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Неравная экспрессия родительских аллелей играет основополагающую роль в формировании пла-
центы как многофункционального органа, необходимого для развития и выживания плода. В
первую очередь это выражается в феномене импринтинга, когда в клетках плаценты экспрессиру-
ется только материнский или отцовский аллель. Плацента использует более широкий спектр меха-
низмов импринтинга, чем эмбрион, – модификации гистонов, подавляющие или, наоборот, акти-
вирующие экспрессию рядом расположенных генов; регуляторные последовательности и гены, полу-
ченные от ретровирусов или ретротранспозонов; микроРНК, функционирующие как антисмысловые
РНК и принимающие участие в транскрипционной и посттранскрипционной регуляции экспрес-
сии генов. Кроме того, в плаценте обнаруживается неполное подавление активности одного из ро-
дительских аллелей, приводящее к смещенной импринтированной экспрессии некоторых генов. В
настоящем обзоре показана роль неравной экспрессии родительских аллелей в развитии плацен-
тарных структур эмбриона, обсуждены механизмы эпигенетического контроля родительских алле-
лей, преимущественно экспрессирующихся в плаценте.

Ключевые слова: геномный импринтинг, плацента, метилирование ДНК, модификации гистонов,
импринтированные микроРНК, ретротранспозоны, смещение экспрессии импринтированных генов.
DOI: 10.31857/S001667582302011X, EDN: KYGICR

В геноме млекопитающих большинство генов
имеют биаллельную экспрессию, характеризую-
щуюся активностью обоих родительских гомоло-
гов. Примерно 10–15% аутосомных генов имеют
случайную моноаллельную экспрессию, когда в
каждой клетке или ткани равновероятно экспрес-
сируется либо отцовский, либо материнский ал-
лель [1]. Импринтированная моноаллельная экс-
прессия также приводит к активности только од-
ного аллеля, но в данном случае активен всегда
только один родительский аллель. Кроме того, для
некоторых генов фиксируется смещенная имприн-
тированная моноаллельная экспрессия, связан-
ная с неполным подавлением транскрипции с
одного из родительских аллелей [2]. Последние
два механизма преимущественной экспрессии ге-
нов с одного из родительских аллелей могут быть
инструментом в “битве полов” на поле раннего эм-
брионального развития, связанной с реализа-
цией различных эволюционных стратегий ма-
теринских и отцовских генов.

Геномный импринтинг играет ключевую роль
в обеспечении нормального эмбрионального раз-
вития посредством влияния на уровень экспрес-

сии генов, контролирующих рост эмбриона, про-
лиферацию и дифференцировку клеток, другие
процессы внутриутробного развития плода, пла-
центы, ЦНС и метаболизма у плацентарных жи-
вотных [3]. Отличительной чертой импринтиро-
ванных генов является экспрессия только с одно-
го из родительских гомологов, обеспечивающая
функциональную гаплоидизацию локусов. Извест-
но около 200 импринтированных генов у мыши и
165 – у человека [3]. Около половины импринти-
рованных генов кодируют факторы, вовлеченные
в эмбриональное и неонатальное развитие, 20% –
связаны с нейрологическими процессами, осталь-
ные остаются с невыясненной очевидной биоло-
гической функцией [4]. Таким образом, геномный
импринтинг закрепился в двух основных направле-
ниях – в регуляции эмбрионального и неонаталь-
ного роста и в развитии головного мозга у млеко-
питающих.

Плацента является многофункциональным ор-
ганом, необходимым для развития и выживания
плода. Будучи связующим звеном между матерью
и плодом, плацента играет важную роль в уста-
новлении и прогрессировании здоровой беремен-
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ности, регулируя как рост плода, так и адаптацию
матери к беременности. Метилирование ДНК дол-
гое время считалось основным эпигенетическим
механизмом геномного импринтинга у млекопита-
ющих, обеспечивающим моноаллельную экспрес-
сию родительских гомологов. Однако последние
исследования раннего эмбрионального развития
плацентарных млекопитающих, в том числе и чело-
века, выявили альтернативные механизмы контро-
ля экспрессии генов, в первую очередь характер-
ные для плаценты и получившие название не-
канонического геномного импринтинга [5]. Было
показано, что внезародышевые структуры исполь-
зуют более широкий спектр механизмов некано-
нического импринтинга, чем эмбрион: модифи-
кации гистонов, такие как H3K9me2, H3K9me3,
H3K27me3, H2AK119ub, H3K9 и H4K20, подавля-
ющие или, наоборот, активирующие экспрессию
рядом расположенных генов; регуляторные после-
довательности и гены, полученные от ретровирусов
или ретротранспозонов; микроРНК, функциони-
рующие как антисмысловые РНК и принимающие
участие в транскрипционной и посттранскрипци-
онной регуляции экспрессии генов. Такой меха-
низм неканонического импринтинга играет клю-
чевую роль в развитии внезародышевых тканей, а
также в регуляции инактивации импринтирован-
ной Х-хромосомы мыши, подчеркивая важность
унаследованных от родителей эпигенетических
модификаций гистонов. Таким образом, канони-
ческий и неканонический импринтинги являют-
ся двумя различными эпигенетическими меха-
низмами, регулирующими экспрессию генов.

В настоящем обзоре показана роль канониче-
ского и неканонического геномного импринтин-
га в развитии плацентарных структур эмбриона, об-
суждены механизмы эпигенетического контроля
неравной экспрессии родительских аллелей, пре-
имущественно экспрессирующихся в плаценте.

РОЛЬ ПЛАЦЕНТЫ В РАЗВИТИИ ЭМБРИОНА
В плаценте человека существуют три основных

типа клеток трофобласта: цитотрофобласт, вне-
ворсинчатый цитотрофобласт и синцитиотрофоб-
ласт. Клетки цитотрофобласта представляют собой
недифференцированную и пролиферирующую по-
пуляцию, они агрегируют в столбцы клеток на кон-
чиках ворсинок, где дифференцируются в клетки
вневорсинчатого цитотрофобласта – интерстици-
альные (концентрируются в децидуализирован-
ном эндометрии) и эндоваскулярные (проника-
ют в спиральные артерии и реконструируют их)
[6]. Цитотрофобласт непосредственно контакти-
рует с материнской кровью и опосредует газооб-
мен и питательные вещества. Синцитиотрофобласт
состоит из многоядерных клеток, которые произ-
водит большое количество плацентарных гормонов
для поддержания беременности. Все линии тро-

фобласта происходят из клеток трофэктодермы
бластоцисты, и их скоординированная пролифера-
ция и дифференцировка необходимы для успеш-
ной беременности. Нарушение развития и функ-
ций трофобласта приводит к различным ослож-
нениям беременности, включая остановку или
задержку внутриутробного развития, преэкламп-
сию и т.д. [7]. Хотя плацента в основном состоит
из зародышевых клеток, материнские иммунные
и эндометриальные клетки также способствуют ее
развитию и дифференцировке. Сигналы от плацен-
ты модулируют рост и развитие плода, а также
физиологию матери. Способность эмбриона вли-
ять на организм матери у плацентарных млекопи-
тающих создала возможность для появления ге-
номного импринтинга, когда родительские алле-
ли в геноме плода конкурируют за управление
распределением материнских ресурсов.

Высокие материнские инвестиции в беремен-
ность и перинатальный период являются харак-
терной чертой размножения плацентарных мле-
копитающих, приводя к увеличению выживае-
мости потомства. Эволюционная плата матери
больше по сравнению с отцом, так как если пото-
мок окажется нежизнеспособным, то мать потра-
тит ресурсы и даже рискует погибнуть. Матротро-
фия через плаценту позволяет матери прерывать
эмбрионы низкого качества преимущественно на
ранних сроках беременности с целью снижения
рисков и ресурсов в нежизнеспособное потом-
ство. Отцу в большей степени выгодно развитие
плаценты как способа обеспечения влияния сво-
их генов на развитие эмбриона. В этой логике эм-
брион должен получить как можно больше ре-
сурсов, даже ценою больших потерь матери.
Так, увеличение плаценты и массы плода может
обеспечить преимущественное размножение по-
томков по линии отца, но при этом истощит ре-
сурсы матери. Поэтому именно в плаценте преоб-
ладают гены с отцовской экспрессией, а некоторые
способны контролировать экспрессию других ге-
нов, создавая импринтированную генную сеть,
которая влияет на развитие плаценты и плода.
Например, у мыши ген Zac1(Plagl1) с экспрессией
только с отцовского аллеля является фактором тран-
скрипции с доменом цинковых пальцев, который
индуцирует апоптоз и остановку клеточного цикла.
Zac1 способен связываться с H19/Igf2 и изменять
его экспрессию, а также изменять экспрессию
Cdkn1c и Dlk1 [8]. Гены H19 и Cdkn1c являются от-
рицательными регуляторами пролиферации кле-
ток, Igf2 и Dlk1 отвечают за рост, развитие плода и
дифференцировку клеток. Таким образом, Zac1
координирует регуляцию сразу нескольких ге-
нов, контролирующих важные функции эм-
бриогенеза [9].

Если отцу выгодно развитие плаценты, то долж-
ны быть механизмы, которые обеспечивают се-
лективную работу в ней отцовских генов. Одним
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из таких механизмов является геномный имприн-
тинг с экспрессией только одного из аллелей. Дей-
ствительно, более 50% известных импринтиро-
ванных генов у человека преимущественно экс-
прессируются с отцовских аллелей. Целью такого
импринтинга может быть подавление экспрессии
материнских генов, препятствующих развитию не-
жизнеспособного эмбриона и экспрессии отцов-
ских генов, способствующих имплантации и обес-
печению эмбриона материнскими ресурсами.

Отражением специфической программы раз-
вития плаценты является ее более гипометилиро-
ванный геном по сравнению с эмбрионом. Это до-
стигается низкой импринтированной экспрессией,
поддерживающей метилтрансферазы DNMT1 с от-
цовского аллеля, позволяющей экспрессироваться
генам с других, например вирусных или ретро-
транспозонных промоторов, которые обычно по-
давлены метилированием. Таким образом, гипоме-
тилирование плаценты, а значит и весь эпигене-
тический ландшафт для контроля за программой
развития, контролируется отцовским геномом [10].
Кроме того, первые этапы дифференцировки кле-
ток трофэктодермы находятся под влиянием тран-
скрипционного фактора GATA3 с импринтирован-
ной экспрессией только с отцовского аллеля [11].
GATA3 начинает экспрессироваться уже на третьем
делении зиготы и клетки с высокой экспрессией
этого фактора формируют трофэктодерму.

Таким образом, материнский и отцовский ге-
номы конкурируют за право регуляции роста и раз-
вития плода. Отцовские импринтируемые экспрес-
сируемые аллели, как правило, стимулируют рост
эмбриона, максимизируя конкурентоспособность
индивидуального потомка, имеющего конкретный
отцовский геном. Материнские импринтирован-
ные гены, наоборот, подавляют рост плода, чтобы
распределить материнские ресурсы между боль-
шим числом потомков, которые могут иметь раз-
ные отцовские геномы.

ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНОВ, 
ИМПРИНТИРОВАННЫХ В ПЛАЦЕНТЕ
У мыши обнаружены гены и генные класте-

ры, импринтированная экспрессия которых при-
сутствует только в плацентарных тканях (табл. 1,
рис. 1). В основном это белок-кодирующие гены
и участки генома, транскрибирующие длинную
некодирующую РНК с неканоническим имприн-
тингом, в основе которого лежит H3K27me3 [10].
В первую очередь это гены, которые отвечают за
функционирование плаценты. В частности, про-
дукт гена GAB1 в плаценте участвует в передаче
сигналов факторов роста и цитокинов, к которым
чувствителен синцитиотрофобласт. Нарушение ра-
боты этого гена приводит к дефектному образова-
нию синцитиотрофобласта и ухудшает перенос
питательных веществ между матерью и плодом и,

следовательно, связано с ограничением роста плода
[12]. Ген Sfmbt2 необходим для поддержания плю-
рипотентности стволовых клеток трофобласта [13].
Делеция экспрессирующегося аллеля этого гена
приводит к эмбриональной летальности из-за абер-
рантного развития внезародышевых тканей. Также
это гены, функция которых связана с регуляцией
активности других генов. Так, гены Sall1 и Sfmbt2
являются репрессорами, которые ингибируют экс-
прессию одного или нескольких генов путем связы-
вания с оператором или сайленсером, а Kif14 – ко-
репрессором, который не связывается непосред-
ственно с ДНК, а косвенно регулирует экспрессию
генов, связываясь с репрессором [14]. Белок JADE1
участвует в ацетилировании H4 и активации
транскрипции.

Как правило, импринтированные гены распола-
гаются на хромосомах в виде кластеров. Например,
на хромосомах 7 и 17 мыши расположены два кла-
стера импринтированных генов: Kcnq1ot1/Kcnq1,
экспрессирующийся с прямой “+” цепи ДНК, и
Airn/Igf2r (рис. 1), экспрессирующийся исключи-
тельно в плаценте [10].

Механизм инактивации генов внутри кластера
часто построен на экспрессии длинных некоди-
рующих РНК. Каждый из импринтированных кла-
стеров содержит герминативный центр имприн-
тинга (ЦИ) на материнском гомологе, который не-
посредственно подавляет экспрессию длинных
некодирующих РНК (lncRNA) (Kcnq1ot1 и Airn),
экспрессирующихся только с отцовского алле-
ля. В свою очередь, экспрессия отцовских РНК
Kcnq1ot1 и Airn действует на то, чтобы выключить
перекрывающиеся антисмысловые (Kcnq1 и Igf2r
соответственно) и дистальные белок-кодирующие
гены в цис-положении, подавляя экспрессию на
протяжении 7.7 Мб, выключая отцовский аллель
(рис. 1) [15]. Подавление экспрессии на одном из
аллелей в этих кластерах происходит за счет связы-
вания lncRNA с белками группы поликомб (PRC1 и
PRC2), что приводит к метилированию H3K27me3
на отцовском гомологев цис-положении и свора-
чиванию дистальных областей в непосредствен-
ной близости от транскрибируемой lncRNA на
отцовском аллеле [16]. Все это приводит к пла-
центарно-специфической импринтированной
экспрессии только с материнского гомолога 14 ге-
нов Kcnq1ot1/Kcnq1 и 12 генов Airn/Igf2r класте-
ров. Используя мышиные модели нокаута гена
Phlda2, входящего в кластер Kcnq1ot1/Kcnq1, пока-
зано, что он необходим для правильного форми-
рования спонгиотрофобласта, который способ-
ствует прорастанию материнских сосудов в пла-
центу, продуцируя ряд специфических молекул, в
том числе антиангиогенных факторов. Спонгио-
трофобласт образует гликогеновые клетки, количе-
ство которых увеличивается до эмбриональной ста-
дии Е16.5 мыши. Они внедряются в материнскую
децидуальную ткань и являются дополнительным
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Таблица 1. Неканонически импринтированные гены в плаценте мыши

Ген
Локализация

Функция гена
мышь человек

Zbdf2/Liz 1C2 2q33.3 Белок, содержащий домены цинкового пальца DBF4-типа, альтерна-
тивный сплайсинг приводит к множественным вариантам транскрипта

Gm13261 2A1 – Неизвестна

Sfmbt2 2А1 10p14 Транскрипционный корепрессор, ген группы поликомб необходим для 
поддержания трофобласта и развития плаценты

Zfp64 2H3 20q13.2 Белок участвует в регуляции продукции цитокинов и регуляции тран-
скрипции РНК-полимеразы II

Jade1
(Phf17)

3B 4q28.2 Белок участвует в ацетилировании гистонов и регуляции сигнального 
пути, регулирующего эмбриогенез, дифференцировку клеток и разви-
тие злокачественных опухолей

Tfpi2 6A1 7q21.3 Член семейства ингибиторов сериновых протеаз, ген-супрессор опу-
холи при нескольких типах рака, альтернативный сплайсинг приводит 
к множественным вариантам транскрипта

Ppp1r9a 6A1 7q21.3 Регуляторная субъединица фосфатазы белка I и контролирует реорга-
низацию актинового цитоскелета, имеет альтернативно сплайсирован-
ные варианты транскрипта, кодирующие различные изоформы

Pon3 6A1 – Параоксоназа, предотвращает окисление липопротеинов, уменьшает 
образование липидных пероксидов

Kif14 6A3.3 7q32.2 Белок функционирует как транскрипционный корепрессор и индуци-
руется трансформирующим фактором роста (TGF-beta) для подавле-
ния экспрессии гена рецептора II TGF-beta

Gab1 8C2 4q31.21 Белок необходим для развития плаценты, у Gab1 −/− эмбрионов в пла-
центе нарушено развитие синцитиотрофобласта, что ухудшает перенос 
питательных веществ между матерью и плодом и связано с ограниче-
нием роста плода

Sall1 8C3 16q12.1 Репрессор транскрипции цинкового пальца, часть комплекса гистонде-
ацетилазы NuRD

Platr20 11В1.3 – Длинная некодирующая РНК

Smoc1 12D1 14q24.2 Секретируемый белок, играет роль в развитии глаз и конечностей, аль-
тернативный сплайсинг приводит к множественным вариантам тран-
скрипта

Slc38a4 15F1 12q13.11 Трансмембранный переносчик аминокислот

Pnldc1 17А1 6q25.3 Белок участвует в ядерно-транскрибируемом укорочении хвоста мРНК 
поли(А). Вовлечен в сперматогенную недостаточность

Xist XD Xq13.2 Длинная некодирующая РНК, связана с инактивацией одной из Х-хро-
мосом у самок, обеспечивая эквивалентность дозы между самцами и 
самками. Этот ген экспрессируется из центра инактивации неактивной 
X-хромосомы, транскрипт представляет собой сплайсированную РНК
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источником питания плода. Подавление экспрес-
сии Phlda2 приводит к задержке роста плода [10].

Таким образом, в плаценте экспрессируются
гены с неканоническим геномным импринтин-
гом, в основе экспрессии которых лежит не толь-
ко метилирование ДНК, но и модификации ги-
стонов, такие как H3K27me3, функции которых
связаны с регуляцией транскрипции, эпигенети-
ческой регуляцией клеточной дифференцировки,
ростом и развитием плаценты.

РОЛЬ ИМПРИНТИРОВАННЫХ микроРНК
Помимо белок-кодирующих генов, в плаценте

часто импринтированы гены регуляторных РНК,
в том числе микроРНК (миРНК). МикроРНК –
малые некодирующие молекулы РНК длиной 19–
21 нуклеотидов. Большинство из них функциони-
руют как антисмысловые РНК, часто расположен-
ные в 3'-нетранслируемых областях (3'-UTR) мРНК
[17]. МикроРНК млекопитающих играют регуля-
торную роль во многих аспектах развития и функ-
ций плаценты, от инвазии клеток трофобластадо
иммунитета через ангиогенез [18].

У млекопитающих экспрессия многих генов, ко-
дирующих миРНК, регулируется геномным им-
принтингом. Подавляющее большинство имприн-
тированных генов микроРНК локализованы в трех
импринтированных доменах: DLK1-DIO3 (14q32,
кластер C14MC), содержащий 52 гена, экспрес-
сирующихся только с материнского гомолога; кла-
стер C19MC (19q13.4) – 46 генов с отцовской экс-
прессией; специфичный для грызунов C2MC, рас-

положенный в интроне 10 гена Sfmbt2, с отцовской
экспрессией. МикроРНК кластеров C14MC и
C19MC специфичны для плацентарных млекопи-
тающих, в том числе и человека. Эти импринти-
рованные гены миРНК образуют большие доме-
ны, состоящие из многих родственных копий ге-
нов, которые коэкспрессируются исключительно
в плаценте [19].

Специфичные для плацентарных млекопита-
ющих с материнской экспрессией гены миРНК
кластера C14MC, расположенные в импринтиро-
ванном домене DLK1-DIO3, играют важную роль
в пренатальном росте, плацентации, скелетном и
мышечном развитии, постнатальном метаболиз-
ме и функциях мозга [2]. Этот регион (14q32 у че-
ловека, дистальная область хромосомы 12 у мы-
ши) протяженностью ~1 млн пн включает экс-
прессирующиеся с отцовского гомолога белок-
кодирующие гены (DLK1, RTL1, MEG8 и DIO3) и
экспрессирующиеся с материнского гомолога не-
кодирующие транскрипты РНК, включая MEG3,
антисмысловой транскрипт RTL1, малые ядрышко-
вые РНК, принадлежащие к семействам SNORD, а
также многочисленные миРНК. У человека миРНК
кластера C14MC сгруппированы в двух регионах:
miR-127/miR-136 и miR-379-miR-410, располо-
женных вокруг кластера SNORD [20].

Кластер miR-127/miR-136 мыши регулирует
капилляры плода в зоне лабиринта. Отцовский экс-
прессирующийся ген Rtl1 (Peg11 или SIRH2) пред-
ставляет собой ретротранспозон типа Ty3/Gypsy
и имеет консервативную открытую рамку считы-
вания, лишенную длинных концевых повторов.

Рис. 1. Внезародышевые специфичные импринтированные гены в геноме мыши. Подчеркнуты гены, которые нека-
нонически импринтированы; звездочкой отмечен ген, который импринтируется каноническим импринтингом в тка-
нях эмбриона и неканоническим – во внезародышевой мезодерме.
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Эволюционно этот ген ретротранспозировался в
область Dlk1-Dio3 до разделения плацентарных и
сумчатых, но закрепился только у плацентарных
[21]. Rtl1 связан с матерински экспрессируемым ан-
тисмысловым транскриптом (anti-Rtl1), который
также служит первичным транскриптом для кла-
стера miR-127/miR-136. У мыши анти-Rtl1 гене-
рирует шесть миРНК: miR-431, miR-433, miR-127,
miR-434, miR-432, miR-136. Благодаря своей ор-
ганизации эти миРНК полностью комплементар-
ны последовательностям мРНК Rtl1 и таким
образом способны расщеплять мРНК Rtl1 через
РНК-интерференцию. Отцовская делеция Rtl1
приводит к поздней фетальной и неонатальной
летальности, сопровождавшейся пре- и постна-
тальной задержкой роста эмбриона и плаценты за
счет расщепления базальной мембраны трофобла-
ста и закупорки капилляров плода. Делеция этого
гена на материнском гомологе также сопровож-
дается неонатальной летальностью за счет пла-
центомегалии [22].

Хромосомный домен C19MC был впервые опи-
сан Bentwich (2005) [23]. Этот специфичный для
приматов кластер состоит из 46 генов миРНК и
занимает область длиной ~100 тпн перед кластером
miR-371/miR-373. Многие, если не все, миРНК
C19MC, по-видимому, реплицируются из интро-
нов транскрипта C19MC-HG, состоящего из мно-
жества повторяющихся некодирующих экзонов.
C19MC сильно обогащен элементами Alu, кото-
рые, весьма вероятно, способствовали эволюции
и росту C19MC [19].

Гены C19MC преимущественно экспрессиру-
ются в плаценте, а также в недифференцирован-
ных эмбриональных стволовых и половых клетках.
Примечательно, что миРНК C19MC являются од-
ними из наиболее распространенных миРНК, экс-
прессирующихся в клетках трофобласта человека
[24]. Кластер C19MC активен только на отцовском
гомологе и перекрывает дифференциально мети-
лированную область, которая приобретает мети-
лирование ДНК в ооците [25]. Таким образом, этот
дифференциально метилированный регион (ДМР)
может функционировать как центр импринтинга,
который контролирует моноаллельную экспрессию
не только в C19MC, но и, возможно, во фланкиру-
ющем импринтированном гене с экспрессией ма-
теринского аллеля ZNF331 [25] и в отцовски экс-
прессируемом кластере miR-371/miR-373 [26].

МикроРНК кластеров C14MC и C19MC во вре-
мя развития плаценты человека регулируются про-
странственно-временным образом. C19MC высоко
экспрессируется на ранних сроках беременно-
сти, потенциально точно настраивая дозозави-
симым образом уровень экспрессии генов, ко-
торые участвуют в глубокой внутриутробной инва-
зии трофобластов и ремоделировании спиральных
артерий матки на границе раздела мать–плод,

обеспечивая уникальный тесный контакт между
материнскими и фетальными кровотоками [20].
Однако уровни экспрессии могут варьировать от
одной микроРНК к другой. Экспрессия C19MC
также была зарегистрирована в мезенхимальных
стромальных клетках плаценты, что указывает на
то, что регуляторные функции C19MC могут не
ограничиваться трофобластом [26]. В отличие от
C19MC экспрессия C14MC снижается в плаценте
с первого по третий триместр беременности [27].
Кроме того, аберрантная экспрессия миРНК в це-
лом и миРНК C19MC в частности часто обнаружи-
вается при различных осложнениях беременно-
сти, включая преэклампсию, ограничение внут-
риутробного роста или преждевременные роды
[28]. Исследование первичных культур трофобла-
ста подтверждает участие одного или нескольких
миРНК кластера C19MC в физиологии трофоб-
ласта. Так, экспрессия miR-515 значительно сни-
жается при дифференцировке цитотрофобласта в
синцитиотрофобласт и, наоборот, сверхэкспрессия
miR-515-5p подавляет дифференцировку синци-
тиотрофобласта. миРНК кластера C19MC так-
же модулируют миграцию и инвазию вневор-
синчатоготрофобласта, в частности через влияние
miR-519d-3p, miR-520g, miR-517a/b и miR-520c-3p
[19]. Также кластер C19MC участвует в метабо-
лизме плаценты через адаптацию к гипоксии. Ги-
поксический стресс связан со снижением уров-
ней miR-520c-3p, в то время как уровни экспрессии
других миРНК C19MC остаются неизменными.
Также miR-517-3p, miR-516-5p и miR-512-3 участ-
вуют в устойчивости к вирусной инфекции, вклю-
чая цитомегаловирус человека, вирус везикулярно-
го стоматита, вирус простого герпеса-1, вирус ко-
ровьей оспы, полиомиелита и др. Было показано,
что эти миРНК упаковываются в экзосомы, до-
ставляются в кровоток и инкорпорируются клет-
ками-реципиентами материнского или феталь-
ного происхождения, где они вызывают противо-
вирусный ответ через аутофагию [29, 30].

Характерный для грызунов домен C2MC вклю-
чает ген с отцовской импринтированной экспрес-
сией Sfmbt2. В 10-м интроне этого локуса содержит-
ся большой кластер генов микроРНК, образован-
ный тандемной дупликацией базовой единицы,
состоящей из повторяющихся ретротранспозонов
B1. Sfmbt2 является регулятором трофобласта. Го-
мозиготные мутантные мыши с делецией всего
гена имели слабо развитую зону соединения пла-
центы, ограничение роста плода и высокие пока-
затели гибели плода [31].

Таким образом, целые кластеры миРНК в
плаценте экспрессируются только с одного из
родительских аллелей. Учитывая роль различ-
ных миРНК как регуляторов транскрипции генов,
это еще раз указывает на роль импринтинга как ме-
ханизма приобретения родительскими аллелями
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контроля за генными сетями и разворачиванием
программы индивидуального развития в плаценте.

РОЛЬ ГЕНОМНОГО ИМПРИНТИНГА 
В РАННЕМ ЭМБРИОГЕНЕЗЕ

Эпигенетическое репрограммирование ДНК
имеет решающее значение для установления и
поддержания импринтинга как во время разви-
тия зародышевых клеток, так и в преимплантаци-
онный период. Метилирование ДНК заключает-
ся в присоединении метильной группы к цитози-
ну в составе CpG-динуклеотида в позиции С5
цитозинового кольца. Метилирование в промо-
торной зоне гена, как правило, приводит к подав-
лению его экспрессии.

Стирание метилирования генома происходит
в первичных половых клетках и восстанавливает-
ся во время гаметогенеза путем дифференциаль-
ного метилирования de novo с участием ДНК
метилтрансферазы 3A (DNMT3A) и каталитиче-
ски неактивного кофактора DNMT3L, который
стимулирует DNMT3A и необходим для создания
метилирования на родительском гомологе. DNMT
связывается с метилированными CpG, которые
транскрипционно активны и обогащены три-
метилированием H3-лизина-36 (H3K36me3), но
лишены метилирования H3-лизина-4 [32]. В
оогенезе метилирование ДНК происходит в про-
моторных участках транскрибируемых генов,
тогда как в сперматогенезе большая часть гено-
ма метилируется вне регуляторных элементов и
CpG-островков [33]. Существует несколько ты-
сяч CpG-островков, которые дифференциально
метилированы между ооцитами и сперматозоида-
ми, однако подавляющее большинство из них те-
ряет дифференциальное метилирование во время
эпигенетического перепрограммирования в раннем
эмбриогенезе [34]. Другая волна репрограммирова-
ния происходит сразу после оплодотворения. В это
время материнский и отцовский геномы подверга-
ются деметилированию, за исключением имприн-
тированных генов. Деметилирование отцовско-
го пронуклеуса происходит путем TET3-опосре-
дованного окисления 5-метилцитозина (5mC) в
5-гидроксиметилцитозин, приводит к неметили-
рованному цитозину, которое завершается до пер-
вой репликации ДНК, в то время как материнские
гомологи деметилируются по пассивному меха-
низму, зависящему от репликации ДНК, до ста-
дии бластоцисты, где присутствует лишь неболь-
шая часть геномного метилирования. В отличие
от остального генома импринтированные гермина-
тивные дифференциально метилированные регио-
ны (ДМР) защищены от такого стирания путем
формирования комплекса ZFP57/TRIM28, с по-
мощью которого обеспечивается доставка ядер-
ного белка DNMT1 в регионы импринтируемых
генов, что гарантирует устойчивость метилирова-

ния при репрограммировании. В эмбриональных
стволовых клетках ZFP57 распознает метилиро-
ванный CpG-содержащий мотив и рекрутирует
комплекс, содержащий TRIM28, что привлека-
ет H3K9 (гистон 3 по лизину 9) метилтрансферазу
SETDB1 – это обеспечивает дополнительный
контроль метилирования ДНК [35].

После того как бластоциста имплантируется в
матку и инициируется гаструляция, происходит
повторное de novo метилирование ДНК с участи-
ем DNMT3A и DNMT3B по всему геному, в резуль-
тате которого геном в эмбриональных тканях
становится гиперметилированным, тогда как
внезародышевые ткани поддерживают частично
метилированное состояние [36]. Несмотря на
эти глобальные различия, импринтированные
герминативные ДМР сохраняют свой аллель-спе-
цифический рисунок метилирования ДНК в обе-
их линиях посредством защиты неметилирован-
ного аллеля. В тоже время некоторые импринти-
рованные гены приобретают различия в ДМР
между эмбриональными и внезародышевыми ли-
ниями (рис. 1) [37].

Нарушение экспрессии генов, участвующих в
поддержании или установлении импринтирован-
ного характера метилирования в ДМР, приводит
к частичному или полному гипометилированию в
одном или нескольких импринтированных генах.

Таким образом, рисунки метилирования ДНК
в процессе волн эпигенетического перепрограм-
мирования импринтированных локусов стираются
в примордиальных половых клетках, вновь уста-
навливаются в течение гаметогенеза, поддержи-
ваются во время второй волны эпигенетическо-
го перепрограммирования сразу после оплодо-
творения и остаются стабильными в течение
всей жизни организма.

ГЕНОМНЫЙ ИМПРИНТИНГ 
И МОДИФИКАЦИИ ГИСТОНОВ 

В ПЛАЦЕНТЕ

Многие гены имеют импринтированный харак-
тер экспрессии во всех тканях, хотя их наиболее
критичные функции в первую очередь осуществ-
ляются в плаценте. Однако некоторые гены им-
принтированы только в тканях плаценты. Одним из
механизмов моноаллельной экспрессии имприн-
тированных генов в плаценте является подавле-
ние экспрессии одного из аллелей посредством ме-
тилирования гистона Н3 по лизину в позиции 27
(H3K27me3). Гистоновый белок H3 входит в со-
став нуклеосомы, которая является основной еди-
ницей хроматина, содержащей ДНК, намотанную
вокруг белков октамера. Эти основные гистоны бо-
гаты остатками лизина и аргинина. Каждый из
этих белков имеет удлиненные хвосты, которые яв-
ляются мишенями модификации нуклеосом путем
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метилирования и других посттрансляционных
модификаций. Частые сайты метилирования ги-
стонов, связанные с инактивацией гена, включают
модификации H3K9me2, H3K9me3, H3K27me3 и
H2AK119ub, которые ассоциированы с репрессией
транскрипции посредством образования гетеро-
хроматиновых областей [5]. Напротив, мономе-
тилирование H3K27, H3K9 и H4K20 может активи-
ровать экспрессию генов [38]. Метилирование ги-
стоновых хвостов служит маркером для
привлечения различных белковых комплексов,
которые необходимы для регуляции активации
или инактивации хроматина, а также для процес-
сов репарации ДНК. Так, H3K9me3 привлекает
ферменты репарации к местам двуцепочечных
разрывов ДНК [5].

Как правило, для метилирования остатка лизина
требуется специфическая гистонметилтрансфераза
(HMT), содержащая эволюционно консерватив-
ный домен SET, а также поликомб репрессивный
комплекс (PRC) – PRC2, который опосредует три-
метилирование гистона 3 по лизину 27 за счет ак-
тивности гистонметилтрансферазы. Эта метка мо-
жет рекрутировать PRC1, который связывается с
хвостом H3 и способствует уплотнению хромати-
на [39]. Белки группы поликомб представляют
собой семейство эпигенетических регуляторов,
которые, модифицируя гистоны, подавляют актив-
ность многих генов. Связываясь с хроматином,
белки группы поликомб вызывают локальные и
глобальные изменения в хромосомной конфор-
мации, регулируя организацию генов-мишеней в
трехмерном пространстве ядра. Влияя на 3D-ар-
хитектуру генома, они видоизменяют структуру
хроматина так, что транскрипционные факторы
не могут связываться с промоторными последо-
вательностями ДНК [40].

У млекопитающих различают две основные
группы, содержащие комплексы белков группы
поликомб, – это ингибиторные комплексы PRC1
и PRC2, экспрессия которых имеет большое зна-
чение в развитии зародыша мыши. Нокаут по
обеим копиям гена PRC2 во время гаметогенеза
сперматозоидов приводит к остановке мейоза и
прогрессирующей потере сперматозоидов, в рас-
тущих яйцеклетках вызывает серьезное ограниче-
ние роста, приводящее к гибели на стадии заро-
дыша, в то время как нокауты по гену PRC1 явля-
ются гомеозисными мутантами и погибают после
рождения [41].

Комплекс PRC1 подавляет экспрессию генов,
переводя хроматин в компактную форму – гете-
рохроматин: c помощью субъединицы CBX он свя-
зывает “метку репрессии” и гистон Н3К27me3 в
составе нуклеосомы, затем субъединица Bmi1 свя-
зывает нуклеосомы через комплекс транскрипци-
онных факторов Runx1/CBFβ. Также субъединица
RING1 этого белка способна осуществлять моно-

убиквитинирование гистона H2A с образованием
H2A K119ub, а субъединица CBX7 – связывать
длинные некодирующие РНК c промоторными
областями, что приводит к подавлению экспрес-
сии соответствующих генов [38].

H3K27me3 также часто взаимодействует с
H3K4me3 в двухвалентных доменах с участием
комплекса PRC2, что вызывает репрессию тран-
скрипции путем метилирования гистонов и неги-
стоновых белков. Комплекс PRC2 представляет
собой динамический комплекс, состоящий из че-
тырех основных субъединиц: каталитической субъ-
единицы EZH1/2, SUZ12, EED и RbAp46/48. EZH2
катализирует триметилирование гистона H3 ли-
зина 27 до H3K27me3 – транскрипционно-репрес-
сивной эпигенетической метки [42]. Для его по-
садки на ген-мишень необходима метка активно-
го хроматина Н3К4me3 (в образовании которой
важную роль играют белки группы Trithorax) и
специальная некодирующая РНК, связывающая
субъединицу SUZ12. Эти домены обычно нахо-
дятся в эмбриональных стволовых клетках и яв-
ляются ключевыми для правильной клеточной
дифференцировки. H3K27me3 и H3K4me3 опре-
деляют будет ли клетка дифференцироваться.

