и 
по относительной массе органов у крыс ГК. По сравнению 
с Вистар у крыс ГК было отмечено существенное уве ли­
чение массы сердца и надпочечников (см. табл. 1).

Метод главных компонент (PCA). Из 41 исследуемого 
признака у крыс ГК и Вистар выявлены две основные 
компоненты изменчивости. Они взяли на себя более 
половины общей дисперсии по изучаемым признакам: 
PC1 – 44.7 % и PC2 – 19.3 %. Большую положительную 
на грузку в первую компоненту внесли вклады по реакци­

ям вздрагивания. Этот фактор был назван «амплитудой 
вздрагивания» (табл. 2). 

Основной вклад во вторую компоненту, РС2, сформиро­
ван за счет вкладов таких показателей, как длительность 

table 2. Contributions of phenotypic indices to the first two 
components 

Index PC1 (44.7 %) PC2 (19.3 %)

1. Freezing, s –0.22    0.58

2. Nervousness score –0.10    0.93

3. Startle-1 –0.31 –0.46

4. Startle-2 –0.52 –0.06

5. Startle-3 –0.84 –0.20

6. Startle-4 –0.92 –0.20

7. Startle-5 –0.82 –0.06

8. Startle-6 –0.93 –0.14

9. Startle-7 –0.87 –0.21

10. Startle-8 –0.85 –0.32

11. Startle-9 –0.87 –0.16

12. Startle-10 –0.82 –0.27

13. Startle 1–5 –0.88 –0.28

14. Startle 6–10 –0.93 –0.24

15. Startle-1/body weight –0.50 –0.08

16. Startle-2/body weight –0.57    0.32

17. Startle-3/body weight –0.85    0.15

18. Startle-4/body weight –0.91    0.10

19. Startle-5/body weight –0.84    0.23

20. Startle-6/body weight –0.92    0.13

21. Startle-7/body weight –0.93    0.06

22. Startle-8/body weight –0.95    0.04

23. Startle-9/body weight –0.87    0.13

24. Startle-10/body weight –0.84    0.02

25. Startle 1–5/body weight –0.90    0.17

26. Startle 6–10/body weight –0.96    0.08

27. Habituation    0.05 –0.10

28. BP under anesthesia, mmHg –0.04    0.55

29. BP after 15 min, mmHg –0.19    0.57

30. BP after 30 min, mmHg –0.37    0.62

31. Audiogenic seizures    0.18 –0.06

32. Postictal catalepsy –0.40    0.45

33. Body weight    0.06 –0.98

34. Heart weight    0.04 –0.81

35. Kidney weight    0.03 –0.95

36. Adrenal weight    0.03 –0.59

37. Spleen weight –0.12 –0.85

38. Heart/body weight –0.05    0.65

39. Kidneys/body weight –0.16    0.11

40. Adrenals/body weight –0.02    0.73

41. Spleen/body weight –0.43    0.44 

Note: Contributions of indices (p < 0.50) are shown in boldface. 
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застывания, выраженность «нервности», АД под наркозом 
и при стрессе, масса тела, сердца, почек, надпочечников 
и селезенки. Вторую главную компоненту назвали «мор­
фофункциональной изменчивостью» (см. табл. 2). 

На рис. 2 показано, что пространства – «облака», сфор­
мированные из вкладов признаков в линиях ГК и Вистар, 
находятся в разных частях по оси морфофункциональной 
изменчивости. Это означает, что такие параметры, как за­
стывание, «нервность», АД и масса исследуемых органов, 
взаимозависимы и различаются по расположению. 

Обсуждение
Подтверждена «кататоническая» структура по ряду фено­
типических признаков у крыс линии ГК в 77­м поколении 
селекции. Взятые в исследование параметры указывают 
на склонность крыс к каталептическому застыванию в 
домашней клетке, большую длительность постиктальной 
каталепсии, повышенную амплитуду реакций вздраги­
вания, сниженный вес тела и более высокий вес сердца 
и надпочечников. Значительная часть основных фактов 
была по лучена на ранних поколениях селекции (Попова 
и др., 1999; Алехина и др., 2016), что подтверждает на­
следуемость этих признаков. 

У крыс линии ГК в 77­м поколении селекции еще раз 
было подтверждено наличие «нервных» реакций, что 
можно рассматривать у них как повышенный уровень 
тревожности. В линии НАВ (high anxiety­related behavior), 
селектированной по признаку проявления тревожных 
реакций, выявлены разнонаправленные отклонения в 
гипоталамо­гипофизарно­надпочечниковой (ГГНС) и в 
симпатоадреналовой (САС) системах: установлены гипер­
реактивность в ГГНС и гипореактивность в САС. При этом 
был определен более высокий вес надпочечников у крыс 
линии НАВ по сравнению с крысами LAB (low anxiety­
related behavior) (Salome et al., 2006). Такие же фенотипи­

ческие корреляты показаны и в линии ГК, селектируемой 
по длительности пассивно­оборонительной реакции за­
стывания (Алехина и др., 2016). Схожесть результатов, 
обусловленных селекцией на тревожность и вызванные 
стрессом кататонические реакции, говорит об общих 
звеньях в физиологических механизмах, свойственных 
линиям ГК и НАВ, несмотря на разные критерии отбора. 
По­видимому, связующим звеном является повышенная 
общая возбудимость нервной системы, которая выража­
ется в тревожных реакциях в линии НАВ и «нервных» 
реакциях в линии ГК.

Метод главных компонент позволяет объединить все 
исследуемые параметры, включая эмоциональные и 
весовые. Из суммы показателей были выделены две неза­
висимые компоненты, охватывающие более 60 % общей 
изменчивости. По содержанию они были обозначены нами 
как амплитуда вздрагивания (РС1) и морфофункциональ­
ная изменчивость (РС2). Названные компоненты являются 
автономными. Так, к разным компонентам относятся пара­
метры «вздрагивания» и реакции «нервности». Этот факт 
объясняет снижение реакций вздрагивания и повышение 
уровней возбудимости на определенном этапе селекции 
у крыс в линии со стереотипиями (Колпаков и др., 2000). 
Физиологические механизмы реакций вздрагивания и 
стрессорных реакций также отличаются. При вздрагива­
нии как рефлексе реагируют кохлеарные (слуховые) ядра 
мозга, которые находятся в его стволовой части, а при 
повышенной возбудимости при стрессе происходит ак­
тивация верхних отделов центральной нервной системы, 
включая лимбические структуры и лобную кору.

Еще одно подтверждение генетического единства ре­
ак ций застывания и «нервности» мы получили при по­
мощи метода главных компонент. Оба эти параметра 
вне сли достоверный положительный вклад в компоненту 
РС2. Это означает, что несмотря на их поведенческую 
противоположность – отсутствие двигательных реакций 
при застывании и повышение моторной возбудимости 
при проявлении «нервности», – они оказались взаимоза­
висимы и однонаправленны. Этот факт свидетельствует о 
едином ядре каталептического застывания и «нервности» 
у крыс линии ГК (Чугуй и др., 2007). Нужно обратить 
внимание на то, что абсолютные и относительные весовые 
показатели в компоненте РС2 имеют разные знаки. Абсо­
лютные показатели массы сердца, почек, надпочечников 
и селезенки вносят отрицательный вклад в РС2. Следо­
вательно, снижение массы этих органов ассоциировано 
с усилением реакций застывания и «нервности». В то же 
время усиление этих реакций положительно коррелирует 
с относительной массой сердца и надпочечников (так как 
все эти параметры вносят в РС2 положительный вклад). 
В наших работах показано, что селекция на кататонию 
привела к снижению веса животных в линии ГК (Клочков 
и др., 2011; Алехина и др., 2016). Вместе с тем повышение 
относительного веса сердца и надпочечников представ­
ляется закономерным процессом при таких состояниях, 
как гипертония и «нервность». Измененная пропорция 
весовых показателей надпочечников стала результатом 
длительной селекции у крыс ГК (Алехина и др., 2016). 
Сходные результаты, приведшие к отклонениям в весе 
надпочечников, отмечены и на других селекционных мо­
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Межлинейные различия по эмоциональным и весовым  
параметрам у крыс с наследственной кататонией и крыс Вистар

делях, отбираемых по эмоциональным признакам (Plyus­
nina, Oskina, 1997; Redina et al., 2006; Salome et al., 2006; 
Solberg et al., 2006). Из анализа структуры РС2, т. е. знака 
и величины вкладов исследованных признаков в нее, 
следует, что при общем снижении веса тела и органов у 
крыс, селекционируемых на кататонию, уменьшение веса 
тела у них выражено значительно сильнее, чем снижение 
массы сердца и надпочечников.

Показано, что «облако» параметров, сформированное из 
вкладов признаков линии ГК, расположено выше «облака» 
Вистар по оси PC2 и не пересекается с ним (см. рис. 2). 
Судя по значениям параметров в PC2, эти признаки от­
ражают уровень стрессорной реактивности и весовые по­
казатели внутренних органов, участвующих в стрессовых 
реакциях. Это свидетельствует об ассоциации описанных 
выше признаков в организме и отличии их вкладов у крыс 
линий ГК и Вистар. 

Таким образом, у крыс линии ГК, прошедших длитель­
ный процесс селекции, была подтверждена «кататони­
ческая» структура поведения: показаны наследственные 
реакции каталепсии в покое и при стрессе и реакции 
«нерв ности». Эта структура поведения ассоциирована 
с умеренной гипертонией и увеличенной массой сердца 
и надпочечников по сравнению с крысами из исходной 
популяции Вистар.
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Analysis of domain specificity 
of the protective chimeric antibody 
ch14D5a against glycoprotein E 
of tick-borne encephalitis virus

I.K. Baykov1 , L.A. Emelyanova1, 2, L.M. Sokolova1, 
E.M. Karelina1, 2, A.L. Matveev1, 2, I.V. Babkin1, 2,  
Ya.A. Khlusevich1, 2, V.F. Podgornyy1, N.V. Tikunova1, 2 

1 Institute of Сhemical Biology аnd Fundamental Medicine SB RAS, 
Novosibirsk, Russia

2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

A drug for the prevention and therapy of tick-borne ence-
phalitis virus is being developed on the basis of the pro-
tective chimeric antibody ch14D5a. At the same time, 
the epitope recognized by this antibody on the surface 
of glycoprotein E has not been localized yet. The aim of 
this work was to identify the domain of glycoprotein E, to 
which the protective antibody ch14D5a binds. As a result, 
four recombinant variants of glycoprotein E were generat-
ed using the bacterial expression system: (1) the rE protein 
containing the domains D1, D2, and D3 of glycoprotein E; 
(2) the rED1+2 protein containing domains D1 and D2; 
(3) the rED3_301 protein, which is domain D3 of glycopro-
tein E, and (4) the rED3_294 protein comprising domain 
D3 and a hinge region connecting domains D1 and D3. 
The rED3_294 and rED3_301 proteins were obtained in so-
luble monomeric form. The rE and rED1+2 proteins were 
extracted from the inclusion bodies of Escherichia coli.   
Using Western blot analysis and surface plasmon reso-
nance analysis, it was demonstrated that the protective 
chimeric antibody ch14D5a and its Fab fragment bound 
specifically to domain D3 of glycoprotein E. Since the anti-
bodies recognizing epitopes on the surface of domain D3 
do not tend to cause antibody-dependent enhancement 
of the infection as compared to antibodies directed to do-
mains D1 and D2, the data obtained confirm the promise 
of using the antibody ch14D5a in the development of a 
therapeutic preparation against the tick-borne encephali-
tis virus.  

Key words: tick-borne encephalitis virus; glycoprotein E; 
domain D3; antibody; recombinant protein; surface plas-
mon resonance; epitope mapping.

В настоящее время на основе протективного химерного анти-
тела ch14D5a разрабатывается препарат для профилактики и 
терапии вируса клещевого энцефалита. Вместе с тем эпитоп, 
узнаваемый этим антителом на поверхности гликопротеина Е, 
не локализован. Для терапевтического использования анти-
тела ch14D5a крайне желательно знать механизм действия 
этого антитела, в том числе узнаваемый им эпитоп. Целью 
данной работы было выявить домен гликопротеина Е, с кото-
рым связывается протективное антитело ch14D5a. Для этого 
с использованием бактериальной системы экспрессии было 
получе но четыре рекомбинантных варианта гликопротеина Е: 
1) белок rE, содержащий домены D1, D2 и D3 гликопротеина Е;  
2) белок rED1+2, содержащий домены D1 и D2; 3) белок rED3_301, 
представляющий собой домен D3; 4) белок rED3_294, включа-
ющий домен D3 и шарнирный участок, соединяющий доме-
ны D1 и D3. Белки rED3_294 и rED3_301 были получены в рас-  
творимой мономерной форме, что подтверждено гель-фильт-
рационной хроматографией. Белки rE и rED1+2 экстрагиро-
ваны из телец включения. Методами вестерн-блот анализа 
и поверхностного плазмонного резонанса установлено, что 
протективное химерное антитело ch14D5a и его Fab-фрагмент 
связываются с доменом D3 и не связываются с доменами D1 и 
D2 гликопротеина Е вируса клещевого энцефалита. Поскольку 
антитела, узнающие эпитопы на поверхности домена D3, не 
склонны вызывать антителозависимое усиление инфекции по 
сравнению с антителами, направленными на домены D1 и D2, 
полученные данные подтверждают перспективность исполь-
зования антитела ch14D5a при создании терапевтического 
препарата против вируса клещевого энцефалита.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита; гликопротеин Е; 
домен D3; антитело; рекомбинантный белок; поверхностный 
плазмонный резонанс; картирование эпитопа.
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Флавивирусы – семейство РНК-содержащих вирусов, 
включающих множество возбудителей опасных за-
болеваний человека. Актуальность получения ре-

комбинантных аналогов поверхностных белков различных 
флавивирусов определяется необходимостью разработки 
вакцин нового поколения (Chen, 2015; Rey et al., 2018), 
создания высокочувствительных тест-систем (Holbrook 
et al., 2004; Zidane et al., 2013), а также проведения струк-
турных исследований (Rey et al., 1995; Wu et al., 2003; 
Volk et al., 2009). Рекомбинантные флавивирусные белки 
используются при изучении эпитопов, узнаваемых по-
тенциально терапевтическими высоконейтрализующими 
и протективными антителами (Nybakken et al., 2005; 
Robinson et al., 2015; Barba-Spaeth et al., 2016; Zhao et al., 
2016; Wang et al., 2017).

Антигенная структура флавивирусного гликопротеи-
на Е непосредственным образом связана с простран-
ственной структурой этого белка и его ориентацией на 
поверхности вириона. Гликопротеин Е расположен на 
поверхности зрелого вириона флавивирусов в количестве 
180 молекул, организованных в виде 90 гомодимеров. Он 
состоит из доменов D1, D2 и D3 (рис. 1, а), а также двух 
трансмембранных доменов. D1 – центральный домен, 
объединяющий домены D2 и D3. Домен D2 отвечает за 
димеризацию гликопротеина Е, а также содержит гидро-
фобную петлю слияния, которая участвует в выходе вирус-
ного капсида из эндосомы в цитоплазму клетки. Домен D3 
взаимодействует с различными клеточными рецепторами 
и участвует в проникновении вируса в заражаемую клетку 
(Pierson, Kielian, 2013).

Доменная структура гликопротеина Е стабилизирована 
шестью дисульфидными связями, консервативными для 
всех флавивирусов. Известно, что эпитопы, узнаваемые 
вируснейтрализующими и протективными антителами, 
расположены во всех трех доменах гликопротеина (Dowd, 
Pierson, 2011). Эпитопы мышиных моноклональных ан-
тител, обладающих наиболее выраженными вирусней-
трализующими и протективными свойствами, находятся 
преимущественно в области домена D3 (Roehrig, 2003; 
Oliphant et al., 2005; Sánchez et al., 2005; Dai et al., 2016), 
поэтому антитела, направленные к этому домену, пред-
ставляют наибольший интерес с точки зрения профи-
лактики и терапии флавивирусных инфекций. Известно 
также, что высоконейтрализующие и протективные анти-
тела, направленные к петле слияния, вызывают антитело-  
зависимое усиление инфекции (Haslwanter et al., 2017). 
В связи с этим при разработке терапевтических препара-
тов против флавивирусов для потенциально терапевти-
ческого антитела должно быть подтверждено отсутствие 
связывания с петлей слияния гликопротеина Е.