Сперматозоиды и яйцеклетки образуются из
первичных половых клеток в результате различ-
ных процессов. Следовательно, их геномы упако-
ваны по-разному с различными эпигенетически-
ми ландшафтами. Так, в растущих ооцитах мыши
модификация H3K27me3 происходит в основном
в дистальных неканонических областях и лишь в
редких случаях в промоторах генов [43]. Генети-
ческое вмешательство в функцию PRC2 в расту-
щих ооцитах не предотвращает их созревание, но
связано с фенотипом постнатального избыточно-
го роста в потомстве [44]. В полностью созревших
яйцеклетках и яйцеклетках метафазы II уровень
H3K27me3 снижается, но тем не менее он все еще
присутствует в этих регионах. Домены H3K27me3
в ооцитах мыши на поздней стадии плотно упако-
ваны и связаны с белками комплекса поликомб.

H3K27me3 совпадает с моно-убиквитинирова-
нием гистона H2A по лизину 119 (H2AK119ub) с
участием PRC1. Во время роста яйцеклеток мы-
ши устанавливаются атипичные широкие доме-
ны H2AK119ub, которые демонстрируют сильное
перекрытие с H3K27me3. Однако хотя H2AK119ub
и H3K27me3 локализуются в яйцеклетках мыши,
они демонстрируют различную динамику пере-
программирования после оплодотворения, по-
скольку аллель-специфичность H2AK119ub вы-
равнивается на двухклеточной стадии. После обра-
зования диплоидной зиготы H3K27me3 отсутствует
в канонических промоторных регионах, в то вре-
мя как дистальные участки ДНК все еще имеют
модификацию H3K27me3 на материнском гомо-
логе, которая сохраняется до образования мору-
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лы [45]. Кроме того, H3K27me3 перекрывается с
H3K9me3 и совместно участвует в подавлении
экспрессии материнского аллеля, по крайней ме-
ре на уровне зиготы [31]. Все это приводит к им-
принтированной экспрессии генов только с от-
цовского аллеля. Важно отметить, что у этих генов
отсутствуют дифференциально метилированные
области зародышевой линии, что подчеркивает
роль H3K27me3 в качестве независимого от мети-
лирования ДНК медиатора геномного имприн-
тинга [5].

После стадии морулы эмбриональные стволо-
вые клетки распределяются во внутреннюю кле-
точную массу (ВКМ), из которой будут разви-
ваться соматические ткани эмбриона, или в
трофэктодерму, которая состоит из предше-
ственников внезародышевых линий, включая вне-
зародышевую эктодерму. Клетки ВКМ демонстри-
руют снижение экспрессии импринтированных
генов на отцовском гомологе, начиная со стадии
бластоцисты у мыши (стадия Е3.5) и до стадии мо-
рулы (Е4.5) [31]. Постимплантационный переход
ВКМ в плюрипотентные стволовые клетки эпибла-
ста сопровождается глобальным перераспределе-
нием H3K27me3: в эпибласте происходит потеря
H3K27me3 на материнском аллеле, что приводит
к выравниванию экспрессии генов обоих роди-
тельских аллелей, точно так же большинство ге-
нов теряют свой импринтинг во внезародышевых
линиях после имплантации эмбриона мыши, одна-
ко некоторые гены экспрессируются исключи-
тельно с отцовского гомолога во внезародыше-
вой и висцеральной энтодерме (рис. 1). Это гены,
экспрессия которых поддерживается неканониче-
ским импринтингом, осуществляемым посред-
ством H3K27me3.

Важным является вопрос о том, какие (эпи)ге-
нетические признаки отличают гены с неканони-
ческим импринтингом, которые теряют имприн-
тинг во внезародышевых линиях. Оказалось, что
эти гены имеют модификацию H3K4me3. Триме-
тилирование H3K4 регулирует экспрессию ге-
нов посредством ремоделирования хроматина
комплексом NURF. В этих генах соматические
ДМР экспрессируются только с отцовского гомо-
лога во внезародышевой эктодерме, в то время как в
эмбриональных тканях они имеют биаллельную ре-
прессию [46]. Установление соматических ДМР,
связанных с этими генами, зависит как от материн-
ского H3K27me3, так и от отцовского H3K4me3:
ДНК-метилирование материнских аллелей, ме-
ченных H3K27me3, устанавливается метилтранс-
феразами DNMT3a/3b de novo, а отцовские ал-
лели маркируются H3K4me3, которые отталкивают
ДНК-метилтрансферазы, нарушая взаимодей-
ствие между ними и N-концевым хвостом гисто-
на H3, и поэтому остаются защищенными от ме-
тилирования ДНК de novo [47]. Кроме того, эти
гены маркированы эндогенными ретровирусны-

ми вставками с длинными концевыми повторами
(LTR), которые действуют как альтернативные про-
моторы во внезародышевых тканях. Такие аль-
тернативные промоторы обнаружены для генов,
кодирующих белки – Gab1 и Smoc1 [5]. Еще один
неканонически импринтированный ген Slc38a4
имеет моноаллельную экспрессию как в эмбрио-
нальной, так и во внезародышевых линиях на ста-
дии имплантации. Этот ген канонически имприн-
тирован в эмбриональных линиях и экспрессирует-
ся моноаллельно с отцовского гомолога Slc38a4, в
то время как неканонический H3K27me3-зависи-
мый импринтинг лежит в основе моноаллельной
экспрессии во внезародышевых тканях [46]. У че-
ловека также показано, что некоторые гены, не-
зависимо от метилирования ДНК, имеют домены
H3K27me3 в промоторных регионах и подверга-
ются H3K27me3 на материнском аллеле, по край-
ней мере на стадии морулы. Это гены DUSP4
(8p12), EDNRB (13q22.3), ERO1LB (1q43), FAM101A
(22q12.2) и MAGEB2 (Xp21.2), которые экспресси-
руются исключительно с отцовского аллеля [48].
Например, ген FAM101A участвует в развитии
скелета, ERO1LB – в сворачивании белка в эндо-
плазматическом ретикулуме путем окисления фер-
мента P4HB/PDI, катализирующего образование
дисульфида белка.

Таким образом, неканонический импринтинг,
характерный для плаценты млекопитающих, уста-
навливающийся на стадии материнского про-
нуклеуса, поднимает вопрос о возможном влия-
нии отцовских генов на этот процесс с целью орга-
низации преимущественной экспрессии отцовских
аллелей. Неканонический импринтинг использу-
ет более широкий спектр механизмов эпигенети-
ческого контроля, в отличие от классического ге-
номного импринтинга, базирующегося на мети-
лировании цитозиновых остатков в составе CpG-
динуклеотидов. В эти механизмы входят: модифи-
кации гистонов, такие как H3K9me3, H3K27me3,
H2AK119ub и H3K9, подавляющие или, наоборот,
активирующие экспрессию рядом расположен-
ных генов; регуляторные последовательности и
гены, полученные от ретровирусов или ретро-
транспозонов; микроРНК, функционирующие
как антисмысловые РНК, принимающие уча-
стие в транскрипционной и посттранскрипцион-
ной регуляции экспрессии генов.

ГЕНОМНЫЙ ИМПРИНТИНГ В ПЛАЦЕНТЕ, 
РОЛЬ РЕТРОТРАНСПОЗОНОВ

Роль ретровирусов и ретротранспозонов в эво-
люции плацентации и функционировании пла-
центы является предметом активного обсужде-
ния [49–51]. Такой интерес связан с тем, что мно-
гие ключевые процессы в развитии плаценты
зависят от механизмов с участием регуляторных
последовательностей и генов, полученных от ре-
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тровирусов или ретротранспозонов. Так, некото-
рые гены, необходимые для развития плаценты,
получены от ретровирусов, которые составляют
до 5–8% генома человека. В первую очередь это ге-
ны синцитин 1 (ERVW-1) и синцитин 2 (ERVFRD1),
полученные от эндогенных ретровирусов челове-
ка HERV. Они обеспечивают слияние клеток тро-
фобласта с образованием синцитиотрофобласта,
внешнего слоя дифференцированного трофобла-
ста в ворсинах хориона, а также участвуют в пла-
центарной защите от отторжения плода материн-
ской иммунной системой [52]. Еще один ген, по-
лученный от HERV, – ген белка супрессина [53].
Этот белок блокирует работу синцитина 1, но не
синцитина 2, и ингибирует межклеточное слияние
с образованием синцития. Под его действием клет-
ки трофобласта дифференцируются в неворсин-
чатый трофобласт и мигрируют к спиральным ар-
териям матери, замещают собой эндотелий этих ар-
терий и обеспечивают их ремоделирование [54].
Таким образом, два гена, управляющие ключевы-
ми этапами дифференцировки трофобласта, име-
ют ретровирусное происхождение.

В эволюции млекопитающих первыми имприн-
тированными генами стали бывшие вирусные ге-
ны – Ins, Mest, Peg10, Igf2, Igf2r и H19 [55], кото-
рые геном млекопитающих смог подчинить себе.
Импринтированные гены PEG10 и RTL1 (PEGl1),
экспрессирующиеся с отцовского аллеля и необ-
ходимые для развития плаценты, были заимство-
ваны путем горизонтального переноса сумчаты-
ми млекопитающими у LTR-ретротранспозона
Sushi-ichi, относящегося к семейству Ty3/Gypsy.
Peg10 играет существенную роль в дифференци-
ровке клеток трофобласта в спонгиотрофобласт-
ном и лабиринтном слоях [56]. Делеция этого гена
приводит к ранней эмбриональной летальности у
мышей в связи с отсутствием в плаценте спонгио-
трофобластных и лабиринтных слоев [57]. Нокаут
Pegl1 приводит к фетальной летальности у мышей в
связи с тяжелыми дефектами капилляров в лаби-
ринтном слое плаценты.

Многие импринтированные гены, экспресси-
рующиеся в плаценте, имеют ретровирусную встав-
ку в промоторы, которая в трофобласте плаценты
функционирует как энхансер через связывание
факторов транскрипции с промоторами генов
CYP19, Endothelin B receptor, INSL4, Leptin, MID1
(Midline1), Pleiotrophin и др. [58]. Так, видоспеци-
фичные ERV эпигенетически регулируют специ-
фические для мыши и человека импринтирован-
ные гены во внезародышевых тканях мыши [4, 46].
В отличие от ERVK LTR по всему геному, в плацен-
те они имеют относительно высокое содержание
CpG и действуют как импринтированные промо-
торы или как энхансеры и обогащены мотивами
факторов транскрипции ELF5, EOMES и CDX2.
Это в основном единичные элементы LTR, кото-
рые потеряли связанные с ними ретровирусные

гены. Показано, что неканонически импринти-
рованные промоторы ERVK LTR взаимодейству-
ют с H3K27me3 во внезародышевых тканях [31].
Также обнаружены примеры неканонически им-
принтированных промоторов ERVK LTR, управ-
ляющих во внезародышевых тканях транскрипцией
не только некодирующих РНК, но также опосреду-
ющих импринтинг белок-кодирующих генов.
Одним из таких примеров является неканониче-
ски импринтированный ERVK LTR (RLTR15),
расположенный в интроне 1 гена Gab1 с импринти-
рованной отцовской экспрессией на эмбриональ-
ной стадии E7.5 мыши. RLTR15 действует как
альтернативный промотор для гена Gab1 на от-
цовском аллеле в плаценте [46]. В плацентарных
тканях постимплантационого эмбриона неканони-
чески импринтированные промоторы ERVK LTR
становятся ДМР с метилированием материнского
аллеля, тогда как в эмбриональных тканях мети-
лируются оба аллеля, что приводит к подавлению
экспрессии с этих промоторов. Таким образом, в
дополнение к их роли в стимулировании некано-
нической экспрессии импринтированных генов
вставки ретровирусов могут выступать в качестве
альтернативных промоторов для неимпринтиро-
ванных генов в трофобласте плаценты [5].

Одна из гипотез предполагает возникновение
импринтинга в результате защитного механиз-
ма против экзогенной ДНК, основанного на мети-
лировании ДНК [59, 60]. Гипотеза была сформу-
лирована на результатах работ, в которых было
показано, что трансген TGA, содержащий ретро-
вирусные последовательности, при вставке в ге-
ном мыши перед имплантацией становился сильно
метилированным к середине беременности, прояв-
ляя при этом признаки импринтинга [61, 62]. Вы-
сказанная гипотеза предполагала некоторые сход-
ства в последовательности ДНК между импринти-
рованными областями и ретротранспозонами. В
частности, в некоторых исследованиях предпола-
галось, что импринтированные области обогащены
ретротранспозонами LINE-1 [63], однако дальней-
шая проверка показала, что это не так [64]. Толь-
ко некоторые импринтированные гены имели яв-
ные признаки сходства с ретротранспозонами или
того, что они сами были ретротранспозированы
([65–67], обзор в [68]).

С другой стороны, оказалось, что импринти-
рованные гены и мобильные генетические эле-
менты имеют общие механизмы регуляции с уча-
стием белков KRAB-ZFP. Белки KRAB-ZFP явля-
ются частью защитной системы, основной ролью
которой, по-видимому, являются распознавание
и инактивация ретротранспозируемых элементов
[69–72]. Белки KRAB-ZFP, в частности белок
ZFP57, отвечают за нацеливание на последова-
тельности, подлежащие репрессии. Затем с KRAB-
доменом этих белков связывается транскрипцион-
ный корепрессор KAP1, инициирующий подавле-
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ние транскрипции соседних последовательностей
путем привлечения гистоновой метилтрансфера-
зы SETDB1, которая добавляет репрессивную
метку H3K9me3, а также ДНК-метилтрансфера-
зы и белка HP1. Белки KRAB-ZFP кодируются
быстро эволюционирующим семейством генов
[69], что, вероятно, отражает необходимость адап-
тации к появлению новых эндогенных ретрови-
русов (ERV) и ретротранспозонов. Таким образом,
по мере появления новых мобильных генетиче-
ских элементов происходит отбор генов новых бел-
ков KRAB-ZFP со связывающим доменом, кото-
рый может распознавать таргетную последователь-
ность в новом элементе [72, 73].

К семейству KRAB-ZFP принадлежат белок
ZFP57 и недавно идентифицированный ZFP445
[35], играющие ключевую роль в установлении
импринтинга. Как и другие члены семейства
KRAB-ZFP, белки ZFP57 и ZFP445 также связы-
ваются и с мобильными генетическими элемен-
тами [74, 75]. Возможно, что при возникнове-
нии нового белка KRAB-ZFP для борьбы с но-
вым мобильным генетическим элементом гены
хозяина, имеющие аналогичную таргетную по-
следовательность, попали под контроль системы
KRAB-ZF/KAP/DNMT и стали импринтирован-
ными в тех случаях, когда это поддерживалось отбо-
ром в рамках классического конфликта полов [76].

Таким образом, импринтированная экспрессия
генов использует те же механизмы, что и защита
генома от ретровирусов и ретротранспозонов. Мо-
тив распознавания белка ZFP57 (TGCCGC) при-
сутствует практически во всех известных имприн-
тированных генах [77]. Вместе белки ZFP57 и
ZFP445 связываются со всеми известными им-
принтированными генами мыши и человека, за
исключением Peg10, который сам имеет ретрови-
русное происхождение и, видимо, регулируется
еще одним белком из семейства KRAB-ZFP [60].
Скорее всего существуют и другие представители
этого семейства, играющие роль в геномном им-
принтинге, так как гомозиготные мутации в ZFP57
приводят к потере импринтинга только у некото-
рых генов [78]. В частности, недавно была выяв-
лена роль белка ZFP568 в регуляции специфич-
ного для плаценты промотора гена Igf2 у мышей
[70]. Кроме того, множество генов с высокой экс-
прессией в плаценте и мозге потенциально экс-
прессируются со специфичных для плаценты ан-
тисмысловых промоторов LINE-1 [79]. Учитывая,
что подавление активности LINE-1 происходит
также при участии различных представителей се-
мейства белков KRAB-ZFP [80], возможно, что экс-
прессия генов с части таких промоторов будет иметь
импринтированные черты. Это открывает возмож-
ности для дальнейшего поиска новых импринтиро-
ванных регуляторных областей в геноме плаценты и
участников эпигенетической регуляции неравной
экспрессии генов с родительских аллелей.

СМЕЩЕННАЯ ЭКСПРЕССИЯ 
РОДИТЕЛЬСКИХ АЛЛЕЛЕЙ 

В ПЛАЦЕНТЕ ЧЕЛОВЕКА

Отличительной чертой импринтированных ге-
нов является экспрессия только с отцовского или
материнского гомолога, обеспечивающая функ-
циональную гаплоидизацию локусов. И действи-
тельно, в плаценте на всем протяжении беремен-
ности импринтированные гены MEG3, PHLDA2,
IGF2, H19PEG10, DLK, KCNQ1OT1 и MEST имеют
100%-ную моноаллельную экспрессию только с
одного родительского гомолога, при этом второй
аллель полностью выключен. Такой характер экс-
прессии характерен не только для импринтиро-
ванных генов, кодирующих белки, но и для генов
lncRNA, которые функционируют в основном как
эпигенетические регуляторы поддержания точной
моноаллельной экспрессии, согласно родитель-
скому происхождению. Подобная моноаллель-
ная экспрессия жестко контролируется, а гене-
тические нарушения несовместимы с нормаль-
ным развитием эмбриона [81]. По-видимому, это
наиболее важные в эволюции импринтированные
гены, поскольку такой характер импринтирован-
ной экспрессии сохраняется в плаценте не только у
человека, но и у других млекопитающих [2, 81, 82].

Изменение экспрессии таких импринтирован-
ных генов приводит к нарушению эмбрионально-
го развития. Так, в плацентах доношенных детей
с задержкой внутриутробного роста и развития пло-
да было показано смещение экспрессии (<90%)
двух импринтированных генов с отцовской экс-
прессией GPR1-AS1 и ZDBF2, расположенных в
локусе 2q33, а также IGF2 (11p15.5) [83, 84].

Некоторые импринтированные гены демон-
стрируют смещенную экспрессию родительских
гомологов, когда родительский аллель, который
должен быть полностью подавлен в результате им-
принтинга, все же экспрессируется, хотя и в мень-
шей степени, чем второй активный аллель. Пока-
зано, что в плаценте здоровых доношенных детей
до 39% импринтированных генов имеют смещен-
ную экспрессию (<90% от всех молекул РНК тран-
скриптов приходится на активный аллель) [81].
Так, Пилвар с коллегами [2] обнаружили в плаценте
человека неравную импринтированную экспрес-
сию родительских аллелей у 14 из 91 (15.4%) про-
анализированных импринтированных генов. Сме-
щение экспрессии определяли на основании се-
квенирования РНК, когда только 65–90% всех
транскриптов приходилось на активный неметили-
рованный аллель. Из них 10 генов имели отцовскую
экспрессию: MKRN3, CPXM2, DNMT1, DCAF10,
GRHL1, MCCC1, NUDT12, ZDBF2, PLEKHG4B,
RHOBTB3, и только 4 гена – материнскую экс-
прессию: GRB10, NLRP2, NAA60 и KLHDC10. При-
мечательно, что ни один из этих генов не был спе-
цифичным для плаценты. Эти гены (за исключе-
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нием MKRN3) транскрибируются либо в широком
диапазоне тканей, либо предпочтительно в каком-
либо другом органе. Смещение экспрессии (<90%)
было продемонстрировано и в другом исследова-
нии для гена RHOBTB3 с отцовской и гена TFPI2
с материнской экспрессией [81]. Также показано,
что гены N4BP2L1, DCAF10, PDE4D, FAM196A,
RGMA, AGBL3, MCCC1, ZC3H12C, DNMT1, AIM1,
ZNF396, FAM20A, GLIS3 и LIN28B импринтиро-
ваны и экспрессируются с отцовского аллеля толь-
ко в плаценте [85]. Тем не менее эти гены имели
смещенный уровень метилирования в трофэкто-
дерме (34.1% против 50% в норме для импринти-
рованных генов) [86].

Также известно, что некоторые гены в плацен-
те характеризуются значительной вариацией уров-
ня экспрессии, приводящей к так называемому
полиморфному импринтингу [85, 87]. В результа-
те в одних образцах плаценты эти гены имеют им-
принтированную, а в других – неимпринтирован-
ную экспрессию [87]. Так, полиморфная имприн-
тированная экспрессия была описана в плаценте
для генов IGF2R и SLC22A2 [86]. Ген SLC38A4 пока-
зал полиморфный статус в пяти плацентах круп-
ного рогатого скота, причем три демонстрировали
отцовскую моноаллельную экспрессию и две – би-
аллельную экспрессию [88].

Причинами смещенной экспрессии импринти-
рованных генов могут быть: мозаицизм по метили-
рованию, когда часть клеток имеет другой характер
метилирования, отличный от импринтированного,
что свойственно, например, для тканеспецифично-
го импринтинга; случайный отбор и размножение
клеток, имеющих ошибки установления имприн-
тинга в зародышевой линии или поддержания ме-
тилирования после репрограммирования.

Наличие мозаицизма по характеру метилиро-
вания в импринтированных генах может свиде-
тельствовать о присутствии в клетках соматиче-
ских эпимутаций. Такие эпимутации могли воз-
никнуть в онтогенезе во время второй волны
репрограммирования, которая происходит сразу
после оплодотворения. В это время материнский
и отцовский геномы подвергаются деметилирова-
нию, за исключением импринтированных генов,
которые имеют герминативные ДМР и защищены
от такого стирания путем формирования комплек-
са ZFP57/TRIM28, с помощью которого обеспе-
чивается доставка ядерного белка DNMT1 в регио-
ны импринтируемых генов, что гарантирует устой-
чивость метилирования при репрограммировании,
метилтрансфераза SETDB1 также обеспечивает
дополнительный контроль метилирования. Кро-
ме того, ZFP57 и ZFP445 играют ключевую роль в
установлении импринтинга [35]. Следовательно,
мутации в этих генах могут ослабить контроль уста-
новления и поддержания импринтинга. И действи-
тельно, мутации в гене ZFP57 приводят к сниже-

нию уровня метилирования ДМР импринтиро-
ванных локусов PLAGL1, GRB10 и PEG3 человека
[89]. Мутации в гене субкортикального материн-
ского комплекса NLRP7, необходимого для за-
пуска эмбрионального генома, также приводят к
зародышевым и постзиготическим мультилокус-
ным нарушениям импринтинга, несовместимым
с нормальным развитием эмбриона [90, 91]. Но-
каут DNMT1 мыши обеспечивает деметилирова-
ние всех импринтированных локусов [92]. Потеря
экспрессии Trim28 приводит к снижению уровня
метилирования генов Igf2/H19 и Snrpn [32]. По-
видимому, соматическое гипометилирование им-
принтированных генов формируется на преим-
плантационном этапе развития и обусловлено
нарушением механизмов поддержания имприн-
тинга в соматических клетках зародыша. Мозаи-
цизм по гипометилированию может возникнуть и
после имплантации в результате неспособности
точно воспроизводить импринтированный статус
генов при клеточных делениях.

Таким образом, для импринтированных ге-
нов не всегда характерна моноаллельная экспрес-
сия только с одного родительского гомолога, когда
второй аллель полностью выключен, а иногда на-
блюдается смещенная экспрессия родительских
гомологов, а также полиморфный импринтинг.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Геномный импринтинг – важный феномен,

позволяющий геномам родителей управлять раз-
витием эмбриона и конкурировать за материнские
ресурсы. Такой контроль возможен благодаря вли-
янию импринтированных генов на работу генных
сетей и высокоуровневых регуляторов, обеспечива-
ющих эпигенетический и ресурсный ландшафт для
разворачивания программы индивидуального раз-
вития эмбриона. Обнаружение кластеров имприн-
тированных регуляторных РНК еще больше указы-
вает на роль импринтинга как регуляторного меха-
низма. Геномный импринтинг поднимает вопрос о
возможном влиянии отцовских генов на этот
процесс с целью организации преимущественной
экспрессии отцовских аллелей. Роль ретровиру-
сов и ретротранспозонов в геномном импринтин-
ге, предсказанная еще 30 лет назад, находит все
больше подтверждений. Одним из таких подтвер-
ждений является выявленная роль эндогенных ре-
тровирусов в установлении неканонического им-
принтинга с преимущественной экспрессией от-
цовских аллелей.

Следует отметить, что нарушения неканони-
ческого импринтинга обнаруживаются при различ-
ных осложнениях беременности, включая преэк-
лампсию, ограничение внутриутробного роста или
преждевременные роды [28]. Для человека разра-
ботаны и успешно применяются вспомогатель-
ные репродуктивные технологии (ВРТ), в то же
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время эффективность ВРТ сегодня составляет всего
32.6% [93]. Контролируемая стимуляция и супер-
овуляция, которые являются стандартными для
протокола экстракорпорального оплодотворения,
изменяют микросреду в фолликуле и, возможно,
могут привести к образованию ооцитов с изменен-
ным статусом метилирования как канонически, так
и неканонически импринтированных генов. ИК-
СИ, применяемая для преодоления мужского фак-
тора бесплодия, также может оказывать влияние
на эпигенетическую регуляцию.

Еще один аспект важности изучения этого ме-
ханизма заключается в низкой эффективности
соматического клонирования высокопородных
животных, которое составляет всего 3–5% [94].
Возможно, что это связано с неспособностью обес-
печить эпигенетический рисунок неканонического
импринтинга. Так, мыши, лишенные H3K27me3,
демонстрируют чрезмерный рост плаценты [5].

Открытые новые базовые механизмы имприн-
тинга несомненно в ближайшей перспективе поз-
волят расширить список участников этого про-
цесса и помогут лучше понять роль импринтинга
в эмбриональном развитии млекопитающих и их
эволюции.

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Biased Expression of Parental Alleles in the Human Placenta
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The biased expression of parental alleles plays a fundamental role in the formation of the placenta as a mul-
tifunctional organ necessary for the development and survival of the fetus. First of all, this is expressed in the
phenomenon of imprinting, when only the maternal or paternal allele is expressed in placental cells. The pla-
centa uses an extended range of imprinting mechanisms compared to the embryo – histone modifications
that suppress or, conversely, activate the expression of nearby genes, regulatory sequences and genes derived
from retroviruses or retrotransposons, microRNAs that function as antisense RNAs and participate in tran-
scriptional and post-transcriptional regulation of gene expression. In addition, incomplete suppression of the
activity of one of the parental alleles is detected in the placenta, leading to a biased imprinted expression of some
genes. This review shows the role of biased expression of parental alleles in the development of placental structures
of an embryo, discusses the mechanisms of epigenetic control of parental alleles, mainly expressed in the placenta.

Keywords: genomic imprinting, placenta, DNA methylation, histone modifications, imprinted microRNAs,
retrotransposons, biased expression of imprinted genes.
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Кардиомиопатии – активно исследуемая клинически и генетически гетерогенная группа патологий
миокарда. В настоящее время общепризнано, что наряду с генетическими факторами эпигенетиче-
ские механизмы могут быть значимыми в определении как риска развития данной патологии, так и
формирования клинических особенностей болезни. В статье приведен обзор научных публикаций,
посвященных исследованию модификаций гистонов и ремоделирования хроматина, а также изме-
нений метилирования ДНК при различных формах кардиомиопатий. Большинство работ в этой об-
ласти сфокусировано на анализе эпигеномного профиля образцов миокарда у пациентов с дилата-
ционной кардиомиопатией. При развитии кардиомиопатии (дилатационной, гипертрофической,
ишемической, рестриктивной и аритмогенной) в миокарде происходят изменения на уровне эпиге-
нетических процессов, что приводит к нарушению функциональной активности генов и дисбалансу
метаболических путей, в том числе патогенетически значимых для развития заболеваний сердца. В
эпигенетические изменения, происходящие в миокарде, вовлечены также гены кардиомиопатий
(LMNA, TNNI3, ANKRD1, SLC25A4, EYA4, GATAD1, PRDM16 и DMD). Эпигенетические модифика-
ции, а также ферменты, регулирующие эпигенетические процессы, анализируются с точки зрения
перспективности их использования для выявления новых значимых для кардиомиопатий молеку-
лярных маркеров и метаболических путей, для разработки диагностических панелей и новых лекар-
ственных препаратов. В то же время высокая клиническая и этиологическая гетерогенность кар-
диомиопатий, большое число разнообразных и взаимосвязанных эпигенетических процессов, ко-
торые происходят как в условиях физиологической нормы, так и в ходе патогенеза заболевания,
указывают на необходимость расширения эпигенетических исследований при различных формах
кардиомиопатий, в том числе на уровне эпигенома, транскриптома и эпитранскриптома с исполь-
зованием омиксного анализа единичных клеток миокарда у человека и модельных животных, а так-
же в клеточных линиях при моделировании заболевания.

Ключевые слова: кардиомиопатия, модификации гистонов, метилирование ДНК, ремоделирование
хроматина.
DOI: 10.31857/S0016675823030086, EDN: IPXZDH

Эпигенетические процессы играют важную роль
в реализации генетической программы, определяя
особенности формирования разнообразных при-
знаков (фенотипов) как в норме, так и при пато-
логиях, в том числе и сердечно-сосудистой си-
стемы [1–4]. Основными эпигенетическими
механизмами являются модификация гистонов
(ацетилирование/деацетилирование, метилирова-
ние, убиквитинилирование, фосфорилирование,
биотинилирование, сумоилирование и др.), ме-
тилирование ДНК и регуляция экспрессии генов с

помощью различных типов некодирующих РНК
(нкРНК – miRNA, lncRNA, circRNA, piRNA и т.д.).
Привлекательность эпигенетических исследова-
ний с медицинской точки зрения обусловлена воз-
можностью с их помощью не только лучше понять
патогенез, формирование клинической картины
течения заболевания, но и на основании получен-
ных данных разработать новые подходы к диагно-
стике и лечению патологий. Такие ожидания в от-
ношении эпигенетических маркеров связаны и с
различными типами кардиомиопатий [2, 5–10].

Кардиомиопатии (КМП) – клинически и этио-
логически гетерогенная группа патологий миокар-
да, которые вносят существенный вклад в развитие
сердечной недостаточности и выступают в каче-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675823030086 для авторизованных
пользователей.
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стве одной из основных причин внезапной сер-
дечной смерти. В настоящее время существуют
различные подходы к классификации КМП: вы-
деляют семейные и спорадические формы; пер-
вичные (генетически обусловленные), вторичные
(возникшие при воздействии широкого спектра
эндогенных и экзогенных факторов) и смешан-
ные (развиваются при комплексном воздействии
генетических и средовых факторов); генетически
детерминированные КМП подразделяют на уна-
следованные и возникшие вследствие мутаций
de novo; с учетом морфофункциональных наруше-
ний сердца КМП классифицируют на гипертрофи-
ческую (ГКМП), дилатационную (ДКМП), арит-
могенную (АКМП; аритмогенная кардиомиопатия
правого желудочка – АКМПЖ), рестриктивную
(РКМП), некомпактный миокард (НКМ) левого
желудочка (НКМЛЖ, иногда данное патологиче-
ское состояние относят к неклассифицированным
КМП или рассматривают в качестве варианта фе-
нотипа) и т.д. [11, 12]. Выделяют также другие фор-
мы КМП, такие как ишемическая (ИКМП, исклю-
чена из МКБ-11), диабетическая, алкогольная
КМП, кардиомиопатии, обусловленные воздей-
ствием лекарственных средств и других внешних
факторов (стресс-индуцированная, вызванные
инфекционными агентами и др.) [13, 14].

Предложены более сложные и интегральные
классификации КМП, учитывающие связь между
генотипом и фенотипом, помогающие описать
патологический фенотип у пациентов и членов
их семей, которые имеют или, наоборот, не
имеют симптомы заболевания, в контексте ре-
зультатов их молекулярно-генетического об-
следования [15]. Примером такой классифика-
ции является MOGE(S), которая учитывает морфо-
функциональный фенотип КМП, вовлеченность в
патологический процесс различных органов и си-
стем, тип наследования, этиологию заболевания
в случае выявления патогенных вариантов в генах
КМП и функциональное состояние сердечно-со-
судистой системы (стадию по American College of
Cardiology/American Heart Association и функцио-
нальный класс по New York Heart Association). Не
исключено, что эпигенетические маркеры могут
дополнить существующие диагностические клас-
сификации КМП, особенно в том случае, когда
не выявлены причинные для заболевания генети-
ческие варианты.

Регистрация изолированных и сочетанных
форм КМП в одной и той же семье, случаи изме-
нения патологического фенотипа со временем (пе-
реход от одной формы к другой), выявление сме-
шанных типов КМП (НКМ/ГКМП, НКМ/ДКМП
и другие), общность генетической компоненты
для разных типов КМП, особенности пенетрант-
ности и экспрессивности генов КМП с патоген-
ными вариантами, разнообразный спектр клини-
ческих проявлений заболевания у носителей од-

ного и того же патогенного варианта, причем
даже у монозиготных близнецов (что исключает
возможность генетических модификаций) [16–
26], указывают на то, что на патогенез КМП су-
щественное влияние может оказывать эпигенети-
ческий компонент, который реализуется при воз-
действии средовых факторов с учетом индивиду-
альных генетических особенностей.

К настоящему времени выполнено большое
число исследований, посвященных изучению эпи-
генетических маркеров (в том числе модифика-
ции гистонов, метилирование ДНК, регулятор-
ные РНК – микроРНК, длинные некодирующие
РНК и др.) при разных формах КМП, которые
были обобщены в многочисленных публикациях
(см., например, [1, 2, 27–36]). В то же время недо-
статочно работ, посвященных интеграции дан-
ных о специфичности модификаций гистонов,
метилирования ДНК и моделирования хромати-
на при различных формах КМП, прежде всего в
сравнительном аспекте.

Цель настоящего обзора заключается в обоб-
щении информации о значимости эпигенетиче-
ских факторов – модификаций гистонов и мети-
лирования ДНК – в определении риска развития
и характера течения различных форм КМП.

ГЕНЫ КАРДИОМИОПАТИЙ 
КАК УЧАСТНИКИ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИХ 

ПРОЦЕССОВ – МОДИФИКАЦИИ 
ГИСТОНОВ И МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК

Прежде всего следует отметить, что некоторые
гены КМП и кодируемые ими белки вовлечены в
эпигенетические процессы (табл. 1). В частности,
четыре гена – EYA4, GATAD1, PRDM16 и DMD,
белковые продукты которых регулируют эпигене-
тические модификации, связаны с ДКМП, а ген
SLC25A4 – с ГКМП. В то же время патогенные ва-
рианты в эпигенетически значимом гене ANKRD1
могут приводить к формированию одного из двух
фенотипов – ДКМП или ГКМП, в гене LMNA –
к ДКМП или АКМПЖ. Наибольшее количество
клинических фенотипов КМП (ДКМП, ГКМП и
РКМП) обусловлено мутациями в гене TNNI3.
Следует отметить, что по данным других источ-
ников [21, 43] спектр КМП, которые могут быть
связаны с генами, вовлеченными в эпигенетиче-
ские процессы, существенно шире.

Среди эпигенетически значимых наибольшее
число белковых продуктов генов КМП участвуют
в модификациях гистоновых белков, контроли-
руют конформацию хроматина (табл. 1): PRDM16
обладает гистонметилтрансферазной активностью
(специфичной для H3-K9), EYA4 участвует в де-
фосфорилировании гистонов, ANKRD1 – в свя-
зывании гистондеацетилазы, GATAD1 вовлечен в
организацию и ремоделирование хроматина. Бе-
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лок LMNA задействован в регуляции триметили-
рования гистона H3-K9, а также реализует свой
регуляторный потенциал на уровне экспрессии
генов через взаимодействие с гетерохроматиновы-
ми (посредством ламин-ассоциированных доме-
нов – LAD) и эухроматиновыми регионами [40, 41].

Наличие патогенных вариантов в эпигенети-
чески значимых генах КМП может обусловливать
нарушение реализации эпигенетической про-
граммы и соответственно способствовать разви-
тию патологических состояний. С этой точки зре-
ния наиболее изучен эффект гена LMNA. Показано,
что кардиомиоциты, полученные из плюрипотент-
ных стволовых клеток с мутациями в гене LMNA,
приводящими к развитию ДКМП, демонстриру-
ют аберрантную морфологию ядра и специфиче-
ские нарушения в периферическом хроматине, что
сопровождается усилением экспрессии генов не-
миоцитарных путей, обычно экспрессирующихся в
других типах клеток (аналогичный результат был
получен и для клеток миокарда пациентов с пато-
генными вариантами в гене LMNA) [44].

Белок, кодируемый геном LMNA, регулирует
экспрессию широкого спектра генов посредством
взаимодействия с ламин-ассоциированными до-
менами. LAD охватывают порядка 20% генома,
включая регионы локализации белок-кодирую-
щих и некодирующих генов, причем LAD суще-
ственно перераспределяются в кардиомиоцитах
при ДКМП, вызванной патогенными вариантами
в гене LMNA [41]. При ДКМП в клетках миокарда
зарегистрировано меньше LAD и значительная
их часть была специфична по сравнению с тако-
выми в непораженном органе. Ламин-ассоцииро-
ванные домены в целом связаны с повышенным

уровнем метилирования CpG-сайтов и подавлени-
ем экспрессии генов, но регистрируются различия
по паттерну метилирования ДНК (гипо-/гиперме-
тилирование) между кардиомиоцитами при ДКМП
и кардиомиоцитами без патологии, что определяет
дифференциальную экспрессию белок-кодирую-
щих генов и генов некодирующих РНК при разных
функциональных состояниях [41].

Кроме того, при наличии патогенных мутаций
в гене LMNA нарушается связывание кодируемо-
го им белка самостоятельно или в комплексе с ла-
мин-ассоциированным полипептидом 2 альфа
(LAP2α) с ДНК эухроматина, что может приво-
дить к изменению экспрессии генов (как это, в
частности, показано для генов CREBBP, PPP2R2B,
BMP4 и BMP7), дисрегуляции некоторых метаболи-
ческих путей (WNT/β-катенин или TGFβ-BMP),
вследствие чего может развиться ДКМП [40].

На модельных животных и плюрипотентных
стволовых клетках установлено, что при наличии
патогенных мутаций в гене LMNA уже на мезодер-
мальной стадии регистрируют нарушения диффе-
ренцировки стволовых клеток и дилатацию сердец
эмбрионов [45]. В клетках, гетерозиготных по му-
тации H222P гена LMNA (LMNAH222P/+), снижена
экспрессия мезодермального кардиогенного гена
(Mesp1), участвующего в эпителиально-мезенхи-
мальном переходе эпибластных клеток, а также
экспрессия Snai1 и Twist (для Mesp1 и Twist наблю-
дали уменьшение гистоновой метки H3K4me1),
что приводило к нарушению дифференцировки
кардиомиоцитов. В то же время ингибирование
лизин-специфической деметилазы 1 (LSD1), деме-
тилирующей H3K4me1, улучшало эпигенетический
ландшафт мезодермальных клеток LmnaH222P/+ и со-

Таблица 1. Примеры генов кардиомиопатий, вовлеченных в эпигенетические процессы

Примечание. Составлено по [37–42]. LAD – ламин-ассоциированные домены.

Ген Связь с КМП по ClinGen Участие белкового продукта гена 
в эпигенетических процессах

EYA4 Слабая с ДКМП Дефосфорилирование гистонов

GATAD1 Слабая с ДКМП Организация и ремоделирование хроматина

PRDM16 Слабая с ДКМП Метилтрасферазная активность (специфичная для H3-K9)

DMD X-сцепленная ДКМП Содержит эпигенетические метки, управляющие архи-
тектурой хроматина DMD, тем самым влияя на экспрес-
сию гена

SLC25A4 Доказанная с ГКМП Поддержание стабильности митохондриального генома

ANKRD1 Слабая с ДКМП; слабая с ГКМП Связывание гистондеацетилазы

LMNA Доказанная с ДКМП; слабая с АПЖКМП Триметилирование гистона H3-K9; регуляция экспрес-
сии посредством взаимодействия с эухроматином и с 
гетерохроматином через взаимодействие с LAD

TNNI3 Умеренная с ДКМП; доказанная с ГКМП; 
мало доказательств с РКМП

Взаимодействует с HDAC1 и регулирует экспрессию генов
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кратительную способность кардиомиоцитов. Бо-
лее того, ингибирование LSD1 у беременных или
новорожденных мышей предотвращало кардио-
миопатию у гомозиготных по данной мутации
(LmnaH222P/H222P) потомков и взрослых особей со-
ответственно [45, 46].

В целом полученные к настоящему времени
данные свидетельствуют о том, что белковые про-
дукты генов КМП вовлечены в эпигенетические
процессы, которые могут быть значимы для раз-
вития патологического процесса при различных
формах патологии.

МОДИФИКАЦИЯ ГИСТОНОВ
И РЕМОДЕЛИРОВАНИЕ ХРОМАТИНА 

В МИОКАРДЕ ПРИ КАРДИОМИОПАТИЯХ
Модификации гистонов (ацетилирование, ме-

тилирование и др.) влияют на конформацию хро-
матина, определяя тем самым доступность ДНК
для различных регуляторных молекул (например,
транскрипционных факторов), и выступают сво-
его рода первым уровнем эпигенетической регуля-
ции. Изменение характера модификации гистонов
в кардиомиоцитах были зарегистрированы при раз-
витии различных КМП – ДКМП, ГКМП, ИКМП
и РКМП [9, 47–50].

В исследовании C.A. Koczor с соавт. [47] при
проведении скрининга десяти модификаций ги-
стона H3 (пять ацетилированных и пять димети-
лированных) выявлены четыре модификации,
которые были значительно изменены в образ-
цах миокарда при ДКМП: диметилирование по
4-му лизину гистона Н3 (H3K4me2) уменьши-
лось на 58%, диметилирование по 79-му лизину
(H3K79me2) увеличилось на 350%, ацетилиро-
вание по 14-му лизину (H3K14ac) уменьшилось
на 66%, по 27-му лизину (H3K27ac) – увеличи-
лось на 280%. В другом исследовании в образцах
тканей миокарда левого желудочка мужчин, стра-
дающих сердечной недостаточностью (СН) из-за
ДКМП, установлено снижение более чем на 45%
метки активного промотора H3K4me3 по сравне-
нию с образцами миокарда контрольной группы,
представленной мужчинами, умершими не по при-
чине патологии сердца (по уровню меток H3K27ac,
H3K4me1 и H3K27me3 образцы не различались)
[50]. Интересно, что в этом исследовании у одно-
го индивида, первоначально отнесенного к кон-
трольной группе, уровень метки активного про-
мотора H3K4me3 в кардиомиоцитах был близок к
таковому у пациентов с ДКМП, и при повторном
детальном анализе клинических данных у него
выявлено умеренное снижение фракции выброса
левого желудочка (37%), что позволило заподозрить
развившуюся бессимптомную сердечную недоста-
точность или скрытую форму КМП. Таким обра-
зом, данная модификация гистона – триметилиро-
вание 4-го остатка лизина гистона H3 (H3K4me3) –

оказалась информативной для выявления пато-
логического фенотипа.

Некоторое несоответствие в полученных ре-
зультатах в отношении модификаций гистонов в
процитированных выше работах [47, 50] может быть
связано с включением в исследование пациентов с
различными мутациями в генах (сведения в статьях
не приведены), так как мутации могут быть значи-
мы для формирования специфичности модифика-
ций гистонов [9], а также различий по эпигенетиче-
ски значимым клинико-анамнестическим данным
включенных в исследование индивидов (таким как
возраст, прием лекарственных препаратов, наличие
сопутствующих патологий и др.) [51, 52].

Несмотря на то что по интегральному показа-
телю для H3K27ac и H3K27me3 в исследовании
C.F. Liu с соавт. [50] различий выявлено не было,
при метаанализе (при расширении выборки за
счет данных, представленных в базе GEO) на уров-
не отдельных регионов в ткани миокарда между па-
циентами с ДКМП, осложненной СН, и умерши-
ми от несердечных причин зарегистрированы
различия по 46 166 и 10 950 дифференциально-
обогащенным H3K27ac и H3K4me3 регионам со-
ответственно. Установлено, что различия по аце-
тилированию и метилированию гистонов между
миокардом левого желудочка пациентов с ДКМП
и непораженными образцами сердца влияют на
специфичность структуры и доступность хрома-
тина, определяя тем самым возможность связы-
вания регуляторов транскрипции с энхансерами
и промоторами генов, включая гены, ассоцииро-
ванные с сердечной недостаточностью [50].

При ГКМП выявлены не только изменения
эпигенетического статуса гистонов (которые вли-
яли на уровень экспрессии генов), но и зависи-
мость этих изменений от типа патогенных вари-
антов в гене КМП, в частности в гене MYBPC3.
Так, с использованием H3K27ac ChIP-seq, RNA-seq
и протеомного анализа между тканями миокарда
пациентов с ГКМП, имеющих патогенные вариан-
ты в гене MYBPC3, приводящие к укорочению ко-
дируемого данным геном белка, и тканями миокар-
да доноров без гипертрофии выявлены 9310 диффе-
ренциально ацетилированных областей гистонов,
2033 дифференциально экспрессирующихся ге-
нов и 441 дифференциально экспрессирующийся
белок [9]. По отношению к аллелю дикого типа
средний уровень ацетилирования гистонов в гене
MYBPC3 у носителей патогенных вариантов
c.2373dupG, c.2827C>T и c.927-2A>G составил
50, 25 и 66.6% соответственно, а среднее отноше-
ние экспрессии мРНК MYBPC3 с указанными му-
тациями – 6.7, 19.7 и 43.4% соответственно. Та-
ким образом, тип мутационных изменений может
оказывать влияние на особенности эпигенетиче-
ских модификаций гистонов и соответственно на
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уровень экспрессии генов КМП в аллель-специ-
фичной манере.

В ряде исследований установлено, что измене-
ние уровня метилирования/ацетилирования ги-
стонов согласуется с изменением уровня экспрес-
сии ферментов, обеспечивающих данный процесс,
а также наблюдается их взаимодействие с генами
КМП и кодируемыми ими белками. M.E. Pepin с
соавт. [48] показали, что гистонлизин-N-метил-
трансфераза EZH2, катализирующая метилирова-
ние гистона 3 по лизину 27 (способна моно-, ди- и
триметилировать Lys-27 гистона H3 с образовани-
ем H3K27me1, H3K27me2 и H3K27me3 соответ-
ственно), при ИКМП в ткани левого желудочка
является эпигенетическим регулятором дифферен-
циальной экспрессии генов, значимых для метабо-
лического перепрограммирования при данной
КМП [37, 48]. Так, у пациентов с ИКМП в мио-
карде уровень экспрессии данного фермента уве-
личен в 2 раза по сравнению с неишемической
КМП, в результате между этими группами паци-
ентов различия по уровню метилирования реги-
стрировали для 61233 CpG-сайтов (12.6% от числа
исследованных CpG-сайтов).

Снижение уровня H3K4me3 в миокарде при
ДКМП коррелирует со снижением экспрессии
гена SMYD1, кодирующего H3K4-специфичную
лизинметилтрансферазу [50]. У мышей с РКМП,
вызванной мутаций p.Arg193His в гене cTnI (ана-
лог TNNI3 у человека), зарегистрировано взаимо-
действие cTnI с гистонтрансметилазой SMYD1 и
гистондеацетилазой HDAC1, уровень связывания
которых увеличивался в области промотора гена
фосфодиэстеразы 4d (PDE4d), что приводило к
усилению ацетилирования лизина 4 и лизина 9 ги-
стона 3, снижению триметилирования лизина 4 ги-
стона 3 в промоторной области данного гена,
вследствие чего происходило снижение уровня
экспрессии PDE4d в кардиомиоцитах [49]. При-
мечательно, что вариант cTnI193His обладает повы-
шенной связывающей способностью с HDAC1 по
сравнению с cTnI дикого типа, тем самым вовле-
каясь в регуляцию экспрессии PDE4D [42]. Авто-
ры процитированного исследования заключили,
что cTnIArg193His как белок миофибрилл может дей-
ствовать в качестве регулятора экспрессии гена
эпигенетическим образом. С другой стороны, вы-
явлено, что HDAC1 участвует в регуляции экс-
прессии самого cTnI путем ацетилирования H3K4
и H3K9 в промоторных областях данного гена, от-
крывая тем самым доступ для транскрипционно-
го фактора GATA4 [53]. На мышиных моделях по-
казано, что деацетилазы гистонов класса II (в
частности, HDAC9) действуют как чувствительные
к сигналам стресса супрессоры программы тран-
скрипции, управляющей гипертрофией сердца и
сердечной недостаточностью [54].

Модифицирующие хроматин белки, такие как
ацетилтрансфераза р300, фактор ремоделирова-
ния нуклеосом Brg1, гистондеацетилазы (HDAC)
и поли(АДФ-рибоза)полимераза (PARP), участ-
вуют в регуляции экспрессии генов в период он-
тогенеза и при развитии патологий, в том числе и
в регуляции ответа на воздействие неблагоприят-
ных факторов [10, 55, 56]. Ацетилтрансфераза
р300 играет важную роль как в развитии сердца в
период эмбриогенеза, так и в поддержании экс-
прессии генов, специфичной для разных камер
сердца [10]. При нарушении регуляции р300 в от-
вет на сигналы прогипертрофического и профиб-
рогенного стресса наблюдали повышенное ре-
крутирование р300 к нескольким генам (включая
гены, кодирующие факторы транскрипции), усиле-
ние ацетилирования специфических лизинов в ги-
стонах и факторах транскрипции, изменение орга-
низации хроматина и повышение экспрессии “ги-
пертрофических” генов и генов фиброгенеза [10].

В ответ на патологический стресс у мышей в
кардиомиоцитах усиливается экспрессия Brg1,
G9a/Glp (гистонметилтрансфераза) и Dnmt3
(ДНК-метилтрансфераза), что приводит к сборке
репрессивного хроматина (маркированного ме-
тилированными H3K9 и CpG-сайтами) гена
Myh6 и соответственно к снижению его экс-
прессии и к нарушению сердечных сокращений
[5]. У человека в гипертрофированном миокар-
де также регистрируется активация комплекса
BRG1–G9a/GLP–DNMT3, что коррелирует с
метилированием H3K9/CpG, репрессией MYH6 и
развитием кардиомиопатии [5].

То, что модификации гистонов могут отражать
развитие патологического процесса при КМП
или даже выступать в качестве причины патоло-
гии сердца, подтверждается экспериментальны-
ми и клиническими наблюдениями [50, 57–59].
Так, у мышей при разрушении в кардиомиоцитах
Brg1, G9a или Dnmt3 стираются репрессивные
хроматиновые метки и подавляется экспрессия
гена Myh6, что снижает инициированную стрес-
сом дисфункцию сердца [5]. На клеточных и жи-
вотных моделях показано, что фармакологиче-
ская или генетическая нормализация активности
р300, нарушенной воздействием прогипертрофиче-
ского и профиброгенного стресса, может предот-
вратить или остановить прогрессирование пато-
логических процессов в сердце, в том числе ги-
пертрофии и фиброза миокарда [10]. Применение
MPT0E014, являющегося ингибитором HDAC,
способствовало улучшению сократительной спо-
собности и ослаблению структурного ремодели-
рования сердца крыс при ДКМП, вызванной изо-
протеренолом [59]. При этом в случае ингибиро-
вания HDAC у крыс с ДКМП регистрировали не
только функциональные изменения со стороны
сердца (укорочение фракции выброса, уменьше-
ние конечного диастолического и систолическо-
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го диаметра левого желудочка), но и кардиологи-
чески значимые изменения на биохимическом
уровне (более низкий уровень предсердного на-
трийуретического пептида (ANP), рецептора пер-
вого типа ангиотензина 2 (AT1R), трансформиру-
ющего фактора роста (TGF)-β и белка CaMKIIδ
по сравнению с крысами с сердечной недостаточ-
ностью). У мышей специфичные для миокарда де-
леции генов HDAC1 и HDAC2 приводят к неона-
тальной летальности, сопровождающейся сердеч-
ными аритмиями и ДКМП [60], а гена HDAC3 – к
развитию гипертрофии в 3–4-х месячном воз-
расте [61].

Эпигенетическая дисрегуляция как основа
развития ДКМП была указана J.L. Theis с соавт.
[57], описавшими редкий случай рецессивной фор-
мы ДКМП, вызванной мутацией в гене GATAD1, в
GATA-домене цинкового пальца 1. GATAD1 явля-
ется компонентом хроматинового белкового ком-
плекса, специфически взаимодействующего с эпи-
генетической меткой – H3K4Me3 (триметилиро-
вание четвертого остатка лизина на гистоне 3),
роль которой в сердечной недостаточности была
установлена на основе уникального эпигенетиче-
ского профиля в миокарде левых желудочков па-
циентов с ДКМП по сравнению с нормальной
тканью сердца (цит. по [57]). Наконец, у пациен-
тов с ДКМП после имплантации вспомогательного
механического устройства левого желудочка реги-
стрировали не только значительное обратное ремо-
делирование функции левого желудочка, но и изме-
нение эпигенетического статуса кардиомиоцитов (в
том числе посредством активации H3K9 метил-
трансферазы и супрессии деметилазы H3K9) [62].

Следует отметить, что модификация гистонов
и ремоделирование хроматина, регистрируемые
при КМП, являются не изолированными собы-
тиями, а запускают каскад других изменений на
эпигенетическом, транскрипционном, протеом-
ном и метаболомном уровнях. При этом важно
также принимать во внимание и другие эпигене-
тические процессы, которые вовлечены в патоге-
нез КМП, в том числе – метилирование ДНК.

МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК В КЛЕТКАХ 
МИОКАРДА ПРИ КАРДИОМИОПАТИЯХ

Метилирование ДНК – процесс, значимый для
ремоделирования хроматина и регуляции экспрес-
сии генов, условно можно отнести ко второму
уровню эпигенетической регуляции. Модифика-
ции гистонов и метилирование ДНК могут изме-
нять экспрессию как независимо, так и совмест-
но, а также могут быть взаимозависимы [63–66].

О значении метилирования ДНК в развитии
патологий сердца свидетельствуют данные о ди-
намике уровня экспрессии ключевых ферментов,
участвующих в этом процессе, при изменении

функционального состояния миокарда. Так, в
миокарде при сердечной недостаточности, разви-
вающейся у пациентов с ДКМП, обструктивной
ГКМП и ишемической КМП, регистрировалась
повышенная экспрессия ДНК-метилтрансфераз,
ответственных за метилирование ДНК de novo:
DNMT3A (в 1.3 раза) и DNMT3B (в 2.1 раза), тогда
как уровень экспрессии DNMT1 не изменялся
[65]. В другом исследовании, выполненном на
модельных животных, показано, что уровень
ДНК-метилтрансферазы 1 (Dnmt1) в сердце
здоровых крыс снижается с возрастом, но его
повышение регистрировали в мышиной модели
ДКМП/СН, индуцированной адриамицином, и
в модели ГКМП/СН, развивающейся вследствие
перегрузки давлением [67]. Авторы процитиро-
ванного исследования отметили также значи-
тельное увеличение экспрессии этого фермента в
миокарде у пациентов при ГКМП. При этом на
культурах клеток установлено, что ингибирование
активности DNMT приводит к снижению глобаль-
ного уровня метилирования ДНК и блокировке по-
вышенной экспрессии нескольких генов ГКМП,
таких как Myh7, Gata4, Mef2c, Nfatc1, Myh7b, Tnni3 и
Bnp [68].

Изменение уровня экспрессии генов, продук-
ты которых участвуют в модификациях гистонов
и метилировании ДНК, также должны сопровож-
даться эпигенетическими модификациями коди-
рующих их генов. Например, гипометилирование
гистоновой ацетилазы HDAC9 зарегистрировано
у кардиохирургических пациентов с тяжелой ише-
мической болезнью сердца и крайними фенотипи-
ческими проявлениями сердечной недостаточно-
сти (ИКМП) [69].

Изменение уровня метилирования ДНК в мио-
карде при КМП показано на модельных объектах и
для человека не только в отношении генов, продук-
ты которых вовлечены в эпигенетические про-
цессы. Дифференциация по уровню метилирова-
ния ДНК установлена между миокардом в норме
и при различных формах КМП (чаще изучалась
ДКМП): регистрировались как уникальные пат-
терны метилирования СpG-сайтов, так и разли-
чия по уровню их метилирования в геноме в целом
и (чаще) на уровне отдельных CpG-сайтов (ДМС)
или их скоплений – регионов (ДМР) (табл. 2; При-
ложение). Большинство исследований выполне-
но на ткани миокарда пациентов с терминальной
стадией поражения сердца (сердечной недоста-
точностью), развившейся вследствие различных
КМП. Кроме миокарда человека, статус метили-
рования ДНК анализировался в отдельных типах
клеток – фибробластах и индуцированных плю-
рипотентных стволовых клетках (иПСК) [66],
клетках периферической крови человека [69, 75,
76], а также на модельных объектах [82, 83].
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Таблица 2. Метилирование ДНК в образцах миокарда и клетках крови при КМП у человека и модельных животных

Сравниваемые группы 
(исследованная ткань или клетки) Статус метилирования ДНК

Человек

ИКМП – контроль (миокард ЛЖ) Выявлены 3 ДМГ, связанных с ангиогенезом: AMOTL2 (↓ экзон), 
ARHGAP24 (↑ интрон) и PECAM1 (↑ 5'UTR)

ДКМП – контроль (миокард ЛЖ) Двухэтапный анализ метилирования ДНК: 1-й этап – 121 ↑ и 10 ↓ про-
моторов; 2-й этап – 51 ↑ и 6 ↓ промоторов

ДКМП – контроль (миокард ЛЖ) Из 90 ДМГ – 1/3 ↑, 2/3 ↓. Изменение уровня метилирования выявлено 
для генов LY75, ERBB3, HOXB13 и ADORA2A

ДКМП (миокард ЛЖ, миокард ПЖ) 1828 ДМС: 1284 ↑ и 544 ↓; 984 ДМГ: 558 ↑ и 426 ↓
Подозрение на первичную ДКМП – 
контроль (миокард ЛЖ)

42745 ДМС; преобладало гиперметилирование (отношение ↑/↓ = 0.92); 
после поправки на множественность сравнения: 59 ДМС: 30 ↑ и 29 ↓; 
результаты по 27 (46%) из 59 локусов были реплицированы в независи-
мых когортах, в том числе в генах LY75, PTGES, CTNNAL1, TNFSF14, 
MRPL16, и KIF17

Подозрение на первичную ДКМП – 
контроль (цельная кровь)

35566 ДМС

ИКМП, терминальная стадия – кон-
троль (лейкоциты крови)

732 ДМР; 21.2% ДМГ локализованы в промоторных областях, 78.8% – в 
межгенных или внутригенных областях

ИКМП – контроль (миокард ЛЖ, 
верхушка)

cg11189868 ↑ в гене ASB

СН/обструктивная ГКМП – кон-
троль (миокард, межжелудочковая 
перегородка ЛЖ)

5 ДМР: 4 белок-кодирующих гена (3 ↑, 1 ↓), 1 ген нкРНК (↓)

СН/ИКМП – контроль (миокард, 
межжелудочковая перегородка ЛЖ)

55 ДМР: 51 белок-кодирующий ген (8 ↑, 43 ↓), 5 генов нкРНК (3 ↑, 2 ↓)

СН/ДКМП – контроль (миокард, 
межжелудочковая перегородка ЛЖ)

151 ДМР: 131 белок-кодирующий ген (13 ↑, 118 ↓), 17 генов нкРНК (3 ↑, 
14 ↓)

СН/ИКМП – СН/неишемическая 
КМП (миокард ЛЖ, верхушка)

61233 ДМ CpG-сайтов, в т.ч. проксимальнее (1.5 тпн) промотора гена – 
11946 CpG, в теле гена – 9211 CpG, в 5'UTR – 5244 CpG, в 3'UTR – 228 CpG

СН/ДКМП – контроль (миокард 
ЛЖ, верхушка)

ДМ 22871 (4%) из 644354 областей экзонов, локализованных в регионах 
8631 (14%) из 60153 кодирующих и некодирующих генов; ДМ 13223 из 
394247 (3%) зондов; ДМ 706 пар интрон–экзон для 630 генов и 650 пар 
экзон–интрон для 564 генов

ДКМП – контроль (кардиомиоциты 
из ЛЖ)

Доля mC+ (5-метилцитозин) ДНК кардиомиоцитов при ДКМП выше, 
чем в контроле, для других типов клеток сердца различий не выявлено; 
повышенное метилирование ядерной ДНК в кардиомиоцитах наблюда-
лось преимущественно в гетерохроматиновых районах

СН/ИКМП – контроль (кровь) 68 ДМР, из них 48 расположены в теле генов, 25 – рядом с энхансерами; 
ДМ ↓: 19 белок-кодирующих генов и 4 гена нкРНК; ДМ ↑: 19 белок-
кодирующих генов, 12 генов нкРНК

Члены двух семей с ДКМП и раз-
ными мутациями в гене LMNA (гете-
розиготы, семья № 1 c.357-2A>G и 
семья № 2 p.Arg335Trp) – контроль 
(фибробласты, иПСК)

Нет различий по среднему значению уровня метилирования CpG-сай-
тов, но они регистрировались на уровне отдельных CpG. Выявлены как 
общие, так семейно-специфичные ДМС. Специфичность метилирова-
ния ДНК по всему геному больше зависит от принадлежности к семье 
(один тип мутаций), чем от пола
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Некоторые особенности в изменении уровня
метилирования ДНК зарегистрированы при на-
личии патогенных вариантов в гене LMNA (мута-
ции в сайте сплайсинга c.357-2A>G и миссенс-
мутации p.Arg335Trp) у членов двух семей с
ДКМП, различающихся патологическими фено-
типами – с поздним началом и ранней манифе-
стацией в сочетании с брахидактилией (синдром
рука–сердце IV) соответственно [66]. Несмотря
на то что в целом были характерны близкие оцен-
ки по среднему уровню метилирования ДНК в
фибробластах и индуцированных плюрипотент-
ных клетках, полученных от пациентов с данны-
ми мутациями в гене LMNA и от здоровых инди-
видов, различия наблюдали при анализе отдельных
CpG-сайтов. Наибольшие различия по уровню ме-
тилирования зарегистрированы для CpG-сайтов с
промежуточным уровнем метилирования (30–
60%) в контроле. Профиль метилирования ДНК
зависел как от наличия/отсутствия, так и от типа
мутации в гене LMNA. Причем дифференциально
метилированные регионы (ДМР) фибробластов
были обогащены дистальными регуляторными
функциями и транскрипционно репрессирован-
ным хроматином, а также ассоциированы с гена-

ми, связанными с соответствующими патологи-
ческими фенотипами, специфичными для раз-
ных мутаций и разных профилей метилирования
ДНК [66]. Примечательно, что выявленные в дан-
ном исследовании горячие точки внутрисемейных
эпимутаций, локализованных рядом с дифферен-
циально экспрессируемыми генами, в большинстве
случаев были расположены вне LAD, перераспре-
деленных у пациентов с LMNA-ассоциированной
ДКМП. С учетом приведенных выше данных
можно заключить, что ген LMNA и кодируемый
им белок вовлечены в эпигенетическую регуля-
цию на разных уровнях. Кроме того, данные на-
стоящего исследования свидетельствуют в пользу
предположения, что не только патогенные мута-
ции (ген, в котором произошла мутация, ее тип),
но и эпигенетические модификации важны для
формирования патологического фенотипа.

Большинство исследований, в которых ана-
лизировался статус метилирования ДНК в мио-
карде у пациентов с КМП, проводились без уче-
та патогенных вариантов в генах заболевания.
Кроме того, различия в экспериментальных
подходах, методах анализа и в уровне рассмотрения
(отдельные CpG-сайты, CpG-островки, регионы

Примечание. Таблица составлена по [47, 48, 65, 66, 69–83]. В качестве контроля для сравнения с образцами миокарда паци-
ентов с различными формами КМП использованы образцы миокарда умерших от причин, не связанных с изучаемой патоло-
гией. СН – сердечная недостаточность, ЛЖ – левый желудочек, ПЖ – правый желудочек, 5mC – 5-метилцитозин, 5hmC – 5-гид-
роксиметилцитозин, ДМ – дифференциальное метилирование, ДМС – дифференциально метилированный CpG-сайт, ДМР –
дифференциально метилированный регион, ДМГ – дифференциально метилированные гены, FC – кратность различий,
нкРНК – некодирующие РНК. Стрелками ↓ и ↑ отмечены направления изменения уровня метилирования ДНК (гипомети-
лирование и гиперметилирование) в пораженных органах по сравнению с контролем.

ДКМП – контроль (миокард ЛЖ) В крови и миокарде пациентов установлены значимые отличия в мети-
лировании генов (PKM, PFKM, HK1, LDHA, DLST, OGDH, ACO1, SUCLA2, 
SUCLG2 и SUCLG1), продукты которых связаны с участвующими в гли-
колизе и цикле лимонной кислоты метаболитами (их уровни повышены 
до 5.7 раз в сыворотке крови при ДКМП)

ДКМП – контроль (миокард ЛЖ) 1122 ↑, 1314 ↓ генов (при ∣FC| ≥ 1.5); после поправки на множественность 
сравнения: 285 ↑ и 321 ↓ ген (при |FC| ≥ 1.5 и p < 0.05)

Модельные животные

Мышиная модель MYBPC3-ассоции-
рованной ДКМП (миокард)

Анализировали 5mC и 5hmC в миокарде мышей с мутантным генотипом 
(tt): 400 генов ↑, 557 ↓; 755 генов – гипергидроксиметилированы, 1267 – 
гипогидроксиметилированы. Различия по 5mC и 5hmC регистрировали 
в саркомерных генах, в т.ч. в Myh7 и Myh6 (5mC↓ и 5hmC↓), Acta1 (5mC↓ 
и 5hmC↓). Различия по уровням 5mC и 5hmC показаны для локусов 
некодирующих транскриптов (miR-370, miR-544, DANCR, miR-30c-1, 
miR-29a и др.)

Мыши с СН после хронического 
ограничительного стресса – контроль 
(миокард)

3252 ДМР (q ≤ 0.05): 37.3% – в интронах, 32.6% – в межгенных регионах, 
14.3% – в экзонах, 9.4% – в области 2 тпн выше сайта начала транскрип-
ции, 3.1% – в 5'UTR, 1.94% – в области 2 тпн ниже сайта терминации 
транскрипции и 1.3% – в 3'UTR. 343 ДМС (q ≤ 0.001): 308 ↑ (89.8%), 35 ↓

Сравниваемые группы 
(исследованная ткань или клетки) Статус метилирования ДНК

Таблица 2.  Окончание
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хромосом/генов и т.д.) затрудняют прямое сопо-
ставление результатов, полученных разными ав-
торами даже в случае изучения одной и той же
КМП (табл. 2; Приложение). С этой точки зрения
к числу наиболее интересных исследований в об-
ласти эпигенетики кардиомиопатий можно отне-
сти работу N. Glezeva с соавт. [65], в которой при-
ведены результаты сравнительного анализа мети-
лирования ДНК и уровня экспрессии генов между
тканями межжелудочковой перегородки сердца для
трех этиологически различных типов сердечной
недостаточности (при обструктивной ГКМП,
ДКМП, ишемической КМП) и тканей непора-
женного сердца. В общей сложности были выяв-
лены около 200 уникальных ДМР при данных па-
тологиях: при обструктивной ГКМП специфич-
ный уровень метилирования ДНК установлен для
пяти геномных регионов (в т.ч. в регионе четырех
белок-кодирующих генов и одного гена нкРНК),
при ДКМП – для 151 региона (в т.ч. в регионе 131
белок-кодирующего гена и 17 генов нкРНК) и
при ИКМП – для 55 регионов (включают 51 бе-
лок-кодирующий ген и пять генов нкРНК). На-
пример, при ДКМП гиперметилированные реги-
оны выявлены вблизи генов KRT5, TBX2, MRPL44,
BRAF, MIR23B, MIR27B, MIR24-1, гипометилиро-
ванные – вблизи CYR61, ACSL1, CTGF, COL3A1,
KDM5B, DENND5A, SMAD2, COL19A1, MMP2,
WNT11, FBLN2, MIR21, MIR23B, MIR27B, PVT1;
при ГКМП гиперметилированными были HEY2,
MSR1, MFSD2B, гипометилированными – MUC5B
и PVT1. Для ряда генов наблюдалось однонаправ-
ленное изменение метилирования при разных
КМП: при ишемической и дилатационной кардио-
миопатиях для KRT5 и кластера генов MIR23B,
MIR27B, MIR24-1 было характерно гиперметили-
рование, для CYR61, ACSL1, CTGF – гипометили-
рование, а для гена нкРНК PVT1 гипометилиро-
вание было выявлено при всех изученных КМП.

Для ишемической и дилатационной КМП от-
мечалась близость (но не идентичность) некото-
рых ДМР, выявленных в двух исследованиях [69,
72]. В некоторых случаях были подтверждены по-
лученные результаты при проведении реплика-
тивных исследований и/или при сопоставлении
своих результатов с ранее опубликованными дан-
ными. Так, B. Meder c соавт. [75] в репликативном
исследовании подтвердили статус дифференци-
ального метилирования 27 из 59 CpG-сайтов между
клетками миокарда пациентов с ДКМП и здоровых
индивидов и установили гены с однонаправлен-
ным изменением метилирования при ДКМП,
полученные разными авторскими коллектива-
ми, в частности гипометилированный статус
был характерен для генов PTGES, CTNNAL1, MR-
PL16, гиперметилированный – для генов LY75,
TNFSF14, KIF17.

Что касается других исследований, то даже при
изучении одних и тех же типов кардиомиопатий

(ДКМП или ИКМП) полученные оценки уровня
метилирования ДНК в миокарде трудно сопоста-
вимы, вследствие не только различий в использо-
ванных методических подходах, но и в связи с
разными решаемыми задачами. В то же время
можно сделать ряд обобщений по результатам ис-
следований, посвященных сравнению статуса ме-
тилирования ДНК в клетках миокарда от пациен-
тов с КМП и в миокарде донорских сердец (без
патологии) (табл. 2; Приложение).

Во-первых, при КМП регистрируются изме-
нения статуса метилирования ДНК если не на то-
тальном уровне (в среднем), то на уровне отдель-
ных регионов/СрG-сайтов/генов.

Во-вторых, при развитии КМП формируются
специфические паттерны метилирования ДНК.
Например, для ДКМП в миокарде уникальными
были 29044 пика метилирования, для нормы –
654 пика, и только 9632 пика были общими для
этих двух состояний [47].