Ранее на основе вируснейтрализующих моноклональ-
ных мышиных антител (Tsekhanovskaya et al., 1993) нами 
было сконструировано высокоаффинное химерное анти-
тело ch14D5a, обладавшее способностью эффективно 
защищать модельных животных от сотен летальных доз 
ви руса клещевого энцефалита (ВКЭ) (Baykov et al., 2014; 
Тикунова и др., 2015). Доклинические испытания этого 
антитела показали его высокую эффективность, а также 
отсутствие токсических свойств (Тикунова и др., 2015). 
Однако для терапевтического использования препарата на 

основе антитела ch14D5а необходимо детальное иссле-
дование механизма действия этого антитела, в том числе 
локализация эпитопа, с которым связывается антитело на 
поверхности гликопротеина Е.

Цель данной работы – выявить домен гликопротеина Е 
вируса клещевого энцефалита, с которым связывается про-
тективное химерное антитело ch14D5a. Для этого были 
получены рекомбинантные белки, представляющие собой 
фрагменты гликопротеина Е, и исследовано взаимодей-
ствие антитела ch14D5a с этими белками методами поверх-
ностного плазмонного резонанса и вестерн-блот анализа.

Материалы и методы
Материалы. Химерное антитело ch14D5a было наработа-
но и очищено согласно методике, опубликованной ранее 
(Baykov et al., 2014). Fab-фрагмент антитела получен с 
использованием набора Pierce™ Fab Micro Preparation Kit 
(Thermo Scientific) согласно инструкции производителя. 
Комплементарная ДНК гена Е вируса клещевого энцефа-
лита, штамм Софьин, была предоставлена С.Е. Ткачёвым, 
Институт химической биологии и фундаментальной ме-
дицины СО РАН (Новосибирск).

Создание генетических конструкций для получе­
ния фрагментов гликопротеина Е. Фрагменты ДНК, 
кодирующие рекомбинантные белки rED3_294, rED3_301, 
rED1+2 и rE, были получены методом ПЦР по матрице 
кДНК гена Е вируса клещевого энцефалита, штамм 
Sofjin-Ru (GenBank: AEP20480.1), с использованием 
праймеров: rED3_301_NcoI_dir: 5′-GCGCCATGGCCG
GCGGTGGCTCGGGTCTTACATACACAATGTGCG-3′;  
rED3_294_NcoI_dir: 5′-GCGCCATGGCCGGCGGTG
GCTCGCTAGAAAAACTTAAGATGAAAGGTC-3′; 
rED3_his_NotI_rev: 5′- TTAGCGGCCGCTTAGTGATG
GTGATGATGATGACTCCCTTTTTGGAACCATTG-3′; 
rED1_SfiI_dir: 5′-ATAGGCCCAGCCGGCCATGGCCTC
ACGGTGCACACATCTGG-3′; rED2_his_NotI_rev: 5′-TTA 
GCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGATGATGTTTCAT
CTTAAGTTTTTCTAGCCC-3′. Фрагмент, кодирующий 
белок rED3_294, получен с использованием праймеров 
rED3_294_NcoI_dir и rED3_his_NotI_rev. Фрагмент, коди-
рующий белок rED3_301, – с использованием праймеров 
rED3_301_NcoI_dir и rED3_his_NotI_rev. С помощью 
праймеров rED1_SfiI_dir и rED2_his_NotI_rev получали 
фрагмент, кодирующий белок rED1+2, а с помощью прай-
меров rED1_SfiI_dir и rED3_his_NotI_rev – фрагмент, ко-
ди рующий белок rE.

Гены рекомбинантных белков кодировали глицин-се-
риновую последовательность на N-конце для повышения 
растворимости, а также C-концевую гексагистидиновую 
последовательность для очистки белков на Ni-NTA сор-
бенте. ДНК-фрагменты, кодирующие белки rED3_294 и 
rED3_301, были встроены в плазмидную ДНК pHEN2 
по сайтам узнавания эндонуклеаз рестрикции NcoI и 
NotI. Фрагменты, кодирующие белки rED1+2 и rE, были 
встроены в ту же плазмиду по сайтам SfiI и NotI. Пра-
вильность конструкций pHEN2-rED3_294, pHEN2-
rED3_301, pHEN2-rED1+2 и pHEN2-rE подтверждали сек-
венированием. Описанные конструкции депонированы в 
базу GenBank и имеют следующие номера: MH319019, 
MH383220, MH383221 и MH383222.
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Анализ доменной специфичности химерного антитела 
против гликопротеина Е вируса клещевого энцефалита

а

Fusion  
peptide

D3

D1 D2

b c d

Получение рекомбинантных белков. Бактерии 
Esche richia coli HB2151, трансформированные соответ-
ствующей плазмидной ДНК, растили в среде LB c до-
бавлением ампициллина и 0.1 % глюкозы при скорости 
перемешивания 180 об./мин и температуре 37 °C. При 
достижении оптической плотности OD600 = 0.7−0.9 син-
тез белка индуцировали добавлением ИПТГ до конечной 
концентрации 0.5 мМ, а рост культуры продолжали при 
скорости перемешивания 180 об./мин и 30 °C. Через 4 ч 
биомассу отделяли от культуральной жидкости центрифу-
гированием 10 мин при 6 000 g, осадок ресуспендировали 
в буфере, содержащем 20 % сахарозы, 1 мМ ЭДТА и 10 мМ 
трис-HCl, pH 7.5, взятом в количестве 1/10 исходного 
объема жидкой культуры. После инкубации 5 мин при 
комнатной температуре и 5 мин при 0 °С клетки осаждали 
2 мин при 10 000 g и температуре 6 °C. После удаления 
су пернананта клеточный осадок ресуспендировали в 
5 мМ растворе MgSO4, взятом в количестве 1/10 исход-
ного объема жидкой культуры, и инкубировали 5 мин при 
0 °С. Образовавшиеся сферопласты осаждали 2 мин при 
10 000 g и температуре 6 °C, а супернатант, содержащий 
периплазматические белки, фильтровали через поли-
эфир сульфоновый фильтр с размером пор 0.22 мкм и за-
мораживали. Осадок сферопластов также замораживали.

При получении rED3_294 либо rED3_301 фракцию пе-
ри плазматических белков наносили на хроматографи-
ческую колонку, упакованную 4 мл Ni-NTA агарозы (No-
vagen) со скоростью потока 0.5 мл/мин. Для промывки 
колонки и элюции использовали фосфатно-солевой бу-
ферный раствор (ФСБР) с добавлением NaCl до 300 мМ, 
содержащий различные концентрации имидазола. После 
нанесения периплазматической фракции хроматогра-
фическую колонку промывали 5 объемами буфера, не 
содержащего имидазола. Неспецифически связавшиеся 
белки элюировали буфером с 25 мМ имидазола, после 
чего целевой белок элюировали буфером с 300 мМ ими-
дазола. С помощью фильтров Amicon ultra-4 с порогом 
отсечения 3 кДа осуществляли диафильтрацию буфера и 

концентрирование белка до 2−4 мг/мл. Белок фильтрова-
ли через фильтр с размером пор 0.22 мкм и хранили при 
4 °C в фосфатно-солевом буферном растворе, pH 7.4, с 
до бавлением 0.02 % азида натрия.

При получении белков rE и rED1+2 использовали оса-
док сферопластов, оставшийся после выделения пери-
плазматических белков. Осадок подвергали обработке 
ультразвуком в течение 3 мин, после чего суспензию 
цент рифугировали 15 мин при 12 000 g. Супернатант, 
со держащий цитоплазматические белки, заморажива-
ли. Осадок, представляющий собой клеточный дебрис, 
растворяли в ФСБР, содержащем 8 М мочевину, при 
комнатной температуре в течение 30 мин, затем центри-
фугировали 15 мин при 12 000 g. Целевой белок выделяли 
из супернатанта аффинной хроматографией аналогично 
тому, как это делали для белков rED3_294 и rED3_301, 
с тем лишь исключением, что все растворы содержали 
8 М мочевину. Белки хранили в ФСБР, содержащем 8 М 
мочевину, при –20 °C.

Вестерн­блот анализ рекомбинантных белков. 
Клеточные лизаты и фракции периплазматических бел-
ков фракционировали электрофорезом в 15 % денату-
рирующем полиакриламидном геле, после чего белки 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad) 
электропереносом в буфере, содержащем 25 мМ трис, 
192 мМ глицина, 0.1 % додецилсульфат натрия и 20 % 
этанол, и окрашивали красителем «пунцовый S». После-
дующие стадии осуществляли в термостатируемом шей-
кере при 37 °C. Мембрану блокировали 5 % cуспензией 
обезжиренного сухого молока в течение 45 мин. После 
трехкратного промывания мембраны ФСБР, содержащим 
0.05 % твин-20 (ФСБР-твин), к мембране добавляли рас-
твор антитела 6x-His Tag Monoclonal Antibody (4A12E4) 
(Invitrogen), разведенного в том же буфере в соотношении 
1:10 000. После 45-минутной инкубации и трехкратного 
промывания мембраны ФСБР-твин к мембране добавляли 
раствор вторичного антитела, конъюгированного с ще-
лочной фосфатазой, Anti-Mouse IgG (Fc specific)– Alka line 

Fig. 1. Fragments of the 3D structure of glycoprotein E ectodomain: (a) protein rE, containing domains D1, D2, and D3; (b) protein 
rED1+2, containing domains D1 and D2; (c) protein rED3_294; (d) protein rED3+301.
The images were constructed with Pymol software on the base of the 1SVB structure retrieved from Protein Data Bank. 
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Phosphatase antibody produced in goat, A1418 (Sigma). Пос-
ле 45-минутной инкубации и трехкратного промы вания 
мембраны ФСБР-твин мембрану промывали AP-буфером 
(100 мМ трис-HCl, pH 9.5, 100 мМ NaCl и 10 мМ MgCl2) 
и производили окрашивание мембраны раствором хромо-
генов BCIP-T (пара-толуидиновая соль 5-бром-4-хлор-3-
индолилфосфата) (Fermentas) и NBT (nitro blue tetrazolium 
chloride) (Fermentas) в том же буфере до появления окра-
ски. Окрашенную мембрану промывали дистиллятом и 
сканировали.

В случае вестерн-блот анализа с использованием анти-
тела ch14D5a процедуру осуществляли аналогично, при 
этом антитело ch14D5a применяли в конечной концен-
трации 1 мкг/мл, а в качестве вторичного антитела ис-
пользовали Anti-Human IgG (whole molecule)−Alkaline 
Phos phatase antibody produced in goat, A1543 (Sigma). 

Исследование взаимодействия антитела ch14D5a 
и его Fab­фрагмента с рекомбинантными фрагмен­
тами гликопротеина Е на оптическом биосенсоре 
ProteOn XPR36. Эксперименты проводили в ФРСБ с 
добавлением 0.005 % твин-20 и 0.1 мМ этиленидиамин-
тетраацетата натрия (ЭДТА). Поверхность HTG-чипа 
активировали пропусканием 1 мМ водного раствора 
Ni(NO3)2 в течение 120 с. Рекомбинантные белки неко-
валентно иммобилизовали на поверхности HTG-чипа в 
концентрации 3 мкг/мл до достижения уровня сигнала 
50–70 ед. отклика. Последовательные трехкратные раз-
ведения Fab-фрагмента антитела ch14D5a в концентрации 
260, 87, 29, 9.6 и 3.2 нМ анализировали на связывание 
с рекомбинантными белками. В качестве референсного 
был взят сигнал, зарегистрированный для буфера, не со-
держащего Fab-фрагмента, а также сигнал, полученный 
при пропускании разведений Fab-фрагмента в той части 
чипа, где не было иммобилизовано белков. Скорректи-
рованный таким образом сигнал использовали для вы-
числения кинетических и равновесных констант методом 
глобального выравнивания на основе простой модели 
односайтового связывания с помощью программного 
обеспечения ProteOn Manager 3.1.0. В случае антитела 
ch14D5a анализировали трехкратные разведения антитела 
в концентрации 81, 27, 9, 3 и 1 нМ.

Гель­фильтрационная хроматография. Хроматогра-
фический профиль образцов белков rED3_294 и rED3_301 
был проанализирован на колонке Super dex 75 10/300 GL 
(GE Healthcare) с помощью хроматографа AKTA pure 
(GE Healthcare). Профильтрованный образец белка вноси-
ли в количестве 100 мкл и фракционировали со скоростью 
потока 0.5 мл/мин. Оптическую плотность на выходе из 
колонки анализировали на длинах волн 214 и 280 нм. 
В качестве референсных белков были использованы 
РНКаза А (13.7 кДа), лизоцим куриных яиц (14.3 кДа) и 
одноцепочечное антитело 14D5 (27 кДа). Эксперименты 
проводили в буфере ФСБР.

Обработка дебриса детергентом. Клеточный дебрис, 
оставшийся в результате центрифугирования бактерий, 
предварительно обработанных ультразвуком, ресуспен-
дировали в буфере (50 мМ трис-HCl, pH 7.5, 1 мМ ЭДТА, 
150 мМ NaCl), содержащем 0.5 %, 1 % или 1.5 % детер-
гента тритон ×100. Образцы инкубировали в течение 
ночи при 4 °С. Центрифугировали 10 мин при 12 000 g, 

анализировали осадок и супернатант денатурирующим 
электрофорезом в полиакриламидном геле.

Результаты

Получение рекомбинантных фрагментов 
гликопротеина Е ВКЭ
Рекомбинантные фрагменты гликопротеина Е были на-
работаны в результате экспрессии в бактериях E. coli 
HB2151. Для этого были сконструированы плазмидные 
ДНК на основе ДНК pHEN2, содержащей сигнальную 
последовательность гена пектат-лиазы B (pelB). Эта по-
следовательность направляет синтез белка в периплаз-
матическое пространство E. coli, которое обладает более 
высоким окислительным потенциалом, а также содержит 
белки клеточной системы Dsb, способствующие образова-
нию дисульфидных связей, необходимых для стабилиза-
ции пространственной структуры белка (Berkmen, 2012), 
что способствует образованию правильной конформации 
белковой молекулы и накоплению белка в растворимой 
форме. Всего было сконструировано четыре рекомбинант-
ных фрагмента гликопротеина Е: 1) белок rE, содержащий 
домены D1, D2 и D3, аминокислотные остатки (а. к. о.) 
1−397 гликопротеина Е ВКЭ; 2) белок rED1+2, содер-
жащий домены D1 и D2 (а. к. о. 1−302 гликопротеина Е); 
3) белок rED3_301, представляющий собой домен D3 
(а. к. о. 301−397 гликопротеина Е); 4) белок rED3_294 
(а. к. о. 294−397 гликопротеина Е), включающий домен D3 
и шарнирный участок, соединяющий домены D1 и D3. Все 
рекомбинатные белки содержали гексагистидиновую по-
следовательность на С-конце и не содержали С-концевой 
трансмембранный участок (а. к. о. 398−496). На рис. 1 
представлены соответствующие фрагменты простран-
ственной структуры эктодомена гликопротеина Е (Rey et 
al., 1995, PDB_id: 1SVB).

В результате индукции бактерий, трансформированных 
соответствующими плазмидными ДНК, были получены 
клеточные лизаты, содержащие необходимые белки. Белки 
фракционировали гель-электрофорезом в восстановитель-
ных условиях (рис. 2, а) и выявляли антителом против 
гексагистидиновой последовательности в вестерн-блот 
анализе для соотнесения полос на геле целевым белкам 
(см. рис. 2, б ). Белки rED3_294 и rED3_301 находились 
в растворимом виде в периплазматическом пространстве 
клеток (см. рис. 2, а, дорожки 1 и 2). Белок rE присут-
ствовал в небольшом количестве в цитоплазме клеток в 
растворимом виде и выявлялся вестерн-блот анализом 
антителом против гексагистидиновой последовательности 
(см. рис. 2, б, дорожка 6). Вместе с тем большая часть бел-
ков rE и rED1+2 была расположена в клеточном дебрисе, 
оставшемся после выделения периплазмы и цитоплазмы 
(см. рис. 2, а, дорожки 3 и 4). Кроме того, зарегистриро-
ваны в небольшом количестве дополнительные формы 
белков rED3_294 и rE, незначительно отличающиеся по 
электрофоретической подвижности. Присутствие этих 
форм может быть вызвано неполным отщеплением ли-
дерного пептида от целевого белка.