В-третьих, наблюдаются противоречия по
оценкам преобладающего статуса метилирования
ДНК (гипо-, гиперметилирование). Некоторые
исследователи отмечали, что для ДКМП характе-
рен в среднем более высокий уровень метилиро-
вания (121 промотор генов был гиперметилирован)
в образцах миокарда, чем в образцах миокарда без
КМП (10 промоторов генов были гиперметили-
рованы) [47]. Преобладание гиперметилирования
выявили среди 42745 дифференциально метили-
рованных CpG-сайтов в миокарде левого желу-
дочка у пациентов с подозрением на ДКМП при
оценке без поправки на множественность сравне-
ния, но практически равная их представленность
установлена при введении поправки [75] (табл. 2;
Приложение).

Кроме того, в одних исследованиях регистри-
руют преобладание гиперметилированных, в дру-
гих – гипометилированных участков ДНК. На-
пример, при ДКМП в миокарде к ДМР в разных
исследованиях относили: 59 CpG-сайтов (30 из
которых были гипометилированы) [75]; 57 про-
моторов генов (51 был гиперметилирован и 6 –
гипометилированы) [47] и т.д. (табл. 2; Приложе-
ние). Разная представленность гипо- и гиперме-
тилированного состояния показана как для бе-
лок-кодирующих генов, так и для генов нкРНК.
Например, в ткани миокарда пациентов с ИКМП
среди дифференциально метилированных ре-
гионов генов гипометилированными были 19 бе-
лок-кодирующих гена (в том числе ген гистон-
деацетилазы 9 – HDAC9) и четыре гена нкРНК, а
гиперметилированными – 19 белок-кодирующих
генов и 12 генов нкРНК [69].

В-четвертых, измененный характер метилиро-
вания ДНК затрагивает как межгенные регионы,
так и внутригенные участки [66, 70, 78, 79]. Если
метилирование ДНК в регионе промотора гена
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может влиять на уровень его экспрессии, то в дру-
гих участках гена этот процесс может сказываться
на сплайсинге РНК. W.T. Gi с соавт. [78] устано-
вили связь метилирования интронной ДНК и ис-
пользования фланкирующих экзонов при тран-
скрипции, которые были специфичны для па-
циентов с ДКМП и здорового контроля. Такая
зависимость была выявлена для многих регионов
генома (для 22871 из 644354 (или 4%) экзомных
областей, расположенных в 8631 (15%) из 60153 бе-
лок-кодирующих генов и генов нкРНК), но к
числу наиболее интересных находок авторы от-
несли наблюдения в локусе титина (в гене TTN
известны мутации, приводящие к развитию раз-
личных форм КМП [43]): выявлены реципрок-
ные изменения метилирования ДНК и его влия-
ния на сплайсинг мРНК в кодируемой титин-
антисмысловой нкРНК (TTN-AS1) при ДКМП
(положительная корреляция между показателем
PSI и уровнем метилирования) по сравнению с
контролем (отрицательная корреляция между по-
казателем PSI и уровнем метилирования). Эти
наблюдения, по мнению авторов [78], свиде-
тельствуют также о вовлеченности регулятор-
ных нкРНК (в частности TTN-AS1) в патогенез
кардиомиопатий. Изменение уровня метилирова-
ния ДНК в регионах интронов генов, связанных с
ДКМП, также регистрировали на модельных объ-
ектах, подвергшихся хроническому стрессу [83].

В-пятых, ДМР затрагивают различные регуля-
торные элементы, включая промоторы белок-ко-
дирующих генов и генов нкРНК, сайты активных
меток транскрипции, активаторов, репрессоров,
энхансеров [65, 69, 71, 72, 75]. Так, в когорте кар-
диохирургических пациентов с тяжелой многосо-
судистой ишемической болезнью сердца и край-
ними фенотипическими проявлениями сердеч-
ной недостаточности в крови зарегистрирован
измененный статус метилирования 68 хромосом-
ных регионов, среди которых 48 ДМР были лока-
лизованы внутри гена, а 25 – располагались ря-
дом с энхансерными регионами [69].

Наконец, измененный статус метилирования
ДНК в ряде случаев коррелировал с уровнем экс-
прессии генов [65, 71, 75], но зависимость экс-
прессии генов от уровня метилирования ДНК не
всегда была однозначной [65, 66, 72–74, 81, 84]. В
целом при сравнении уровня экспрессии генов и
метилирования их промоторов в миокарде у па-
циентов с ДКМП были выявлены четыре функ-
циональные группы [47]: 1) повышение метили-
рования ДНК – повышение экспрессии генов;
2) повышение метилирования ДНК – понижение
экспрессии генов; 3) понижение метилирования
ДНК – повышение экспрессии генов; 4) пониже-
ние метилирования ДНК и снижение экспрессии
генов. Иными словами, наряду с ожидаемой об-
ратной зависимостью между уровнем метилиро-
вания ДНК и уровнем экспрессии генов во мно-

гих исследованиях установлены несоответствия
между данными процессами (повышенный уро-
вень экспрессии при гиперметилировании и по-
ниженный – при гипометилировании). Так, на
основании сопоставления данных из репозитария
Gene Expression Omnibus (GEO) в миокарде лево-
го желудочка пациентов с ДКМП по сравнению с
непораженной тканью были выявлены как диф-
ференциально метилированные (285 генов были
гиперметилированы, 321 ген – гипометилиро-
ван), так и дифференциально экспрессируемые
гены (171 ген с повышенным и 136 с пониженным
уровнем экспрессии), но только для 20 из них
наблюдали различия и по уровню метилирова-
ния ДНК, и по уровню экспрессии генов [81].
C.A. Koczor с соавт. [47] установили 75 генов с ги-
перметилированной ДНК в регионе промотора,
но с повышенным уровнем экспрессии в миокар-
де левого желудочка у пациентов с ДКМП. Не-
смотря на то что у пациентов с идиопатической
ДКМП и у крыс при моделировании данной па-
тологии уровень экспрессии гена TBX20 в ткани
миокарда правого желудочка был выше в 8.9 раза
и коррелировал с диагностическими эхо-кардио-
графическими параметрами, различий по уровню
метилирования данного гена зарегистрировано
не было [84].

Некоторые исследователи отметили различ-
ную связь между метилированием и экспрессией
генов при разных типах КМП. При существенном
гиперметилировании ДНК в области кластера
MIR23B/MIR27B/MIR24-1 в миокарде при ИКМП
и ДКМП только в группе с ИКМП экспрессия
miR-24-1 была значительно снижена (в 0.81 раза),
по другим микроРНК различий не зарегистриро-
вано; но для miR-155 наблюдали согласованное
изменение метилирования ДНК (гипометилиро-
вание) и увеличение экспрессии (выше в 1.63 ра-
за) у пациентов с ИКМП [65]. M.E. Pepin с соавт.
[48] выявили четкую и значимую обратную кор-
реляцию между идентифицированными 211 ДМС
в регионе промотора и экспрессией 124 генов в
миокарде пациентов с ИКМП, но не у пациентов
с неишемической сердечной недостаточностью.

Для объяснения несогласованности измене-
ния уровня метилирования ДНК региона промо-
тора и экспрессии генов (повышение экспрессии
при гиперметилировании и понижение экспрес-
сии при гипометилировании) высказывались
разные предположения. Так, между левым (пора-
женным ДКМП) и правым (нормальные ткани)
желудочками были выявлены дифференциально
метилированные и дифференциально экспресси-
руемые гены [74]. Однако почти для 50% (469 из
984 генов) регистрировались несогласованность
данных по метилированию ДНК и уровню экс-
пресии, и на основании анализа функциональных
сетей авторы данного исследования предположили,
что влияние метилирования ДНК на регуляцию
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экспрессии генов контролируется функциональ-
ным контекстом метаболической подсети, куда
вовлекаются гены [74]. J. Haas с соавт. [72] пока-
зали, что положительная связь экспрессии гена
ADORA2A и его метилирования может быть объ-
яснена эффектами сайтов репрессии, в частности
в области гипометилированных CpG-островков
были выявлены сайты связывания транскрипци-
онного репрессора CTCF (одного из ключевых
эпигенетических регуляторов при различных за-
болеваниях человека).

Для объяснения наблюдаемой несогласован-
ности между статусом метилирования ДНК и экс-
прессией генов в миокарде у пациентов с ДКМП
и патогенными мутациями в гене LMNA высказа-
но предположение, что статус метилирования
ДНК в регионе энхансеров может быть более зна-
чимым для регуляции экспрессии генов, чем в ре-
гионе промотора [66]. Наконец, одним из воз-
можных механизмов, лежащих в основе несоот-
ветствия уровня метилирования ДНК и экспрессии
генов, может являться посттранскрипционные мо-
дификации мРНК, в частности метилирование
аденозина в N6-положении (m6A), что влияет на
стабильность транскриптов. В пораженном мио-
карде при ДКМП регистрируется повышенный
уровень m6A в мРНК – обнаружено 1595 метили-
рованных транскриптов, специфичных для забо-
левания, и только 331 метилированный транскрипт,
специфичный для контроля [85]. На клеточных ли-
ниях показано, что, управляя процессами мети-
лирования/деметилирования РНК путем мани-
пуляции с экспрессией отвечающих за эти про-
цессы ферментов (Mettl3 и Fto соответственно)
можно управлять функциональным состоянием
клеток [85].

В целом можно заключить, что изменение ста-
туса метилирования ДНК в миокарде регистрирует-
ся при различных КМП и представляется важным
установить функциональную значимость данного
процесса. Можно выделить несколько факторов,
свидетельствующих о важности изменения профи-
ля метилирования ДНК в патогенезе КМП.

На мышиных моделях показано, что в процессе
развития ДКМП происходят значительные эпиге-
нетические изменения (метилирование ДНК),
особенно в интронных областях генов [82, 83].
Так, при хроническом стрессе у мышей наряду с
ремоделированием сердца в сторону сердечной не-
достаточности (регистрировались дилатация желу-
дочков, истончение стенок камер и снижение со-
кратимости миокарда) и развитием аритмии из-
менялся статус метилирования генов (31 регион,
19 генов, из них 11 генов были гиперметилирова-
ны), которые связаны с дилатационной КМП
(например, ген десмина), а также с адренергиче-
ским сигнальным путем кардиомиоцитов [83].
Несмотря на то что не установлено различий по

суммарному уровню метилирования, всего выяв-
лены 3252 ДМР, значительная часть из которых
может обладать регуляторным потенциалом [83].
При этом в ходе развития патологического про-
цесса наблюдают изменение уровня метилирова-
ния генов КМП, как это было показано для Myh6
и Myh7 [5]. На модельных объектах установлено,
что эти гены характеризуются разнонаправлен-
ными изменениями метилирования ДНК в мио-
карде в онтогенезе: для Myh6 уровень метилиро-
вания снижался с 45.9% на стадии Е12.5 до 32.1%
в сердце взрослых особей и возрастал до 59.9, 54.5
и 53.8% через 2, 7 и 14 дней соответственно после
стрессорного воздействия перегрузкой давлени-
ем сердца посредством хирургического сужения
аорты; CpG-сайты гена Myh7 не были метилиро-
ванными в сердцах плодов, были умеренно мети-
лированными в сердцах здоровых взрослых и ред-
ко метилированными в сердцах особей, подверг-
нутых стрессу [5].

Изменение уровня метилирования ДНК также
регистрировалось между тканями правого и лево-
го желудочков у пациентов с ДКМП: зарегистри-
ровано более 1800 ДМС в основном в слабо мети-
лированных областях, соответствующих прокси-
мальным участкам промотора, которые в сильно
пораженных участках сердца были гиперметили-
рованы [73]. Уровень метилирования генов в тка-
ни сердца изменяется не только при развитии
ДКМП, но и в зависимости от тяжести ее тече-
ния, причем эпигенетический статус меняется
для адаптивных/дизадаптивных путей при разви-
тии сердечной недостаточности [72]. Гипермети-
лирование ДНК в кардиомиоцитах (но не в дру-
гих типах клеток сердца) при ДКМП и значимая
связь этого процесса с функциональными пара-
метрами сердца и параметрами ремоделирования
левого желудочка позволили некоторым авторам
сделать заключение о патофизиологической зна-
чимости метилирования ДНК при сердечной не-
достаточности [79].

Показано также, что изменение характера ме-
тилирования ДНК затрагивает гены, функцио-
нально связанные с деятельностью сердца [66, 69,
73, 74]. Так, 62 ДМР, общих для членов семей с
ДКМП и разными мутациями в гене LAMIN, бы-
ли ассоциированы с генами, значимыми для разви-
тия сердца [66]. При ДКМП установлены 517 ДМС
в ткани сердца, которые влияли на уровень экс-
прессии генов, большинство из которых были за-
действованы в метаболических путях, связанных
с развитием сердца и функционированием мышц
[75]. Среди ключевых метаболических путей, зна-
чимо обогащенных дифференциально метилиро-
ванными генами в миокарде при ИКМП, были
“Организация хроматина: метилирование лизина
5 гистона H3” (снижено метилирование промото-
ра, 42 гена), “Сердечная проводимость: транс-
порт кальция” и “Сокращение мышц: тропомио-



ГЕНЕТИКА  том 59  № 3  2023

ЭПИГЕНЕТИКА КАРДИОМИОПАТИЙ: МОДИФИКАЦИИ ГИСТОНОВ 277

зин 2 и легкие цепи миозина” (в обоих случаях
повышен уровень метилирования генов – 25 и 33
гена соответственно) [69].

Кроме того, измененный статус метилирова-
ния ДНК некоторых генов коррелировал с кли-
нически значимыми при КМП параметрами (та-
кими как фракция выброса левого желудочка
(ЛЖ), ударный объем, конечный систолический
и диастолический диаметр ЛЖ и др.) [77, 79].

Таким образом, на модельных объектах, на об-
разцах миокарда и других клеток/тканей пациен-
тов показано, что при развитии КМП различной
этиологии специфически меняется статус мети-
лирования ДНК; уровень и рисунок метилирова-
ния ДНК могут определяться этиологическим
фактором КМП, типом мутаций, стадией патоло-
гического процесса; метилирование ДНК затра-
гивает разные регионы генов (экзоны, интроны)
и генома (регионы промоторов и энхансеров), ко-
торые по-разному влияют на уровень экспрессии
генов; уровень метилирования ДНК не всегда со-
гласуется с уровнем экспрессии генов, что указы-
вает на многокомпонентность эпигенетической
регуляции реализации генетической программы.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ДАННЫХ ПО МОДИФИКАЦИИ ГИСТОНОВ 

И МЕТИЛИРОВАНИЮ ДНК 
В КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ

К настоящему времени накоплены данные по
специфичности эпигенетических маркеров, ре-
гистрируемых на уровне модификации гистонов
и метилирования ДНК в миокарде при различных
КМП, что вызывает интерес для поиска диагно-
стических маркеров и разработки на их основе
новых подходов к лечению КМП [31]. Специ-
фические модификации гистонов описаны для
разных КМП: для ДКМП – H3K4me3, H3K9me2,
H3K9me3, H3K79me3; для ГКМП – H3K9me2;
для РКМП – H3K4Ac, H3K9Ac, H3K4me3; для
АКМП – H3K4me3, H3K4me2, H3K9Ac, H3K9me2,
H3K9me3, за которые отвечают специфичные фер-
менты (EP300, G9A, HDAC1, HDAC2, DOT1L,
SMYD1) и именно они могут выступать в качестве
мишеней для разработки лекарственных препа-
ратов (цит. по [31]). Так, ингибирование HDAC1
рассматривается в качестве перспективного тера-
певтического подхода при ИКМП, LSD1 – при
ламинопатиях, в том числе – ДКМП, HDAC4 –
для предотвращения нарушенного ремоделиро-
вания у пациентов с сердечной недостаточностью
и др. [45, 56, 86–88]. При ингибировании метили-
рования ДНК с помощью 5-азацитидина (5-аза)
у гипертензивной линии крыс (SHR) значи-
тельно улучшились эхокардиографические па-
раметры, связанные с гипертрофией и диасто-
лической дисфункцией, на основании чего сделано
заключение о потенциальной возможности исполь-

зования этого эпигенетического модификатора в
качестве варианта лечения патологий сердца, свя-
занных с гипертрофией и фиброзом [89].

Что касается специфичности метилирования
ДНК в миокарде при различных КМП, то не-
смотря на выявленные паттерны метилирования
ДНК, позволяющие дифференцировать как раз-
личные формы патологии, так и пациентов с
КМП от здоровых индивидов (табл. 2; Приложе-
ние), диагностическая значимость данного пока-
зателя ограничена. Одной из причин является
ткане- и клеточная специфичность данных эпи-
генетических модификаций генома. Например,
хорошо известно о специфичности профилей ме-
тилирования ДНК в ткани миокарда при различ-
ных КМП. M.E. Pepin с соавт. [48] заключили,
что данные метилома ДНК сердца лучше, чем
данные транскриптома, дифференцируют ише-
мическую КМП от других типов КМП (в част-
ности, от ДКМП). Однако миокард является труд-
нодоступным и соответственно неудобным матери-
алом для диагностики. Поэтому перспективным
представляется поиск таких эпигенетических мар-
керов в образцах крови. Например, в исследова-
нии B. Meder с соавт. [75] у пациентов с ДКМП
выявлены общие для миокарда и лейкоцитов кро-
ви измененные паттерны метилирования ДНК
некоторых генов: для B9D1 и DCLK1 было харак-
терно гипометилирование, а для NTM – гиперме-
тилирование. Интерес с диагностической точки
зрения могут привлекать также маркеры, для ко-
торых дифференциальное метилирование ДНК
показано в разных работах или устойчивые оцен-
ки были получены при проведении репликативных
исследований (LY75, PTGES, CTNNAL1, TNFSF14,
MRPL16 и KIF17), но на настоящий момент такие
данные немногочисленны [75]. В то же время вы-
явление дифференциального метилирования ре-
гионов и специфичных модификаций гистонов при
разных КМП может способствовать поиску новых
(кандидатных) молекулярных маркеров и биохи-
мических процессов, значимых для патогенеза
заболеваний [47, 65, 69, 76].

Однако как при поиске диагностических мар-
керов на основании модификации гистонов и ме-
тилирования ДНК, так и при разработке лекар-
ственных препаратов следует принять во внимание
несколько моментов. Во-первых, данные эпигене-
тические модификации динамичны, они изменя-
ются с возрастом, могут зависеть от пола и реагиру-
ют как на широкий спектр внешнесредовых воздей-
ствий, так и эндогенных изменений. В частности,
курение, масса тела, коморбидность (сочетанные
патологии), прием лекарственных препаратов мо-
гут влиять на различные эпигенетические показа-
тели, включая модификацию гистонов и статус
метилирования ДНК [51, 52, 90–92]. Во-вторых,
ни метилирование ДНК, ни модификации гисто-
нов не являются самостоятельными факторами, а
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действуют во взаимодействии как между собой,
так и с другими эпигенетическими маркерами
(включая различные нкРНК) [93–96]. В-третьих,
несмотря на большой интерес к проблеме изуче-
ния профиля метилирования ДНК и модифика-
ций гистонов в тканях при КМП, эти исследования
еще не в полной мере раскрывают все многообразие
как общих, так и специфичных патогенетических
путей, определяющих развитие данных заболева-
ний сердца.

В целом можно заключить, что модификации
гистонов и метилирование ДНК действительно
могут рассматриваться в качестве перспективных
маркеров с точки зрения улучшения диагностики
и разработки новых терапевтических подходов для
различных форм КМП. Однако требуется расшире-
ние исследований для того, чтобы полученные в
данной области знания были использованы в прак-
тике.

Таким образом, для фенотипически различ-
ных форм КМП характерны специфичность как
модификаций гистонов, так и метилирования
ДНК в миокарде и клетках крови. В то же время
из-из клинической гетерогенности КМП, боль-
шого арсенала методов и подходов, применяемых
для изучения данных эпигенетических событий,
полученные результаты все еще являются фраг-
ментарными и необходимо дальнейшее накопле-
ние данных, в том числе на уровне эпигенома,
транскриптома и эпитранскриптома с использо-
ванием омиксного анализа единичных клеток
миокарда у человека и модельных животных.
Кроме того, важным представляется рассмотре-
ние эпигенетических модификаций в комплексе,
во взаимосвязи разных эпигенетических собы-
тий, в том числе и с участием регуляторных РНК.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания № 122020300041-7.

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Epigenetics of Cardiomyopathy: Histone Modifications and DNA Methylation
A. N. Kuchera and M. S. Nazarenkoa, *
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Medical Center of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634050 Russia

*e-mail: maria.nazarenko@medgenetics.ru

Cardiomyopathy is clinically and genetically heterogeneous group of pathologies of myocardium that are be-
ing actively studied by researchers. It is now generally accepted that, along with genetic factors, epigenetic
mechanisms can be significant in both risk for cardiomyopathy and different clinical manifestations of the
disease. This article provides an overview of scientific publications devoted to the study of histone modifica-
tions and chromatin remodeling, as well as DNA methylation changes in different types of cardiomyopathy.
Most of the reports focused on epigenome profiling of myocardium of patients with dilated cardiomyopathy.
The development of cardiomyopathy (dilated, hypertrophic, ischemic, arrhythmogenic, and restrictive) is
associated with epigenetic changes of myocardium and this leads to gene expression alteration and metabolic
pathways imbalance with pathogenetic significance for heart diseases. The genes of cardiomyopathies (LMNA,
TNNI3, ANKRD1, SLC25A4, EYA4, GATAD1, PRDM16, and DMD) are also involved in epigenetic changes
of myocardium. Epigenetic modifications, and enzymes that regulate epigenetic processes, are promising for
the identification of new molecular markers and metabolic pathways significant for cardiomyopathies, as well
as for the development of diagnostic panels and new drugs. At the same time, the high clinical and etiological
heterogeneity of cardiomyopathies, a large number of diverse and interrelated epigenetic processes that occur
both under physiological conditions and during the pathogenesis of the disease indicate the need to expand
epigenetic studies in various forms of cardiomyopathies, including epigenome, transcriptome, and epitran-
scriptome levels using omics analysis of single cells of myocardium in humans and model animals, as well as
in cell lines in disease modeling.

Keywords: cardiomyopathy, histone modifications, DNA methylation, chromatin remodeling.



ГЕНЕТИКА, 2023, том 59, № 3, с. 283–293

283

РОЛЬ ГЕНА ATOX1 В МЕТАБОЛИЗМЕ МЕДИ И В ПАТОГЕНЕЗЕ
МЕДЬ-ИНДУЦИРОВАННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

© 2023 г.   И. Ж. Жалсанова1, *, Е. А. Фонова1, Д. И. Жигалина1, Н. А. Скрябин1

1Научно-исследовательский институт медицинской генетики, Томский национальный 
исследовательский медицинский центр Российской академии наук, Томск, 634050 Россия

*e-mail: irina.zhalsanova@medgenetics.ru
Поступила в редакцию 15.04.2022 г.

После доработки 10.06.2022 г.
Принята к публикации 07.07.2022 г.

Белок ATOX1 (Antioxidant Protein 1) представляет собой медный металлошаперон человека, кото-
рый играет важную роль в клеточном гомеостазе меди. Белок ответственен за захват цитозольной
меди с CTR1 (транспортер меди 1) и перенос на медные насосы в транс-сети Гольджи к белкам
ATP7A и ATP7B. В настоящем обзоре были собраны данные об антиоксидантной роли ATOX1, роли
гена в регулировании ангиогенеза и пролиферации раковых клеток, а также роли в патогенезе медь-
индуцированных заболеваний – болезни Вильсона–Коновалова и болезни Менкеса.

Ключевые слова: ATOX1, металлошапероны, болезнь Вильсона–Коновалова, болезнь Менкеса.
DOI: 10.31857/S0016675823030128, EDN: IQRALQ

Медь (Cu) является важным металлом с высо-
ким окислительно-восстановительным потен-
циалом, необходимым для большинства биоло-
гических систем. Медь обнаружена в различных
клетках и тканях, при этом самые высокие кон-
центрации наблюдаются в печени (концентрация
около 5 мкг/г) и головном мозге (4–5 мкг/г) [1].
Медь играет роль в клеточном дыхании, антиок-
сидантной защите, пигментации волос, сетчатки
и кожи, гомеостазе железа, образовании соеди-
нительной ткани, формировании коллагенового
матрикса, передаче сигнала киназы, липолизе и
процессинге нейропептидов и имеет решающее
значение для выживания всех живых организмов.
В организм человека медь поступает в основном с
пищей [2]. Потребление данного микроэлемента
сильно различается у разных людей в зависимо-
сти от выбора продуктов питания и пищевых при-
вычек, а также от факторов окружающей среды.
Большинство диет содержат достаточно меди (1–
5 мг), чтобы предотвратить дефицит, и недоста-
точно, чтобы вызвать токсичность [3].

Недостаточное поступление меди в организм
приводит к большому числу метаболических на-
рушений и влияет на окислительно-восстанови-
тельный состав клеток. Дефицит меди снижает
активность купроферментов и вызывает клеточ-
ные патологии, многие проявления которых мо-
гут быть связаны, по крайней мере частично, с де-
фектами механизмов антиоксидантной защиты
[4]. Низкие уровни меди и сниженная активность

медь-зависимых ферментов были зарегистриро-
ваны при нейродегенеративных заболеваниях.

Однако и избыточное накопление токсично
для всех организмов в значительной степени из-за
того, что свободные ионы меди реагируют с пе-
роксидом водорода с образованием гидроксиль-
ных радикалов, которые могут повредить белки,
липиды и нуклеиновые кислоты и т.д. Медь также
может изменять структуру и активность различ-
ных металлопротеинов, конкурируя с их природ-
ными металлами за места связывания. Возникно-
вение дефицита или избытка меди происходит в
результате экстремальных диет [5].

МЕТАЛЛОШАПЕРОНЫ
Регуляция меди опосредована медь-зависи-

мыми ферментами, которые широко экспресси-
руются в клетках и тканях организма. Так, лизил-
оксидаза, которая является медьсодержащим бел-
ком, сшивает коллаген и эластин, что необходимо
для образования соединительной ткани. Церуло-
плазмин – ферроксидаза, которая содержит бо-
лее 65% всей меди в организме, участвует в мета-
болизме железа и во многих окислительно-вос-
становительных реакциях организма.

Известно, что у эукариот металлоферменты
меди обнаружены во многих клеточных локаци-
ях, включая цитозоль, митохондрии и клеточную
поверхность. В 1991 г. было открыто семейство
эукариотических цитоплазматических белков,
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связывающих ионы металлов, которые участвуют
во внутриклеточном перемещении ионов метал-
лов [1]. Исследования in vitro показывали, что
большая часть ферментов меди легко усваивает
металл без вспомогательных белков, однако экс-
перименты in vivo показали, что требуется нали-
чие дополнительного фактора – шаперонов [6].

Металлошапероны – небольшие растворимые
белки, которые доставляют ионы металлов к ме-
сту назначения или в промежуточные положения
внутри клеток, защищая при этом металлы от
случайных участков связывания или вредных ре-
акций. Первое упоминание о металлошаперонах
меди датируется 1997 г., до этого не существовало
установленных молекул, которые выполняли эту
функцию. Металлошапероны отвечают за транс-
портировку ионов металлов к белкам-мишеням.
Так, функция металлошаперона должна быть
двойственной – связывание иона металла и пере-
нос иона металла к белку-партнеру или от него.
Для связывания иона металла необходим участок
хелатирования, а перенос осуществляется по-
средством специфических белок-белковых взаи-
модействий [7].

Все выделенные к настоящему времени шапе-
роны меди были впервые идентифицированы в
пекарских дрожжах Saccharomyces cerevisiae. В ра-
боте 1999 г. M.E. Portnoy и соавт. выделяли три
металлошаперона меди: дрожжевой Lys7p (чело-
веческий CCS), который доставляет медь к су-
пероксиддисмутазе 1 (SOD1) в цитозоле; дрожже-
вой и человеческий COX17, которые направляют
медь в митохондрии для активации цитохромок-
сидазы; и дрожжевой Atx1p (человеческий HAH1
или ATOX1), который специфически переносит
медь по секреторному пути для включения в фер-
менты меди, предназначенные для клеточной по-
верхности или внеклеточной среды [8].

Leo W.J. Klomp с соавт. [7] провели скрининг
библиотеки кДНК печени человека и выделили го-
молог Atx1p млекопитающих, который был назван
HAH1 (human ATX homologue 1, сейчас ATOX1).
Ген включал 113 пн 5'-нетранслируемой области,
204 пн открытой рамки считывания и 185 пн 3'-не-
транслируемой последовательности. В результате
РНК-блоттинга была изучена тканеспецифиче-
ская экспрессия гена, мРНК была обнаружена во
всех исследованных тканях, что подтверждало
важную роль данного белка в клеточном гомео-
стазе меди и антиоксидантной защите [7]. Было
показано, что Atox1 млекопитающих защищает
клетки от окислительного повреждения, вызванно-
го перекисью водорода, изменение его уровня вли-
яет на воспалительную реакцию и антиоксидант-
ную защиту, а инактивация, в свою очередь, по-
вышает чувствительность клеток к истощению
глутатиона и другим стрессовым факторам [9, 10].

Антиоксидантный протеин ATOX1 – повсе-
местно экспрессируемый белок, массой 7.4 кДа,
состоящий из 68 аминокислот, имеет компакт-
ную структуру с ферредоксиноподобной тополо-
гией βαββαβ, содержит сайт связывания металла
(MBS) и потенциальный сигнал ядерной лока-
лизации (NLS), имеет мотив последовательно-
сти MxCxxC. Две короткие α-спирали, “покоя-
щиеся” на β-листе, содержат два функциональ-
ных остатка Cys, что обычно наблюдается для
ферредоксиноподобных малых оксидредуктаз
(рис. 1) [11]. ATOX1 доставляет медь к медным на-
сосам, ATP7A и ATP7B, присутствующим на мем-
бранах секреторных пузырьков и в транс-сети
Гольджи, тем самым облегчая снабжение медью
различных медь-зависимых оксидоредуктаз, со-
зревающих в секреторных везикулах. ATOX1 об-
разует стабильные гетеродимерные комплексы с
медным мостиком со всеми шестью металлсвязы-
вающими доменами ATP7B, расположенными в
транс-сети Гольджи, и впоследствии транспорти-
рует к нему медь. Предполагается, что ATOX1 ре-
гулирует присутствие меди в белке ATP7B, что, в
свою очередь, влияет на внутриклеточную лока-
лизацию, посттрансляционную модификацию и
каталитическую активность белка [12].

Дальнейшие исследования показали, что до-
ставка меди к супероксиддисмутазе SOD1 (также
известную как Cu/Zn-SOD гомодимерный цинк-
и медьсодержащий фермент) осуществляется по-
средством фермента, который впоследствии на-
звали медным шапероном для супероксиддисму-
тазы – CCS [13]. Человеческий CCS кодируется
единственной копией гена на хромосоме 11 и по-
всеместно экспрессируется во всех исследован-
ных тканях и типах клеток человека. CCS представ-
ляет собой многодоменный белок (29 кДа, 274 ами-
нокислоты), который состоит из двух доменов (I и
II) [14]. Благодаря гомологичной структуре доме-
на I с ATOX1 CCS и ATOX1 могут напрямую взаи-
модействовать друг с другом, что в свою очередь,
возможно, увеличивает сродство меди к актива-
ции SOD1. Yuta Hatori с соавт. [15] показывают
решающую роль домена I CCS в конкуренции за
ограниченный цитозольный пул меди, другими
словами ATOX1 способствует транспорту цито-
зольной меди к секреторному пути, где происхо-
дят созревание большинства медных ферментов и
удаление избыточной меди, а при дефиците меди
CCS активируется и обменивает медь с ATOX1,
чтобы выделить металл для созревания SOD1. До-
мен II гомологичен SOD1, который является бел-
ком-мишенью CCS: у него есть сайты связывания
металлов для меди и цинка, сходные с SOD1, но
лишенные каталитически важных остатков. До-
мен II необходим для гетеродимеризации с SOD1
и облегчает вставку меди в SOD1. Таким образом,
фермент CCS благодаря двум доменам захватыва-
ет медь и переносит к SOD1 [15].
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COX17 (Cytochrome C Oxidase 17) – белок раз-
мером 7 кДа, служит медным шапероном для ми-
тохондриальной цитохром С оксидазы (CCO). Ми-
тохондриям требуется медь для созревания CCO,
которая катализирует терминальную реакцию ды-
хательной цепи и встроена во внутреннюю мембра-
ну митохондрий. Доставка меди осуществляется с
помощью ряда митохондриальных медных шаперо-
нов, включая SCO1 (Synthesis of Cytochrome C Oxi-
dase 1), SCO2 (Synthesis of Cytochrome C Oxidase 2)
и COX11 (Cytochrome C Oxidase Copper Chaperone
COX11). Белок COX17 наблюдался как в цитозоле,
так и в межмембранном пространстве митохон-
дрий (IMS). SCO1 и SCO2 представляют собой
гомологичные мембранные белки с тиоредоксино-
подобным доменом, обращенным к IMS. COX17 за-
хватывает один ион меди и переносит металл к
SCO1 и COX11, которые оба участвуют во встраи-
вании меди в CCO. Известно, что SCO1 получает
медь от COX17 в реакции, связанной с переносом
электрона, а затем доставляет медь в CCO посред-
ством специфических белок-белковых взаимо-
действий. SCO2 также получает медь от COX17,
но действует как оксидоредуктаза, восстанавли-
вая металл, координирующий остатки Cys CCO,
при этом связывание меди с SCO2 значительно
облегчает окислительно-восстановительную ре-
акцию [11].

CTR1 (Copper Transporter 1) – высокоаффинный
переносчик также известный как SLC31A1, кото-
рый доставляет медь через плазматическую мем-
брану. CTR1 существует в плазматической мем-
бране в виде гомотримера с внеклеточным
N-концевым участком, тремя трансмембранными
спиралями и внутриклеточным С-концом [16].

Таким образом, общая схема метаболизма ме-
ди в норме выглядит следующим образом: клетки
связывают медь посредством глутатиона, кото-
рый способствует проникновению меди в клетки
за счет облегчения диссоциации меди от высоко-
аффинного переносчика меди CTR1, или перенос-
чиком двухвалентного металла 1 (DMT1). Белок
CTR1 переносит медь из желудочно-кишечного
тракта (ЖКТ) в энтероциты. Далее медь поступает
в систему воротной вены и поглощается гепато-
цитами. В клетках печени медь включается в цер-
рулоплазмин, который секретируется в кровоток
для последующего распределения по всему орга-
низму. Часть меди включается в состав фермен-
тов гепатоцитов или связывается с металлотионе-
инами. Примерно 30% меди, поглощенной гепа-
тоцитами, сразу экскретируется через желчь. В
клетки всех типов медь поступает через CTR1. Бу-
дучи связанной с тиоловыми лигандами, медь пе-
ремещается по различным внутриклеточным на-
правлениям, т.е. к медь-зависимым ферментам в
цитозоле, митохондриях и просвете везикуляр-
ных компартментов. В цитозоле она связывается
Cu(I)-шаперонами, которые обеспечивают без-

опасный транспорт и доставку ионов меди к местам
формирования купроэнзимов: шаперон CCS участ-
вует в передаче меди к SOD1, шаперон COX17 – в
митохондрии к цитохромоксидазе и шаперон
ATOX1 – в транс-сети Гольджи к медь-транспор-
тирующим АТФазам А- и Р-типа. В ответ на по-
вышение меди в транс-сети Гольджи активирует-
ся фермент ATP7A, что влечет высвобождение
меди через воротную вену в печень. ATP7B в свою
очередь переносит связанную с церулоплазми-
ном медь в кровь, а также выводит избыток меди
в желчь (рис. 2).

Повсеместно экспрессируемый белок ATOX1
кодируется одноименным геном. Ген ATOX1
(NM_004045.3, NP_004036.1, antioxidant 1 copper
chaperone, ранее HAH1) кодирует белок транс-
порта меди ATOX1, расположен на 5-й хромосоме
в положении 5q33.1, содержит 4 экзона и 3 интро-
на. Длины экзонов гена ATOX1 составляют 59 пн –
первый экзон, 76 пн – второй, 171 пн – третий и
136 пн – четвертый. Три интрона в гене ATOX1 име-
ли длину 6764 пн (интрон 1), 5255 пн (интрон 2) и
3320 пн (интрон 3) [7, 17].

Роль гена ATOX1 в патогенезе нарушения об-
мена меди можно рассмотреть в двух направлени-
ях – антиоксидантная защита от окислительных
повреждений клеток (например, при канцероге-
незе) или транспортное регулирование клеточно-
го гомеостаза меди: 1) недостаточное количество
поступающей меди в клетки или 2) избыток и на-
копление меди в клетках, тканях и органах.

ВЛИЯНИЕ ГЕНА ATOX1 В ПАТОГЕНЕЗЕ 
ОКИСЛИТЕЛЬНЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ 

ПРИ КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ
Рак представляет собой многофакторную со-

вокупность заболеваний, которые включают не-
контролируемый рост клеток с последующей
инвазией раковых клеток, диссеминацией и об-
разованием вторичных опухолей в локальных и
отдаленных местах [18]. Медь способствует ан-
гиогенезу опухоли, она участвует в реакциях с по-
вышенным окислительно-восстановительным по-
тенциалом, которые приводят к образованию про-
дуктов окисления и окислительному стрессу [19].
Существуют данные, согласно которым раковая
ткань и сыворотка раковых больных содержат
повышенное количество меди. Медь активиру-
ет метаболические и пролиферативные фер-
менты, повышающие способность раковых кле-
ток к метастазированию, а также может являться
диагностическим/прогностическим маркером
канцерогенеза [20]. Было отмечено снижение
уровня меди в сыворотке во время ремиссии и по-
вышение – при рецидивах, в контексте хрониче-
ского лимфолейкоза, неходжкинской лимфоме,
множественной миеломе и лимфоме Ходжкина,
повышение также отмечалось при ретикулокле-
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точной саркоме, бронхогенном и плоскоклеточ-
ном раке гортани, раке шейки матки, молочной
железы, желудка и легких [21]. Существует огром-
ное количество исследований, направленных на
разработку медь-специфических хелаторов в ка-
честве средств для подавления этих процессов по-
средством контроля ангиогенеза. Хелаторы меди
удаляют ионы меди из организма, что замедляло
рост и метастазирование рака путем ингибирова-
ния васкуляризации поражений [22].

Белок ATOX1 обладает активностью фактора
транскрипции и играет жизненно важную роль в
пролиферации раковых клеток посредством уча-
стия в процессах ангиогенеза. Сообщалось, что
ATOX1 способствует экспрессии циклина D1 и
NADPH-оксидазы p47 phox, что приводит к уси-
лению пролиферации и генерации активных
форм кислорода [23]. Jana Arundhati с соавт. ука-
зывают на увеличение экспрессии гена ATOX1 у
пациентов с колоректальным раком, а также его
значение на метастазирование, и предлагают этот
ген в качестве терапевтической мишени в лече-
нии рака прямой кишки [24]. Аналогичные дан-
ные показывают исследования в области рака мо-
лочной железы, в которых была показана роль гена
в метастазировании опухоли. Авторы предлагают
использовать анализ уровня экспрессии гена
ATOX1 в качестве потенциального прогностиче-
ского биомаркера для ER-позитивных подтипов
и ранних стадий рака молочной железы [18, 25].
Ген ATOX1 значительно экспрессировался в об-
разцах пациентов с меланомой, вызванной мута-
цией в гене BRAF. Было установлено, что ATOX1
необходим для роста меланомы с положительной
мутацией BRAF, а его генетическая делеция или
фармакологическое ингибирование связаны с по-
давлением активации онкогенного митоген-акти-
вируемого протеинкиназного пути (MAPK) [26].

ГЕН ATOX1 И ДЕФИЦИТ МЕДИ 
В КЛЕТКАХ ПРИ БОЛЕЗНИ МЕНКЕСА
Болезнь Менкеса (OMIM 309400, болезнь кур-

чавых волос, синдром затылочных рогов, БМ)
представляет собой сцепленное с Х-хромосомой
мультисистемное летальное нарушение метабо-
лизма меди, связанное с мутациями в гене ATP7A,
характеризующееся ранней задержкой роста, свое-
образным оволосением и фокальной мозговой и
мозжечковой дегенерацией. Частота заболевания
по некоторым исследованиям варьирует от 1 на
40000 до 1 на 354507 населения [27].

Описан широкий спектр клинических прояв-
лений, связанный с нарушением гомеостаза меди
вследствие мутаций в гене ATP7A. Наиболее часто
описывают три клинические группы – болезнь
Менкеса, синдром затылочного рога и Х-сцеп-
ленная дистальная спинальная мышечная атро-
фия 3-го типа. Помимо основных групп существу-

ют промежуточные формы болезни Менкеса –
длительно сохраняющаяся классическая болезнь
Менкеса (Long Surviving Menkes), умеренная (Mod-
erate Menkes) и мягкая (Mild Menkes) формы [28].

За счет неспецифических клинических и био-
химических признаков в первые дни жизни бо-
лезнь Менкеса чаще всего диагностируют после
появления выраженных симптомов в возрасте от
6–10 недель. Ярким признаком заболевания яв-
ляется наличие структурных изменений волос –
так называемые “курчавые волосы”, представ-
ленные повышенной ломкостью волос (trichorex-
is nodosa) и монилетриксом (веретенообразные
волосы). Поздними проявлениями болезни явля-
ются слепота, субдуральная гематома, дыхательная
недостаточность. Большинство пациентов умира-
ют к трем годам жизни вследствие инфекцион-
ных, сосудистых осложнений или от самой нев-
рологической дегенерации.

Патогенный механизм – аномальный метабо-
лизм меди, вызванный мутацией в гене ATP7A.
Ген ATP7A длиной 8.5 тпн расположен в регионе
Xq13.3, имеет 23 экзона, кодирует 1500 аминокис-
лот и широко экспрессируется в головном мозге,
почках, легких и мышцах [29]. Ген кодирует энер-
гозависимый транспортирующий Cu++ альфа-
полипептид, который циклически переключается
между транспортной сетью Гольджи и плазмати-
ческой мембраной. Мутации в гене ATP7A приво-
дят к накоплению меди в кишечнике и наруше-
нию всасывания меди, что ведет к дефициту меди
в организме, в том числе в головном мозге. Мута-
ции могут влиять на синтез белка, стабильность
белка, доставку и локализацию, каталитическую
активность и посттрансляционные модифика-
ции. Предполагается, что в трети случаев болезни
Менкеса обнаруживаются новые мутации. На се-
годняшний день известно около 170 различных
мутаций, влияющих на ATP7A [30]. Дефицит меди
приводит к снижению активности дофамин-β-гид-
роксилазы (DBH), которая превращает дофамин в
норадреналин (важный нейротрансмиттер в норад-
реналинэргических нейронах), пептидил-α-ами-
дирующая (PAM) монооксигеназы (необходима
для нейрогенеза и выживания нейронов) и при-
водит к активации N-метил-D-аспартатного ре-
цептора (NMDAR), вызывая дегенеративную по-
терю нейронов у пациентов с БМ [31].

ATP7A имеет шесть металлосвязывающтх доме-
нов, посредством которых происходит связь с ме-
дью, домены 1–4 выполняют регуляторную функ-
цию, а также через эти домены происходит взаи-
модействие между ATP7A и ATOX1. На мышиных
моделях было показано, что разрушение мыши-
ного гомолога Atox1 приводит к перинатальной
смертности и биохимическим аномалиям, сход-
ным с мышиными моделями БМ. Клетки с дефи-
цитом Atox1 накапливали высокие уровни внут-
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риклеточной меди, и метаболические исследования
показали, что этот дефект был вызван нарушением
клеточного оттока меди. Таким образом, авторы
пришли к выводу, что продукты генов ATOX1 и
ATP7A являются неотъемлемой частью транспор-
та меди у млекопитающих и что мутации в любом
из них могут вызывать сходные клинические и
биохимические фенотипы [32, 33].

ГЕН ATOX1 И ИЗБЫТОЧНОЕ НАКОПЛЕНИЕ 
МЕДИ В КЛЕТКАХ ПРИ БОЛЕЗНИ 

ВИЛЬСОНА–КОНОВАЛОВА
Одним из примеров нарушения метаболизма

меди по причине избыточного накопления меди в
клетках и тканях является такое заболевание как
болезнь Вильсона–Коновалова.

Болезнь Вильсона–Коновалова (OMIM 277900,
гепатолентикулярная дегенерация, гепатоцере-
бральная дистрофия, БВК) – тяжелое прогресси-
рующее наследственное заболевание, передаю-
щееся по аутосомно-рецессивному типу. В осно-
ве патогенеза БВК лежит нарушение выведения
меди из организма, приводящее к избыточному
накоплению этого микроэлемента в тканях и со-
четанному поражению паренхиматозных органов
и головного мозга [34].

Заболевание может быть диагностировано в
любом возрасте, чаще это 5–35 лет. У большин-
ства пациентов детского или подросткового воз-
раста с БВК обычно наблюдаются печеночные
проявления (небольшие изменения биохимиче-
ских показателей, печеночная недостаточность).
По мере прогрессирования заболевания у паци-
ентов могут проявляться признаки и симптомы
хронического заболевания печени, гепатоспле-
номегалии или цирроза печени [35].

В возрасте до 10 лет нервно-психические
симптомы редко наблюдаются у детей, однако у
5–15% детей с печеночными проявлениями так-
же могут быть неврологические симптомы. БВК
влияет на ЦНС в основном через дисфункцию
экстрапирамидной системы и бульбарный син-
дром. На ранних стадиях заболевания наиболее
частым симптомом является дизартрия (73–91%
случаев неврологических проявлений) [36]. Впо-
следствии появляются двигательные расстрой-
ства, такие как тремор, паркинсонизм или непроиз-
вольные движения, возможны дисфункция моз-
жечка, хорея и гиперрефлекция. Психиатрические
симптомы могут варьироваться от поведенческих
изменений и расстройств настроения до психо-
зов; кроме того, аффективные расстройства встре-
чаются чаще, чем расстройства психотического
спектра [35].

Наиболее известным диагностическим симп-
томом БВК является кольцо Кайзера–Флейшера,
поражающее десцеметову мембрану роговицы. У

пациентов с неврологическими проявлениями в
95% случаев наблюдается кольцо Кайзера–Флей-
шера, у пациентов с печеночными проявлениями –
в 50% [34].

Заболевание вызывается гомозиготными или
сложными гетерозиготными мутациями (наличие
двух разных мутантных аллелей) в гене ATP7B,
кодирующем трансмембранную транспортирую-
щую медь АТФазу, которая обеспечивает экскре-
цию меди в желчь и доставляет медь для функци-
онального синтеза церулоплазмина. В результате
мутаций в гене ATP7B происходит снижение функ-
циональности фермента и АТФаза теряет способ-
ность переносить медь к церулоплазмину. Вслед-
ствие этого происходит уменьшение экстракции
меди в желчь, перегрузки гепатоцитов и головно-
го мозга медью, что влечет за собой печеночные и
неврологические расстройства. В настоящее вре-
мя выделяют более 800 мутаций в гене ATP7B. Боль-
шинство из них представляют собой миссенс-мута-
ции, небольшие делеции/инсерции в кодирую-
щей области или мутации сплайс-соединения.
“Горячие точки” мутаций существуют, но значи-
тельно разнятся среди популяций. Среди евро-
пеоидов наиболее распространенной мутацией у
пациентов с БВК является мутация H1069Q (встре-
чается в 30–73% случаев) [37].

На данный момент ген ATP7B является един-
ственным идентифицированным геном, мутации
в котором приводят к развитию болезни Вильсо-
на–Коновалова. Однако в некоторых исследова-
ниях у пациентов с яркой клинической симпто-
матикой БВК и с отсутствием двух выявленных
мутаций в гене ATP7B предполагают существова-
ние другого причинного гена, кроме ATP7B [38].
Недавние исследования показали, что на клини-
ческую картину БВК помимо мутаций в гене
ATP7B могут оказывать влияние мутации в так
называемых генах-модификаторах. Гены-моди-
фикаторы – это группа генов, которые участвуют
в патогенезе заболевания и могут как усугублять,
так и облегчать фенотипическое действие при-
чинного гена. Среди генов-модификаторов БВК
выделяют гены ATP7A и APOE. Известен спектр
генов, которые продуцируют белки, участвующие
в метаболизме меди, что приводит к предположе-
нию вовлеченности этих генов и в патогенез тако-
го заболевания как БВК, но уже в роли генов-мо-
дификаторов – это такие гены как HFE, COMMD1,
XIAP, PRNP, MTHFR, ESD, INO80 [39]. Кроме пе-
речисленных к генам-модификаторам также
можно отнести ген ATOX1.

Важным аспектом остается идентификация
генетических вариантов ATOX1 при болезни
Вильсона–Коновалова. Все больше появляется
публикаций, посвященных поиску полиморф-
ных вариантов или мутаций, которые могут
привести к изменению функции гена ATOX1.
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Существует предположение, что возникнове-
ние мутаций в гене ATP7B у больных БВК, ко-
торые влияют на его взаимодействие с ATOX1
(c.254G>T (p.Gly85Val); c.1475T>C (p.Leu492Ser) и
c.1772G>A (p.Gly591Asp)), предполагают важную
роль шаперона в патогенезе заболевания [40].
Также прогнозируется, что мутации, приводящие
к снижению функции белка ATOX1, будут влиять
на гомеостаз меди и патогенез БВК, вызывая раз-
личные клинические проявления болезни.

Некоторые исследования опровергают связь
определенных замен с патогенезом или клиниче-
ским полиморфизмом БВК. Так, авторы исследо-
вания 2008 г. выдвинули предположение о воз-
можной модифицирующей роли двух полиморф-
ных вариантов (5'UTR-99T>C и 5'UTR-68C>T) в
гене ATOX1, однако более позднее исследование
другого коллектива авторов, проведенное для 112
пациентов с БВК, не показало значимой ассоци-
ации с вариантом 5'UTR-99T>C в гене ATOX1 [41,
42]. В 2019 г., в Индии был проведен поиск мута-
ций в гене ATOX1 у 50 человек с БВК и 60 человек
из контрольной группы, и в опубликованных ма-
териалах было выдвинуто предположение о выяв-
лении нового кандидатного полиморфизма гена
ATOX1 в качестве модификатора при БВК [43].
Исследователями было идентифицировано четы-
ре новых полиморфизма в гене ATOX1, среди кото-
рых был и вариант кодирующей области c.40G>A,
p.(Gly14Ser). Выявленный вариант p.(Gly14Ser)
наблюдался у пациента с БВК с ранним началом
заболевания, сниженным уровнем церулоплаз-
мина в сыворотке и поражением печени и голов-
ного мозга, при этом такая клиника отсутствова-
ла у другого пациента с БВК и идентичной мута-
цией ATP7B, но с нормальным ATOX1. Кроме
того, компьютерный анализ предсказал, что за-
мена p.(Gly14Ser) в критическом мотиве связыва-
ния меди (MXCXG14C) белка влияет на белок-
белковое взаимодействие, связанное с обменом и
переносом меди между ATOX1 и ATP7B-MBD4. К
сожалению, нет данных о дальнейших экспери-
ментах проверки влияния данной мутации на па-
тогенез меди, из-за чего сложно сделать одно-
значный вывод о подтвержденной модифициру-
ющей роли варианта p.(Gly14Ser).

МОДЕЛИ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПАТОГЕНЕЗА МЕДИ НА ЖИВОТНЫХ

В настоящее время доступно несколько есте-
ственных и генетически модифицированных мо-
делей животных для исследования патогенеза и
последующей адресной терапии болезни Вильсо-
на–Коновалова. Так, описаны четыре животных
модели БВК с дефектами гена ATP7B: 1) крысы
линии “Long-Evans cinnamon” (LEC), 2) мыши
линии “Toxic milk” (tx), 3) трансгенные мыши с
нокаутом Atp7b и 4) лабрадор-ретривер [44]. Все

животные модели обладают высокой гомологией
гена Atp7b с геном ATP7B человека, что позволяет
использовать данных животных в качестве мо-
дельных для изучения БВК.

Крысы линии LEC достаточно широко и долго
использовались в качестве основных животных
моделей БВК. У этих крыс известна сходная деле-
ция гена Atp7b, который очень похож на человече-
ский ген ATP7B, что приводит к накоплению из-
бытка меди в печени и одновременному сниже-
нию выхода меди в желчь [44–47].

Для мышей линии “Toxic milk” известна толь-
ко одна точечная мутация Met1386Val в гене Atp7b,
что приводит к неправильной локализации и по-
тере активности транспорта меди [48–50]. На-
блюдаемые биохимические изменения (низкий
уровень меди в сыворотке и церулоплазмина) при
данном генетическом дефекте подобны биохими-
ческим изменениям у людей с БВК, в связи с чем
долгое время именно мыши линии “Toxic milk”
служили модельными животными для разработки
хелатной терапии, направленной на коррекцию
уровня меди [51].

У лабрадора-ретривера мутация Atp7b (замена
аргинина на глутамин на С-конце) также приво-
дит к избытку накопления меди в печени, что
представляет собой еще одну несомненно важ-
ную животную модель изучения БВК [52, 53].

Однако крысы линии “Long-Evans cinnamon”,
мыши линии “Toxic milk” и лабрадор-ретриверы
не использовались в качестве модельных живот-
ных для изучения изолированной роли гена
ATOX1 в патогенезе БВК, но использовались как
модель in vivo для клинических испытаний тех хе-
латоров, точкой приложения которых является
взаимодействие с металлошаперонами, в том
числе и ATOX1.

Известно, что именно трансгенные мыши яв-
ляются основным инструментом для изучения
физиологической роли переносчиков меди: Ctr1,
Atox1, медного шаперона для Cu/Zn superoxide
dismutase (Ccs) и Cox17. Так, в 2001 г. I. Hamza с
соавт. [32] проанализировали линию мышей с но-
каутом гена Atox1. Мыши Atox1(-/-) не развива-
лись сразу после рождения: 45% детенышей уми-
рали до отлучения от груди. У выживших живот-
ных наблюдались такие симптомы как задержка
роста, дряблость кожи, гипопигментация и судо-
роги из-за перинатального дефицита меди. Дефи-
цит Atox1 у матери заметно увеличивал тяжесть
фенотипа Atox1(-/-), что приводило к увеличе-
нию перинатальной смертности, а также к серьез-
ной задержке роста и врожденным порокам разви-
тия среди выживших потомков Atox1(-/-). Кроме
того, клетки с дефицитом Atox1 накапливали высо-
кие уровни внутриклеточной меди, и метаболиче-
ские исследования показали, что этот дефект был
вызван нарушением клеточного оттока меди [32].
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Кроме того, проведенное в 2009 г. исследова-
ние гомеостаза меди на фибробластах мышей, об-
работанных siRNA Atox1, показало аномальное
повышение концентрации меди в клетках [54].

РОЛЬ ГЕНА ATOX1 ПРИ ЛЕЧЕНИИ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ, СВЯЗАННЫХ 

С НАРУШЕНИЕМ МЕТАБОЛИЗМА МЕДИ
Существующее патогенетическое лечение БВК

становится более персонализированным при по-
явлении новых данных о мутациях не только в ге-
не ATP7B, но и в генах-модификаторах, таких как
ATOX1. Основным подходом к лечению БВК яв-
ляется комбинированная терапия, состоящая из
выведения повышенного количества меди с ис-
пользованием хелаторов и последующего ограни-
чения поступления меди с помощью диетотера-
пии. На сегодняшний день к хелаторам при БВК
относят: соли цинка, D-пеницилламин, триентин
или триэтилентетрамин (ТЭТА), димеркаптоян-
тарную кислоту и димеркаптопропансульфоно-
вую кислоту, а также тетратиомолибдаты (ТТМ):
тетратиомолибдат аммония и тетратиомолибдат
бисхолина. Однако большинство применяемых
хелаторов неспецифичны для меди и могут свя-
зывать другие металлы даже с более высокой
авидностью. Например, триентин предположи-
тельно образует комплексы с железом и таким об-
разом может вызывать побочные эффекты, такие
как сидеробластная анемия.

Препарату ТТМ уделяется больше внимания,
чем другим препаратам, хелатирующим медь, по-
скольку известна его двойная роль: во-первых,
предотвращение образования АФК, происходя-
щих из стабильного неокислительно-активного
кластера Cu/ТТМ, и, во-вторых, ингибирование
переноса меди в места мишени или инактивация
многих медь-зависимых ферментов, важных для
клеточного метаболизма (поддержание и проли-
ферация), путем образования тройных комплек-
сов белок–Cu–TTM [55–57].

Ярким примером является связь ТТМ с цито-
плазматическим транспортным белком меди Atox1
с образованием стабильного комплекса ТТМ–
Atox1. Полученный продукт ингибирует перенос
меди в раковые клетки, что требует избытка меди
и значительно снижает пролиферацию раковых
клеток [20].

Впервые препарат ТТМ использовался в каче-
стве потенциального препарата против меди для
лечения БВК еще в 1984 г. [58, 59]. ТТМ известен
как Cu-хелаторный препарат на основе серы, ко-
торый в первую очередь разработан для лечения
БВК, а в настоящее время также для лечения не-
скольких типов рака [60–62].

Несколько моделей на животных и исследова-
ния на людях показали, что ТТМ является без-

опасным, хорошо переносимым, антиоксидант-
ным и менее токсичным препаратом [63, 64].

Кроме того, была исследована связь между ме-
дью, раком и/или ангиогенезом [65–67]. Основы-
ваясь на экспериментальных данных, медь явля-
ется важным элементом для ангиогенеза во время
образования новых кровеносных сосудов, в кото-
рых развиваются опухолевые/раковые клетки. И
так как повышенный уровень меди является при-
знаком рака, поэтому медь-зависимые фермен-
ты, а также ангиогенные факторы считаются
многообещающими терапевтическими мишеня-
ми для лечения рака [20, 57, 67].

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ГЕНА 
ATOX1 В ПАТОГЕНЕЗЕ НАРУШЕНИЙ 

МЕТАБОЛИЗМА МЕДИ
Наблюдаемое малое количество исследований

роли гена ATOX1 на модельных системах, как in
vitro, так in vivo, дают определенный задел для
дальнейшего изучения гомеостаза меди в норме и
патологии. В эпоху развития молекулярно-гене-
тических и цитогенетических технологий наибо-
лее перспективным направлением нам представ-
ляется изучение функций гена ATOX1 на индуци-
рованных плюрипотентных стволовых клетках
(ИПСК), с возможностью не просто “внести” му-
тацию в данный ген, но и создать определенные
условия для исследования метаболизма меди. На-
пример, изучить изменение функции гена ATOX1
при создании определенных экстремальных усло-
вий, таких как недостаток или избыток меди в
клетке. Существующие единичные работы с ис-
пользованием подобной модели базировались на
работе “здорового” гена ATOX1, без учета генети-
ческих вариаций как в самом металлошапероне,
так и в генах – акцепторах меди. Так, в 2013 г.
E.B. Maryon и др. провели эксперимент по захва-
ту меди шаперонами in vivo, изучая роль глутати-
она как связывающего медь посредника [68]. Вы-
двинутая ими гипотеза гласила, что если шаперо-
ны связывают доставленную в клетки медь, то
нокаут или сверхэкспрессия шаперонов должны
повлиять на начальную скорость поглощения ме-
ди, обусловленную переносом в клетки с помо-
щью трансмембранного белка-импортера CTR1.
Однако, изучив нокаут и сверхэкспрессию таких
шаперонов меди как ATOX1 и CCS, влияния на
начальную скорость меди в клетках линии HEK-
293 обнаружено не было.

Кроме того, например, отмечено явление
синергичности генов ATOX1 и ATP7B при таком
вирусном заболевании как лихорадка Зика (вирус
Зика из рода Flavivirus). Исследование 2021 г. по-
казало, что вирус Зика у человека приводит к по-
давлению белка ATP7B, что опосредует высво-
бождение меди и при этом также наблюдается ак-
тивация механизмов, которые противодействуют



290

ГЕНЕТИКА  том 59  № 3  2023

ЖАЛСАНОВА и др.

высоким уровням меди, включая синтез медных
шаперонов, в том числе ATOX1 [69]. Наблюдае-
мое явление наглядно демонстрирует эффект са-
моорганизации клетки в распределении меди при
неблагоприятных обстоятельствах.

Неоднозначность роли гена ATOX1 в патогене-
зе медь-зависимых патологий может быть обу-
словлена недостаточной изученностью данного
гена. Нами были собраны все доступные данные
на сегодняшний день, которые свидетельствуют о
возможной роли этого гена в развитии заболева-
ний, обусловленных нарушениями метаболизма
меди. Кроме того, накопленные данные указыва-
ют на перспективность дальнейших исследова-
ний металлошаперонов и их роли в патогенезе об-
мена меди, в том числе в рамках персонализиро-
ванной медицины.

Работа выполнена при поддержке гранта Пре-
зидента РФ № МК-6225.2021.1.4.

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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The ATOX1 Gene Role in Copper Metabolism 
and in the Copper-Induced Diseases Pathogenesis
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The ATOX1 (Antioxidant Protein 1) is a human copper metal chaperone that plays an important role in cel-
lular copper homeostasis. The protein is responsible for cytosolic copper absorption from CTR1 (copper
transporter 1) and transport to the copper pumps in the Trans Golgi network to the ATP7A and ATP7B pro-
teins. This review collected data on the antioxidant role of ATOX1, the gene role in the angiogenesis regulation
and cancer cell proliferation, and the role in the copper-induced diseases pathogenesis – Wilson’s disease
and Menkes disease.
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Высокая молочная продуктивность коров связана с интенсивным функционированием всех орга-
нов и систем, что предрасполагает к развитию различных форм нарушений обменных процессов.
Формирование энергетического дисбаланса у высокопродуктивных коров в лактирующий период
способствует развитию комплексных метаболических нарушений, отрицательно влияющих на про-
дуктивное здоровье и репродуктивный потенциал. Интерес к разведению крупного рогатого скота,
более устойчивого к кетозу, является глобальным, а поиск мутаций, аллельных вариантов генов и
изучение молекулярно-генетических процессов, формирующих тот или иной фенотип, являются
ключевыми этапами в понимании этиологии, степени предрасположенности к заболеванию и раз-
работке успешных селекционных программ. В настоящем обзоре представлены результаты иссле-
дований, направленных на поиск генетических маркеров развития кетоза крупного рогатого скота
на основе молекулярно-генетических методов. В обзоре представлены локализация SNPs по дан-
ным метаанализа GWAS, протеин–протеин взаимодействия ассоциированных с ними генов-кан-
дидатов при помощи STRING, а также аннотация SNPs по ключевым биологическим процессам с
их участием. Приведен профиль экспрессии генов-кандидатов для ассоциированных с кетозом тка-
ней на основе известных данных по человеку с применением GTEx.

Ключевые слова: кетоз, крупный рогатый скот, генетические исследования, ПГАА, утерянная насле-
дуемость, бета-гидроксимасляная кислота.
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Современная селекция крупного рогатого ско-
та, направленная исключительно на повышение
производства молока без внимания к другим чер-
там фенотипа, приводит к увеличению частоты
развития различных патологий: мастита, заболе-
ваний конечностей, дисфункций яичников и дру-
гих болезней репродуктивной системы [1, 2], а
также снижению генетического разнообразия и
адаптивности животных [3]. В структуре заболе-
ваний незаразной этиологии у высокопродуктив-
ных коров особое место занимают метаболические
нарушения, характеризующиеся повышенным об-
разованием и резким увеличением содержания ке-
тоновых тел в крови, молоке и моче животных.
Развитие первичного кетоза, вызванного энерге-
тическим дисбалансом, сопровождается возник-
новением целого ряда физиологических реакций,
наиболее важными из которых можно считать
синдром трофической недостаточности, инток-
сикационный синдром и местную воспалитель-
ную реакцию [4]. Использование новейших до-

стижений в области клинической ветеринарной
биохимии позволяет расширить диагностические
возможности, повысить своевременность и эф-
фективность лечебно-профилактических меро-
приятий [5].

Несмотря на успехи клинической биохимии,
поиск генетических маркеров, ассоциированных
с кетозом [6], остается актуальной проблемой со-
временной ветеринарии. Стоит отметить, что да-
же в одних и тех же условиях содержания и при
схожем уровне молочной продуктивности диапа-
зон адаптационных возможностей у коров разли-
чается. Это дает основание предполагать, что адап-
тационный процесс во многом зависит от генетиче-
ских особенностей организма животного [7, 8].
Необходимо учесть, что метаболические заболева-
ния по своей природе многофакторны, невозможно
выделить конкретный ген или полиморфизм, кото-
рый бы являлся ответственным за развитие данных
заболеваний [9, 10]. Основные направления в изу-
чении генетической этиологии кетоза включают
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в себя полногеномный анализ ассоциаций
(ПГАА, GWAS) [11, 12], исследование экспрессии
генов с помощью как RNA-seq [13, 14], так и real-
time qRT-PCR [15], кДНК-чипов [16], а также
анализ ассоциаций генов-кандидатов [10].

Полногеномный анализ ассоциаций в меди-
цине уже имеет свою весьма успешную историю
[17–19]. При исследовании кетоза у коров с помо-
щью ПГАА индикатором субклинической и кли-
нической стадий болезни служит высокая кон-
центрация β-гидроксимасляной кислоты как в
молоке, так и в крови [12] или фенотипом для
ПГАА может служить диагноз животного в целом.
Так, S. Nayeri с соавт. [12] был проведен полноге-
номный анализ ассоциаций, в результате которо-
го были обнаружены ранее неидентифицирован-
ные гены, связанные с субклиническим кетозом
как во время первой лактации, так и для последу-
ющих. В целом авторы указывают о статистиче-
ски значимых SNPs (single nucleotide polymor-
phisms) в генах, имеющих тесную взаимосвязь с
ключевыми регуляторами иммунной системы:
TNF (для субклинического кетоза в первую и по-
следующие лактации), IFNG (для субклиниче-
ского кетоза в первую лактацию), LEP (для суб-
клинического кетоза во вторую и последующие
лактации). Большая часть обнаруженных в дан-
ном исследовании транскриптов кандидатных ге-
нов играет роль в процессах иммунной системы жи-
вотных, также часть генов кодирует транспортеры
различных ионов. Например, IL-8 (ген CXCL8) –
это один из главных медиаторов воспалительной
реакции, секретируемый, главным образом ней-
трофилами, действующими в месте инфекционно-
го воспаления. Исследователи указывают на преды-
дущее исследование связи кетоновых тел и врож-
денного иммунного ответа эпителиальных клеток
молочной железы (усиленная экспрессия IL-8) на
инфицирование Escherichia coli [20]. В целом ре-
зультаты S. Nayeri и соавт. [12] не противоречат ре-
зультатам предыдущих исследований, в которых от-
мечается взаимосвязь метаболических заболеваний
и иммунной системы [21].

В цели ПГАА не входит биологическая интер-
претация: каким именно образом конкретные му-
тации влияют на молекулярные процессы в клет-
ках – изменяется ли уровень экспрессии гена-
кандидата, влияет ли мутация на эффективность
работы транслируемого белка и т.д. Также не ясна
общая картина взаимодействия генов при кетозе:
в какой момент заболевание приводит к тому, что
мутации в таких генах как CXCL-8 и TNF начина-
ют играть ключевую роль в его развитии, и в ка-
ких именно тканях и клетках генетические наруше-
ния являются значимыми при воспалении [22]. По-
скольку имеются исследования о том, что ряд генов
и метаболических путей вносит значительный
вклад в развитие кетоза в разные временные про-
межутки, следует проводить функциональные ис-

следования на основе результатов ПГАА на жи-
вотных в течение всего транзитного периода [23].
Одним из первых и доступных вариантов анализа
результатов ПГАА может стать аннотация лока-
лизации обнаруженных SNP относительно близ-
лежащих генов или генов, непосредственно в ко-
торых данные SNP и были обнаружены.

R.A.N. Soares и соавт. был проведен метаанализ
данных, приведенных в статьях по экспрессии ге-
нов при кетозе, а также метаанализ исследований
ПГАА, в которых был определен список генов-кан-
дидатов и ряд SNP, имеющих высокую статистиче-
скую значимость в формировании синдрома [24].
Локализация SNPs относительно генов/ближай-
ших генов представлена на рис. 1. Аннотация про-
ведена при помощи https://www.ensembl.org/Bos_tau-
rus/Tools/VEP сборка ARS-UCD1.2 [25].

Мутации в межгенных участках не приводят к
заменам аминокислот в белке, однако возможно
имеют значение в формировании ДНК-протеин-
комплекса (например, места связывания с гисто-
нами или транскрипционными факторами) [26],
могут иметь как нисходящий или восходящий эф-
фект на прилежащий ген (например, воздействие
на открытые рамки считывания) [27], так и иметь
эффект на пространственно близкие, но дисталь-
ные по нуклеотидной последовательности гены.
Также мутации в межгенных участках могут ока-
зывать воздействие на регуляторные механизмы
(например, энхансеры и сайленсеры) [28], свя-
занные с активацией экспрессии дискретных на-
боров генов на расстоянии нескольких тысяч
нуклеотидов. Изменения в связывании протеина
с энхансером перепрограммируют экспрессию
генов и влияют на фенотип клетки [29, 30]. Также
межгенные регионы могут включать в себя еще не
обнаруженные гены, такие как регуляторные не-
кодирующие РНК. Несмотря на то что информа-
ции о них не так много, известно, что они выполня-
ют регуляторные функции. Уже почти два десятка
лет проект ENCODE проводит подробные исследо-
вания межгенных регионов у человека [31].

Обнаруживаемые в результате ПГАА SNP в
интронах могут стать отправной точкой в изуче-
нии зависимости между полиморфизмом в ин-
тронах и уровнем экспрессии гена-кандидата, по-
скольку известно, что полиморфизм в сайтах узна-
вания сплайсосом пре-мРНК влияет на процесс
сплайсинга и следовательно на уровень экспрес-
сии конечного транскрипта гена [27, 32, 33].

Мутации в кодирующих частях могут происхо-
дить в кодонах, соответствующая аминокислота
которых у мутантного типа ослабляет функцио-
нальную активность кодируемого транскрипта
или приводит к синонимичным заменам (мис-
сенс, сеймсенс мутации) [34, 35], транкирует его
(нонсенс-мутации) [36]. Биологическая интер-
претация возможных эффектов полиморфизма
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является ключевым этапом в понимании молеку-
лярно-генетической этиологии кетоза по резуль-
татам GWAS [37].

Про UTRs (нетранслируемые регионы) из-
вестно, что они имеют ключевые функции в пост-
транкрипционной регуляции экспрессии генов,
включая направление транспорта мРНК из ядра,
эффективность трансляции [38], внутриклеточную
локализацию [39] и стабильность [40]. Исследова-
ния по влиянию полиморфизмов в UTR-участках
проведены для некоторых генов [41, 42], однако
анализ комплекса генов-кандидатов, ассоцииро-
ванных с кетозом, при помощи такого подхода
еще не проведен.