Была проверена гипотеза о том, что белки rED1+2 
и rE находятся преимущественно в нерастворимом виде 
из- за того, что они связаны с фрагментами бактериаль-
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ной мембраны при помощи гидрофобной петли слияния 
(а. к. о. 98−111 гликопротеина Е), расположенной в до-
мене D2. Однако после обработки клеточного дебриса 
буфером, содержащим 0.5 %, 1 % или 1.5 % тритона ×100, 
белки rED1+2 и rE по-прежнему находились в осадке и 
не переходили в супернатант.

Белки rED3_294 и rED3_301 были выделены из пери-
плазматической фракции Ni-NTA хроматографией. Ме-
тодом гель-фильтрационной хроматографии в отсут-
ствие детергентов было показано, что белки rED3_294 
и rED3_301 соответствовали по времени удержания на 
колонке белкам с молекулярной массой около 12 кДа, 
следовательно, эти белки находились в растворе в виде 
мономеров и не образовывали агрегатов.

Анализ связывания рекомбинантных белков rED3_294, 
rED3_301, rED1+2 и rE с антителом ch14D5a
Полученные белки в виде клеточных лизатов и периплаз-
матических фракций были исследованы вестерн-блот ана-
лизом на специфическое связывание с антителом ch14D5a. 
В результате обнаружено, что антитело связывается с 
белками rED3_294, rED3_301 и rE, но не связывается с 
белком rED1+2 (рис. 3). Это свидетельствует о том, что 
эпитоп, узнаваемый антителом ch14D5a, расположен на 
домене D3 гликопротеина Е ВКЭ, причем шарнирный 
участок, соединяющий домены D1 и D3, не принимает 
участия во взаимодействии с антителом ch14D5a.

Сродство антитела ch14D5а и Fab-фрагмента этого ан-
титела к белкам rED3_294 и rED3_301 было измерено с 
помощью оптического биосенсора ProteOn XPR 36 (Bio-  
Rad), использующего явление поверхностного плазмон-
ного резонанса (рис. 4). Белки rED3_294 и rED3_301 им-
мобилизовали на поверхность чипа и анализировали их 
связывание с антителом ch14D5a и его Fab-фрагментом. 
В случае взаимодействия с Fab-фрагментом измеряли 
аффинность, которая для белков rED3_294 и rED3_301 со-
ставила 53 ± 3 и 48 ± 3 нМ соответственно (см. рис. 4, а, б ). 
В случае антитела ch14D5a измеряли значение кажущейся 
(эффективной) константы диссоциации, называемой так-

же авидностью, которая характеризует взаимодействие 
полноразмерного антитела, имеющего два антигенсвязы-
вающих домена, с поверхностью, покрытой множеством 
молекул антигена. Полученное значение кажущейся (эф-
фективной) константы диссоциации составило для обоих 
вариантов домена D3 около 1.5 ± 0.2 нМ (см. рис. 4, в).

Чтобы оценить вклад доменов D1 и D2 в связывание 
антитела ch14D5a с гликопротеином Е, мы исследовали 
взаимодействие Fab-фрагмента этого антитела c бел-
ком rE, содержащим все три домена. Полученное значение 
константы диссоциации находилось на уровне сродства 
Fab-фрагмента к белкам rED3_294 и rED3_301 и составило 
45 ± 3 нМ (см. рис. 4, г), что свидетельствует об отсутствии 
значимого вклада доменов D1 и D2 в связывание антитела 
с гликопротеином Е.

Стабильность белка
Хранение белков rED3_294 и rED3_301 в течение года 
при 4 °С в концентрации 2−4 мг/мл в фосфатно-солевом 
буфере с добавлением азида натрия не приводило ни к 
выпадению осадка, ни к изменению активности белка.
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Fig. 2. Analysis of cell fractions containing recombinant proteins rED3_294, rED3_301, rED1+2, and rE: (a) electrophoresis in 15 % denaturing polyacryl-
amide gel, (b) Western blotting with antibody against the hexahistidine fragment. 
1, 2, Periplasmic fraction of bacteria transformed with plasmids pHEN2-rED3_294 and pHEN2-rED3_301, respectively; (3) cell debris of bacteria transformed with 
pHEN2-rED1+2; 4, 5, cell debris of bacteria transformed with pHEN2-rE; 6, cytoplasmic fraction of bacteria transformed with pHEN2-rE; M, protein molecular 
weight ladder. All samples were prepared with the presence of dithiothreitol.

Fig. 3. Western blotting of recombinant proteins with antibody ch14D5a.
1, rED3_294; 2, rED3_301; 3, 4, rED1+2; 5–7, rE; M, protein molecular weight 
ladder. Proteins were resolved in reducing 15 % polyacrylamide gel and trans-
ferred to a nitrocellulose membrane.
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Обсуждение
Домен D3 гликопротеина Е флавивирусов по простран-
ственной структуре относится к семейству иммуноглобу-
линовых доменов. Это достаточно стабильный домен, до-
полнительно стабилизированный одной консервативной 
дисульфидной связью. Рекомбинантные белки, представ-
ляющие собой домены D3 некоторых флавивирусов, таких 
как вирус желтой лихорадки, вирус Денге, вирус западного 
Нила и вирус Лангат, были получены в бактериальных 
системах экспрессии как в виде телец включения с по-
следующим рефолдингом белка (Volk et al., 2009; Elahi et 
al., 2014; Kulkarni et al., 2016), так и в растворимом виде 
в формате белков слияния (White et al., 2003; Volk et al., 
2006; Maillard et al., 2008). В случае периплазматической 
экспрессии домены D3 вируса японского энцефалита и 
вируса лихорадки Денге были получены в нативной кон-
формации без рефолдинга и отщепления белка-носителя 
(Wu et al., 2003; Lisova et al., 2007; Yang et al., 2012). 

Для вируса клещевого энцефалита известны всего две 
работы по конструированию рекомбинантного домена D3. 
В одной из них белок D3 образовывался в растворимом 
виде, однако аминокислотная последовательность этого 
белка соответствовала штамму Найдорф европейского 
подтипа ВКЭ (Jarmer et al., 2014) и отличалась от последо-
вательности штамма Софьин дальневосточного подтипа, 
использованной в нашем исследовании. В другой работе 
рекомбинантные домены D3 были получены для штаммов 
европейского, сибирского и дальневосточного подтипов 
ВКЭ, однако белки образовывали тельца включения 
(Ershova et al., 2016), что, как правило, вызвано нарушен-
ным фолдингом белка (Fink, 1998; Carrió, Villaverde, 2005). 

В нашем случае требовалось получить растворимый мо-
номерный белок, пространственная структура которого 
была бы максимально приближена к структуре домена D3 
природного гликопротеина Е ВКЭ, поэтому была выбра-
на система бактериальной экспрессии с транслокацией 
белка в периплазматическое пространство клеток за счет 
лидерного пептида пектат-лиазы B (pelB). В результате оба 
варианта домена D3, rED3_294 и rED3_301, были полу-
чены без применения хаотропных агентов и рефолдинга, 
а растворимость и мономерность сконструированных бел-
ков были подтверждены гель-фильтрацией.

Для получения белка rE, представляющего собой экто-
домен гликопротеина Е ВКЭ, мы также использовали 
лидерный сигнал pelB, направляющий синтез в периплаз-
му, и относительно слабый lac промотор. Это делалось с 
целью снижения эффективности транскрипции и умень-
шения вероятности образования телец включения. Тем не 
менее белок rE присутствовал в растворимой форме лишь 
в небольшом количестве, в то время как основная часть 
белка присутствовала в клеточном дебрисе предположи-
тельно в виде телец включения. Вместе с тем полученный 
белок однозначно выявлялся исследуемым антителом 
ch14D5a в вестерн-блот анализе, что совместно с другими 
наблюдениями позволило нам локализовать эпитоп этого 
антитела с точностью до домена.

Созданные нами белки были использованы для выяв-
ления домена гликопротеина Е вируса клещевого энцефа-
лита, узнаваемого антителом ch14D5a, на основе которо-  
го разрабатывается терапевтический препарат. Оба вари-
анта rED3_294 и rED3_301, отличающиеся N-концевой 
частью, показали сходное сродство к антителу ch14D5a и 
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Fig. 4. (a, b, d) Binding of the Fab fragment of antibody ch14D5a to proteins (a) rED3_294, (b) rED3_301, and (d) rE. (c) Binding  
of antibody ch14D5a to protein rED3_301. 
KD – dissociation constant.
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Fab-фрагменту этого антитела, из чего мы заключили, что 
область с 294 по 300 а. к. о. гликопротеина Е, которая отсут-
ствует в белке rED3_301, не вносит существенного вклада 
в связывание антитела ch14D5a с гликопротеином Е ВКЭ и 
не входит в состав эпитопа, узнаваемого этим антителом.

Поскольку известны вируснейтрализующие антитела 
к гликопротеину Е флавивирусов, эпитоп которых рас-
положен на нескольких доменах одновременно (de Alwis 
et al., 2012; Sun et al., 2017), было необходимо проверить, 
связывается ли антитело ch14D5a с доменами D1 или D2. 
Вестерн-блот анализ с использованием белка rED1+2 не 
выявил связывания антитела с этим белком. Белок rE, 
отличающийся от белка rED1+2 только наличием доме-
на D3, однозначно выявлялся антителом ch14D5a. Кроме 
того, сродство Fab-фрагмента антитела ch14D5a к доме-
ну D3, измеренное с помощью биосенсора ProteOn, ока-
за лось очень близко по величине к сродству этого же 
Fab-фрагмента к белку rE, содержащему все три домена 
(D1, D2 и D3) гликопротеина Е ВКЭ. То есть присутствие 
доменов D1/D2 не усиливало взаимодействия антитела с 
антигеном. На основании этих данных можно заключить, 
что эпитоп, узнаваемый антителом ch14D5a, полностью 
находится в составе домена D3 и не перекрывается с до-
менами D1 и D2.

Ранее при исследовании мышиных и человеческих ан-
тител, образующихся в результате иммунного ответа на 
флавивирусные инфекции, было установлено, что анти-
тела, направленные на домен D3, обладают рядом пре-
имуществ по сравнению с антителами, направленными на 
другие участки гликопротеина Е (Roehrig, 2003; Oliphant 
et al., 2005; Sánchez et al., 2005; Dai et al., 2016). С одной 
стороны, эти антитела, как правило, обладают высокой 
ви руснейтрализующей и протективной активностью, что 
может быть вызвано их способностью блокировать взаи-
модействие домена D3 с клеточными рецепторами. С дру-
гой стороны, антитела против домена D3 не склонны вы-
зывать антителозависимое усиление инфекции, тогда как 
антитела к доменам D1 и D2, в частности антитела к петле 
слияния, могут усиливать инфекционность флавивирусов 
in vivo и приводить к усилению инфекции у людей (Dowd, 
Pierson, 2011; Halstead, 2014; Haslwanter et al., 2017; Kat-
zelnick et al., 2017). Вместе с тем при иммунизации лю-
дей большинство образующихся антител направлено на 
домены D1 и D2 (Oliphant et al., 2007; Crill et al., 2009; 
Wahala et al., 2009; Vratskikh et al., 2013; Jarmer et al., 2014). 
С этой точки зрения, расположение эпитопа, узнаваемого 
антителом ch14D5a, в области домена D3 гликопротеина Е 
подчеркивает потенциальные преимущества подхода/пре-
парата, который может быть создан на основе этого анти-
тела, по сравнению с препаратами сывороточных антител 
человека против вируса клещевого энцефалита, которые 
преимущественно содержат антитела к доменам D1 и D2.

На основе количественных данных, полученных в экс-  
периментах с использованием биосенсора ProteOn, взаи-
модействие между антителом ch14D5a и доменом D3 мож-
но охарактеризовать как высокоаффинное. В случае анти-
тел принято разделять истинное сродство, проявляемое 
одним антигенсвязывающим центром, и эффективное 
сродство, определяемое совокупностью всех контактов 
ан титела с антигеном. При взаимодействии противови-

русных антител с вирионом, покрытым множеством ко-
пий поверхностного белка, значение эффективной аф - 
фин ности гораздо точнее характеризует прочность взаи-
мо действия по сравнению с константой аффинности одно-
валентного взаимодействия (Wang, Yang, 2010). В случае 
антитела ch14D5a, несмотря на умеренную аффинность 
Fab-фрагмента этого антитела по отношению к доме-
ну D3, эффективная аффинность полноразмерного анти-
тела находится на уровне 1.5 нМ, что в совокупности с 
благоприятным расположением эпитопа, узнаваемого на 
поверхности домена D3, обеспечивает высокую вирус-
нейтрализующую и протективную активность этого анти-
тела (Baykov et al., 2014).

Заключение
Получены рекомбинатные фрагменты гликопротеина Е 
ВКЭ, штамм Софьин, и показано, что эпитоп, узнаваемый 
протективным антителом ch14D5a на поверхности глико-
протеина Е вируса клещевого энцефалита, расположен в 
области домена D3 и не перекрывается с доменами D1 
и D2, содержащими эпитопы антител, обладающих по-
вышенной способностью вызывать антителозависимое 
усиление инфекции. Полученные данные подтверждают 
перспективность использования антитела ch14D5a при 
создании терапевтического препарата против вируса кле-
щевого энцефалита.
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Широкое распространение гибридизации в роде Populus, 
в том числе спонтанной, вызванной использованием куль-
тиваров, тре бует изучения изменчивости и наследования 
морфологических признаков гибридами для первично-
го отслеживания этих процессов. Анализ эндогенной, 
внутри- и межпопуляционной изменчивости выполнен на 
533 особях в семи популяциях P. nigra, семи – P. laurifolia и 
четырех – P. × jrtyschensis бассейна реки Томи. На каждой 
особи на 15 листьях с укороченных побегов в средней 
части кроны исследовались: форма листовой пластинки, 
форма ее верхушки, основания и морфотип побегов. 
Предложен вариант использования биометрических по-
казателей для геометрической оценки формы листовой 
пластинки видов тополя. Проведенный анализ показы-
вает, что из исследованных признаков критерию фена не 
соответствует только форма пластинки, поскольку обычно 
представлена несколькими типами в кроне одного дере-
ва. У всех изученных видов уровень их внутрипопуляци-
онного разнообразия значительно выше межпопуляцион-
ного. По нарастанию внутри  популяционной изменчивости 
по качественным признакам так соны располагаются в 
следующем порядке P. nigra < P. laurifolia < P. × jrtyschensis. 
Доля межпопуляционного разнообразия отличается у 
исследованных видов: P. laurifolia – 21.5 %, P. nigra – 13.8 %, 
P. × jrtyschensis – 8.0 %. Популяции P. laurifolia отличаются 
наиболь шей межпопуляционной дифференцировкой, что, 
вероятно, свя зано с дизъюнктивным распространением 
вида в силу узкой спе циализации к условиям горных рек. 
Меньшая дифференциации у P. nigra обусловлена тем, что 
этот вид доминирует в топольниках бассейна р. Томи, его 
популяции не фрагментированы и связаны между собой 
обширным потоком генов. У P. nigra наблюдается увеличе-
ние разнообразия качественных признаков и фенотипов 
в популяциях, приуроченных к очагам гибридизации. 
Фактором, определяющим межпопуляционную диффе-

The wide spread of hybridization in the genus Populus, includ-
ing spontaneous hybridization, caused by cultivars, requires 
studying the variability and inheritance of morphological traits 
by hybrids for initial tracking of these processes. The analysis 
of endogenous, intra- and inter-population variability was 
performed on 533 individual poplar trees in seven popula-
tions of P. nigra, seven populations of P. laurifolia and four 
populations of P. × jrtyschensis in the Tom river basin. On each 
specimen, 15 leaves from short mid-crown branches were 
collected to determine the shape of the leaf blade, the shape 
of its tip and base, as well as the branch morphotype. Some 
biometric indicators were proposed for geometric assessment 
of the leaf blade shapes of poplar species. The analysis showed 
that of all the traits examined only the leaf blade shape did not 
meet the criterion for “phene”, since it is usually represented 
by several forms in the crown of one and the same tree. In all 
the species studied, the level of their intra-population diversity 
was found to be much higher than the inter-population one. 
According to the increase of intra-population variability of 
qualitative traits, the taxa could be ranked as P. nigra < P. lauri-
folia < P. × jrtyschensis. The share of inter-population diversity 
differed among the species studied, accounting for 21.5% in 
P. laurifolia, 13.8% in P. nigra and 8.0% in P. × jrtyschensis. The 
P. laurifolia populations showed the greatest inter-population 
differentiation, most likely because of a disjunct distribution 
due to narrow specialization to the montane river environ-
ment. The lower differentiation in P. nigra is probably due to 
the facts that this species dominates the poplar stands of the 
Tom River basin; its populations are not fragmented and are 
linked by vast gene flow. In P. nigra, an increase in the diversity 
of qualitative characteristics and phenotypes was observed 
in populations confined to hybridization centers. Natural selec-
tion is most likely the factor governing the inter-population 
differentiation in P. × jrtyschensis, leading to the predominance 
of F1 hybrids in populations and hence to a sharp decrease in 
inter-population variability.