Значимые функции, выполняемые некоди-
рующими транскриптами, экспрессируемыми от
гибридных генов (генов, экспрессирующих как
мРНК, так и некодирующие транскрипты), вклю-
чают регуляцию сплайсинга мРНК и мРНК
процессинга, активность “микроРНК-губок”,
конкурентную ассоциацию/диссоциацию бел-
ка, связывающего РНК, экспрессию микропеп-
тидов/микропротеинов [43].

Биологическая интерпретация результатов
GWAS представляется проще, когда статистиче-
ски значимые SNP находятся вблизи друг от друга
и в кодирующей последовательности. Например,
в ходе работы S. Nayeri и соавт. при анализе ассо-
циаций с субклиническим кетозом во время пер-
вой лактации были выявлены четыре SNP в пер-
вом интроне гена GC [12]. Ген GC кодирует вита-
мин D, связывающий протеин, который является
основным переносчиком витамина D3. И у лю-
дей, и у крупного рогатого скота во время инфек-
ции моноциты и макрофаги экспрессируют эн-
зим, который конвертирует витамин D в его ак-
тивную форму (25(OH)D3), играющую важную

роль в функционировании иммунной системы
[44]. Локализация SNP в интронах, в том числе
первом, вероятно не имеет значения в функцио-
нальной активности или конформации белка, од-
нако может играть ключевую роль в уровне экс-
прессии гена [45, 46]. Представленные в настоящей
работе и обнаруживаемые в дальнейшем гены, ас-
социированные с функциями иммунной систе-
мы, согласуются с ролью местной воспалитель-
ной реакции при кетозе, как упомянуто выше.
Таким образом, подробное изучение уровня экс-
прессии гена GC в зависимости от метаболиче-
ского статуса крупного рогатого скота может
стать одним из шагов в понимании изменений в
иммунном статусе при кетозе.

Схожим примером могут служить результаты
работы V. Kroezen и соавт. [10] по поиску генов-
кандидатов для кетоза во время первой лактации.
Получены статистически значимые SNPs для гена
CPT1A (карнитинпальмитоилтрансфераза формы
1А), локализующиеся в 3'-UTR гена. Митохон-
дриальное окисление длинноцепочечных жирных
кислот инициируется последовательными ре-
акциями карнитинпальмитоилтрансферазы I
(локализованной на внешней мембране митохон-
дрии) и карнитинпальмитоилтрансферазы II (ло-
кализованной на внутренней мембране) вместе с
карнитинацилкарнитинтранслоказой. CPT1 яв-
ляется ключевым энзимом в карнитин-зависи-
мом транспорте по внутренней мембране митохон-
дрии и его дефицит приводит к снижению β-окис-
ления жирных кислот [47]. При увеличении
экспрессии CPT1A оксидация жирных кислот мо-
жет быть усилена и в некоторой степени может
способствовать инсулинрезистентности Накоп-
ление жирных кислот в клетках может привести к
формированию инсулинрезистентности, способ-
ной сформировать развитие диабета 2-го типа и ги-

Рис. 1. Аннотация SNP относительно локализации в геноме.
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перинсулинемии [48]. 3'-UTRs сигнальных РНК
хорошо изучены с точки зрения регуляции процес-
сов мРНК, таких как локализация мРНК, их ста-
бильность и трансляция. Дополнительно 3'-UTRs
опосредуют протеин–протеин взаимодействия,
таким образом передавая генетическую инфор-
мацию, закодированную в 3'-UTRs до протеинов.
Показано, что данная функция регулирует разно-
образные свойства протеинов, включая сложные
конформации белков и посттрансляционные мо-
дификации. Таким образом, 3'-UTR опосредо-
ванный информационный трансфер может регули-
ровать свойства белков, которые не закодированы в
аминокислотной последовательности [49–51].

Полученные исследователями результаты по-
дают большие надежды, однако стоит учитывать
ограничения, которые накладывает низкая насле-
дуемость такого изучаемого явления как кетоз (о
наследуемости комплексных фенотипов далее).
Сами исследователи указывают на то, что требу-
ются дальнейшие валидационные исследования
для полученных ими результатов, в том числе и
для того, чтобы определить эффекты потенциаль-
ных редких аллелей, которые вероятно не были
ими обнаружены. Идентификация и понимание
генетических маркеров предрасположенности к
кетозу пойдут на пользу всей молочной инду-
стрии, предоставляя хозяйствам, племенным ор-
ганизациям и ветеринарным специалистам ин-
струмент для прогнозирования степени предрас-
положенности коров к данному заболеванию [10].

Пересекающиеся в GWAS-исследованиях гены-
кандидаты, представленные в уже упомянутом ме-
таанализе [24], имеют некоторые протеин–протеин
взаимодействия, определенные нами на рис. 2 при
помощи веб-приложения STRING c настройкой
без “майнинга текста” [52] (SLCO1B1, SLCO10A1 не
найдены в базе STRING для Bos taurus).

На рис. 2 представлены три группы связанных
генов. Дальнейшее описание проведено на осно-
ве статей о генетике человека. CHRNG и
CHRNB1 являются генами, кодирующими субъ-
единицы гамма-рецептора ацетилхолина. Рецеп-
тор ацетилхолина меняет конформацию при свя-
зывании с ацетилхолином, приводя к открытию
ионного канала на поверхности плазмалеммы. Му-
тации в гене рецептора ассоциируются с замед-
ленной работой канала, врожденным миастени-
ческим синдромом [53]. Предполагаемые гомоло-
ги CHRNG и CHRNB1 имеют корреляционные
отношения по уровню экспрессии с PTK2-геном,
однако такие отношения установлены только для
других организмов. Протеин PTK2 (protein tyro-
sine kinase 2, протеинкиназа тирозина 2) кодиру-
ется геном PTK2. PTK2 является ключевым адге-
зин-ассоциированным белком, участвующим в
клеточном сцеплении (как клетки адгезируются
друг к другу и окружению) и передвижении (как
клетки передвигаются) [54]. Схожие взаимоотно-
шения PTK2 установлены для других организмов
с EDIL3 и FN1. Egf-подобные повторы и дискоиди-
новые домены протеин 3 кодируются геном EDIL3
и являются интегриновым лигандом Del-1-рецеп-

Рис. 2. Протеин–протеин взаимодействия, определенные при помощи веб-приложения STRING для генов, обозна-
ченных в метаанализе ПГАА.
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тора, играющего ключевую роль в опосредовании
ангиогенеза и возможно участвующего в пере-
стройке и развитии стенок сосудов. Он также ока-
зывает влияние на поведение эндотелиальных
клеток [55]. FN1 (фибронектин 1) связывает кле-
точные поверхности и различные компоненты,
включая коллаген, фибрин, гепарин, ДНК и ак-
тин. Фибронектины вовлечены в клеточную адге-
зию, способность клеток к передвижению, опсо-
низацию, ранозаживление и поддержание формы
клетки [56]. О схожем отношении с PTK2, обна-
руженном у других организмов, также можно ска-
зать про TRIP6, который расположен на ключе-
вых сайтах адгезии и вдоль стрессовых волокон
актина. Накопление данного протеина у плазма-
леммы происходит в ЛФК-зависимой манере (ли-
зофосфатидная кислота) и регулирует ЛФК-инду-
цируемую миграцию клеток. Известны альтерна-
тивно сплайсированные варианты, кодирующие
разные изоформы TRIP6, однако некоторые из
них не до конца описаны [57].

В следующей группе в середине рис. 2 представ-
лено три тесно связанных гена CPT1A, CPT1B,
CPT1C (все три изоформы CPT1) [58], являющих-
ся изоформами карнитин-О-пальмитоилтранс-
феразы: печеночной, мышечной и мозговой соот-
ветственно, и их связь в результате анализа оче-
видна [47]. Были обнаружены альтернативно
сплайсированные транскрипты, кодирующие раз-
ные изоформы гена [59]. Каждый из них связан и
имеет корреляционные отношения по уровню
экспрессии с геном ACACB, однако такие отно-
шения установлены только для других организ-
мов. Acetyl-CoA carboxylase (ацетил-КоА карбок-
силазы) представляют собой систему мультифунк-
циональных ферментов. ACC является геном,
кодирующим биотин-содержащий энзим, кото-
рый катализирует карбоксилирование ацетил-
КоА до малонил-КоА (лимитирующая реакция в
синтезе жирных кислот). ACC-β (или АСС2) пред-
положительно контролирует оксидацию жирных
кислот посредством способности малонил-КоА
ингибировать работу карнитинпальмитоилтранс-
феразы I, участвующей в лимитирующей реакции
потребления жирных кислот и их оксидации в
митохондриях. ACC2 может быть скорее всего во-
влечен в регуляцию окисления жирных кислот
[60]. В свою очередь, ACACB имеет связь с PC (у
других организмов обнаружены коэкспрессион-
ные отношения, соседство по расположению в
геноме). Пируваткарбоксилаза (РС) [61] катали-
зирует карбоксилирование пирувата до аксало-
ацетата. РС участвует в глюконеогенезе, липоге-
незе, секреции инсулина и синтезе нейротранс-
миттера глутамата [62]. С тесной связью на рис. 2
также представлены ACSL1, ACSL3, ACSL5, ACSL6
(long-chain acyl-CoA synthetase), которые кодируют
представителей семейства лигаз длинноцепочеч-
ных жирных кислот коэнзима А. И хотя они обла-

дают субстратной специфичностью, внутрикле-
точной локализацией, распределением по тка-
ням, все изозимы этого семейства конвертируют
свободные длинные жирные кислоты до эфиров
ацил-КоА и таким образом играют ключевую роль в
биосинтезе липидов и деградации жирных кислот
[63]. Интересно, что 1, 3, 5, 6 изоформы ацил-КоА-
синтетазы жирных кислот с длинной цепью име-
ют взаимосвязь с изоформами карнитин-О-паль-
митоилтрансферазы, существует предположитель-
ная модель комплекса этих протеинов на внешней
мембране митохондрий [64]. В анализе STRING
была обнаружена пара генов, имеющих разные
функции: ген рецептора, активируемого перокси-
сомным пролифератором (PPARG, PPARD) и рети-
ноидный X-рецептор (RXR). Однако проведены
исследования, в которых показано, что они во-
влечены в развитие рака эндометрия, ассоцииро-
ванного как с ожирением, так и с резистентно-
стью к инсулину [65].

Третья получившаяся в результате анализа груп-
па – пара SLCO1A2 и SLCO1B3 – члены семейств
1B2 и 1А2, являющихся переносчиками раство-
ренных носителей органических анионов в пече-
ни, а также влияющих на поглощение стероидов
[66]. Стоит отметить, что данные представители
семейства переносчиков растворенных носите-
лей органических анионов играют ключевую роль
в метаболизме лекарственных препаратов [67].

Общая картина взаимодействия почти всех
представленных в настоящей работе генов описа-
на в другой работе автора метаанализа [68]. Необ-
ходимо подчеркнуть, что данных по взаимодей-
ствию (в том числе коэкспрессионных отношений)
генов по результатам исследований человека на-
много больше, чем схожих исследований по про-
теин–протеин и ген–ген взаимодействиям у Bos
taurus. Получение таких знаний представляется
крайне актуальным для понимания природы
сложных заболеваний крупного рогатого скота, в
том числе метаболических.

В целом процессы, ассоциированные с генами
по результатам метаанализа [24], можно анноти-
ровать при помощи Generic Gene Ontology Term
Finder [69] для биологических процессов. Полу-
ченные результаты визуализированы при помо-
щи REVIGO (рис. 3) [70].

Аннотация генов по биологическим процессам
не противоречит общим представлениям о кетозе,
характеризующемся гиперкетонемией [71]. Кето-
новые тела (β-гидроксимасляная кислота ацето-
ацетат, ацетон) – группа органических соединений,
являющихся промежуточными метаболитами жи-
ров, представляющих собой альтернативный про-
дукт окисления свободных жирных кислот в пе-
чени [72]. Кетоз ассоциирован с тяжелым отрица-
тельным энергетическим балансом: поступление
неэффективных источников энергии, не удовле-
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творяющих высоким требованиям организма для
производства молока в раннем лактационном пе-
риоде, дефицит в рационе легкоусвояемых саха-
ров [6]. Отрицательный энергетический баланс
является триггером процесса оксидации жира, за-
пасаемого в адипозных тканях, и приводит к то-
му, что большие количества свободных жирных
кислот в крови окисляются до кетоновых тел. Ли-
попротеины низкой плотности связываются со
своими рецепторами в целевых клетках, эфиры
холестерина гидролизуются лизосомами до сво-
бодного холестерина и жирных кислот. Ацетил-
КоА после реакции окисления жирных кислот
становится источником энергии в цикле Кребса.
Когда цикл Кребса заторможен, чрезмерное ко-
личество ацетил-КоА может приводить к образо-
ванию кетоновых тел [73, 74]. Таким образом,
свободные жирные кислоты преобразуются пече-
нью в кетоновые тела и используются в качестве
альтернативного источника энергии для многих
тканей организма. Тем самым достигается главный
биологический смысл – восстановление энергети-
ческого баланса [75].

Печень как один из главных органов, в кото-
ром протекают ключевые биохимические реак-
ции, в том числе метаболизм углеводов и липидов
[76, 77], представляет наибольший интерес с точ-
ки зрения экспрессии ключевых для патогенеза
кетоза генов [16, 78]. Однако исследование крови
методологически более удобно и представляется
возможным вариантом изучения зависимости экс-
прессионной активности генов от физиологиче-
ского состояния животного [13, 14]. Данные по
экспрессии рассматриваемых нами генов в че-
ловеческих тканях представлены на рис. 4 (для
SLCO10A1 данных нет) при помощи веб-сервиса
GTEx [79]. Уровень экспрессии генов может быть
промежуточным показателем между генотипом и
сложным признаком и является модификатором
предрасположенности к заболеваниям [80–82].

Не менее важным аспектом в изучении кетоза
является оценка уровня экспрессии генов в зави-
симости от стадий отрицательного энергетического
баланса, которые проходит животное. Имеются
данные о сравнении уровня экспрессии генов кле-
ток печени при помощи микрочипов у животных

Рис. 3. Группы биологических процессов, ассоциированных с кетозом по данным метаанализа ПГАА.
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с индуцированным кетозом [16], у животных с
разной диетой [83]. Проведены исследования ин-
дуцированного кетоза в сравнении с контролем
при помощи RNA-Seq [84], а также сравнение
экспрессии генов жировой ткани между корова-
ми с кетозом и здоровыми животными при помо-
щи количественной real-time RT-PCR [15]. Все
перечисленные исследования основаны на едино-
моментном сравнении групп между собой. Однако
исследования, направленные на определение ди-
намики изменений экспрессионного профиля в
зависимости от физиологического состояния жи-
вотного (например, в транзитный период) [85],
могут представлять особый интерес для определе-
ния ключевых значений уровня экспрессии ге-
нов-кандидатов, формируя более ясную картину
их коэкспрессионных отношений.

Низкая концентрация инсулина на фоне инсу-
линорезистентности способствует независимому
поглощению питательных веществ молочной желе-
зой, тогда как инсулинзависимые ткани увеличива-
ют окисление жирных кислот и уменьшают исполь-
зование глюкозы [86]. С учетом этого дальнейшие
исследования в области экспрессионной активно-
сти тканей и органов, в частности эндокринных,
могут представлять особый интерес.

Ключевым аспектом в изучении гиперкетоне-
мии является наследуемость данного фенотипа.
Проведен ряд исследований наследуемости мета-
болических заболеваний у коров молочных пород, в
том числе для кетоза, однако ее степень оценивает-
ся низкой [1, 72, 87, 88]. Стоит отметить, что коэф-
фициенты наследуемости, полученные при линей-
ном регрессионном анализе бинарных данных
(“0” – животное не болеет, “1” – животное боле-
ет), зависят от частоты встречаемости болезни в
исследовательской выборке, в связи с чем резуль-
таты отдельных исследований не могут сравни-
ваться между собой [88]. В других исследованиях о
наследуемости уровня β-гидроксимасляной кисло-
ты в молоке коров, основанных на имеющихся в
хозяйствах данных, она оценивается как низкая и
варьирует от 0.02 до 0.14 [89].

В целом характерная для кетоза низкая насле-
дуемость может быть связана с проблемой уте-
рянной наследуемости, характерной для явлений
сложной природы. Патогенез мультифакторных
заболеваний часто зависит от промежуточных фе-
нотипов с количественным наследованием. А. Blan-
co-Gómez и соавт. утверждали, что недетектиро-
ванные промежуточные фенотипы могут объяс-
нить большую часть утерянной наследуемости
[90], соответственно использование непрерыв-
ных величин для описания подтипов кетоза как
фенотипа (например, ИК-Фурье спектроскопия

крови для определения концентрации β-гидрок-
симасляной кислоты) позволит определять суб-
клинические случаи болезни, более высокие ча-
стоты распространения и более высокие значе-
ния наследуемости фенотипа [91].

Несмотря на то что было выдвинуто много ги-
потез для решения проблемы утерянной наследу-
емости явлений, реальные причины этой пробле-
мы остаются неизвестными. Многие характери-
стики, такие как размер тела, имеют высокую
степень наследуемости. Уже доказано, что 80–90%
изменчивости размера тела объясняются наслед-
ственностью. Несмотря на то что уже идентифи-
цировано много аллелей, ассоциированных с
данным фенотипом, они объясняют только около

Рис. 4. Данные об уровне экспрессии в тканях челове-
ка генов-кандидатов, обозначенных в метаанализе
ПГАА. тнм – транскриптов на миллион.
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5–10% изменчивости фенотипа. Это один из слу-
чаев сложных, комплексных фенотипов, и в це-
лом существует большой разрыв между тем, какую
долю изменчивости сложного фенотипа ожидается
объяснить генетическими изменениями (“ожи-
даемая наследуемость”), и тем, какую степень на-
следуемости действительно получилось связать с
аллельными вариантами. Эта разница и получила
название “утерянная наследуемость” [90].

Вопрос о том, почему не у всех коров с высоки-
ми показателями молочной продуктивности на-
блюдается клиническая картина кетоза, все еще
остается открытым, несмотря на значительный
технический прогресс в транскриптомике, про-
теомике и геномике [10]. Наследуемость ком-
плексных фенотипов также зависит от вклада
факторов окружающей среды [92]. Таким обра-
зом, чем больше фенотипической изменчивости
объясняется внешними факторами, тем меньше
фенотипической изменчивости объясняется ге-
нетическими предикторами, и vice versa. Следова-
тельно, точность фенотипической изменчивости
может значительно варьировать от популяции к
популяции, находящихся под воздействием раз-
ных факторов окружающей среды. Примером мо-
гут служить внешние факторы, способствующие
развитию кетоза, например качество и полноцен-
ность корма, а также нормирование рациона в за-
висимости от физиологического состояния [74].

Существует предположение о том, что пробле-
ма утерянной наследуемости может быть решена
через генетические взаимодействия или, по-дру-
гому, эпистазис. Утерянная наследуемость в узком
понимании базируется на представлении, что не су-
ществует взаимодействий между аллелями и что их
эффекты имеют только аддитивную природу. Но
такое понимание проблемы не совсем верно, по-
скольку эпистатические взаимодействия также
оказывают влияние на наследуемость в широком
смысле этого слова. Таким образом, существует
предположение, что значительная часть утерян-
ной наследуемости может объясняться не аллель-
ными вариантами, которые еще предстоит открыть,
а эпистатическими взаимодействиями между алле-
лями, которые уже открыты. Хотя может быть и
так, что предположительно все аллельные фор-
мы, ответственные за изменчивость фенотипа, уже
изучены, однако их аддитивный эффект не объяс-
няет всей изменчивости комплексного фенотипа.
Поэтому объясненная наследуемость всегда будет
меньше всей наследуемости [93]. В любом случае
исследование эпистатических явлений в генетике
является очень трудной задачей, требующей боль-
шой выборки. Степень вклада генетических взаи-
модействий в явление утерянной наследуемости

еще предстоит исследовать, как, например, еще
предстоит исследовать предположение о том, что
эпигенетические изменения имеют эффект на
экспрессию генов от индивидуума к индивидуу-
му, что, в свою очередь, оказывает влияние на из-
менчивость фенотипа. Как бы то ни было, все эти
попытки объяснить причины проблемы утерян-
ной изменчивости еще предстоит проверить экс-
периментальными исследованиями [94], и такой
“пробел в знаниях” отмечается не только в ветери-
нарии, но и в разных областях медицины [95–97].

Если кетоз – многофакторное заболевание по
своей этиологии, то можно сказать, что поиск ге-
нов-кандидатов, ассоциированных с повышен-
ным уровнем бета-гидроксимасляной кислоты,
является задачей только для одного из промежу-
точных фенотипов. Целесообразен поиск, напри-
мер, генов, ассоциированных с резистентностью
к инсулину, генов, мутации в которых нарушают
стабильность окисления жирных кислот (а также
поиск аллельных вариантов, ассоциированных с
высокой скоростью окисления). Тогда будут об-
наружены промежуточные фенотипы, имеющие
значительный вклад в такой сложный признак
как предрасположенность к кетозу.

В последние годы разрабатываются новые ста-
тистические модели для определения ассоциации
между генетическим локусом или аллелем и не-
сколькими признаками, чтобы идентифициро-
вать плейотропию [98], а также вклад промежу-
точных фенотипов [99]. Исследователями в этой
области отмечается интересное явление: некото-
рые плейотропные локусы не имеют общих SNP,
но вместо этого различные SNP являются казу-
альными для разных признаков. Эти плейотроп-
ные локусы ассоциированы с несколькими при-
знаками, однако они не имеют общих генетиче-
ских аллелей для разных ассоциаций. Существует
две модели плейотропии в таких случаях [100]. Пер-
вая называется моделью горизонтальной плейотро-
пии, когда генетические аллели имеют прямой эф-
фект на два или более признака. Вторая модель –
модель вертикальной плейотропии, когда аллель
имеет прямой эффект на какой-либо признак и
эффект на второй признак опосредованно через
первый [101]. Таким образом проводятся иссле-
дования с целью обнаружить ассоциации ком-
плексного признака с некоторыми аллельными
вариантами предположительно ключевых генов в
патогенезе кетоза: гены лептина и его рецептора
[9, 102, 103], ген 5'АМФ-активируемой протеин-
киназы [104], гены аполипопротеинов и их ре-
цепторов [105, 106] и других. Однако исследовать
аллельные варианты не менее значимых в воз-
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можной этиологии кетоза генов, таких как ген
грелина, еще предстоит.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на длительную историю исследова-
ния кетоза с биохимической точки зрения, задача
детерминировать генетические факторы, ассоци-
ированные с развитием данного метаболического
синдрома у коров, остается актуальной. Количе-
ство исследований генетической предрасполо-
женности к кетозу с применением ПГАА недоста-
точно для однозначных выводов и требуется их
дальнейшая валидация на разных выборках. Ре-
зультаты уже проведенных исследований нужда-
ются в экспериментальной проработке как с точ-
ки зрения связи аллельный вариант–фенотип,
так и с точки зрения молекулярных взаимодей-
ствий в клетке (например, экспрессионная ак-
тивность генов в зависимости от аллельного ва-
рианта – функциональное аннотирование). Для
высокого разрешения получаемых в ПГАА ре-
зультатов возможно применение комбинации ме-
тода с ПЦР-ПДРФ и/или секвенирования от-
дельных генов, в которых, например, обнаруже-
ны SNPs с высокой статистической значимостью.
Также необходимы исследования эпигенетиче-
ских особенностей и эпистатических взаимодей-
ствий для экспериментального изучения молеку-
лярно-генетических процессов, ассоциированных с
кетозом. Такой комплексный подход позволит луч-
ше понять патогенез заболевания и идентифициро-
вать аллели, которые вносят вклад в предраспо-
ложенность к развитию заболевания.

Работа выполнена в рамках Государственно-
го задания Минобрнауки России по теме
№ 0532-2022-0004 “Разработка технологии для
маркер-ориентированной селекции крупного ро-
гатого скота по генам, ассоциированным с устой-
чивостью к заболеваниям”.

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Genetic Susceptibility to Ketosis in Cattle: Current State of Research
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High-yield productivity in dairy cows is due to intense functioning of all organs and organism systems, that
predisposes animals to various forms of disorders of metabolic processes. Progress of energy disbalance in
high-yield dairy cows during lactation contributes to the development of systemic metabolic disorders, neg-
atively affecting milk production and reproductive potential of animals. Interest in breeding ketosis resistant
cattle is global and finding of mutations, gene variants and molecular and genetic processes contributing to
one or another phenotype are considered as key steps in understanding a degree of susceptibility to ketosis.
These steps will also give an insight in etiology of ketosis and provide basis for designing novel effective breed-
ing programs. In this paper we present an overview of studies based on genetic and molecular research meth-
ods in finding genetic markers of cattle ketosis development. We discuss comprehensive SNPs localization of
GWAS meta-analysis data, protein-protein interactions of associated with SNPs candidate genes via
STRING, as well as SNPs annotation of associated biological processes. We provide candidate gene expres-
sion profiles for associated with ketosis tissues based on human data with GTEx tool.

Keywords: ketosis, dairy cattle, genetic studies, GWAS, missing heritability, beta-hydroxybutyrate.
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Белки групп Polycomb и Trithorax (PcG и TrxG) являются эпигенетическими факторами, отвечаю-
щими за репрессию и активацию транскрипции соответственно. У Drosophila белки PcG/TrxG ре-
крутируются на специализированные ДНК-элементы, называемые PRE (Polycomb response elements). В
зависимости от контекста, данные элементы могут репрессировать, активировать или быть нейтраль-
ными по отношению к промотору гена-мишени. Ранее в трансгенных исследованиях с использова-
нием PhiC31 сайт-специфической системы интеграции мы продемонстрировали, что расположен-
ные рядом с PRE сайты для архитектурных белков могут индуцировать репрессорную активность
bxdPRE, стимулируя связывание факторов PcG/TrxG с данным элементом. Однако этот эффект может
зависеть от дополнительных ДНК-элементов, присутствующих в месте интеграции после PhiC31-зави-
симой инсерции трансгенов. В настоящем исследовании, используя альтернативную систему инте-
грации на основе CRISPR/Cas9-катализируемой гомологичной репарации, мы доказали, что сайты
связывания архитектурного белка Su(Hw) действительно способны индуцировать репрессорную актив-
ность bxdPRE и привлечение белков PcG/TrxG вне зависимости от дополнительных ДНК-элементов,
присутствующих в месте интеграции после PhiC31-зависимой инсерции трансгенов.

Ключевые слова: Drosophila, Polycomb, PRE-элемент, репрессия транскрипции, CRISPR/Cas9.
DOI: 10.31857/S0016675823030049, EDN: INYMCX

Эпигенетический контроль активности генов
является необходимым для дифференцировки кле-
ток и поддержания правильных паттернов экспрес-
сии на взрослой стадии у многоклеточных организ-
мов. Ключевые регуляторы данного процесса –
белки групп Polycomb и Trithorax – являются
репрессорами и активаторами транскрипции соот-
ветственно [1–3]. Нарушение работы данных фак-
торов приводит к различным патологиям, включая
онкологические заболевания, что определяет необ-
ходимость исследований, направленных на изуче-
ние механизма их действия [4–8].

Одним из нерешенных на сегодняшний день во-
просов, является понимание механизма рекрутиро-
вания белков PcG/TrxG на хроматин. Репрессоры
PcG представлены тремя основными белковыми
комплексами – PRC1, PRC2 и PhoRC, тогда как
активаторы TrxG более разнообразны и включа-
ют метилтрансферазные комплексы COMPASS и
COMPASS-like, ремоделеры хроматина SWI/SNF
и другие (подробнее см. [4]). У Drosophila белки
PcG/TrxG привлекаются на специализированные

ДНК-регуляторные элементы, названные Polycomb
response elements (PRE) [9, 10]. Многочисленные
эксперименты с трансгенными конструкциями,
интегрированными в геном, показали, что PRE
могут подавлять экспрессию репортерных генов и
поддерживать репрессию во время развития.

Характерной чертой PRE-зависимой репрес-
сии является эффект, названный pairing-sensitive
silencing (PSS), который заключается в том, что
репрессия становится намного сильнее у мух, го-
мозиготных по трансгену [11, 12]. Считается, что
усиление репрессии у гомозигот связано с транс-
взаимодействиями между двумя копиями PRE,
находящихся на гомологичных хромосомах. PSS-
эффект также наблюдался для PREs в их эндоген-
ном контексте [13].

Кроме того показано, что активность PRE-
элементов в составе трансгенов сильно зависит от
окружающего хроматина. В зависимости от сайта
интеграции PREs могут репрессировать или акти-
вировать транскрипцию репортерных генов, либо
же быть нейтральным элементом, не оказывая вли-
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яния на экспрессию гена [11, 14–17]. Это указыва-
ет на то, что активность PRE модулируется хро-
мосомным контекстом. Однако детали данного
процесса и факторы влияния на активность PRE
практически не изучены.

Ранее мы показали, что сайты связывания для
архитектурных белков, расположенные рядом с
PRE-элементом, могут усиливать PRE-опосредо-
ванную репрессию и, более того, индуцировать ре-
прессионную активность неактивного PRE [16]. В
частности, данный эффект был показан на мо-
дельной системе, содержащей четыре сайта связы-
вания для архитектурного белка Su(Hw), PRE-эле-
мента bxdPRE из регуляторной области гена Ubx,
репортерный ген white и attB-сайт. Сайт attB не-
обходим для интеграции конструкции в геном с по-
мощью направленной сайт-специфической реком-
бинации PhiC31 [18]. При PhiC31-опосредуемой
интеграции происходит рекомбинация между сай-
том attB трансгена и встроенным в определенное
место генома сайтом attP. При этом при встраива-
нии происходит интеграция как тестируемых по-
следовательностей ДНК, так и дополнительных по-
следовательностей, необходимых для наработки
плазмиды в бактериях. Кроме того, в геноме рядом
с трансгеном присутствуют фрагменты трансгенно-
го элемента Mariner, за счет которого был интегри-
рован сайт attP [18]. Таким образом, способность
сайтов связывания архитектурных белков акти-
вировать репрессионную активность PRE потен-
циально может зависеть от участков ДНК, необ-
ходимых для PhiC31-зависимой интеграции кон-
струкции в геном.

Настоящее исследование направлено на про-
верку способности сайтов связывания архитектур-
ных белков стимулировать активность PRE незави-
симо других ДНК-регуляторных элементов. Для
этого была проведена CRISPR/Cas9-зависимая ин-
серция только внутренних элементов конструкции
в геномную область без последовательностей эле-
мента Mariner и attP. В результате анализа было по-
казано, что стимулирование репрессионной актив-
ности bxdPRE сайтами Su(Hw) сохраняется при
CRISPR/Cas9-зависимой интеграции конструк-
ции. Более того, репрессия сопровождается рекру-
тированием ДНК-связывающего фактора PRE –
Combgap, и белками PcG/TrxG на PRE. Таким
образом, стимуляция PRE-опосредованной ре-
прессионной активности bxdPRE сайтами Su(Hw)
не зависит от присутствующих в геноме после
PhiC31-зависимой интеграции элементов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для интеграции трансгенной конструкции в

геном (область 96E на третьей хромосоме) мы ис-
пользовали систему гомологичной рекомбина-
ции, индуцируемой созданием двуцепочечных
разрывов с помощью CRISPR/Cas9 системы [19].

Для этого были сделаны следующие плазмиды:
1) CRISPR-96E – плазмида, экспрессирующая
гидовую РНК (gRNA) к геномной области 96E;
2) HR-Su(Hw)-bxd – конструкция, содержащая
исследуемые ДНК-регуляторные элементы и
участки для гомологичной рекомбинации.

Создание плазмиды 96E-CRISPR

Для выбора оптимальных сайтов-мишеней
gRNA к геномной области 96E использовалась
онлайн-программа поиска мишеней flyCRISPR
(https://flycrispr.org/) [20]. Для более эффектив-
ной интеграции были выбраны две пары gRNA:
первая пара – 5'-96E-CRISPR1 – 5'-aaagcagcatgga-
taccacc-3' и 3'-96E-CRISPR1 – 5'-aagtatgtcgcaaaacg-
gct-3'; вторая пара – 5'-96E-CRISPR2 – 5'-accacctgg-
cccattggatt-3' и 3'-96E-CRISPR2 – 5'-atggataccacctgg-
cccat-3'. 5'- и 3'-96E-CRISPR были одновременно с
помощью ПЦР вставлены в вектор для двойной
экспрессии CRISPRs – prAc_yiless_U6:1:3_attB [21],
под контроль промоторов U6:1 и U6:3 соответ-
ственно (см. далее рис. 1). Вектор
prAc_yiless_U6:1:3_attB [21] основан на плазмиде
pCFD4-U6:1_U6:3tandemgRNAs (Addgene # 49411
[19]) с дополнительной вставкой гена yellow-in-
tron-less-attB под контролем промотора Actin5C.
Ген yellow и attB в данной работе не использова-
лись, в плазмиде они присутствуют для возможно-
сти стабильной интеграции плазмид с gRNA в ге-
ном.

Для одновременного клонирования 5'- и 3'-96E-
CRISPR были подобраны прямой и обратный
праймеры, которые также содержат гомологию с
вектором prAc_yiless_U6:1:3_attB для ПЦР-ампли-
фикации с данного участка. Праймеры для пер-
вой пары для создания плазмиды 96E-CRISPR1:
5'-gagaagacctTTCGgAAAGCAGCATGGATACCAC-
CGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG-3' и 5'-
gagaagacctAAACAGCCGTTTTGCGACATACTTc-
GACGTTAAATTGAAAATAGGTC-3'. Праймеры
для второй пары для создания плазмиды 96E-CRIS-
PR2: 5'-gagaagacctTTCGgACCACCTGGCCCATTG-
GATTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG-3' и 5'-
gagaagacctAAACATGGGCCAGGTGGTATCCATc-
GACGTTAAATTGAAAATAGGTC-3'.

Кроме gRNA, праймеры содержат сайты для
эндонуклеазы рестрикции BbsI и спейсеры, не-
обходимые для клонирования. BbsI распознает
5'-GAAGACN2↓-3'/3'-CTTCTGN6↑-5', присут-
ствующий в 5'-части праймера. Сайты для BbsI так-
же присутствуют в векторе prAc_yiless_U6:1:3_attB.
Продукты ПЦР, обработанные эндонуклеазой ре-
стрикции BbsI, были вставлены в вектор
prAc_yiless_U6:1:3_attB, расщепленный по BbsI.
Правильное лигирование последовательностей в
результирующих векторах 96E-CRISPR1 и 96E-
CRISPR2 было подтверждено секвенированием.
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Создание плазмиды HR-Su-bxd

Для создания плазмиды HR-Su-bxd BamHI-
ApaI фрагмент 4xSu из плазмиды lox(Sx4) [22] был
встроен в вектор bxd [16], обработанный сайтами
эндонуклеаз рестрикции SpeI и XhoI (конструк-
ция Su-lox-bxd). Плечи гомологии области 96E,
окружающие сайты-мишени 96E-CRISPR, были
амплифицированы методом ПЦР, используя в
качестве матрицы геномную ДНК D. melanogaster
дикого типа и следующие праймеры:

1) 5'-GGTACCCTAACCTTGTGTGCATGT-3' и
5'-GGTACCACCAAATGGCAAAACACT-3' для пле-
ча гомологии 5'-96E-HA с сайтами для эндонукле-
азы рекстрикции KpnI (итоговая длина области го-
мологии 1170 пн),

2) 5'-CCGCGGGGATCATATCTAAATTGA-3' и
5'-CCGCGGTGAAACAAAATATTAGCT-3' для пле-
ча гомологии 3'-96E-HA с сайтами для эндонукле-
азы рекстрикции SacII (итоговая длина области
гомологии 980 пн).

Рис. 1. Дизайн эксперимента. а – схема создания векторов для экспрессии гидовых РНК (gRNA), подробное описание
см. в тексте. б – область 96E, использованная для встройки полученной конструкции. Вертикальной стрелкой указано
место после окончания транскрипции гена LpR2, в которое производилась интеграция трансгена. Справа и слева –
области, использованные в качестве плеч гомологий. в – схемы конструкций bxd, и Su-bxd и HR-Su-bxd. * – из [16].
Обозначения: “attB” – сайт attB, необходимый для PhiC31-зависимой интеграции конструкции в геном; “bxdPRE” –
сайленсер bxdPRE; “4xSu” – четыре сайта связывания белка Su(Hw); white – репортерный ген; “Е” – энхансер гена
white; “Т” – терминаторы транскрипции; 5'-96E-HA и 3'-96E-HA – плечи гомологии, необходимые для CRISPR/Cas9-
зависимой интеграции конструкции в геном. Внутренние функциональные элементы конструкции HR-Su-bxd пол-
ностью повторяют элементы конструкции Su-bxd, но четыре сайта связывания белка Su(Hw) (4xSu) фланкированы сайта-
ми lox (указаны стрелками снизу), для их делеции in vivo и получения аналога конструкции bxd.

Праймеры для клонирования плазмиды 96E-CRISPR1:

U6-1 промотор gRNA core gRNA coreU6-3 промотор
BbsI

BbsI BbsI

BbsI

Прямой праймер fwd:

Обратный праймер rev:

Праймеры для клонирования плазмиды 96E-CRISPR2:

Описание структуры праймеров:

Ген

Плечи гомологии (HA)

Su-bxd*

bxd*

attB 4xSu whitebxdPREUp-spacer Down-spacer

HR-Su-bxd
5'-96E-HA 4xSu white

lox lox

bxdPREUp-spacer Down-spacer

attB whitebxdPREUp-spacer Down-spacer

LpR2

3R 25694k 25695k 25696k 25697k 25698k 25699k 25700k 25701k 25702k

(1) – BbsI сайт – выделен светло-серым;

(2) – G (или C в обратном праймере) – необходим для транскрипции с U6 промоторов

(3) – соответствует фрагменту  gRNA core

gRNA

(4) – соответствует фрагменту U6:3 промотора

спейсер для рестрикции-лигирования – выделен темно-серым

Прямой праймер fwd:

Обратный праймер rev:

fwd primer

rev primer

a Фрагмент вектора pAc_yiless_U6:1:3_attB

б

в

5'- (5'-96E-CRISPR1)

(5'-96E-CRISPR2)

5'-

5'-

5'-

5'- и 3'-96E-CRISPRs

5'-96E-HA 3'-96E-HA

3'-96E-HAE

E

E

(комплементарно 3'-96E-CRISPR1)

(комплементарно 3'-96E-CRISPR2)

(3)-3'

(3)-3'

(4)-3'

(4)-3'
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Для получения итоговой конструкции HR-Su-
bxd полученные фрагменты плечей гомологии 5'- и
3'-96E-HA последовательно вставляли в плазмиду
Su-lox-bxd. ПЦР-фрагмент, содержащий плечо
5'-96E-HA, был встроен по сайту KpnI. ПЦР-фраг-
мент, содержащий плечо 3'-96E-HA, был встроен
по сайту SacII, в результате чего удалялась функ-
циональная область участка attB.

Инъекция эмбрионов и получение трансгенных линий
Смесь плазмид (10 : 1 – HR-Su-bxd : 96E-CRISPR,

общая концентрация 500 нг/мкл) вводили в эм-
брионы линии #58492 Bloomington Drosophila
Stock Center, экспрессирующие ген Cas9 под кон-
тролем промотора Actin5C. Инъецированные эм-
брионы выращивали до зрелого возраста и скре-
щивали с мухами линии y-w1118. Мух с встройка-
ми конструкции HR-Su-bxd идентифицировали
по цвету глаз за счет экспрессии гена white. Най-
денных трансформантов скрещивали с линией,
несущей балансер TM3,Sb на третьей хромосоме
и в дальнейшем переводили в гомозиготное со-
стояние по трансгену.

Правильность гомологичной рекомбинации
была подтверждена с помощью ПЦР с использо-
ванием ДНК, выделенной из трансгенных мух.
Для получения производной линии HR-bxd с де-
лецией сайтов связывания архитектурного белка
Su(Hw), мух с конструкцией HR-Su-bxd скрещи-
вали с линией y1w1; Cyo, P(w+,cre)/Sco; +, экс-
прессирующей Cre-рекомбиназу [23]. Фенотипы
трансгенных линий мух HR-Su-bxd и HR-bxd ана-
лизировали в геми- (P/+) и гомозиготном (P/P) со-
стояниях. Всех мух содержали при 25°С на стан-
дартной среде.

Иммунопреципитация хроматина (X-ChIP)
Метод иммунопреципитации хроматина про-

водился как описано в [16]. Хроматин был выде-
лен из голов взрослых мух (150–200 мг) и иммуно-
преципитирован с помощью специфичных либо
неспецифичных антител. В качестве специфич-
ных антител были использованы ранее получен-
ные кроличьи поликлональные антитела к бел-
кам Su(Hw) (C-конец) [24], Ph, Sfmbt, Trx-N [25,
26], Combgap [16]. В качестве неспецифичных анти-
тел были использованы IgG не иммунизированного
животного. Анализ обогащения был проведен с
помощью ПЦР в реальном времени (qPCR) в
присутствии SYBR Green с использованием сле-
дующих пар праймеров: специфичные к трансгену
пары праймеров точка 1 (5'-CCGACCACTACCAG-
CAGAAC-3' и 5'-GTCCATGCCGAGAGTGATCC-
3'), точка 2 (5'-AGCTCCTCGCCCTTGCTCAC-
CAT-3' и 5'-CCATAATGGCTGCGCCGTAAAG-3'),
точка 3 (5'-GCCACTACGACGCTGAGGTCAA-3'
и 5'-CGTTGTGGGAGGTGATGTCC-3'). В каче-

стве отрицательного контроля использовалась
пара к кодирующей области гена Ras64B (5'-
GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG-3' и 5'-GTC-
GCACTTGTTACCCACCATC-3'). В качестве по-
ложительного контроля использовались пары к
области 62D (область высокого обогащения белка
Su(Hw), 5'-GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG-3'
и 5'-GTCGCACTTGTTACCCACCATC-3') и к об-
ласти, соседствующей с bxdPRE в геноме, но не
входящей в состав трансгена (участок высокого
обогащения PcG/TrxG-факторов, 5'-AAGAG-
CAAGGCGAAAGAGAGC-3' и 5'-CGTTTTA-
AGTGCGACTGAGATGG-3').

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для интеграции трансгенной конструкции,

содержащей сайты связывания архитектурного
белка Su(Hw), bxdPRE и гена white, была выбрана
область 96E (рис. 1). Согласно ранее полученным
нами данным [16], в этой области трансгенный
bxdPRE в отсутствие сайтов связывания архитек-
турных белков (Su(Hw), CTCF либо Pita) нахо-
дится в нейтральном статусе – не репрессирует
транскрипцию и не связывает белки групп PсG и
TrxG. В то же время в присутствии сайтов связы-
вания для архитектурных белков Su(Hw), CTCF ли-
бо Pita происходила индукция репрессии трансген-
ного гена white, которая усиливалась в гомозиготе
(эффект PSS). Сайты связывания архитектурных
белков обладают инсуляторной активностью – в
частности, способностью блокировать PRE-опо-
средованную репрессию гена мишени. Поэтому в
данной системе PRE находится между сайтами
связывания архитектурных белков и промотором
гена white. В таком положении PRE не блокирует-
ся сайтами связывания архитектурных белков и
способен репрессировать ген white.

Фенотипический анализ трансгенной линии
HR-Su-bxd и ее производной HR-bxd с делецией
сайтов Su(Hw) (см. Материалы и методы) прово-
дился в сравнении с ранее полученными трансге-
нами Su-bxd и bxd ([16] и рис. 2). В результате бы-
ло показано, что фенотипы линий HR-Su-bxd и
HR-bxd полностью совпадают с фенотипами линий
Su-bxd и bxd соответственно. В отсутствие сайтов
связывания для архитектурного белка Su(Hw),
окраска глаз в геми- и гомозиготе красная, что
свидетельствует о неспособности bxdPRE репрес-
сировать маркерный ген white. В то же время, в
присутствии сайтов Su(Hw), окраска глаз гораздо
светлее как у гемизигот (коричневый), так и у го-
мозигот (светло-желтый). Это свидетельствует о
репрессии гена white. Более сильная репрессия в
гомозиготном состоянии согласуется с эффектом
PSS, характерным для PRE-элементов. Таким об-
разом, сайты связывания для архитектурного бел-
ка Su(Hw) индуцируют репрессию, опосредован-
ную сайленсером bxdPRE. Кроме того, для индук-
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ции активности PRE сайтами Su(Hw) не требуется
наличия присутствующих после PhiC31-зависи-
мой интеграции конструкции в геноме элемен-
тов, так как при CRISPR/Cas9-зависимой инсер-
ции происходит встраивание только внутренних
элементов конструкции.

На следующем этапе методом X-ChIP с последу-
ющей количественной ПЦР (qPCR) мы проверили
состав белковых комплексов, рекрутирующихся на
элемент bxdPRE в присутствии и в отсутствие сай-
тов связывания для белка Su(Hw). Сначала мы про-
тестировали связывание белка Su(Hw) (рис. 3,а). В
полном соответствии с ожиданиями Su(Hw) связы-
вается со своими сайтами в созданной трансген-
ной конструкции. При этом делеция сайтов свя-
зывания для Su(Hw) приводит к потере его ассо-
циации в области трансгена с bxdPRE.

Далее было исследовано связывание репрессо-
ров группы Polycomb – факторов Ph (субъедини-
ца комплекса PRC1) и Sfmbt (субъединица ком-
плекса PhoRC). В результате X-ChIP-анализа было
установлено, что данные факторы активно рекру-
тируются на область bxdPRE в составе трансгена
только в случае наличия рядом расположенных
сайтов связывания для Su(Hw) (рис. 3,б, в). Этот
факт полностью согласуется с полученными фе-
нотипическими данными по уровню экспрессии
гена white. Важно, что PRE-ассоциированный
ДНК-связывающий фактор Combgap [27] также ре-
крутируется на трансген-расположенный bxdPRE
только в присутствие сайтов Su(Hw) (рис. 3,г). В
полном соответствии с полученными нами ранее
данными, стимуляция PRE-зависимой репрес-
сии сайтами связывания Su(Hw) связана не толь-

Рис. 2. Сайты связывания для архитектурного белка Su(Hw) индуцируют репрессионную активность bxdPRE вне за-
висимости от использованной системы интеграции трансгена. а – общая схема интеграции конструкции HR-Su-bxd
в область 96E с использованием системы CRISPR/Cas9. Последующая Cre-зависмая рекомбинация приводит к удале-
нию сайтов связывания белка Su(Hw) (4xSu) и получению производной линии HR-bxd. б – фенотипы мух трансген-
ных линий HR-bxd, HR-Su-bxd, Su-bxd, bxd. В конструкциях HR-bxd и bxd, в отсутствие сайтов связывания для
Su(Hw) рядом с bxdPRE, окраска глаз в геми- (P/+) и гомозиготе (P/P) R – красная, что свидетельствует об отсутствии
(–) репрессии. В конструкциях HR-Su-bxd и Su-bxd, в присутствии 4xSu рядом с bxdPRE, окраска глаз в геми- (P/+,
Br – коричневая) и гомозиготе (P/P, pY – светло-желтая), что свидетельствует о репрессии в гемизиготе (+), усилива-
ющейся в гомозиготе (++).

a

б

5'- и 3'-96E-CRISPR

5'-96E-HA

5'-96E-HA
1 2 3

3'-96E-HA

Cas9
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ко с привлечением репрессоров группы PcG, но
также и белков семейства TrxG, в частности, бел-
ка Trithorax (рис. 3,д).

Таким образом, архитектурный белок Su(Hw)
вне зависимости от системы интеграции спосо-
бен стимулировать рекрутирование эпигенетиче-
ских регуляторов PcG/TrxG на хроматин и пере-
водить PRE-элемент из неактивного в активное
состояние.

ОБСУЖДЕНИЕ
Белки PcG/TrxG являются ключевыми тран-

скрипционными регуляторами, однако вопрос об
их специфичном привлечении в строго опреде-
ленные места генома остается открытым. В дан-
ных процессах большую роль, по крайней мере
у Drosophila, отводят PRE-ДНК-связывающим
факторам, которые взаимодействуют с белками
PcG/TrxG и направленно рекрутируют данные

Рис. 3. Рекрутирование белков PcG/TrxG на bxdPRE в полученных трансгенах зависит от сайтов связывания для ар-
хитектурного белка Su(Hw). Результаты X-ChIP-анализа с использованием антител к белкам Su(Hw) (а), Ph (б), Sfmbt (в),
Combgap (г), Trx (д). Цифры на оси абсцисс 1, 2, 3 обозначают ампликоны, использованные в количественной ПЦР
(qPCR) и указаны на схеме конструкций на рис. 2 соответствующими цифрами. Ось ординат – обогащения при им-
мунопреципитации хроматина показаны в виде доли от исходного образца (Input) с нормировкой на эндогенный по-
зитивный контроль – область эффективного связывания Su(Hw) 62D (а) или рядом с bxdPRE в геноме (б–д). Кодиру-
ющая область гена Ras64B использовалась как отрицательный контроль (ras). На диаграммах черные столбцы обозна-
чают обогащение для линии HR-bxd, заштрихованные столбцы – для линии HR-Su-bxd, серые столбцы –
обогащение, полученное при использовании неспецифических антител (IgG). Вертикальными отрезками указаны
стандартные отклонения.
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комплексы на соответствующие хроматиновые
мишени. Однако детали данных процессов не из-
вестны. Недавно нами было показано, что распо-
ложенные рядом с PRE-сайты связывания архи-
тектурных белков Su(Hw), CTCF или Pita способны
стимулировать, а в отдельных случаях и иницииро-
вать, привлечение PcG/TrxG факторов и, как след-
ствие, усиливать или индуцировать Polycomb-зави-
симую репрессию гена-мишени. В качестве объяс-
нения наблюдаемого феномена можно выдвинуть
две гипотезы. Согласно первой, связывание архи-
тектурных белков локально дестабилизирует вза-
имодействие нуклеосом с хроматином, что делает
сайты связывания для PcG/TrxG-ассоциирован-
ных ДНК-связывающих белков более доступны-
ми. Согласно второй гипотезе, архитектурные бел-
ки способны создавать и поддерживать стабильные
пространственные взаимодействия в ядре [28, 29],
что способствует взаимодействую между PRE-эле-
ментами и, как следствие, приводит к усилению
репрессии. Ранее нами была использована систе-
ма интеграции PhiC31, в которой для встройки
конструкции в геном использовались дополни-
тельные ДНК-регуляторные элементы, потенци-
ально способные так же, как и сайты связывания
для архитектурных белков, оказывать влияние на
рекрутирование PcG/TrxG факторов на PRE. В
представленном исследовании мы протестировали
возможную роль таких дополнительных последова-
тельностей в стимуляции активности PRE-элемен-
та. Для этого мы осуществили встройку трансген-
ной конструкции, содержащей все функциональ-
ные элементы ранее использованного вектора, в
то же самое место генома (область 96E), но с при-
менением технологии CRISPR/Cas9. В результате
было установлено, что сайты связывания для ар-
хитектурного белка Su(Hw) вне зависимости от
используемой системы интеграции способствуют
привлечению как канонических комплексов PcG
(PRC1, PhoRC), так и белка Trx из группы TrxG.
Важно отметить, что привлечение ДНК-связываю-
щего фактора Combgap также наблюдалось только в
присутствии сайтов Su(Hw). Полученные результа-
ты подтверждают, что в рекрутировании белков
групп PcG/TrxG на хроматин важную регулятор-
ную роль могут играть архитектурные факторы,
такие как белок Su(Hw) у Drosophila.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
№ 20-74-10099. В работе была использована ин-
фраструктура Центра высокоточного редактиро-
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Su(Hw) Architectural Protein Binding Sites Stimulate Recruitment 
of PcG/TrxG Epigenetic Regulators to Chromatin: CRISPR/Cas9-Test

M. M. Erokhina, *, F. V. Gorbenkoa, D. V. Lomaeva, and D. A. Chetverinaa, **
aInstitute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: yermaxbio@yandex.ru

**e-mail: daria.chetverina@gmail.com

Polycomb and Trithorax group proteins (PcG and TrxG) are epigenetic factors responsible for the repression
and activation of transcription, respectively. In Drosophila, PcG/TrxG proteins are recruited to specialized
DNA elements called PRE (Polycomb response elements). Depending on the context, these elements may
repress, activate, or be neutral with respect to the promoter of the target gene. Previously, in transgenic studies
using PhiC31 site-specific integration system, we have demonstrated that sites for architectural proteins in-
serted next to PRE can induce the repressive activity of bxdPRE by stimulating the binding of PcG/TrxG fac-
tors to this element. However, this effect may depend on additional DNA elements present at the integration
site after PhiC31-dependent transgene insertion. In the present study, using an alternative system of integra-
tion based on CRISPR/Cas9-catalyzed homology-directed repair, we have proved that the binding sites of
the architectural protein Su(Hw) are indeed able to induce the repressive activity of bxdPRE and recruitment
of PcG/TrxG proteins, regardless the heterogenous DNA-sequences present at the site of integration after
PhiC31-dependent insertion of the transgenes.

Keywords: Drosophila, Polycomb, PRE-element, repression of transcription.
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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ МОЖЖЕВЕЛЬНИКА 
ОБЫКНОВЕННОГО (Juniperus communis L.) В ЕВРАЗИИ 

И НА АЛЯСКЕ ПО ДАННЫМ АНАЛИЗА ЯДЕРНЫХ МИКРОСАТЕЛЛИТОВ
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Изучена структура генетической изменчивости можжевельника обыкновенного (Juniperus communis L.),
широко распространенного голарктического ветроопыляемого кустарника семейства Cupressaceae.
Для генотипирования выборок из 23 популяций этого вида со всего ареала в Евразии и одной попу-
ляции из Северной Америки (Аляска) использовали семь ядерных микросателлитных локусов, три
из которых были применены для данного вида впервые. Географические закономерности распреде-
ления генетической изменчивости интерпретируются в сравнении с нашими предыдущими данны-
ми по изменчивости хпДНК. Получены такие же высокие значения генетического разнообразия, с
максимальными показателями в северных популяциях (Швеция, Эстония, Мезень, Полярный
Урал, Ямал, Колыма, а также Альпы), но более низкий уровень межпопуляционной дифференциа-
ции (FST = 9.8% для ядерных маркеров, FST = 76% для хлоропластных). С помощью байесовского
кластерного анализа было установлено, что оптимальное число генетических групп (K) равно двум.
Все 24 популяции J. communis делятся на восточную группу (северо-восток и Дальний Восток Рос-
сии, Аляска и Гималаи) и западную группу (Европа, Урал и Сибирь). Для популяций из Альп и Гор-
ной Шории характерно сочетание генотипов из разных генетических групп.

Ключевые слова: J. communis, ядерные микросателлиты, SSR-маркеры, генетическое разнообразие.
DOI: 10.31857/S0016675823030050, EDN: INZGJC

Холодостойкие кустарниковые виды растений
играли важную роль в фитоценозах в прошлые
геологические эпохи Земли, да и теперь имеют
огромное значение в сложении растительного по-
крова северных и горных территорий, укреплении,
обогащении почв и создании условий для будущих
стадий сукцессий при возможных изменениях кли-
мата. При этом исследований их филогеографии и
генетической изменчивости проведено гораздо
меньше, чем для лесообразующих видов деревьев.

Известно, что на распределение генетической
изменчивости внутри видов растений значитель-
но влияли плейстоценовые колебания климата
[1, 2]. В период похолодания некоторые адапти-
рованные к холоду виды деревьев и кустарников
Северного полушария не ограничивались южны-
ми ледниковыми рефугиумами, а сохраняли до-
вольно обширные популяции вблизи ледниковых
щитов [3]. Эти популяции расширяли свои ареа-
лы во время теплых стадий и обладали значитель-
ным потоком генов [4].

Одним из таких видов, которые могли выжи-
вать во время холодных эпизодов плейстоцена в
высоких широтах в Северной Европе во многих пе-
ригляциальных микрорефугиумах, является мож-
жевельник обыкновенный Juniperus communis L.
Этот холодостойкий бореально-арктический хвой-
ный кустарниковый вид из семейства Cupressaceae
занимает обширный ареал благодаря широкой
экологической толерантности, морфологической
пластичности и эффективному способу распро-
странения семян. Основная часть его ареала на-
ходится на территории России, которая обладает
значительными, еще недостаточно изученными
биологическими ресурсами этого ценного вида
(рис. 1). Целебные свойства этого вечнозеленого
кустарника были известны в древности. В насто-
ящее время в его растительном сырье обнаружено
большое количество терпенов, полифенолов и их
производных, доказана его антиоксидантная, про-
тивомикробная, противовоспалительная, противо-
раковая, нейропротекторная и гепатопротектор-
ная активность и отмечен огромный потенциал

УДК 581.15:575.8:582.477.6
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применения этого вида в различных областях ме-
дицины [5].

Широкое географическое распространение
J. communis L. при большом экологическом диа-
пазоне вызвало образование разнообразных жиз-
ненных форм (от стлаников до деревьев). С поли-
морфизмом этого вида связаны и трудности во
внутривидовой таксономической классификации.
На территории Евразии прямостоячую форму
этого вида, свойственную подлеску хвойных и
лиственных лесов, принято относить к J. сommu-
nis var. communis L., а кустовидную форму разной
степени полегания – к J. communis var. saxatilis Pall.
(=J. sibirica Burgsd, J. nana Willd., J. alpina S.F. Gray,
J. pygmaea K. Koch., J. montana (Aiton) Lindl. & Gor-
don) [6]. Обе разновидности имеют сходные морфо-
логические признаки и перекрывающийся ареал.
На территории Северной Америки выделяют еще
одну разновидность J. communis var. depressa Pursh.
Из-за отсутствия четких разграничивающих при-
знаков у этих разновидностей мы рассматриваем
здесь J. communis sensu lato, т.е. в широком смысле.

Генетические исследования J. communis с по-
мощью разных методов проводились большей ча-

стью в популяциях на территории Европы, где
этот вид значительно сократил численность и под-
вергся антропогенной фрагментации [7, 8]. При
этом во всех популяциях этого вида в Дании [9],
Польше [10], в Ирландии [11] и Англии [12] был об-
наружен высокий уровень генетической изменчи-
вости, причем нередко даже внутри небольших
фрагментарных популяций. С помощью анализа
AFLP было показано, что даже маленькие релик-
товые популяции J. communis на юге Англии (не-
которые из них насчитывают около 11 растений)
обладают высоким уровнем генетической измен-
чивости [12]. Высокий уровень межпопуляцион-
ной дифференциации, обнаруженный в этой же
работе, авторы связывают с заселением острова
можжевельником из трех разных источников, с
последующей изоляцией и уменьшением размера
популяций. Во всех других работах была выявле-
на низкая степень дифференциации, что свиде-
тельствует о значительном генном потоке. Низ-
кая генетическая дифференциация и высокое
внутрипопуляционное разнообразие характерны
для многих голосеменных растений и связаны с
такими чертами их жизненного цикла как дву-

Рис. 1. Географическое распределение главных генетических групп J. communis по результатам анализа STRUCTURE.
Номера популяций такие же, как в табл. 1. Каждая популяция разделена на два цветных сегмента пропорционально ее
принадлежности к данной группе. Серым цветом выделен ареал вида.
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домность, ауткроссинг, ветроопыление, долгая
продолжительность жизни [13].

Польскими исследователями [14] для этого ви-
да были разработаны высокоизменчивые ядер-
ные микросателлитные маркеры. Они были при-
менены для изучения генетической изменчивости в
редуцированных фрагментарных популяциях мож-
жевельника на территории Европы, в Германии
[15] и Бельгии [16]. С помощью этих маркеров в
большинстве популяций также обнаружены вы-
сокое внутрипопуляционное генетическое разно-
образие и низкая степень межпопуляционной
дифференциации. В целом ядерные микросател-
литы не выявили в европейских популяциях
можжевельника какой-либо филогеографиче-
ской структуры. В то же время в этих популяциях
обнаружены высокие положительные значения
коэффициента инбридинга. Связано ли это с на-
личием нуль-аллелей в большинстве локусов или
с какими-то другими факторами – осталось непо-
нятно.

Исследование внутривидовой изменчивости
растений разными методами имеет большое тео-
ретическое и практическое значение для решения
проблем происхождения и эволюции видов, оценки
их генетических ресурсов и эволюционного потен-
циала, а также для разработки правильных мер по
охране и рациональному использованию видов.

В предыдущей работе мы изучили генетиче-
скую изменчивость этого вида с помощью хлоро-
пластных маркеров в широком географическом
контексте в природных ненарушенных популя-
циях в Евразии и частично в Северной Америке и
выявили дифференциацию дальневосточных и
центрально-азиатских популяций. Распределе-
ние генетической изменчивости по всему ареалу
позволило нам выдвинуть некоторые гипотезы
относительно плейстоценовой динамики вида
[17]. В настоящей работе те же выборки можже-
вельника обыкновенного со всего ареала мы ана-
лизируем с помощью ядерных микросателлитов
(SSR-маркеров).

Для этого мы используем высокоизменчивые
микросателлитные локусы, разработанные поль-
скими исследователями [14], дополнив их новыми,
разработанными для других видов можжевельни-
ков и протестированными нами на J. communis.

В настоящей работе мы ставим своей целью оце-
нить географические закономерности распределе-
ния генетического разнообразия и степень диффе-
ренциации популяций можжевельника обыкно-
венного на всем ареале в Евразии и частично в
Северной Америке (Аляске) с помощью мульти-
локусного генетического анализа ядерных мик-
росателлитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мультилокусный генетический анализ с по-
мощью ядерных микросателлитов был проведен
на образцах ДНК J. communis из большей части
тех же популяций, что и в исследовании хпДНК
[17]. Изучены 24 популяции можжевельника (23
популяции в Евразии и одна в Северной Америке,
на Аляске) (табл. 1, рис. 1). Всего прогенотипиро-
вано 363 образца, примерно по 16 образцов из
каждой популяции. Микросателлитные локусы
Jc16, Jc031, Jc032, Jc035, Jc037, разработанные для
этого вида [14], были протестированы на не-
скольких образцах. Локус Jc037 исключен из-за
нестабильной амплификации и трудности с ин-
терпретацией аллелей. Кроме того, на J. communis
были протестированы 9 пар праймеров, разрабо-
танных для J. przewalskii [18], и 13 пар праймеров –
для J. cedrus [19] на предмет изменчивости и ста-
бильности амплификации. Для этого на восьми
образцах ДНК из двух популяций J. communis из раз-
ных географических точек проводили ПЦР-ампли-
фикацию с немечеными олигонуклеотидами, за-
тем визуализировали продукты реакции на акри-
ламидных гелях с серебряным окрашиванием.
Шесть локусов, разработанных для J. cedrus
(Jce01, Jce09, Jce10, Jce11, Jce12 и Jce13), оказались
изменчивы также и для J. communis. Из них были
отобраны три локуса Jce01, Jce10 и Jce13, которые
лучше всего амплифицировались. В итоге отобра-
но семь локусов, из которых был составлен муль-
типлекс с учетом температуры отжига праймеров,
сочетания флуоресцентного красителя и длины
продукта (табл. 2). Использовалась следующая
программа ПЦР: 5 мин при 95°C, затем 35 цик-
лов: 30 с при 95°C, 90 с при 57°C или 61°C, 90 с
при 72°C и 30 мин при 72°C. Для локуса Jc032 ис-
пользовали протокол с понижением температуры
отжига [14]. ПЦР-продукт разводили в 5 раз. 1 мкл
разбавленного ПЦР-продукта смешивали с 8.5 мкл
формамида и 0.5 мкл размерного стандарта или
маркера молекулярной массы S-450 (Гордиз).
Длины амплифицированных фрагментов опреде-
ляли на НАНОФОР-05. Хроматограммы расшиф-
ровывались в программе GeneMapper v4.0 сначала
автоматически, а затем проверялись вручную.

С помощью программ GenAlex v6.5 и Arlequin
v3.5.2 вычисляли следующие параметры генети-
ческой изменчивости: среднее число аллелей на
локус (Na), число уникальных аллелей, процент
полиморфных локусов (%P), индекс Шеннона
(I), наблюдаемая (HO) и ожидаемая (HE) гетерози-
готность, индекс фиксации (F), коэффициент ге-
нетической дифференциации среди популяций
(FST). Тест на равновесие Харди–Вайнберга (HWE)
был выполнен с помощью GENEPOP v4.2 [20]. Ча-
стоту нулевых аллелей оценивали с помощью ме-
тода Брукфилда [21], реализованного в программ-
ном обеспечении MICRO-CHECKER 2.2.3 [22].
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С помощью пакета программ Arlequin v3.5.1.2 [23]
определяли уровень дифференциации и распре-
деление генетической изменчивости между груп-
пами гаплотипов (анализ молекулярной вариации,
AMOVA). Значение FST было получено для измере-
ния молекулярной дивергенции между популя-
циями и группами популяций.

Несколько подходов были использованы для
изучения популяционной структуры и филогене-
тического анализа можжевельника обыкновенного.
Сначала с помощью анализа главных координат в
GENALEX 6.5 была проведена кластеризация
популяций на основе матрицы парных генети-
ческих дистанций (DA) [24]. Затем оценивался

вклад генотипов в каждую изучаемую популя-
цию на основе байесовского подхода с алгорит-
мом MCMC (цепь Маркова Монте-Карло) с по-
мощью STRUCTURE 2.3.4 [25]. Наиболее вероят-
ное количество кластеров оценивалось на основе
апостериорной вероятности данных для задан-
ного K и проводилось с помощью STRUCTURE
HARVESTER методом Evanno [26]. Для иденти-
фикации популяционных кластеров был также
использован пространственный анализ молеку-
лярной изменчивости (SAMOVA v1.0) [27]. Кор-
реляцию между генетическим и географическим
расстояниями для пар выборок анализировали
посредством теста Мантела [28].

Таблица 1. Показатели генетического разнообразия в 24 популяциях J. communis

Примечание. N – общее количество образцов, Nа – среднее число аллелей на локус, I – индекс Шеннона, HO – наблюдаемая
гетерозиготность, HE – ожидаемая гетерозиготность, F – коэффициент инбридинга.

№ Местонахождение Широта/долгота Высота над ур. 
моря, м N Nа I HO HE F

1 Беларусь N 54°46′/E 26°49′ 170 16 7.14 1.56 0.453 0.737 0.319
2 Таллинн N 57°27′/E 24°52′ 22 16 8.43 1.73 0.480 0.779 0.388
3 Упсала N 59°53′/E 17°36′ 21 16 8.43 1.67 0.507 0.756 0.310
4 Удмуртия N 57°31′/E 52°32′ 150 16 7.57 1.58 0.472 0.708 0.270
5 Полевской N 56°25′/ E 60°11′ 403 10 5.88 1.45 0.440 0.723 0.307
6 Полярный Урал N 66°51′/E 65°20′ 547 16 8.27 1.76 0.534 0.796 0.313
7 П-ов Ямал N 67°11′/E 71°15′ 3 16 8.71 1.80 0.532 0.807 0.337
8 Мезень N 65°18′/E 43°56′ 22 17 8.86 1.75 0.423 0.760 0.467
9 Ергаки N 53°08′/E 92°56′ 1750 15 6.0 1.44 0.332 0.710 0.523

10 Зюраткуль, Южный Урал N 54°56′/E 59°11′ 943 16 7.14 1.54 0.606 0.716 0.114
11 Алтай, Телецкое оз. N 51°46′/E 87°17′ 790 16 6.14 1.39 0.428 0.691 0.311
12 Тянь-Шань, Киргизия N 42°35′/E 74°29′ 2000 16 5.57 1.26 0.440 0.628 0.306
13 Тура N 64°17′/E 100°17′ 353 17 6.57 1.51 0.316 0.730 0.563
14 Северо-Байкальск N 55°42′/E 109°04′ 536 16 5.71 1.32 0.414 0.640 0.322
15 Альпы N 46°30′/E 14°45′ 1759 14 8.71 1.75 0.519 0.790 0.319
16 Горная Шория N 52°55′/E 88°00′ 1570 16 5.14 1.33 0.459 0.693 0.314
17 Гималаи N 31°06′/E 77°10′ 3300 15 4.29 1.01 0.332 0.537 0.324
18 Колыма N 63°26′/E 140°38′ 1025 11 7.14 1.68 0.560 0.794 0.294
19 Магадан N 59°34′/E 151° 7′ 30 16 6.57 1.50 0.360 0.724 0.480
20 Камчатка N 56°01′/E 161°11′ 50 16 5.00 1.16 0.328 0.600 0.419
21 Аляска, Сев. Америка N 64°50′/E 147°40′ 135 16 4.43 0.98 0.369 0.523 0.286
22 Палево, центр. часть

о-ва Сахалин
N 50°34′/E 142°42′ 189 16 6.57 1.52 0.341 0.751 0.523

23 Невельск, юж. часть
о-ва Сахалин

N 46°40′/E 141°51′ 6 8 5.86 1.48 0.551 0.751 0.195

24 Сихоте-Алинь N 45°48′/E 136°36′ 1392 16 6.7 1.37 0.387 0.676 0.471
Среднее 6.69 1.48 0.440 0.708 0.355
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При анализе изменчивости семи микросател-
литных локусов в 24 популяциях J. communis вы-
явлено 157 аллельных вариантов. Большинство
локусов были полиморфными во всех выборках.
Средний процент полиморфных локусов в попу-
ляциях составляет 99.32. Наиболее изменчив ло-

кус Jc032 (44 варианта аллелей), наименее – Jce01
(7 вариантов аллелей). Общее число уникальных
аллелей составило 35.

В популяциях J. communis обнаружено высокое
генетическое разнообразие (HE = 0.523–0.807).
Причем наиболее высокие значения наблюдают-
ся в северных популяциях – Уппсале, Эстонии,

Таблица 2. Характеристика семи микросателлитных локусов, используемых для J. communis

Примечание. * – размер фрагмента и температура аннилинга Ta в оригинальном исследовании, ** – размер фрагмента и тем-
пература аннилинга Ta в настоящем исследовании.

Локус Мотив Размер 
фрагмента, пн* Ta, °C* Число 

аллелей
Размер 

фрагмента, пн** Ta, °C** Литературный 
источник

Jc035 F: FAM (CA)20 131–167 50 24 127–172 57 [14]
Jce01 F: FAM (AAACCT)6 220–251 61 7 227–269 61 [19]
Jce10 F: FAM (ATC)10 292–301 61 10 266–293 61 [19]
Jc016 F: HEX (GT)24 118–154 50 24 118–172 57 [14]
Jc031 F: HEX (CA)15 174–242 50 32 174–242 57 [14]
Jc032 F: ROX (AC)14(ATC)8 158–224 50 44 172–242 57 [14]
Jce13 F: TAMRA (CATA)12 170–200 55 16 174–230 57 [19]

Рис. 2. Показатели генетического разнообразия HE в 24 популяциях J. communis по данным изменчивости SSR-марке-
ров. Размер окружностей пропорционален уровню изменчивости: минимальный размер соответствует HE = 0.52–0.63,
средний – 0.64–0.75, максимальный – 0.76–0.81.
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Мезени, Полярном Урале, Ямале, Колыме, а так-
же в Альпах (табл. 1, рис. 2). В альпийской выбор-
ке присутствует также наибольшее число уни-
кальных аллелей (6).