Key words: Populus; hybrids; qualitative traits; morphological 
markers; morphometry; phenotypic diversity.
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The hybridization process, which is quite common among 
the Populus species, increases morphological diversity 
and often seriously impedes taxon attribution. The latter 

is especially important as the use of adventitious species and 
cultivars for parking and afforestation resulted in spreading 
of spontaneous hybridization (Meirmans et al., 2010; 
Thompson et al., 2010; Talbot et al., 2012; Vanden Broeck 
et al., 2012; Roe et al., 2014; Hu et al., 2017). The threat of 
genetic contamination of natural populations of aboriginal 
species via uncontrolled interbreeding with subsequent 
introgression urges for extensive studies of variability and 
inheritance of morphological traits, caused by poplars’ 
hybridization. Molecular markers are the best tools to identify 
hybrids; however, the primary screening of these processes 
in populations should be based on phenetic data, which will 
also facilitate and focus phenetic studies.

In Siberian areas, where P. laurifolia (Tacamahaca Mill. 
section) and P. nigra (Aigeiros Lunell section) grow together, 
their natural hybridization resulted in the emergence of the 
hybrid taxon named P. × jrtyschensis Ch. Y. Yang. Previously, 
we studied some quantitative and qualitative traits of these 
species, as well as their asymmetrical hybridization in the 
Tom River basin (Klimov, Proshkin, 2016, 2017; Proshkin, 
Klimov, 2017а).

The aim of the present study was to analyze the diversity of 
qualitative traits of P. nigra, P. laurifolia and P. × jrtyschen-
sis in the area of their natural hybridization according to the 
“phene” criteria.

Materials and methods
The variability of morphological traits was analyzed in 
poplar populations along the up- and mid-stream Tom River 
(Table 1). The Tom River is the right tributary of the Ob 
River, with its mouth at the 68 m a.s.l. located at 56°50′00′′N 
and 84°29′20′′E. The Tom River begins in the south of the 
Kuznetsk Alatau Mountains in the area where they join the 
Abakan Ridge, its source being at 903 a.s.l. at 53°39′05′′N; 
89°45′50′′E. The river basin is located at the bound of the West 
Siberian Lowland and the Altai-Sayan Mountains. The valley 
of the up-stream Tom River is deeply cut with a V-shaped 
profile and the width exceeding 1 km. The valley slopes are 
high and steep. The average altitude of the water-collecting 
area is 900 m, with altitude amplitudes exceeding 600 m. In 
the environs of the Mezhdurechensk town after merging with 
the Usa River the Tom River valley widens to 3–4 km. In 
mid-stream areas below the Novokuznetsk city, the Tom River 

becomes a typical plain river, albeit with sometimes increased 
inclines and stream flow speed. Such large tributaries as the 
Belsu River (83 km long), the Usa River (179 km long), the 
Verkhnyaya, Srednyaya and Nizhnyaya Ters Rivers (95, 114 
and 110 km, respectively), the Taidon River (110 km) and 
others flow into the Tom River from the west slope of the 
Kuznetsk Alatau. All of them are typical montane rivers with 
narrow valleys, rapids and a high flow speed (Zhukov, 2012).

In the Tom River basin the black poplar P. nigra, called 
“osokor” in Russian, prefers growing mostly in the plain or, to 
a lesser degree, in low mountain areas, while the laurel poplar 
P. laurifolia prefers highland areas. In the area of the joint 
growth, their natural hybridization results in the emergence 
of the Irtysh hybrid called P. × jrtyschensis. Hybridization 
in the basin studied does not have a wide spread character, 
occurring only at certain sites, which can be regarded as 
hybridization centers. The Irtysh poplar populations studied 
in the Tom River basin are of both natural and anthropogenic 
origin (Klimov, Proshkin, 2017).

As morphological markers to examine the intra-species 
structure with, we chose the traits important for identification 
of the poplar species studied. For each individual tree, we 
determined the branch morphotype. For 15 leaves sampled 
from the middle part of the short branches in the mid-crown 
of the mature trees, we determined the shape of the leaf blade, 
its base and tip (Proshkin, Klimov, 2017b).

For each leaf, the following characteristics were measured: 
L, leaf blade length (mm); D, maximal leaf blade width (mm); 
Р, petiole length (mm); А, the distance between the widest part 
of a leaf blade and its base (mm). Measurements of the major 
morphometric traits were carried out with the help of Axio 
Vision 4.8.2 software. Since different studies may drastically 
differ in terminology employed to describe leaf characteristics, 
we described and determined leaf blade shape according to the 
patterns proposed by Fedorov et al. (1956), using the biometric 
characteristics obtained.

Analysis of herbaria samples as well as literature sources 
(Bolshakov, 1992; Koropachinsky, Vstovskaya, 2012) showed 
that leaves of the poplar species studied are often described 
as egg-shaped triangular. Because this shape is absent from 
Fedorov’s patterns, we chose R1/2 as a point to distinguish it. 
To elaborate, the egg-shaped form geometrically represents 
an ovoid, i.e. a closed box curve with one axis of symmetry 
and two supporting circumferences differing in diameter 
(Talalay, 2011), with R1 being the radius of the bigger cir-
cumference. The R1/2 point can be easily determined on the 

ренцировку у P. × jrty schensis, является действие отбора, приво-
дящего к преобладанию в популяциях гибридов F1, что ведет к 
резкому снижению межпо пуляционной изменчивости.

Ключевые слова: Populus; гибриды; качественные признаки; 
морфологические маркеры; морфометрия; фенотипическое 
разнообразие.
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table 1. The poplar populations studied

Population name Geographical  
coordinates

The number of trees/leaves

P. nigra P. laurifolia P. × jrtyschensis

Up-stream Tom River populations

Belsu 53°41’35” N,
88°22’44» E

– 30/450 –

Studeny Ples 53°39’49” N,
88°20’01” E

– 30/450 –

Vorony 53°66’10” N,
88°29’52” E

– 30/450 –

Chistenky 53°66’19” N,
88°28’56” E

30/450 – –

Maizas 53°37’24” N,
88°12’48” E

30/450 30/450 39/585

Kiizak 53°72’27” N,
87°94’58” E

30/450 – –

Shveinik 53°48’34” N,
87°28’42” E

30/450 – –

Karlyk 53°49’21” N,
87°28’03” E

– – 41/615

Mid-stream Tom River populations

Novokuznetsk 53°49’04” N,
87°07’23” E

30/450 – 23/345

Kazankovo 53°99’08” N,
87°29’44” E

30/450 – –

Slavino 54°02’05” N,
87°22’55” E

30/450 – –

Erunakovo 54°09’32” N,
87°47’45” E

– 30/450 –

Verkhnyaya Ters 54°13’00” N,
87°39’48” E

– 30/450 10/150

Srednyaya Maganakova 54°19’33” N,
87°58’57” E

– 30/450 –

Total 210/3 150 210/3 150 113/1 695

table 2. General characteristic of branch morphotypes

Morphotype Description

P. nigra

1Pn Young branches are cylindrical along the entire length, the short branches are leptoblasts, branches and leaves have 
no hairs

2Pn The same as above; the petiole at the base of the leaf blade has long scarce outstanding hairs

P. laurifolia

1Pl Young branches are ribbed along the entire length, the short branches are leptoblasts and discoblasts;  
branches have no hairs; the petiole has short scarce hairs, while the leaf blade has none

2Pl The same as above; the petiole at the base of the leaf blade has long scarce hairs

3Pl The same as above; branches and leaves are densely covered with short hairs

P. × jrtyschensis

1P×j Young branches are cylindrical along the entire length, the short branches are leptoblasts and discoblasts; branches 
and leaves have no hairs

2P×j Young branches are ribbed along the 1/2–1/3 of their length and then cylindrical, the short branches are leptoblasts 
and discoblasts, branches have no or scarce hairs, the leaves along the veins are scarcely haired

3P×j Young branches are ribbed along the entire length, the short branches are leptoblasts and discoblasts, the branches 
and leaves along the veins are densely haired
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leaf blade by the A/L ratio (Pravdin, 1964). However, since 
morphology studies usually consider living variable objects 
rather than strict geometric forms, we analyzed leaf shapes 
using Fedorov’s patterns (Fedorov et al., 1956), the following 
ranges: < 0.25, triangular; 0.25–0.35, egg-shaped triangular; 
0.35–0.45, egg-shaped; 0.45–0.65, elliptic; and 0.65 >, re-
versed egg-shaped forms.

The branch morphotypes were determined by examining 
the hairiness of leaves and branches (Table 2). The degree 
of trichomes’ development was studied using an MBS-10 
stereomicroscope. Phenotype attribution of an individual tree 
was carried out based on the combination of morphological 
qualitative traits.

We used one-way ANOVA to check the differences between 
poplar species and their hybrids in qualitative traits, adopting 
the threshold as p < 0.001 and using principal components 
analysis. The intra- and inter-population variability was 
assessed using the indices proposed by Zhivotovsky (1991), 

Putenikhin et al. (2004), and Boronnikova et al. (2009). 
The diversity of qualitative traits meeting the criteria of the 
“phene” was analyzed as recommended by Vidyakin (2004).

Statistical analyses were performed with the help of Excel 
and SPSS 23.0 software.

Results
The one-way ANOVA revealed statistically significant 
differences among the studied species in their qualitative 
traits; the result was also confirmed by PCA. PC1 accounted 
for 57.6 % of the total data variance, while PC2, PC3 and PC4 
accounted for 22.0 %, 17.0 % and 3.4 % of it, respectively. 
PC1 is closely correlated with the shape of the leaf blade tip 
(r = 0.94, p << 0.00001) and branch morphotype (r = 0.73, 
p << 0.00001), while PC2 was correlated with the leaf blade 
shape (r = 0.85, p << 0.00001), and PC3 was correlated with 
the shape of the leaf blade base (r = 0.57, p << 0.00001). The 
taxa studied have four types of leaf blade shapes, namely 

table 3. Leaf blade and branch morphotype variability  
in poplar populations as assessed by Zhivotovsky’s index (µ ± sµ)

Populations Trait leaf  
blade shape

Trait leaf blade  
base shape

Trait leaf blade  
tip shape

Branch morphotype

P. nigra

Chistenky 1.347 ± 0.044 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.359 ± 0.170

Maizas 1.713 ± 0.033 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.988 ± 0.028

Kiizak 1.708 ± 0.033 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.597 ± 0.146

Shveinik 1.844 ± 0.025 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.359 ± 0.170

Novokuznetsk 1.776 ± 0.029 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.960 ± 0.051

Kazankovo 1.390 ± 0.043 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.359 ± 0.170

Slavino 1.617 ± 0.037 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 1.495 ± 0.158

P. laurifolia

Belsu 2.374 ± 0.057 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 2.496 ± 0.204

Studeny Ples 2.289 ± 0.060 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 2.483 ± 0.206

Vorony 2.528 ± 0.051 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 2.768 ± 0.146

Maizas 2.772 ± 0.037 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 2.735 ± 0.155

Erunakovo 2.377 ± 0.057 1.000 ± 0.000 1.000 ± 0.000 2.732 ± 0.156

Verkhnyaya Ters 2.368 ± 0.057 1.960 ± 0.013 1.000 ± 0.000 2.647 ± 0.176

Srednyaya  
Maganakova

2.310 ± 0.059 1.798 ± 0.028 1.000 ± 0.000 2.765 ± 0.147

P. × jrtyschensis

Maizas 1.990 ± 0.005 1.435 ± 0.037 1.594 ± 0.033 2.579 ± 0.166

Karlyk 2.062 ± 0.056 1.890 ± 0.058 1.425 ± 0.036 2.380 ± 0.189

Novokuznetsk 2.152 ± 0.074 2.262 ± 0.071 1.990 ± 0.007 2.390 ± 0.251

Verkhnyaya Ters 1.943 ± 0.117 1.597 ± 0.065 1.597 ± 0.065 2.893 ± 0.175

Note: µ, Zhivotovsky’s index of intra-population diversity; sµ, error of Zhivotovsky’s index.
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triangular, egg-shaped triangular, egg-shaped and elliptical. 
At the endogenous level, different shapes can be seen at once, 
but one shape usually predominates.

The P. nigra trees were found to have triangular and egg-
shaped triangular leaves, the latter predominating (78–96 %) 
in all populations. It should be noted that 70 % of the black 
poplar trees with the 2Pn morphotype and hairiness were found 
to have leaf blades of the irregular rhomboidal shape. Such 
trees comprised from 7 to 20 % of the data set. Their A/L ratio 
ranged from 0.35–0.47, i.e. being typical of egg-shaped leaves, 
which are not common for P. nigra. Thus the emergence of the 
2Pn morphotype is most likely due to introgression (Klimov, 
Proshkin, 2017), and the observed frequencies of leaf blade 
shapes can be regarded as a morphological marker.

The P. laurifolia trees were also found to have three forms 
of leaves: egg-shaped triangular, egg-shaped and elliptical. 
In most of the poplar stands studied, the egg-shaped leaves 
were the most frequent (50–70 %). The P. × jrtyschensis trees 
were found to have all the leaf forms common for the parental 

species. The hybrid species populations were found to have 
egg-shaped triangular leaves prevailing (55–82 %), with 
triangular and elliptical leaves showing very low frequencies.

At the individual level, the lowest variability of the leaf blade 
shape was observed in P. nigra, while the highest variability 
was displayed by P. laurifolia trees. The P. × jrtyschensis 
populations were characterized by variability indices ranging 
between those of the parental species (Tables 3, 4).

The short mid-crown branches on one and the same tree 
always display only one leaf blade tip shape and one leaf blade 
base shape. The P. nigra leaves in all the populations studied 
had long pointed tips and wedge-shaped bases.

The P. laurifolia trees had pointed leaf blade tips of all 
the leaves. The variability of the leaf blade base of the laurel 
poplar trees within the study area is due to the presence of 
tree forms that differ not only in the trait being examined, 
but also in their bark colour (Proshkin, Klimov, 2017c). The 
most widely spread grey-bark form has a rounded wedge-
shaped base of the leaf blades, while the white-bark form, 

table 4. Intra- and inter-population  
phenotypic diversity (Shannon’s index)

Trait Hes Hп Fп Fip

P. nigra

LBS 0.544 0.513 0.943 0.056

LBBS 0.000 0.000 0.000 0.000

LBTS 0.000 0.000 0.000 0.000

Mt 0.671 0.535 0.796 0.203

Mean 0.304 0.262 0.862 0.138

P. laurifolia

LBS 1.223 1.114 0.910 0.090

LBTS 0.836 0.404 0.483 0.517

LBTS 0.000 0.000 0.000 0.000

Mt 1.467 1.253 0.854 0.146

Mean 0.881 0.692 0.785 0.215

P. × jrtyschensis

LBS 0.962 0.864 0.898 0.102

LBBS 0.549 0.539 0.981 0.019

LBTS 0.821 0.671 0.817 0.183

Mt 1.185 1.170 0.987 0.013

Mean 0.879 0.811 0.920 0.080

Notes: LBS, leaf blade shape; LBBS, leaf blade base shape; LBTS, leaf blade tip 
shape; Мt, branch morphotype; Hes, the diversity index for the entire data set; 
Hп, the mean value of the diversity index for populations’ data sets; Fп, the 
diversity index of the intra-population data sets; Fip, the index of the inter-
population diversity.

table 5. Intra-population diversity  
of poplar qualitative traits and phenotypes

Population µ1 Sµ1 µ2 Sµ2

P. nigra

Chistenky 18.721 1.162 1.763 0.211

Maizas 22.230 1.368 2.238 0.303

Kiizak 20.891 1.288 2.588 0.370

Shveinik 20.462 1.263 2.039 0.265

Novokuznetsk 22.520 1.375 3.471 0.535

Kazankovo 18.880 1.171 1.763 0.211

Slavino 20.201 1.248 1.923 0.243

P. laurifolia

Belsu 26.152 3.977 4.490 0.276

Studeny Ples 25.897 3.930 4.862 0.429

Vorony 27.604 4.247 3.383 0.146

Maizas 28.291 4.374 5.326 0.345

Erunakovo  30.415 4.659 5.745 0.220

Verkhnyaya Ters 30.980 4.764 6.786 0.220

Srednyaya 
Maganakova

30.514 4.677 5.683 0.245

P. × jrtyschensis

Maizas 31.505 1.001 11.614 0.842

Kiizak 30.780 1.101 7.447 0.645

Novokuznetsk 35.141 1.568 6.563 0.410

Verkhnyaya Ters 31.618 2.134 4.721 0.131

Notes: µ1, Zhivotovsky’s index of intra-population diversity for qualitative 
traits; Sµ1, error of µ1; µ2, Zhivotovsky’s index of intra-population diversity for 
phenotypes; Sµ2, error of µ2
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common for mid-stream populations, has a heart-shaped 
leaf blade base.

The P. × jrtyschensis trees commonly had leaves with 
long pointed tips and rounded wedge-shaped bases, but 
few had rounded and sinuate bases. The greatest variability 
of the traits was observed in the Novokuznetsk population 
(see Table 3).

The branch morphotype did not vary at the endogenous 
level. Most of the P. nigra populations were found to have 
morphotype 1Pn dominating, with exceptions of the Maizas 
and Novokuznetsk data sets collected in the stands mixed 
with P. laurifolia and P. × jrtyschensis, where morphotype 
2Pn contributed 56.7 % and 36.7 %, respectively.

P. laurifolia also showed a tendency to change the relative 
abundance of morphotypes in hybridization centers. For 
instance, the Maizas and Verkhnyaya Ters populations 
displayed a sharp increase in the relative abundance of 
morphotype 1Pl (up to 60 and 66.7 %, respectively). 
Most poplar stands beyond the hybridization centers were 
dominated by trees with branches and leaves scarcely covered 
by long hairs.

At all the study sites for P. × jrtyschensis, morphotype 2P×j 
was predominating. The lowest variability of the traits was 
observed in P. nigra, while P. laurifolia and P. × jrtyschensis 
displayed similar variability (see Table 3). The species 
studied revealed a higher level of intra-population diversity 
in qualitative traits than that of inter-population diversity: its 
share was 21.5 % in P. laurifolia, 13.8 % in P. nigra and 8.0 % 
in P. × jrtyschensis (see Table 4).

Assessing the inter-population variability by Zhivotovsky’s 
index showed that qualitative traits and phenotype number 
were more polymorphic in P. laurifolia than P. nigra. The 
P. × jrtyschensis populations were the most diverse (Table 5).

The Maizas and Novokuznetsk P. nigra populations in 
hybridization centers displayed an increased diversity of 
qualitative traits and phenotypes due to an increased share 
of the forms with hairy leaves (see Table 5). The mid-stream 
P. laurifolia populations displayed increased polymorphism 
due, as we noted previously, to the presence of white-bark 
forms.

Discussion
Analysis of the morphological traits studied for meeting the 
“phene” criterion showed that the shapes of the leaf blade tip 
and base, as well as the branch morphotype can be regarded as 
phenes, since they display no endogenous variability. Although 
leaf blade shape as a trait does not meet all criteria of phenes, 
and, in particular, alternativity, when the set is rather large, the 
leaf blade shape becomes an important indicator of specific 
variability of qualitative traits of Populus species. Overall, 
the tip and base of leaf blades of P. × jrtyschensis represent 
a combination of parental taxa traits. Hybrids always inherit 
short branches, i.e. discoblasts, common for species in the 
section Tacamahaca. This trait is most likely controlled by 
nuclear genes (Proshkin, Klimov, 2017d).

A high share of intra-population variability was reported 
by some researchers for P. nigra (Šiler et al., 2014; Čortan et 
al., 2015; Jiang et al., 2015) and Populus species in general 
(Joshi et al., 2011). Gene flow over large distances leads to 
decrease in the inter-population variability of wind-pollinated 

plants (Zitte et al., 2007). The floodplain poplar species have 
a considerable number of seeds transported by water flow 
(Hidalgo et al., 2010). According to the increase in intra-
population variability, the poplar species studied can be ranked 
as P. nigra < P. laurifolia < P. × jrtyschensis.

A relatively small share of inter-population differentiation 
in P. nigra is very likely related to its dominance in the Tom 
River basin poplar stands and to the fact that its populations 
are not fragmented and hence are connected by vast gene 
flow. The P. nigra populations in hybridization centers have 
an increased diversity of qualitative traits and phenotypes.

By contrast, as was shown by our research of P. laurifolia 
carried out in the areas of the Tom, Biya and Katun River 
basins, this poplar species in the northwestern part of the 
Altai-Sayan Mountains has a disjunct distribution, result-
ing in an increased inter-population variability. The species 
preference for well-aerated gravel-boulder alluvium results 
in a narrower ecological amplitude of P. laurifolia, growing 
mostly in multi-stream areas of montane rivers. In our view, 
the growth of laurel poplar in plain areas is hampered by low 
oxygen in dense sandy-silt sediments there.

The laurel poplar is spread both in the up- and mid-stream 
areas of the Tom River. It is quite numerous up-stream, form-
ing well-developed stands. In mid-stream areas with small 
alluvium, P. laurifolia is very scarce, growing mostly as sole 
clones. Its numbers increase sharply in the floodplains of the 
major montane tributaries of the Verkhnyaya and Srednyaya 
Ters Rivers. The mid-stream group of P. laurifolia populations 
is relatively separated from the up-stream populations, as not 
only are they rather well apart (ca. 50 km), but also the river 
flow in these areas is different. The up-stream Tom River flows 
from east to west, while the mid-stream of it flows from south 
to north. Taking into consideration the prevailing directions of 
air flow, such river flow prevents pollen transportation, leaving 
only one way for gene flow to link the populations, namely 
seed transportation via water flow, resulting in one-way gene 
flow. However, fragmented P. laurifolia populations grow 
mostly in the floodplains of the right montane tributaries of 
the Tom River, and the efficiency of such gene flow should 
be studied in detail.

The observed diversity of P. laurifolia forms, in particular, 
the occurrence of the white-bark form in the populations near 
montane tributaries of the mid-stream Tom River alongside 
the widely spread grey-bark form results in increased poly-
morphism both in qualitative traits and phenotypes. Differ-
ent studies showed that spatial separation of Populus spp. 
populations is governed by historical processes, mainly by 
events in the Pleistocene and Holocene (Keller et al., 2010; 
Macaya-Sanz et al., 2012; Dewoody et al., 2015; Meirmans 
et al., 2017; Fan et al., 2018). Therefore, the variability of 
P. laurifolia population structure in the Tom River basin is 
the subject for a further extended research.

Theoretically, the highest rate of inter-population dif-
ferences should be displayed by P. × jrtyschensis, because  
(1) this is the least common species; (2) its stands are frag-
mented; and (3) its populations are 20–100 km apart, which 
seriously impedes gene flow among them. However, the 
phenotypic structure of P. × jrtyschensis populations is de-
termined by extremely strong natural selection, resulting in 
the prevalence of F1 hybrids, and rejection of next-generation 
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hybrids and backcrosses early in ontogenesis before reproduc-
tive maturity (Jiang et al., 2016; Proshkin, Klimov, 2017а). All 
these lead to drastic decrease in inter-population variability. 
We believe that significant differences in phenotypic diversity 
in the P. × jrtyschensis populations studied are determined 
by population origin. They emerge at sites with disturbed 
vegetation cover, where selection factors and their pressure 
are site-specific. The Maizas and Karlyk populations grow in 
floodplains, but the former emerged due to the degradation 
of the vegetation cover by erosion and accumulation caused 
by streambed activity, while the latter emerged due to an-
thropogenic disturbance. The Verkhnyaya Ters population is 
under a strong influence of factors associated with streambed 
dynamics. The Verkhnyaya Ters River is a typical montane 
river with gravel-boulder alluvium prevailing. Thus the 
environment there is optimal for P. laurifolia, but unfavour-
able for P. × jrtyschensis and P. nigra, which results in a low 
population of their hybrids. The Novokuznetsk population is 
of anthropogenic origin; it is located on the upper fluvial ter-
race, where the spectrum of adverse factors might be broader, 
as compared to the natural populations where the main abiotic 
selection factors are determined by the riverbed dynamics.
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Use of interspecific hybridization 
in the breeding of adaptive 
hybrids and sorts of garden 
chrysanthemum (Chrysanthemum 
morifolium Ramat.)

A.I. Nedoluzhko

Botanical Garden-Institute, Far East Branch RAS, Vladivostok, 
Russia

Many garden chrysanthemums bred across the world 
are not fully winter hardy. Many are damaged by 
fungal diseases due to a high humidity and are late 
flowering. This makes them unsuitable for general 
commercial marketing. Since 2000 we have been con-
ducting a breeding program using natural species of 
the genus Chrysanthemum that are adapted to the 
local conditions. The strategy of breeding adaptive 
hybrids and varieties of chrysanthemum native to 
Russia was proposed based on their biological, genetic 
peculiarities and natural resources of Chrysanthemum 
with the use of interspecific hybridization. Research 
objects are the first generations of interspecific hyb rids 
of F1 obtained previously by the author as a result 
of the hybridization of varieties and wild species of 
Chrysanthemum. Derived from different species and 
varieties, F1 hybrids were crossed among themselves 
to obtain the multicomponent F2 progeny. F2 seedlings 
with winter hardiness, resistance to Puccinia horiana 
Henn. and early flowering were used in closely related 
crosses. The offspring of F3 from closely related crosses 
were also assessed and selected according to adaptive 
and decorative characteristics. Inclusion in the selec-
tion process of various sources of winter hardiness and 
resistance to P. horiana allowed positive characteristics 
to be increased in F2 and to be revealed in F3. Adaptive 
signs of the wild species Chrysanthemum naktongense 
Nakai, C. coreanum (H. Lév. et Vaniot) Nakai, C. zawad­
zkii var. tenuisectum Kitag., C. leiophyllum Nakai, and 
C. zawadzkii subsp. acutilobum (DC.) Kitag., which have 
formed and fixed during evolution, were inherited 
and manifested in offspring of the multicomponent 
hybrids and the closely related crosses. Promising 
interspecific forms with biological signs determining 
the possibility of growing in extreme conditions of the 
subregion were selected.

Key words: Chrysanthemum morifolium Ramat.; wild 
species Chrysanthemum; interspecific hybridization; 
adaptive features; Russian Far East.

Сорта хризантемы садовой, созданные в странах дальнего и ближ-
него зарубежья, южных регионах России, не всегда зимостойки 
на юге российского Дальнего Востока, повреждаются грибными 
болезнями в связи с избыточным увлажнением, запаздывают со 
сроками цветения, а следовательно, не могут претендовать на 
роль коммерческих. Перспективным направлением отечествен-
ной селекции хризантемы садовой является создание нового 
селекционного материала на основе использования природного 
генофонда рода Chrysanthemum с целью введения в культурные 
сорта ценных адаптивных признаков. Исследования проводили в 
Ботаническом саду-институте ДВО РАН с 2000 г. Исходя из биоло-
гических, генетических особенностей и обеспеченности природ-
ными ресурсами рода Chrysanthemum, нами предложена стратегия 
получения отечественных адаптивных гибридов и сортов хризан-
темы садовой с использованием межвидовой гибридизации. Объ-
екты исследования – первые поколения межвидовых гибридов 
F1, ранее полученные автором в результате гибридизации сортов 
и многолетних маньчжурских и корейских высокогорных видов 
Chrysanthemum. Происходящие от разных видов и сортов гибри-
ды F1 скрещивали между собой для получения межгибридного 
потомства F2. Отбирали комплексно адаптивные (зимостойкие, 
устойчивые к Puccinia horiana Henn., раноцветущие) и декоратив-
ные мультикомпонентные формы F2, которые привлекали в близ-
кородственные скрещивания. Оценивали и отбирали потомство 
от близкородственных скрещиваний по адаптивным и декоратив-
ным показателям. Включение в селекционный процесс разных 
источников зимостойкости и устойчивости к P. horiana позволило 
усилить в F2 и выявить в F3 поколениях имеющиеся положитель-
ные качества. Адаптивные признаки диких видов Chrysanthemum 
naktongense Nakai, C. coreanum (H. Lév. et Vaniot) Nakai, C. zawadzkii 
var. tenuisectum Kitag., C. leiophyllum Nakai, C. zawadzkii subsp. acutilo­
bum (DC.) Kitag., сформировавшиеся и закрепленные в процессе 
эволюции, наследовались и проявлялись в потомствах сложных 
межгибридных и близкородственных скрещиваний. Отобраны 
перспективные межвидовые и межгибридные формы с биологиче-
скими признаками, определяющими возможность возделывания 
в экстремальных условиях субрегиона.

Ключевые слова: Chrysanthemum morifolium Ramat.; дикие виды 
Chrysanthemum; межвидовая гибридизация; адаптивные признаки; 
российский Дальний Восток.
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В мировом цветоводстве хризантема садовая (Chry­
santhemum morifolium Ramat.) – одна из лидирую-
щих культур в ландшафтном дизайне, топиарном 

искусстве, сезонной срезке. Однако интродуцированные 
в Россию сорта и полученное при межсортовой гибри-
дизации потомство характеризуются низким уровнем 
генетического разнообразия в отношении факторов, кон-
тролирующих устойчивость растений к действию биоти-
ческих и абиотических стрессоров. Эффективный подход 
к расширению генетического разнообразия селекционных 
сортов основан на использовании ценных признаков ди-
ких родичей Chrysanthemum. В связи с поздним освоением 
дальневосточных ресурсов рода Chrysanthemum и удален-
ностью природного ареала от основных селекционных 
центров, природные виды Chrysanthemum до настоящего 
времени не востребованы российскими селекционерами 
для включения адаптивных признаков в геном культурных 
хризантем. В Государственном реестре селекционных 
достижений РФ пока отсутствуют районированные сорта 
хризантемы садовой, в генотип которых введены геномы 
или хромосомы диких видов Chrysanthemum.

Первые экспериментальные исследования и практиче-
ские результаты по скрещиванию сортов и диких видов 
рода Chrysanthemum получены за рубежом. На генети-
ческой основе восточноазиатских многолетних видов 
Chrysanthemum еще в 30-х гг. прошлого столетия в США 
и Англии созданы уникальные по своим адаптивным и 
разнообразным декоративным характеристикам формы, 
имеющие промышленное значение (Kuykendall, Galey, 
1949; Anderson, Gesick, 2003; Anderson, 2007; Anderson et 
al., 2008; Machin, 2012).

Успешную гибридизацию современных сортов хри-
зантемы садовой (C. morifolium Ramat.) с индигенными 
субтропическими видами C. shiwogiku Kitam., C. pacificum 
Nakai, C. makino Matsum. et Nakai, C. nankingense Hand.-
Mazz., C. indicum L., C. vestitum (Hemsl.) Stapf, C. chanetii 
H. Lév., C. zawadzkii Herbich осуществляют в Японии, 
 Китае с целью передачи генов, определяющих габиту-
альные особенности, устойчивость к белой ржавчине, 
листовому минеру, тле, абиотическим и техногенным 
факторам (Yamaguchi, 1981; Jong, Rademaker, 1989; Wang, 
Chen, 1990; Chen et al., 1995; Douzono, Ikeda, 1998; Suenaga 
et al., 1998; Cheng et al., 2010, 2011; Sun et al., 2010).

Прогресс в создании отечественных комплексно адап-
тивных сортов пока невелик. Выращиваемые в России 
хризантемы получены при свободном или межсортовом 
опылении малозимостойких зарубежных садовых гиб-
ридов и сортов (Забелин, 1972; Козьменко, 2013; Тухва-
туллина, Миронова, 2014) и требуют укрытия на зиму. 
Большинство их не обеспечено эффективными генами 
устойчивости к особо опасному карантинному патоге-
ну – белой ржавчине хризантем (Puccinia horiana Henn.): 
в период наблюдавшихся эпифитотий (2005, 2006, 2015, 
2017 гг.) на коллекционных участках Ботанического сада-
института выявлено только 34 % абсолютно устойчивых 
сортообразцов (Недолужко, 2008а). Происходящая из суб-
тропических районов Восточной Азии, обладающая высо-
кой фотопериодической чувствительностью и требующая 
для закладки генеративных органов короткого светового 
дня, хризантема садовая задерживается со сроками цвете-

ния в умеренных широтах России, где продолжительный 
световой день и короткий вегетационный период.

Перспективным направлением отечественной селекции 
хризантемы садовой является создание нового селекци-
онного материала на основе использования природного 
генофонда рода Chrysanthemum с целью интрогрессии в 
культурные сорта ценных адаптивных признаков.

Первые работы в России по использованию межвидовой 
гибридизации в селекции хризантемы садовой начаты 
автором в начале текущего столетия. Предбридинговые 
исследования представителей восточноазиатских много-
летних видов Chrysanthemum показали, что очень немно-
гие маньчжурские C. naktongense Nakai, 1909, Bot. Mag. 
(Tokyo), 23: 186; C. coreanum (H. Lév. et Vaniot) Nakai, 
1940, J. Jap. Bot. 16, 2: 74; и корейские высокогорные 
C. za wadzkii var. tenuisectum Kitag., 1942, Rep. Inst. Sci. 
Res. Manchoukuo, 6: 129; C. leiophyllum Nakai, 1921, Bot. 
Mag. (Tokyo), 35: 147; C. zawadzkii subsp. acutilobum (DC.) 
Kitag., 1939, Rep. Inst. Sci. Res. Manchoukuo, 3, 2: 444 (Lin. 
Fl. Manshur.) выступают надежными комплексными источ-
никами и донорами адаптивных признаков (устойчивость 
к P. horiana, зимостойкость, ранний срок цветения).

Многообразие аллелей диких видов Chrysanthemum 
при введении их в гибридизацию предполагает повы-
шение гетерозиготности и, следовательно, создание не 
только специфической, но и комплексной адаптивности. 
Введение генов ценных признаков одного или нескольких 
дикорастущих представителей Chrysanthemum в геномный 
состав культурного сорта позволит совершенствовать ге-
нетическую основу последнего. Автором синтезированы 
первые межвидовые гибриды F1 на основе культивиру-
емых сортов (Вродлива, Линда, Хамелеон, Стелуца) и 
восточноазиатских многолетних видов (C. naktongense, 
C. coreanum, С.  zawadzkii var. tenuisectum, C. leiophyl­
lum, C. zawadzkii subsp. acutilobum), которые совмещают 
в своем генотипе гены вида-донора, обеспечивающие 
устойчивость к болезням, выносливость к зимним экс-
тремальным факторам, раннее цветение, легкую укоре-
няемость, и качества высокодекоративного сорта-реци-
пиента (Недолужко, 2010). Полученные сортовидовые 
гибриды F1 показали возможность объединения геномов 
сортовых форм и природных видов Chrysanthemum, вве-
дения генетического материала на межгеномном уровне 
и явились новыми источниками адаптивных признаков. 
Дальнейшими скрещиваниями межвидовых гибридов F1 
с различным геномным составом и последующей близ-
кородственной гибридизацией межгибридных форм F2 
мы рассчитываем объединить в новых организмах раз-
нообразие доминантных генов устойчивости к P. horiana, 
отбраковать сеянцы с гомозиготным состоянием рецес-
сивных аллелей восприимчивости к P. horiana, накопить 
рецессивные аллели генов, отвечающих за зимостойкость 
и другие адаптивные показатели (феноритмотип роста и 
развития, интенсивность возобновления), и тем самым 
получить эффективные источники и доноры для создания 
адаптивных сортов.

Цель работы – создать новый селекционный материал 
хризантемы садовой на основе межвидовой гибридизации 
с природными видами Chrysanthemum. В связи с этим по-
ставлены следующие задачи: изучить возможность объе-
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динения ценных признаков при скрещивании межвидовых 
гибридов F1 между собой; провести близкородственные 
скрещивания полученных межгибридных форм F2 для 
выявления ценных признаков; оценить и отобрать новые 
селекционные формы по комплексу адаптивных и деко-
ративных показателей.

Материалы и методы
Исследования проводили в 2000–2017 гг. на территории 
Ботанического сада-института ДВО РАН, расположенного 
в прибрежной зоне юга Приморского края. Климат муссон-
ный. Основные лимитирующие факторы: неустойчивость 
снежного покрова либо полное его отсутствие; сочетание 
низких зимних температур и интенсивной ин соляции при 
наличии сильных северных и северо-западных ветров, 
иссушающих почву и зимующие органы многолетних 
растений; теплое влажно-тропическое лето (в летний пе-
риод выпадает до 85–90 % годового количества осадков), 
способствующее бурному развитию грибных патогенов 
(Бакланов, 2010).

Объектом изучения были первичные межвидовые гиб-
риды F1, полученные автором путем  искусственной гиб-
ридизации незимостойких сортов хризантемы садо вой, 
различающихся восприимчивостью к P. horiana Henn., 
и комплексно адаптивных диких видов Chrysan the mum: 
Вродлива × C. naktongense Nakai; Вродлива × C. coreanum 
(H. Lév. et Vaniot) Nakai; Вродлива × C. za wadzkii var. tenui­
sectum Kitag.; Вродлива × C. zawadzkii subsp. acutilobum 
(DC.) Kitag.; Линда × C. naktongense Nakai; C. naktongense 
Nakai × Линда; Хамелеон × C. za wadzkii var. tenuisectum 
Kitag.; Хамелеон × C. leiophyllum Nakai.

Происходящие от разных видов и сортов гибриды F1 
скрещивали между собой для получения межгибрид-
ного потомства F2. Отбирали комплексно адаптивные 
мультикомпонентные формы F2, которые привлекали 
в близкородственные скрещивания (беккроссы, сибсы, 
полусибсы). Гибридизацию (с предварительной изоля-
цией соцветий) осуществляли свежесобранной пыльцой 
однократно в период раскрытия большинства трубчатых 
цветков. Побеги с опыленными соцветиями срезали и 
дозаривали в сосудах с водой в необогреваемой теплице. 
Кастрацию не проводили, учитывая самонесовместимость 
хризантемы (Недолужко и др., 2002). Контроль – изо-
ляция соцветий без опыления. Ревизию и обмолот семян 
проводили через один-два месяца после гибридизации, 
посев семян заканчивали в конце февраля–начале марта в 
условиях теплицы. В открытый грунт сеянцы высаживали 
с апреля по май. Генетическую совместимость определяли 
по результатам завязывания семян, всхожести и жизне-
способности сеянцев. В качестве критериев адаптивно-
сти растений учитывали зимостойкость, устойчивость к 
P. horiana, феноритмотип развития.

Отбор зимостойких генотипов проводили среди гибрид-
ных популяций после первой зимовки по особенностям 
весеннего восстановления после повреждающих зимне-
весенних факторов по 5-балльной 6-ступенчатой шкале, 
где балл 0 – полное вымерзание растений, балл 5 – под-
мерзание отсутствует. Мониторинг зимостойкости ото-
бранных сеянцев выполняли еще в течение ряда лет на 
высоких грядах без искусственного укрытия.

Отбор на устойчивость к P. horiana и другим грибным 
фитопатогенам (Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Botrytis 
cinerea Pers., Septoria chrysanthemi­indici Bubák & Kabát) 
проводили на естественном инфекционном фоне в пе-
риод эпифитотий P. horiana (2005, 2006, 2015, 2017 гг.) с 
дополнительным заражением спорами P. horiana путем 
стряхивания их с пораженных листьев сильновоспри-
имчивых сортов. Поражение растений белой ржавчиной 
оценивали по 4-балльной 5-ступенчатой шкале, где балл 0 
соответствует отсутствию проявления признака, балл 4 – 
максимальному его выражению. Согласно полученному 
баллу, образцам присваивали литеры, обозначающие сте-
пень поражения патогеном (Коновалов, 2002).

В период массового цветения среди комплексно адап-
тивных потомков отбирали высокодекоративные сеянцы 
(Методика…, 1968, 2007). Элементами в оценке и отборе 
на декоративность служили начало, продолжительность 
и обилие цветения, размер и окраска соцветий, признаки 
вегетативной сферы (неполегаемость, компактность, сте-
пень облиственности). К перспективным сеянцам относи-
ли комплексно адаптивные с зимостойкостью 4–5 баллов, 
без малейших симптомов поражения грибными патогена-
ми, цветущие в оптимальные сроки (сентябрь – октябрь).  
В период 2000–2017 гг. выполнено 38 комбинаций скре-
щиваний, опылено 239 соцветий, получено 5 318 гибрид-
ных семян, выращен 1 751 сеянец, выделено 72 перспек-
тивных отбора.

Результаты и обсуждение

Совместимость гибридов F1 при гибридизации. 
Получение F2
Нашими экспериментами выявлена возможность скре-
щиваний первичных сортовидовых гибридов F1, но их 
эффективность была неодинаковой. Наиболее резуль-
тативными по завязываемости семян и выживаемости 
сеянцев оказались комбинации сложных скрещиваний 
№ 40-12, 43-12, 45-12, 46-12 (см. таблицу), имеющие в сво-
ем составе сорта Линда, Хамелеон и виды C. naktongense, 
C. zawadzkii var. tenuisectum, C. leiophyllum. Практически 
отсутствовали характерные для отдаленной гибридизации 
затруднения, гибридные семена в большинстве случаев 
завязывались нормально, проростки вполне жизнеспособ-
ны, сеянцы хорошо развиваются. В отдельных межгиб-
ридных семьях совмещение чужеродных геномов в новом 
организме вызвало низкую завязываемость семян, слабую 
их выполненность, плохую всхожесть и разного рода на-
рушения роста и развития сеянцев (хлорофилльная недо-
статочность, бифуркации, фасциации побегов).

Преобладающее число потомков F2 развивалось по 
сценарию диких родителей (Недолужко, 2008б). По срав-
нению с потомством F1, отличавшимся фенотипическим 
единообразием в пределах семьи (Недолужко, 2010), все 
изученные межгибридные комбинации F2 увеличили 
размах изменчивости сеянцев по морфологическим при-
знакам (общий габитус, степень облиственности, размер 
и окраска соцветий, срок цветения, энергия порослеоб-
разования), а также обнаружили непрерывный ряд из-
менчивости по адаптивным показателям. У большинства 
сеянцев F2 наблюдалось сочетание признаков культурных 
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Межвидовая гибридизация в селекции адаптивных 
гибридов и сортов хризантемы садовой
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Межвидовая гибридизация в селекции адаптивных 
гибридов и сортов хризантемы садовой

сортов (прочность цветоносов, крупные соцветия, яркая 
окраска, длительность и обилие цветения) и диких видов 
Chrysanthemum (сильная облиственность генеративных 
побегов, интенсивное образование побегов возобновле-
ния, выносливость к природным стрессам). Отобраны 
гармонично развитые мультикомпонентные формы F2, 
указывающие на совместимость разных сортовых и ви-
довых геномов в новом организме.

Зимостойкость гибридного потомства F2
Культивируемые в России сорта хризантемы садовой, 
ведущие свое начало от субтропических видов Chrysan­
themum, не имеют ясно выраженного периода глубокого 
покоя (побеги возобновления продолжают рост осенью 
при низких положительных температурах +1…+6 °С) и, не 
обладая запасом зимостойкости, погибают в течение зимы. 
Виды Chrysanthemum умеренного климата, завершая рост 
побегов в сентябре – октябре, в ходе осеннего закалива-
ния формируют определенный уровень зимостойкости и 
вступают в состояние органического покоя, сохраняя его 
на протяжении всего зимнего периода. Полученные на 
генетической основе диких видов гибриды F1 отличаются 
повышенной устойчивостью к климатическим факторам, 
превосходят своих теплолюбивых сортовых родителей по 
зимостойкости (Недолужко, 2010). 

Использование повторного рекомбинационного про-
цесса – скрещивание гибридов F1 между собой – позволи-
ло увеличить в поколении F2 число выносливых сеянцев 
и усилить вы раженность признака зимостойкости. Среди 
межгибрид ного потомства F2 выявлены формы, обладаю-
щие более длительным периодом глубокого зимнего покоя 
и замедленным темпом весеннего отрастания. Последова-
тельно накапливая гены разных видов Chrysanthemum, нам 
удалось повысить биологический запас зимостойкости в 
межгибридных формах, обеспечить их адаптивность в 
экстремальных условиях. Наибольшее число зимостойких 
генотипов (до 54.5 %) отобрано в мультикомпонентных 
семьях на основе видов C. naktongense, C. zawadzkii var. te­
nuisectum, C. leiophyllum. Наблюдения за ними в течение 
последующих трех-четырех лет подтвердили высокую вы-
носливость в суровом климате. Таким образом, введение 
в гибридизацию разных видов Chrysanthemum привело к 
накоплению полигенов зимостойкости хотя бы в единич-
ных сеянцах F2 либо способствовало другим сочетаниям 
в новых комбинациях, что позволило усилить имеющиеся 
положительные тенденции (положительные трансгрес-
сии) или выявить нежелательные признаки и свойства.

Созданные на сложной генетической основе межгиб-
ридные формы F2 служат новыми источниками зимостой-
кости для дальнейшей селекции на еще более высокий 
уровень устойчивости к низким температурам, а родитель-
ские межвидовые гибриды F1 могут быть использованы 
в качестве доноров этого признака.

Устойчивость гибридного потомства F2 к P. horiana Henn.
Доминирование признака устойчивости к белой ржавчине 
хризантем (Jong, Rademaker, 1986; Недолужко А.И., Недо-
лужко А.В., 2010) и сравнительно простая его генетическая 
детерминация облегчают отбор в первом и последующих 
поколениях гибридов и возможность передачи эффектив-

ных генов диких видов Chrysanthemum в процессе селек-
ционной работы. Анализ межгибридных популяций F2 на 
устойчивость к P. horiana выявил наличие от 2.9 до 17.3 % 
(в зависимости от комбинации скрещивания) восприим-
чивых к белой ржавчине растений, что может свидетель-
ствовать о достижении гомозиготности по рецессивным 
генам, определяющим восприимчивость к патогену, и 
гетерозиготности признака устойчивости у родительских 
форм F1, и/или перекомбинации факторов устойчивости.

Феноритмотип роста и развития
Тип роста и скорость развития – важные факторы, влия-
ющие на адаптивность растений, однако генетический 
контроль типа и скорости развития у хризантемы пока 
не изучен. Яровой тип развития (моноцикличность по-
бегов), присущий субтропическим видам Chrysanthemum 
и созданным на их основе сортам хризантемы садовой 
(Недолужко, 2008б), возможно, связан с отсутствием ге-
нов зимостойкости, и наоборот, озимый тип развития (ди-  
цикличность побегов) видов умеренного климата опреде-
ляется их наличием. В гибридном поколении F2 наблю-
дается изменчивость потомства по типу развития и сроку 
цветения. Преобладающее число (72.3–87.8 %) сеянцев 
развиваются по сценарию диких родителей (озимый 
тип): в первый год образуют приземную розетку листьев 
и уходят в зиму в фазе вегетативного клона. В генератив-
ное состояние вступают на второй год роста (Недолужко, 
2008б). Процессы подготовки растений к зиме начинаются 
задолго до окончания периода вегетации и зависят от 
температуры и длины дня, а фотопериодическая реакция 
тесно связана с их зимостойкостью. Зимостойкие виды 
Chrysanthemum умеренного климата раньше реагируют 
замедлением роста на сокращение длины дня осенью, в 
отличие от незимостойких субтропических представи-
телей, продолжающих вегетировать до самых морозов, и 
передают свои качества гибридному потомству.

По сроку вступления в генеративное состояние и фено-
дате «начало цветения» потомки F2 представляют непре-
рывный ряд изменчивости от рано- до поздноцветущих 
(с различной длительностью периода от начала вегетации 
до начала цветения). Отмечены сеянцы с неполным цик-
лом развития (не успевшие достигнуть фазы цветения в 
связи с наступлением морозов, т. е. развивались как по-
луяровые – полуозимые). По особенностям расщепления 
можно предполагать высокую полигенность признака «на-
чало цветения», что обеспечивает широкие возможности 
для отбора и сохранения нужного свойства в гибридах.

Были отобраны образцы, цветущие в оптимальные сроки 
на данной широте (43°13′27.48″ с. ш., 131°59′36.32″ в. д.). 
Сравнение результатов наследования типа развития и 
фенологического ритма гибридов F1 (Недолужко, 2010) и 
межгибридных форм F2 (наст. исследование) предполагает 
некоторые тенденции эволюционного формирования при-
знака как количественного, происходящего путем посте-
пенного и длительного накопления отдельных изменений.

Скрещивание межвидовых гибридов F1 показывает, 
что они хорошо передают свои ценные качества отдель-
ным потомкам F2. Это позволяет считать их комплексными 
донорами таких признаков, как зимостойкость, устойчи-
вость к P. horiana, ранний срок цветения, интенсивное 



Interspecific hybridization in the breeding of adaptive 
hybrids and sorts of garden chrysanthemum 

A.I. Nedoluzhko

482 Plant gene pool and breedingVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 4

вегетативное возобновление. Выделенные в F1 и F2 поко-
лениях источники и доноры ценных признаков послужили 
основными компонентами в схемах близкородственных 
скрещиваний.

Беккроссы, сибсы, полусибсы
Близкородственные скрещивания сложных межвидовых 
гибридов F2 выявили в потомстве F3 иммунные к P. horiana 
и выносливые к экстремальным факторам среды формы, 
что может свидетельствовать об успешной интрогрессии 
эффективных генов диких видов Chrysanthemum в полу-
ченный селекционной материал (см. таблицу). Отобраны 
комплексно адаптивные и декоративные сеянцы. Выявле-
ны рекомбинантные формы с признаками сдержанного 
роста, продолжительным цветением.

Декоративность
Декоративность – важный интегральный показатель но-
вых гибридов, который во многом зависит от их адаптации 
к комплексу неблагоприятных биотических и абиотиче-
ских факторов, срока цветения, общей архитектоники 
рас тений, назначения использования. Среди комплексно 
адаптивных сеянцев F2 и F3 в качестве перспективных 
отобраны 72 высокодекоративные формы (см. рисунок), 
которые вегетативно размножены и находятся на разной 
стадии изучения (первичное, конкурсное  сортоизучение). 
Мониторинг в течение трех-пяти лет выделенных в эли ту 
и размноженных вегетативно отборов подтвердил ста-
бильность проявления адаптивных показателей и позво-
лил присвоить им статус сорта. Новые сорта Денница, 
Восточная Славянка, Звездная Россыпь, Лазурный Берег, 
Морская Пена, Северная Пацифика, Созвездие проходят 
государственное сортоиспытание.

По частоте возникновения в гибридных потомствах 
положительных трансгрессий – генотипов с комплексом 

полезных признаков, совмещающих в одном  организме 
устойчивость, зимостойкость, оптимальный срок цвете-
ния, определена селекционная ценность используемых 
родительских форм. Такими формами можно считать меж- 
видовые F1 гибриды: Вродлива × C. coreanum (H. Lév. 
et Vaniot) Nakai; Вродлива × C. zawadzkii subsp. acutilo­
bum (DC.) Kitag.; Линда × C. naktongense Nakai; C. nakton­
gense Nakai × Линда; Хамелеон × C. zawadzkii var. tenuisec­
tum Kitag.; Хамелеон × C. leiophyllum Nakai.

Таким образом, межвидовая гибридизация хризантемы 
садовой позволила расширить спектр изменчивости, обо-
гатить селекционный генофонд новыми полезными при-
знаками и свойствами (совместить и повысить требуемый 
уровень зимостойкости с устойчивостью к P. horiana). Соз-
данные более совершенные формы хризантемы са до вой 
на новой генетической основе, проверенные в усло виях 
всевозможных природных катаклизмов российского Даль-
него Востока, уже сейчас являются ценнейшим исходным 
материалом для получения зимостойких, иммунных, вы-
сокодекоративных сортов и для других регионов России.

Заключение
Определена успешность скрещивания первичных межви-
довых гибридов F1 с разной генетической основой. Со-
вмещение аллелей разных видов и сортов Chrysanthemum 
способствовало созданию мультикомпонентных гибрид-
ных форм F2 с комплексом важных признаков и свойств, 
появлению положительных трансгрессий, дающих воз-
можность перейти на более высокий уровень адаптивных 
признаков и рассчитывать на новые трансгрессии. Путем 
близкородственных скрещиваний межгибридных форм 
F2 удалось существенно повысить частоту выщепления 
трансгрессивных генотипов.

Предложенная стратегия заключается в накоплении 
адаптивных полигенов в сложных межвидовых комплек-

а

d

b

e

c

f

Chrysanthemum species and hybrids: a, C. leiophyllum; b, C. naktongens; c, C. coreanum; d, F2; e, F1; f, F3S1.
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Межвидовая гибридизация в селекции адаптивных 
гибридов и сортов хризантемы садовой

сах с последующим выявлением их при близкородствен-
ных скрещиваниях.

Проведенные исследования позволили выйти на каче-
ственно новый уровень создания отечественных гибридов 
и сортов хризантемы садовой, совмещающих иммунитет 
к P. horiana Henn., устойчивость к экстремальным зимним 
факторам, оптимальные сроки цветения, интенсивность 
вегетативного возобновления и высокую декоративность. 
Это способствует расширению адаптивного сортимента 
для активно формирующегося отечественного цветочного 
рынка.
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Мониторинг генетического 
разнообразия местных 
популяций рода Aegilops L.  
флоры Казахстана
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Дикие сородичи – это таксоны диких растений, отно-
сящиеся к культурам, которые потенциально могут ис-
пользоваться в качестве доноров генов многих полез-
ных признаков, улучшая урожайность и/или качество, 
помогая избежать применения пестицидов и повышая 
адаптивность растений к экологическим стрессам в 
условиях глобального изменения климата. В этой связи 
актуальны исследования, направленные на сохранение 
и изучение генетического разнообразия местных эко-
типов рода Aegilops L. Проведен скрининг казахстан-
ских местных популяций рода Aegilops L. (Ae. cylindrica, 
Ae. tauschii, Ae. triuncialis, Ae. crassa) для формирования 
коллекции ex situ, отражающей меж- и внутрипопуляци-
онное разнообразие. Мониторинг проведен на основе 
нескольких индикаторов для установления селекцион-  
ной полезности (фенология, продуктивность, устойчи-
вость к стрессам абиотического и биотического харак-
тера). Идентифицированы источники устойчивости к 
болезням, раннеспелости. Впервые выполнен молеку-
лярно-генетический анализ 50 представителей рода 
Aegilops L. казахстанской фло ры. Микросателлитный 
анализ выявил наиболее информативные EST-SSR мар-
керы (пять и шесть аллельных вариантов), была рас-
считана частота аллелей и средняя гетерозиготность. 
Создан банк геномной ДНК для хранения ex situ (–70 °С).

Ключевые слова: Aegilops L.; местные популяции; фено-
типирование; молекулярно-генетический анализ.

Cereal Crop Wild Relatives (CWR) are a very  important gene pool 
for cereal/wheat improvement. New genes for resistance to 
diseases and pests are urgently needed to avoid using pesticides 
and to raise adaptivity to the environmental stresses caused by 
global climate change. In this regard, the study is aimed at ex situ 
conservation of Aegilops L. genus local ecotypes’ genetic diversity, 
which is very relevant and promising for breeding. In order to 
establish breeding utility and form an ex situ collection reflecting 
the intra- and inter-specific diversity, the phenotypic screening of 
Kazakhstan’s local populations of Aegilops L. genus (Ae. cylindrica, 
Ae. tauschii, Ae. triuncialis and Ae. crassa) was conducted on the 
basis of multiple indicators. For the first time molecular-genetic 
analysis of 50 representatives of Aegilops L. genus from Kazakh-
stan’s flora was performed. The microsatellite analysis with the use 
of 11 EST-SSR markers revealed eight of them to be most effective. 
For each marker, allele frequency and average heterozygosity was 
calculated. For the most informative markers the presence of 5 
and 6 respective allelic variations was found. A bank of genomic 
DNA was created and kept in ex situ storage (–70 °С, long-term) in 
the IMBB of the MES of RK.

Key words: Aegilops L.; local population; phenotyping; molecular 
genetic analysis.
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Crop Wild Relatives (CWR) are wild plant taxa related to 
crops that have a potential use as gene donors as they 
possess many beneficial traits conferring pest and/or 

disease resistance, improve yield or quality. These traits can 
be bred into cereal crops to meet changing environmental or 
market demands. CWR have greater intrinsic genetic diversity 
due to their wide adaptation to a variety of habitats (Maxted, 
Kell, 2009; Maxted et al., 2012, 2013). Wild species are unique 
genetic resources especially for corresponding cultivated 
species, but in general sense, even distantly related species 
can serve as good gene donors of target characteristics. Many 
populations and localized sub-specific taxa of CWR are se-
verely endangered by human activities such as overgrazing, 
especially in arid regions and by industrial and construction 
activities. It must be a responsibility of each country to take 
measures for their sustainable conservation (Holubec, 2005, 
2010a, b). CWR represent a very important gene pool for 
cereal improvement. New genes for resistance to diseases and 
pests are urgently needed to avoid using pesticides and to 
raise adaptivity to environmental stresses in connection with 
global climate change. Aegilops L. genus is closely related to 
the cultivated wheat (donor of B and D genomes) and has an 
important potential for improving wheat resistance to various 
biotic and abiotic stresses. Many regions in Kazakhstan, rich 
in CWR, are severely endangered by human activities. Local 
ecotypes of Aegilops L. genus are often used in Kazakhstan 
as a grazing culture that may lead to in their complete de-
struction (Sitpaeva et al., 2004; Yessimbekova et al., 2004, 
2017; Urazaliev et al., 2007; Alimgazinova, Yessimbekova, 
2013). Long-term expeditions helped to collect more than 

200 local ecotypes of Aegilops L. genus species. The lack of 
knowledge about the phenotypic and genetic diversity of the 
collected germplasm was a serious obstacle for its rational 
use in bread wheat pro grams and preservation ex situ. More 
comprehensive knowledge is required to identify the potential 
sources of their useful traits.

The present study investigates the diversity of four local 
species – Ae. cylindrica, Ae. tauschii, Ae. triuncialis and 
Ae. crassa. The results reveal the variation of agronomic traits, 
resistance to abiotic and biotic stresses, and genetic diversity 
of the collected germplasm. This data will be useful in future 
cultivation and breeding of domesticated wheat, especially 
where the goal is to increase adaptability of wheat in diverse 
environmental conditions. The goals of the study included: 
(1) phenotypic screening of agronomic traits diversity; (2) as-
sessment for resistance to rust (yellow, brown, stem) on the 
artificial background; and (3) creation of genomic DNA bank 
for long term ex situ storage.

Materials and methods
Four provinces in North Kazakhstan, two provinces in West 
Kazakhstan, two provinces in South Kazakhstan, and South-
Eastern Kazakhstan were surveyed for collecting the ac-
cessions. During the expeditions, a collection of more than 
200 accessions of Aegilops L. was formed.The present study 
involves 50 accessions (local ecotypes) of four species Ae. cy-
lindrica, Ae. tauschii, Ae. triuncialis and Ae. crassa from South 
and South-Eastern Kazakhstan. The geographical distribution 
of these four Aegilops L. species is shown in Fig. 1 (GPS data, 
MAPSOURCE program, USA).
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Fig. 1. Maps of four local Aegilops L. species distribution: a – Ae. cylindrica; b – Ae. tauschii; с – Ae. crassa; d – Ae. triuncialis.
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table 1. Sequences of EST-STS markers

Marker Sequence (5’ → 3’) Annealing 
temperature, °C

PK1 F – GCCTTCGCCACCAACTTC
R – CACGACGTACAAGTACACATGC

53

PK3 F – TTGCTGAGGTGGTGTTTCCT
R – TAAGGGCTCCTCAAGCTCCT

51

PK5 F – GAGGCGGCCTACAAGAAGAT
R – GAGGCGGCCTACAAGAAGAT

51

PK8 F – GCTAGCAACCAGAGACTCAC
R – GTCGTCCTCGTCGTTGTTG

50

PK9 F – GTCCAGCTCTCGGTACTTGG
R – TGCATCCAAACAAGCCATGC

49

PK29 F – TACTAGAGGAGATGCAGACG
R – TGGCAATAGCCTGAACCACT

52

PK18 F– AGACGGCGCGCATGGCGA
R – AAGTCTACGCGGGTGAGGT

49

PK31 F – GATGGCTCCCGTAAAGATCA
R – TTTCCATTTTCGGAAAGCAC

50

PK32 F – GCGAGGCTCAACCAAGAG
R – GCAAGGCTGGCTGAATCTAC

52

PK34 F – CGCAAATCGCAACCTTATTT
R – CCTTGGAGATCCACAGATCC

50

PK57 F – AATTGGAAAAGGTGGTGACG
R – GTAACTACCCCTGGGGAAAA

50

Two species: Ae. cylindrica, Ae. tauschii were collected 
from 3 provinces of Kazakhstan – Almaty, Zhambyl, South-
Kazakhstan, Ae. triuncialis, Ae. crassa were mainly col-
lected from South-Kazakhstan province at various altitudes: 
Ae. cylindrica – 198–2 200 m above sea level, Ae. tauschii 
and Ae. triuncialis – 223–934 m, Ae. crassa – 214–710 m. All 
plant accessions were maintained by the Department of Field 
Crop Genefund, Kazakh Scientific Research Institute of Agri-
culture and Plant Growing. The specimens representing each 
accession were grown in the experimental field (the foothill 
zone of the Zailiysky Alatau – 48° N, 77° E, 740 m above sea 
level) with the number of days with temperatures below 0 °C 
ranged from 125 to 130 and the average perennial precipita-
tion of 360–400 mm. The soil cover of the experimental plot 
was light chestnut soils.

For phenotyping the protocols and technical guidelines 
of management in the field were used (Prescott et al., 2002; 
Engels, Visser, 2003; Reed et al., 2004). Such parameters as 
height of plants, spike length, number of spikelets, number 
of kernels and spike density were determined on randomly 
selected spikes from healthy mature plant specimens of each 
accession. The height of plants was measured from the ground 
to the top of the terminal spikelets on the spike (excluding 
awns), the spike length – from the base of the lowermost spike-
let to the top of a spike excluding awns. The spike density was 
calculated from the number of spikelets divided by the spike 
length. Data on heading time were recorded according to the 
international methodology (from 01.01.), when approximately 

50 % of the plants in a plot showed spikes. Winter hardness 
was calculated as the percentage of plants having survived in 
the spring after the last date of a possible winter kill report. 
Evaluation of the collections for leaf rust resistance was car-
ried out using the modified Cobb scale (Peterson et al., 1948), 
where R marked resistance, MR – moderate resistance, MS – 
moderate susceptibility, S – susceptibility.

The genomic DNA from five- or seven-day seedlings was 
isolated according to the protocol of Thermo Scientific (EU) 
DNA isolation kit. The purity of the preparations was checked 
by electrophoretic separation in 1 % agarose gel and by 
spectrophotometry. A genomic DNA bank was put for ex situ 
storage (–70 °С, long-term). For molecular genetic analysis 
microsatellite markers (SSR) that had previously provided 
good results in the phylogeny of the genera Triticum and 
Aegilops were used (Bandopadhyay et al., 2004). PCR with 
STS primers was performed in a mixture containing 1 unit of 
HotTaq polymerase (Sileks), 4 pmol of forward and reverse 
primers, 200 μM each of dNTP and 100 ng of DNA. The PCR 
conditions were as follows: 95 °C – 5 min, 94 °C – 1 min, 
49–53 °C (depending on the primer sequence, see Table 1) – 
1 min, 72 °C – 1 min, repeated for 35 cycles, the last elonga-
tion – 5 min at 72 °C. Primers of the given sequence were 
synthesized in the ASM 800 machine (Biosset, Russia) using 
the phosphoimide method according to the Manufacturer’s 
Instruction (Manual of oligonucleotides synthesizer ASN800. 
Novosibirsk, Russia, “Biosset”, 2002). Sequences of the prim-
ers used in the study are presented in Table 1.

The amplification reaction products were fractioned in 10 % 
polyacrylamide gel (PAGE). Electrophoresis was performed at 
the voltage of 10 V/cm in 1×TBE buffer (50 mM Tris-Н3ВО3, 
2 mM EDTA, pH 8.0). 

Results
Winter hardiness is the main adaptive feature of winter crops 
highly correlating with productivity (Grabovets, Fomenko, 
2015; Gorash et al., 2017). Depending on the species and 
the site of collection, germination in autumn sowing ranged 
from 32 % (Ae. tauschii) to 73 % (Ae. triuncialis), the winter 
hardiness varied from 10 to 100 %, see Fig. 2. High winter 
hardiness (up to 100 %) marked 45.5 % of Ae. triuncialis ac-
cessions and 38.5 % of Ae. tauschii accessions. 14 accessions 
with high level (80–100 %) of winter hardiness were selected: 
2 accessions of Ae. cylindrica (T. Ryskulov, Sairam districts); 
5 accessions of Ae. tauschii (T. Ryskulov, Saryagash, Arys, 
Otrar districts, Taldykorgan); 5 accessions of Ae. triuncialis 
(T. Ryskulov, Sairam, Bayzak, Talas, Jualinsky districts); 
2 accessions of Ae. crassa (Ordabasinsky, Shardara districts).

Boxplots for six agronomical traits of Ae. cylindrica, 
Ae. tauschii, Ae. triuncialis and Ae. crassa are shown in 
Fig. 3 and 4. In each boxplot, the lower and upper boundaries 
of the box indicate 25 and 75 percentiles, the line within the 
box indicates the median, the lower and upper whiskers – the 
minimum and maximum within 1.5 times range of the box, 
the circles – the data points outside 1.5 times range of the box.

Vegetation period is one of the plants’ basic biological 
properties that determine their suitability for environmental 
conditions. The vegetation period, in particular, the speed of 
development up to heading is associated with many properties 
that determine the reaction of plants to frost and drought, rust, 
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Мониторинг генетического разнообразия  
местных популяций рода Aegilops L. флоры Казахстана
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insect damage, productivity and grain quality (Kamran et al., 
2014; Likhenko et al., 2014; Chen et al., 2016).

Depending on the species and the site of collection, sig-
nificant intra- and inter-specific differences were observed in 
heading time. The range of variability between the variants is 
marked as 7 days (133–140) for Ae. crassa; 13 days (133–146) 
for Ae. cylindrica; 21 days (137–158) for Ae. triuncialis; 
22 days (133–155) for Ae. tauschii (see Fig. 3). There were se-
lected early headed (133–135 days) 8 accessions from Ae. cy-  
lindrica, Ae. crassa from Zhambyl, South Kazakhstan and 
Ae. tauschii from the Almaty province. Early headed ac-
cessions of Ae. tauschii from the Sarkand and Taldykorgan 
districts of the Almaty province were clearly se parated from 
Ae. tauschii (155 days) accessions from the Baizak, Merken 
and T. Ryskulov districts of the Zhambyl province.

The plant height of local populations in most cases was pre-
sented by dwarf accessions: Ae. tauschii (35–46 cm), Ae. cy-
lindrica (43–50 cm), Ae. crassa (25–41 cm) and Ae. triuncialis 
(41–52 cm) (see Fig. 3).

The length of the spike varied from short to very long 
(5–14 cm) (see Fig. 4). According to the length of the spike, all 
accessions were divided into 2 groups. A short spike (5–7 cm) 
was registered in Ae. triuncialis and Ae. tauschii; long (10–
12 cm) and very long (≥14 cm) length of the spike in three 
species: Ae. cylindrica (Almaty, Zhambyl, South Kazakhstan 
provinces), Ae. tauschii (Almaty province) and Ae. crassa 
(Zhambyl, South Kazakhstan provinces). Ae. cylindrica was 
characterized by high intra-specific variation of spikelet 
number (5–13 pcs.) and spike density (0.5–1.1) (see Fig. 4).
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Fig. 2. The range of winter hardiness variability of Kazakhstan Aegilops L. species.

Fig. 3. Boxplots for 2 agronomical traits (heading time and plant height) in Ae. cylindrica, Ae. tauschii, Ae. triuncialis and Ae. crassa.

The average number of spikelets per spike were: Ae. cy-
lindrica – 8.8 pcs., Ae. tauschii and Ae. crassa – 8.2 pcs., 
Ae. triuncialis – 3.3 pcs. A relatively high number of spike-
lets per spike (13.0 pcs.) with a spike length of 12.0 cm was 
a characteristic for Ae. cylindrica species, collected in the 
Almaty province (spike density was 1.1). The average num-
ber of kernel per spike was generally low with intra-specific 
variations, depending on the site of collection: from 4 pcs. 
(Ae. triuncialis, Zhambyl province) to 14 pcs. (Ae. tauschii, 
Almaty province) (see Fig. 4). Phenotypic monitoring using 
an optical sensor “Greenseeker” showed that the accessions 
had a low NDVI biomass index – from 0.23 to 0.34, which is 
explained by their low productivity.

Rust fungi of wild cereals, as well as their host plants, are 
distinguished by a great variety of species. Wild relatives, in 
particular Aegilops L. genus can serve as sources and donors 
of wheat resistance. The introgression of rust resistance genes 
from wild species-relatives into commercial varieties is one of 
the genetic methods for increase of the bread wheat resistance 
(Triticum aestivum L.) (Koishibayev, 2002). Though a large 
number of resistance genes are available for breeding, the 
search for novel sources of resistance is of particular impor-
tance because of the changing virulence in the population of 
the pathogen as stressed by R.A. McIntosh and Z.A. Pretorius 
(2011). Susceptibility (MS – 40 %) to leaf rust was noted for 
the accessions of Ae. cylindrica from 2 districts (T. Ryskulov, 
Merken) of the Zhambyl province and Ae. crassa from the 
Ordabasy district of South Kazakhstan. Resistance to leaf rust 
on an artificial background was recorded for the accessions 
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of Ae. triuncialis, Ae. tauschii, Ae. cylindrica (Sa ryagash 
and Sayram districts) and Ae. crassa (Shardara and Sayram 
districts) from South Kazakhstan (R – 0–5 %).

Development and improvement of the methods of molecular 
genetic analysis opens up new opportunities for study of the 
population structure and the principles of spatial distribution of 
wild plant species. Polymorphism analysis of different sections 
of genomic DNA enables one to identify intraspecific genetic 
diversity, to reconstruct phylogenetic relationships between 
species and spatial relationships between populations, and also 
assess the well-being of the population and its ability to with-
stand adverse external influences, including anthropogenic 
ones. Molecular genetic studies make it possible to assess the 
level of DNA polymorphism in populations, intra-population 
genetic diversity, to establish the degree of genetic similarity 
between species, populations and individuals directly at the 
genetic level, in some cases to assess the heterozygosity of the 
population, and to study genetic variability in individual loci 
and gene alleles. Analysis of 50 accessions of local and foreign 
ecotypes of Aegilops spp. was carried out to assess the use of 
EST-SSRs microsatellite repeats, characterized by localization 
only in the coding part of the genome of the studied organisms. 
As shown by R. Bandopadhyay et al. (2004), these microsat-
ellite markers are highly conserved for Triticeae and can be 
used in study of the genetic diversity of both intraspecific and 
intergeneric relationships between certain species of the same 
tribe. From the 64 EST-SSR markers, eleven were selected for 
our study: PK1, PK3, PK5, PK8, PK9, PK18, PK29, PK31, 
PK32, PK34, and PK57. The analysis of the informativeness 
and, thus, the justification of use of a specific marker in the 
future, was determined by statistical processing of the results 
for all the studied accessions as a whole. Of the eleven mark-

ers, eight were effective and provided the amplicons of the 
right size. The results of DNA amplification with markers 
PK3, PK8 and PK57 were difficult to interpret. For the rest, 
allelic polymorphic variants, frequency of occurrence for each 
of them separately, heterozygosity for each marker separately, 
and the average heterozygosity for the studied group were 
established. The most informative of all the studied markers 
were PK1 and PK5. So, for the PK1 marker the presence of 
five allelic variants was shown, and six were identified for 
PK5. Four alleles were detected for the PK18, PK31 and PK32 
markers. For the remaining PK9 and PK29, PK34 markers, 
the presence of three and two alleles was demonstrated. High   
heterozygosity was detected for PK1 and PK18. It was found 
that 56 % of the accessions were heterozygous for the PK1 
marker and 68 % – for PK18. This index for the other mark-
ers did not exceed 34 %. The PK29 and PK34 markers in the 
examined group showed only the presence of homogeneous 
accessions. In the studied group of plants, the average number 
of alleles was 2.73 per locus and the average heterozygosity 
reached 20 %. The frequency of occurrence, calculated for 
each allele, is presented in Table 2. The presence of three 
allelic variations in the PK9 marker was established in most 
accessions of Ae. triuncialis and Ae. crassa species. These spe-  
cies are char ac terized by hexaploid DMS genome for Ae. tri-
uncialis species and DCDM for Ae. crassa (http://herbarium. 
usu.edu/triticeae/genomesaegilops.htm, circulation date 
10.09.2016). Perhaps, the gene from which PK9 was develop-
ed is present in all three genomes of these species. Thus, it 
was established that the studied group of wild representa-
tives of Aegilops genus was characterized by the presence of 
more variants of alleles in many of the studied markers, in 
comparison with the results obtained for Ae. cylindrica and 
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Мониторинг генетического разнообразия  
местных популяций рода Aegilops L. флоры Казахстана

Ae. tauschii species. The revealed difference is most likely 
caused by high heterogeneity in the species, genomic and 
geographic features of the accessions.

Discussion
Agronomic traits. Wild plants have a capacity to adapt to en-
vironmental conditions. Phenotypic analyses revealed a sig-
nificant variation within and between the populations. Since 
the heading time is an important adaptive trait in wild species, 
it remains possible that there is some relationship between 
geographical distribution and suitability for environmental 
conditions (Kato et al., 1998; Kooyers, 2015). In the pre sent 
study, differences in the heading time were observed and it was 
assumed that these variations had been shaped in response to 
differences in the habitat environments of each species. Head-
ing time coincide with the general strategy of adaptation to dry 

conditions observed frequently in annual plants. Therefore, 
candidates for the drought tolerance traits can be selected from 
early heading (133–135 days) of the Ae. cy lindrica, Ae. taus-
chii and Ae. crassa accessions that grow in areas with lower 
rainfall (South Kazakhstan province). These species could be 
useful as genetic resource for creating varieties that tolerate 
to the drought. In contrast, the Ae. tauschii accessions from 
Baizak, Merken, T. Ryskulov districts of the Zhambyl province 
had a longer heading time (155–158 days). The Ae. cylindrica 
and Ae. tauschii accessions from the same geographical region 
(Zhambyl province) were differed on heading time. The differ-
ence in a sympatric area could promote divergence of the spe-
cies (i. e. act as a lead speciation event (Ohta et al., 2017)). This 
suggests that difference on heading time for Ae. cylindrica 
and Ae. tauschii reflects genetic differences between the two 
species rather than a phenotypic response to the environment. 
The heading time in these species will also improve the un-
derstanding of similar processes in wheat. The understanding 
of genetic control of such adaptation will be useful for future 
attempts to breed high stress-tolerant varieties of agricultur-
ally-important crops, such as wheat (Bandou et al., 2009).

In the present study, clear differences were detected in ag-
ronomic traits (see Fig. 2–4). Accessions were distinguished 
successively by their spike length, number of spikelets per 
spike, number of kernel per spike, and spike density. The 
positive correlations indicating the possibility of using these 
species in wheat breeding was identified. The heading time 
was positively correlated in Ae. triuncialis with: (1) the 
number of spikelets per spike and the number of kernel per 
spike (r = 0.89); in Ae. crassa with: (1) number of kernel per 
spike (r = 0.84); (2) the length of the spike (r = 0.56). Plant 
height of Ae. tauschii highly correlated with: (1) the number 
of spikelets per spike (r = 0.84); (2) the number of kernel per 
spike (r = 0.73), and (3) the length of the spike (r = 0.51). 
The length of the spike had a high positive correlation with: 
(1) the number of spikelets per spike (r = 0.82) – Ae. cy-
lindrica; (r = 0.65) – Ae. crassa; (r = 0.76) – Ae. tauschii; 
(2) the number of kernel per spike (r = 0.84) – Ae. cylindrica; 
(r = 0.93) – Ae. tauschii; (r = 0.69) – Ae. crassa.

Thus, by the conducted investigations, it was formation of 
ex situ collection of the Aegilops L. genus local populations 
reflecting the intra- and inter-population diversity. The sources 
of early ripeness, winter hardiness and resistance to diseases 
were identified. 

Molecular-genetic analysis. The microsatellite analysis 
was carried out using 11 EST-SSR markers (PK1, PK3, PK5, 
PK8, PK9, PK18, PK29, PK31, PK32, PK34, and PK57). 
Of all these markers, eight markers were effective. For each 
marker, allele frequency and heterozygosity were calculated. 
The mean number of alleles was determined to be 2.73, and 
the average heterozygosity was 20 % for the studied group. 
The most informative of all the studied markers were PK1 
and PK5. So, for PK1 marker, the presence of 5 allelic vari-
ants was demonstrated, and six were identified for PK5. The 
remaining markers showed the presence of 4 to 2 alleles. 
For hexaploid accessions of Ae. crassa species with PK9 
marker three simultaneous allelic variants were established. 
The differences may enhance species divergence and could 
represent a lead speciation event. The results of this study 
will facilitate identification of populations or accessions of 

table 2. Allele frequencies of polymorphic loci  
for all studied accessions

Marker Allele Frequency of occurrence

PK1
Но = 0.56

1 0.3

2 0.36

3 0.04

4 0.25

5 0.05

PK5
Но = 0.18

1 0.1

2 0.46

3 0.07

4 0.27

5 0.06

6 0.04

PK9
Но = 0.32

1 0.1233

2 0.5533

3 0.3234

PK18
Но = 0.68

1 0.16

2 0.47

3 0.19

4 0.18

PK29
Но = 0

1 0.489

2 0.511

PK31
Но = 0.16

1 0.14

2 0.17

3 0.61

4 0.08

PK32
Но = 0.34

1 0.28

2 0.5

3 0.15

4 0.07

PK34
Но = 0

1 0.58

2 0.32

Нave = 0.2; Нave exp = 0.428

Note:  Hо – heterozygosity of the locus, Have – average heterozygosity, Нave exp – 
average expected heterozygosity.
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wild wheat with favorable traits and/or novel adaptive genes. 
A bank of genomic DNA was created and put for ex situ storage 
(–70 °С, long-term) at the Institute of Molecular Biology and 
Biochemistry of the MES of the RK. Further studies on these 
traits in the complex will provide new insight into species 
differentiation and diversification.
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