Во всех микросателлитных локусах, кроме Jc035,
обнаружены нуль-аллели. Во всех популяциях
наблюдаются отклонения от Харди–Вайнберга c
дефицитом гетерозигот. Значения F высокополо-
жительные, варьирующие от 0.114 до 0.563.

Степень генетической дифференциации между
всеми анализируемыми популяциями (FST = 9.8%)
невысока по сравнению с той, что была выявлена
при изучении изменчивости хпДНК (FST = 76%)
[17], но примерно соответствует среднему значе-
нию, указанному для бипарентально наследуе-
мых маркеров у хвойных видов (11.6%) [1].

Согласно тесту Мантела генетические рас-
стояния между всеми изученными популяция-
ми J. communis, основанные на частотах SSR-мар-
керов, достоверно коррелировали с географиче-
скими расстояниями между выборками (r = 0.574,
p = 0.01). Однако пространственный анализ моле-
кулярной изменчивости (SAMOVA v1.0) диффе-
ренцирует от всех остальных только две наиболее
географически удаленные популяции – из Гима-
лаев и с Аляски.

Оценка данных STRUCTURE методом Evanno
показала, что оптимальное число генетических
групп K равно двум, дельта K = 93.78. В восточном
кластере кроме популяций Дальнего Востока Рос-
сии оказывается также гималайская популяция и
популяция с Аляски (рис. 1), в западном – все ев-
ропейские и урало-сибирские популяции. Две до-

полнительные подгруппы K = 4 (21.53) выделяют
гималайскую популяцию вместе с популяцией из
Горной Шории и Тянь-Шаня.

В результате анализа главных координат, ос-
нованного на генетических дистанциях Нея меж-
ду выборками (рис. 3,а), все популяции раздели-
лись по первой главной координате (44.5% от об-
щей изменчивости) на две большие группы: 1 –
популяции восточного края ареала в Евразии, а
также популяции Аляски и Альп; 2 – все остальные
европейско-урало-сибирские популяции. Значи-
тельно отделена ото всех популяция с Гималаев.
Разделение популяций можжевельника по второй
главной координате не такое значительное. Мож-
но только отметить близость популяции Примо-
рья (Сихоте-Алинь) с югом Сахалина (Невельск),
популяции Камчатки с Аляской, популяции севе-
ро-востока России (Колыма, Магадан) с севером
Сахалина (Палево).

Однако если обширную вторую группу, вклю-
чающую популяции с территории Европы, Урала
и Сибири, анализировать отдельно (рис. 3,б), то
выявляется некая внутренняя дифференциация.
В результате анализа главных координат отделя-
ются популяции Центральной Азии (Тянь-Шань
вместе с Алтаем) и Южного Урала (Зюраткуль).
Близки между собой популяции Северной Евро-
пы (Швеция, Эстония, Мезень), а также популя-
ции с Ямала и Полярного Урала. SAMOVA также
выделяет горные популяции Тянь-Шаня и Юж-
ного Урала в отдельные группы. Однако дифферен-
циация во всей этой группе слабая (FST = 5.6%). Нет

Рис. 3. Ординация популяций J. communis методом главных координат (PCoA) на основании генетических дистанций
Нея. а – все популяции, б – популяции западной генетической группы.

Ось 1 (20.62%)

Ось 1 (44.47%)

а

б
О

сь
 2

 (1
8.

37
%

)

О
сь

 2
 (1

6.
63

%
)

Тянь-Шань
Алтай

Центр. Европа
Урал
Сибирь

Южный Урал

Полярный Урал

Гималаи

Западная группа Восточная группа

1

2

3
4

5

6
7

89

10

11
12

13
14

1

16

15
2

3

4
5

6
7

8 9

10

11 12

1314

Северная Европа
17

18
19

20
21

22

23
24



322

ГЕНЕТИКА  том 59  № 3  2023

ХАНТЕМИРОВА, БЕССОНОВА

корреляции между генетическими и географиче-
скими дистанциями (r = 0.013, p = 0.47).

В некоторых популяциях (из Альп, Горной
Шории и с юга Сахалина) наблюдается смешан-
ный состав особей. Альпийская популяция по ге-
нетическим дистанциям Нея ближе всего к попу-
ляциям восточного края ареала (рис. 3,а). Однако
согласно байесовскому анализу в этой популяции
есть и особи, принадлежащие к западной группе,
причем в преобладающем количестве (рис. 1). В
популяции из Горной Шории преобладает доля
особей восточной генетической группы, но есть
особи из западной группы.

Основной вклад в дифференциацию всех по-
пуляций вносят локусы Jce01 и Jce13, разработан-
ные для J. cedrus и которые впервые применены в
настоящей работе для J. communis (табл. 3). При
использовании только маркеров, разработанных
для J. communis Михальчик с соавт. [14], не было
дифференциации даже в пределах всего ареала (за
исключением Гималаев), что свидетельствует о
малой пригодности этих маркеров для филогео-
графических исследований, несмотря на их высо-
кую изменчивость.

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, в исследованных популяциях

J. communis мы наблюдаем высокое внутрипопу-
ляционное разнообразие. Средние показатели
сравнимы с теми, что обнаружены в европейских
фрагментированных далеко отстоящих друг от
друга популяциях в Нидерландах [9], Великобри-
тании [12], Саксонии [15] и Бельгии [16], что мо-
жет свидетельствовать о происхождение послед-
них от исторически больших и взаимосвязанных
популяций [29]. И, вероятно, время, прошедшее с
начала фрагментации, было слишком коротким,

чтобы иметь какие-либо демографическо-гене-
тические последствия для такого долгоживущего
вида как можжевельник.

В этих европейских популяциях можжевель-
ника обнаружены также высокие положительные
значения коэффициентов инбридинга, указыва-
ющие на дефицит гетерозигот [9, 15, 16]. Удиви-
тельно, что приблизительно такие же значения
этого показателя получены и в настоящем иссле-
довании даже в наиболее многочисленных, не ис-
пытывающих антропогенного влияния популя-
циях Ямала и Полярного Урала. Наличие нулевых
аллелей влияет на значения коэффициента ин-
бридинга, но не на общую генетическую структу-
ру. Вероятно, какие-то другие факторы вносят
свой вклад в наблюдаемую закономерность с ко-
эффициентами инбридинга у J. communis. Есть
мнение, что это явление характерно для многих
видов семейства Cupressaceae [30]. Это также может
быть связано с неоднородным пространственным
распределением особей (эффект Валунда) [31].

Филогеографическая структура можжевельника
обыкновенного, выявленная с помощью SSR-мар-
керов, в целом совпадает с результатами, получен-
ными нами с помощью хлоропластных маркеров,
но с меньшей степенью дифференциации. Факти-
чески все популяции делятся на две большие груп-
пы – восточную (Гималаи, Дальний Восток Рос-
сии, Аляска) и европейско-урало-сибирскую.

Именно восточная группа вносит основной
вклад в дифференциацию ядерных локусов на
всем евразийском ареале. В плейстоценовой ис-
тории этой территории, которую еще называют
Северной Пацификой, было несколько периодов
оледенения, но все они были не покровными, а
горно-долинными, поэтому растения могли со-
храняться в местных рефугиумах [32]. Кроме то-
го, с запада эта территория изолирована горными

Таблица 3. Значения показателей FIS, FIT, FST

Примечание. N – число аллелей, FIS – коэффициент инбридинга особи относительно популяций, FIT – коэффициент инбри-
динга особи относительно вида, FST – коэффициент инбридинга популяций относительно вида в целом.

Локус N FIS FIT FST

Jc016 24 0.496 0.574 0.155

Jc031 32 0.431 0.508 0.134

Jc032 44 0.174 0.284 0.133

Jc035 24 0.084 0.177 0.101

Jce01 7 0.502 0.630 0.256

Jce10 10 0.428 0.491 0.111

Jce13 16 0.495 0.652 0.311

Среднее 0.373 ± 0.065 0.474 ± 0.068 0.172 ± 0.030
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хребтами (Верхоянский хребет, Становой хребет
и Джугджурские горы, Большой Хинганский хре-
бет). Поэтому в этой части ареала многие виды
растений и животных обладают значительным ге-
нетическим своеобразием. Это показано для оль-
ховника [33], для Larix spp. [34] и леммингов My-
opus schisticolor [35].

Происхождение восточной группы у можже-
вельника, вероятно, связано с дивергенцией и
миграциями из Тибетского плато и прилегающих
регионов в направлении на северо-восток Азии
по непрерывным горным системам, соединяю-
щим Центральную и Северную Азию. Этим мож-
но объяснить близость популяции можжевельни-
ка с Гималаев и всех северо-восточных популяций,
нахождение их в одной группе в байесовском ана-
лизе. Тибетское плато и прилегающие регионы
являются важным центром биоразнообразия в
мире из-за высокого видового богатства и обилия
эндемичных видов [36]. Эти регионы является
важной областью происхождения и дифференци-
ации для таксонов с межконтинентальным разоб-
щением [37]. Многие широко распространенные
группы растений умеренного пояса Северного
полушария, имеющие наибольшую диверсифи-
кацию в горных районах Азии, возникли в QTP и
прилегающих высокогорьях прежде чем мигри-
ровать в другие регионы Северного полушария и
подвергнуться дивергенции [38, 39].

С помощью ядерных маркеров мы подтверди-
ли существование одной большой группы евро-
пейских и урало-сибирских популяций с низкой
степенью дифференциации. При этом и по хло-
ропластным, и по ядерным маркерам наиболее
высокие значения генетического разнообразия
наблюдались в северных популяциях. Этот факт,
а также отсутствие в этой группе корреляции между
генетической структурой и географической свиде-
тельствуют в пользу перигляциального выжива-
ния J. communis на территории Центральной и Се-
верной Европы, о чем также свидетельствуют ре-
зультаты Михальчик с соавт. [40]. Генетическая
однородность этой группы может быть связана с
древним расселением можжевельника из какого-
то одного источника, возможно Альп, с дальней-
шим выживанием во время LGM в северной ча-
сти современного ареала во множестве микроре-
фугиумов.

С помощью ядерных маркеров была выявлена
дифференциация горных популяций Централь-
ной Азии (Алтая, Тянь-Шаня), но по сравнению
с результатами по хлоропластным маркерам она
была значительно слабее. В то же время в отличие
от результатов анализа изменчивости хпДНК с
помощью ядерных маркеров удалось показать
дифференциацию горной популяции J. communis
с Южного Урала.

Смешанный состав генотипов в альпийской
популяции и популяции из Горной Шории поз-
воляет предположить, что эти популяции распо-
ложены в местах существования древних рефуги-
умов. В результате анализа изменчивости хпДНК в
альпийских популяциях также были обнаружены
гаплотипы из разных генетических линий [17].
Палеоэкологические и филогеографические дан-
ные доказали существование ледниковых рефу-
гиумов вдоль юго-западной, южной, восточной и
северной границы Альп [41]. В исследовании Pi-
nus sibirica группу из Горной Шории также рас-
сматривают как наиболее древнюю [42].

Хотя настоящее исследование сосредоточено
на евразийской истории J. communis var. saxatilis и
J. communis var. communis, некоторые выводы уда-
лось сделать относительно J. communis var. depressa
из Северной Америки. Ядерные маркеры в отли-
чие от хлоропластных не отделили популяцию
можжевельника с Аляски от северо-восточных и
дальневосточных популяций Евразии. Это может
свидетельствовать об их относительно недавнем
расхождении и/или отсутствии строгой изоля-
ции. В периоды существования Берингийского
моста суши (в миоцене до 5.5–5.4 млн лет назад
[43], в плейстоцене 70 и 20 тыс. лет назад [44, 45])
пыльца можжевельника с берегов Чукотки вполне
могла достигать берегов Северной Америки. По-
том поток пыльцы мог прекращаться, а миграции
перелетных птиц в этом направлении, установив-
шиеся в голоцене, могли способствовать расселе-
нию на большие расстояния.

Пример подобной неконгруэнтности резуль-
татов применения разных типов генетических
маркеров известен для кедрового стланика, вида
растущего в тех же сообществах, что и можже-
вельник, и обладающего похожими экологиче-
скими требованиями. По митохондриальной фи-
логении Pinus pumila относится к американскому
кластеру [46], а хлоропластные филогении разме-
щают его в евроазиатском кластере [47].

Таким образом, в отношении можжевельника
обыкновенного можно говорить о повторяемости
результатов, полученных при помощи разных си-
стем маркеров. Применение ядерных микроса-
теллитов дало также некоторую дополнительную
информацию. Однако этого все еще недостаточ-
но, чтобы понять, какие эволюционные силы
определили современную генетическую структу-
ру вида, получить целостную картину плейстоце-
новых миграций, определить время дивергенции
разных линий. Необходимы дополнительные ис-
следования.

Мы благодарим М.А. Гурскую, А.А. Галимову,
Е.А. Марчук, М.А. Полежаеву и Д.Р. Юнусову за
помощь в сборе материала.
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Genetic Diversity of Juniperus communis L. in Eurasia 
and Alaska, Inferred from Nuclear Microsatellites Markers

E. V. Hantemirovaa, * and V. A. Bessonovaa

aInstitute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch of the Russian Academy 
of Sciences, Ekaterinburg, 620144 Russia

*e-mail: hantemirova@ipae.uran.ru

The structure of genetic variation of the common juniper (Juniperus communis L.), a widespread wind-polli-
nated golarctic shrub of Cupressaceae was surveyed. We used 7 microsatellite markers including three new to
genotype samples from 23 Eurasian populations and one from North America (Alaska). The geographical
patterns are interpreted jointly with our previously available chloroplast DNA data. High genetic diversity was
revealed with highest values in the same northern populations (Sweden, Estonia, Mezen, Polar Urals, Yamal,
Kolyma, as well as in the Alps) as previously identified at cpDNA analysis. Nuclear markers exhibited a lower
level interpopulation differentiation (FST = 9.8%) than chloroplast markers (FST = 76%). Bayesian cluster
analysis showed that the optimal number of genetic groups (K) was two. All the 24 populations of J. communis
were divided into the East group (north-east and Far East of Russia, Alaska and Himalayan) and the West
group (Europe, Ural and Siberia). In the Alpine and Mountain Shoria populations, genotypes from different
genetic groups are combined.

Keywords: J. communis, nuclear microsatellites, SSR markers, genetic diversity.
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Исследование явления гаплоиндукции представляет научный и практический интерес в связи с раз-
работкой эффективных методов получения гаплоидов, необходимых, в частности, для ускоренного
создания гомозиготных линий. Обсуждается связь индукции образования гаплоидов у линии кукурузы
саратовской селекции Зародышевый маркер саратовский пурпурный (ЗМСП) с генами HAP2/GCS1 и
GEX2, контролирующими адгезию и слияние мембран гамет у кукурузы. С помощью метода ПЦР-РВ
установлено, что гены GEX2, HAP2/GCS1 экспрессируются не только в спермиях, но и в женских ге-
неративных структурах кукурузы, но гаплоиндуцирующая способность кукурузы не коррелирует с
уровнем их экспрессии. Было показано, что ген GEX2 у гаплоиндуцирующей линии ЗМСП имеет 27
однонуклеотидных замен, вставку размером в девять нуклеотидов и одну двухнуклеотидную замену
и соответственно десять аминокислотных замен и две вставки в белке GEX2, по сравнению с рефе-
ренсной линией В73. Эти замены, возможно, оказывают воздействие на конформацию белка и процесс
взаимодействия мембран гамет. Более эволюционно консервативный белок HAP2/GCS1, обеспечива-
ющий слияние мембран гамет кукурузы, у линии кукурузы ЗМСП имеет только одну аминокислотную
замену, по сравнению с линиями Коричневый маркер и В73.

Ключевые слова: кукуруза, Zea mays, гены гиногенеза, экспрессия.
DOI: 10.31857/S0016675823030098, EDN: IPZWVS

У высших растений развитие семян начинается с
двойного оплодотворения, открытого С.Г. Нава-
шиным в 1898 г. [1]. После попадания пыльцы ку-
курузы на рыльце вегетативная клетка пыльцево-
го зерна образует пыльцевую трубку, с помощью
которой два спермия доставляются к зародыше-
вому мешку. Один спермий (1n) сливается с яйце-
клеткой (1n), второй (1n) – с центральной клет-
кой (2n). Из оплодотворенной яйцеклетки развива-
ется диплоидный зародыш. Центральная клетка с
двумя полярными ядрами (2n) в результате слия-
ния со вторым спермием (1n) образует триплоид-
ный эндосперм (3n) [2].

При нарушении двойного оплодотворения у
покрытосеменных растений может формировать-
ся партеногенетический гаплоидный зародыш
(1n) из неоплодотворенной или оплодотворенной
дефектными спермиями яйцеклетки (гиногенез).
У современных сортов кукурузы независимое от
оплодотворения развитие зародыша (гиногенез
или матроклинный партеногенез, как частный

случай) встречается крайне редко (0.1–0.01%) [3].
Однако 60 и более лет назад были выведены ли-
нии кукурузы с повышенной способностью к ин-
дукции гаплоидов (гаплоиндукторы). К ним от-
носятся линии PEM [4], Stock 6 [3] и линии, полу-
ченные с использованием Stock 6: ЗМС, ЗМС-8,
КМС (Саратов, Россия) [5]; Краснодарский мар-
кер (Краснодар, Россия) [6]; MHI (Молдова) [7,
8] и некоторые другие [9, 10]. Было предположе-
но, что способность саратовских линий ЗМС и
КМС к индукции гаплоидов может быть обуслов-
лена нарушением функции спермиев, которые не
могут достичь яйцеклетки и/или слиться с ней [5,
11–13]. Однако причины и механизм повышен-
ной гаплоиндуцирующей способности у саратов-
ских линий-гаплоиндукторов кукурузы по срав-
нению с Stock 6 неясны.

С использованием линии Stock 6 были также
получены партеногенетическая линия AT-1 (Са-
ратов) и ее производная линия AT-3 с высокой ча-
стотой партеногенеза (с наследуемой матроклин-
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ной гаплоидией) [14–16]. Кроме партеногенеза у
линии AT-3 наблюдаются полиэмбриония и нача-
ло эндоспермогенеза без опыления, но эти линии
не являются гаплоиндукторами [16].

Механизмы формирования гаплоидов кукуру-
зы могут быть разными: партеногенетическое
развитие зародыша из неоплодотворенной яйце-
клетки, апогамия (партеногенетическое развитие
зародыша из яйцеклеткоподобных синергид или
антипод), гиногенез (явление, при котором после
оплодотворения ядро спермия не сливается с яд-
ром яйцеклетки, а затем дегенерирует, и в разви-
тии зародыша участвует только ядро яйцеклетки),
андрогенез. За последние 5–7 лет были изучены не-
которые молекулярно-генетические аспекты фор-
мирования гаплоидов кукурузы [10].

Один из механизмов образования матроклин-
ных гаплоидов у кукурузы был открыт в 2017 г.,
когда три научные группы независимо опублико-
вали пионерские данные по расшифровке спон-
танной мутации в одном из генов у линии Stock 6
[17–19]. Нуклеотидная последовательность, ко-
торая кодирует белок фосфолипазу A, получила
разные обозначения (в порядке появления пуб-
ликаций): MATRILINEAL (MTL) [17], NOT LIKE
DAD (NLD) [18], PLA1 [19]. Вставка четырех нук-
леотидов в четвертый экзон гена, кодирующего
фосфолипазу А у линии Stock 6, сдвинула рамку
считывания, изменив 20 аминокислот [19]. Если та-
кую вставку произвести в ген, кодирующий фосфо-
липазу у обычной линии (негаплоиндуктора), то
это приводит к появлению фенотипа аналогично-
го фенотипу Stock 6 и дает до 2% гаплоидов в
потомстве [19].

Эта спонтанная мутация у линии Stock 6 была
унаследована линиями, полученными с ее уча-
стием [9]. Фермент фосфолипаза А участвует в
биодеградации фосфолипидов и в синтезе лино-
леновой кислоты. Однако авторы, открывшие ген
индукции матроклинных гаплоидов [17–19], не
уточнили его роль в гаплоиндукции. Возможно, что
эта мутация в результате неправильного функцио-
нирования фермента приводит к изменениям ли-
пидного состава мембраны и следовательно к из-
менениям ее свойств, что, возможно, приводит к
потере способности мембраны спермия взаимо-
действовать и сливаться с мембраной яйцеклетки
и центральной клетки [20]. Можно предполо-
жить, что мутации по генам, кодирующим белки,
которые участвуют во взаимодействии (адгезии)
и слиянии мембран спермия с яйцеклеткой и
центральной клеткой, тоже могут привести к на-
рушениям двойного оплодотворения.

Одной из причин нарушения двойного оплодо-
творения могут быть нарушения во взаимодействии
между мембранами гамет. Первые данные о гене
(HAP2/GCS1 (HAPLESS2/Generative Cell Specific 1)),
контролирующем взаимодействие мембран гамет у

Arabidopsis thaliana, были опубликованы незави-
симо исследователями из Японии [21] (электрон-
ная публикация 25 декабря 2005 г.) и США [22].
Белок HAP2(GCS1) необходим для слияния мем-
бран спермия и яйцеклетки, центральной клетки
у A. thaliana [23]. Положительный заряд в С-кон-
цевой области необходим для функционирова-
ния белка HAP2(GCS1) во время слияния гамет
[24]. Была показана значительная (69%) гомоло-
гия между геном HAP2/GCS1 A. thaliana и после-
довательностью ZM_BFb0162K03 (1921 но) у ку-
курузы, которая содержит консервативную об-
ласть, полностью идентичную соответствующим
областям у A. thaliana и лилии (Lilium longiflorum)
[25]. Экспрессия гена HAP2/GCS1 в кукурузе не-
специфична для спермиев, поскольку мРНК бы-
ла обнаружена в образцах, выделенных из завя-
зей, корней и листьев [25], а также из семян, по-
чатков и незрелых метелок [26, 27]. Роль белка
HAP2/GCS1 в способности индуцировать гапло-
иды еще не доказана.

Эксперименты по картированию с мутанта-
ми показали, что ген GEX2 (gamete expressed 2,
At5g49150) контролирует раннее взаимодействие
(адгезию) гамет у A. thaliana [28]. Белок EC1, сек-
ретируемый женскими гаметами, запускает акти-
вацию белков HAP2/GCS1 и GEX2 и их экспони-
рование на поверхности мембраны спермиев (см.
обзоры [20, 23]). Мембранный белок GEX2 необ-
ходим для начала взаимодействия спермия (при-
крепления, адгезии) с мембраной яйцеклетки и
центральной клетки A. thaliana [23]. У мутантов по
гену GEX2 нарушается способность к адгезии и,
как следствие, к слиянию мембран спермиев с
яйцеклеткой и центральной клеткой, что приводит
к образованию семян, содержащих либо гаплоид-
ный зародыш, либо неправильно формирующий-
ся эндосперм. Предполагается, что у саратовских
линий кукурузы однократное оплодотворение яв-
ляется результатом функциональных дефектов у
спермиев, которые приводят к образованию гап-
лоидных зародышей [11].

Известны также некоторые другие гены, при
мутации в которых растения приобретают способ-
ность к гаплоиндукции. Установлено, что у A. thali-
ana появление гаплоидов в потомстве связано, в
том числе, с мутацией в белке гистона H3, специ-
фичном для центромеры – CENH3. Эта мутация
приводит к хромосомной несовместимости и по-
тере части или полного набора отцовских хромо-
сом в первых делениях зиготы (анеуплоидия) [29].
У линий-гаплоиндукторов кукурузы, полученных
при скрещиваниях с линией Stock 6, также на-
блюдалась частичная или полная элиминация хро-
мосом [30–32]. Напомним, что линия Stock 6 и ее
производные при использовании их в скрещива-
нии в качестве отцовского родителя (индуцирован-
ный гиногенез) индуцируют гаплоиды в количестве
2–3% [33]. В отличие от A. thaliana, у которого при
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мутации в гене CENH3 возникает анеуплоидия и га-
плоидия, у кукурузы элиминируются хромосомы
мужского родителя после оплодотворения на ран-
них стадиях развития зародыша, приводя к гапло-
идии (до 3.6%) [32].

Мембранный домен белка DUF679, кодируе-
мый геном DMP9, экспрессируется в мембранах
женских и мужских гамет A. thaliana и регулирует
их контакт [34]. У A. thaliana нокаут этого гена на-
рушает оплодотворение яйцеклетки в большей
степени, чем оплодотворение центральной клет-
ки [35]. Роль гена DMP в индукции гаплоидов ку-
курузы была показана с помощью геномного ре-
дактирования (CRISPR-Cas9) в экспериментах
по нокауту генов [36].

Ген PSASGR-BBML относится к семейству
APETALA2/(AP2/ERF), экспрессируется в яйце-
клетке до оплодотворения и его роль в индукции
партеногенеза была показана для проса [37], ку-
курузы и риса [38].

Таким образом, установлено несколько генов,
которые контролируют появление матроклинных
гаплоидов у кукурузы: PLA1, DMP, CENH3, BBML.
В представленной статье мы обсуждаем индукцию
образования гаплоидов, предположительно связан-
ную с нарушением взаимодействия гамет, в частно-
сти с генами, контролирующими адгезию и слия-
ния мембран гамет (HAP2/GCS1, GEX2) у гаплоинду-
цирующих линий кукурузы саратовской селекции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал

В настоящей работе были использованы ли-
нии кукурузы саратовской селекции (Зародыше-
вый маркер саратовский пурпурный (ЗМСП) и
ГПЛ-1) и линия Коричневый маркер (КМ). У ли-
нии ЗМСП, отобранной из потомства самоопы-
ляемых гибридов материнской линии Зародыше-
вый маркер саратовский (ЗМС-8) [39] и отцов-
ской линии-гаплоиндуктора Коричневый маркер
саратовский (КМС, Саратов), частота гаплоин-
дукции достигает 10% [40]. Линии ЗМС-8 и КМС
с частотой гаплоиндукции до 6–8% [39] являются
прямыми потомками линии-гаплоиндуктора Stock 6
[9]. В качестве контроля использовали негапло-
индуцирующие линии КМ и ГПЛ-1. Линия КМ,
созданная С.С. Чейзом (Chase) [41], была получе-
на из Национального зернового центра им. Лу-
кьяненко (Краснодар, Россия). Диплоидная линия
ГПЛ-1 была получена на кафедре генетики Сара-
товского государственного университета (Саратов,
Россия) путем обработки колхицином гаплоидного
растения кукурузы линии Кинельская 113 (Феде-
ральный центр сельскохозяйственных исследований
Юго-Восточного региона, Саратов, Россия [11]).

Все линии были выращены на полях Россий-
ского научно-исследовательского, проектно-тех-

нологического института сорго и кукурузы (Ин-
ститут Россорго; Саратов, Россия) в 2020 г. и на
опытном участке Института биохимии и физио-
логии растений и микроорганизмов Саратовско-
го научного центра Российской академии наук
(Саратов) в 2021 г.

Початки кукурузы были изолированы с помо-
щью пергаментных пакетов до того, как появи-
лись пестичные нити (конец июля–начало авгу-
ста). Для получения зародышей предварительно
изолированные початки опыляли вручную пыль-
цой других растений кукурузы и собирали почат-
ки через семь дней после опыления (7 ДПО).
Часть образцов этой же линии была собрана через
семь дней после появления рылец (7 ДППР) из
предварительно изолированных початков без опы-
ления. Все собранные початки были помещены в
контейнеры со льдом, доставлены в лабораторию
и заморожены при температуре –20°C.

Экспрессия генов GEX2, HAP2/GCS1 
в тканях кукурузы

Тотальную РНК выделяли из 100 мг предвари-
тельно замороженных (–20°C) завязей, извлечен-
ных из початков (7 ДППР или 7 ДПО), с исполь-
зованием набора для экстракции РНК (Евроген,
Россия), согласно инструкции производителя. Из
100 мг предварительно замороженных (–20°C)
пыльцевых зерен РНК выделяли с использованием
метода SDS/βME [42] с модификациями: пыльце-
вые зерна измельчали в предварительно заморо-
женной (–20°C) ступке, а фенол исключали из
смеси хлороформ : изоамиловый спирт : фенол.

Для синтеза кДНК проводили обратную тран-
скрипцию мРНК с помощью обратной транскрип-
тазы (номер по каталогу EP0442; Thermo Fisher Sci-
entific, США) и с oligo (dT) праймерами (Евроген,
Россия). Концентрацию кДНК измеряли на флу-
ориметре Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, Синга-
пур) с использованием набора для анализа RNA BR
assay (Q32850; Thermo Fisher Scientific, США). Для
всех образцов концентрация кДНК доведена до 2 нг
путем разбавления более высокой концентрации.
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ) про-
водили на ПЦР-анализаторе Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scien-
tific, США) с использованием набора реагентов
для ПЦР в реальном времени в присутствии кра-
сителя SYBR Green и пассивного референсного
красителя ROX (номер по каталогу M-435; Син-
тол, Россия).

Для оценки экспрессии гена GEX2 методом
ПЦР были подобраны праймеры с помощью
ресурса Primer-BLAST (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) таким обра-
зом, чтобы один из праймеров располагался в ме-
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сте соединения двух экзонов, что обеспечивает
амплификацию только с матрицы кДНК.

В работе использовали праймеры: для гена
GEX2 – TGTTTCGGTGTGGGAGGATG/TGAC-
CCGTGAAGTGGAGAAG, для гена GCS1 – TCG-
GTTCAAATGGCTACAAA/TAGCAGCACCAACA-
TGACGA, для гена UBCE – ACAAACCCTCTC-
CCTCCTGT/GGTAGATGCGACCCTCATGT.

Для каждой точки данных ПЦР выполнялась в
четырех технических повторах для одной кДНК.
Было проведено два или три независимых биоло-
гических эксперимента. В качестве эндогенного
контроля использовали ген, кодирующий убик-
витин-конъюгирующий фермент (UBCE) [43].
Относительные уровни экспрессии генов рассчи-
тывали методом 2–ΔΔCT [44] с нормализацией к экс-
прессии целевого гена у линии ЗМСП (7 ДПО). Мы
считали, что значения не различаются, если раз-
ница между вариантами была <1.3 раза, как пред-
лагается в работе [45].

Секвенирование РНК
Для секвенирования кДНК выделяли РНК из

пыльцы линий кукурузы ЗМС-8, ЗМСП и КМ,
как описано выше. Для получения ПЦР-продук-
тов для последующего секвенирования генов GEX2

и HAP2/GCS1 использовали праймеры, приведен-
ные в табл. 1.

Поскольку последовательности транскриптов ге-
на HAP2/GCS1, аннотированные в базе данных Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100274016),
имели отличия в основном в начальном фрагмен-
те, мы подобрали также пары праймеров для
идентификации всех транскриптов по начально-
му фрагменту (табл. 1).

Для ПЦР и секвенирования региона гена
PLA1, в который произошла вставка 4 пн у линии
Stoсk 6, использовали праймеры ATGTTCCAGTC-
GCTCCACAG/ATATCGTAGGGCGCACATCT.

ПЦР-продукты экстрагировали из агарозного
геля, очищали с помощью набора Cleanup Stan-
dard (Евроген, Россия) и секвенировали в компа-
нии Евроген. Сравнение нуклеотидных последо-
вательностей транскриптов разных линий прово-
дили с помощью программы Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Пред-
варительно, с использованием программы Blast
проводили выравнивание прочтений с прямых и
обратных праймеров. Учитывали также качество
сигнала и вероятность ошибки на хроматограмме
с помощью программы Chromas (http://technelysi-
um.com.au/wp/chromas/). Собранные транскрипты

Таблица 1. Праймеры для амплификации фрагментов генов GEX2 и HAP2/GCS1 для дальнейшего секвенирования

Праймеры для гена HAP2/GCS1 Праймеры для гена GEX2

GCCCGCTCGACTCTTCTT/ 
TGAAGGTACACGGCGGTTAG

CGCAAATGGGTCTGGTTTGG/ 
ACTTGCAGATGTCAGCCGAA

GACACGCAAATGTGAACCAG/ 
TGTTACATTCGACACCGTCTG

AGCTGCCTCCATGTCCATTC/ 
GGTTCTTCGCACACCGTTTC

GCCCGCTCGACTCTTCTT/ 
CTGATGTAGTTGAGGGCGTAGA

GAAACGGTGTGCGAAGAACC/ 
TCACAGCGATGGACAAGGTC

GCACGTTAACGACACAAAG/ 
AACTTGTACCCTGATGTTGAACC

GCTAGAAGTCCTGGAGGGGA/
ACTCGATCTGCTTGCACCAA

GCATGATCTTGAAGAACCAA/ 
AACTTGTACCCTGATGTTGAACC

CGTTGGATACTCCCCTGCTA/ 
CTATTGTTTACGGCCCCAGA

AAGGAAAAGCTAATACGGCTCA/ 
TGTTACATTCGACACCGTCTG

TTTGCCAGTTGCGATCAATA/ 
CCACACCGAAACAGTGTCAT

CCATGTTTTTGGAATTGGAAC/ 
TGTTACATTCGACACCGTCTG

GTTCAGCCCTGTCGTCGT/ 
AGAGCCGTTGGGGTAGGAG

AAGAAATCCCCCTGTCATCA/ 
GGCTCACCACTACCAGCACT

GGGTATTTACCCATTGCCATC/ 
ACGACGACAGGGCTGAAC

GGTGAGCCACAAAACCTTGG/ 
CATCCTTGTCTGTCGAGTTCAC

TCACTTGGGTTGGGGGTTAT/ 
CGGTGACGTAGCTGCTGTT

ACCGGAGGCACAAGAAAG/ 
CCCACGGTACACCAACTTCA

CTGGCTACTTCAGGGTCTCG/ 
GGGTCCATCTGGTTCTCTCA

TCAGAGGAGTCCAGGGAATA/ 
GGTGATGGTGGTCGTGGT
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генов GEX2 линий ЗМСП и КМ (3646 пн) были
представлены нами в базу данных GenBank
(MN617022.2, OL649773.1 и MW195549.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Линия кукурузы Stock 6 дает максимальную
частоту гаплоидов 3.2% [3], в то время как гапло-
индуцирующие линии саратовской селекции на
основе Stock 6 дают более высокие частоты появ-
ления гаплоидов в их потомстве ≈8% (ЗМС-8) [13]
и даже до 10% (ЗМСП) [40]. Наши результаты се-
квенирования показали, что линии-гаплоиндук-
торы саратовской селекции ЗМС-8 и ЗМСП име-
ют те же вставки четырех нуклеотидов (данные не
показаны) в ген PLA1, кодирующий фосфолипазу А,
что и у линии Stock 6 [19]. Однако не известно
связаны ли повышенные частоты гаплоиндукции
у гаплоиндуцирующих линий саратовской селек-
ции ЗМС-8 и ЗМСП с функцией каких-либо из
ранее обнаруженных генов гиногенеза. Мы ис-
следовали экспрессию генов GEX2, HAP2/GCS1 в
пыльце и неоплодотворенных завязях из неопы-
ленных початков через семь дней после появле-
ния рылец (7 ДППР) и в завязях через 7 дней после
опыления (7 ДПО) у гаплоиндуцирующей (ЗМСП)
и двух негаплоиндуцирующих линий (ГПЛ-1, КМ).
А также секвенировали гены GEX2, HAP2/GCS1 ли-
ний ЗМСП и КМ.

GEX2

Ген GEX2 экспрессируется в зрелой пыльце,
бутонах и открытых цветках A. thaliana [28]. В пе-
стиках его экспрессия выражена в гораздо мень-
шей степени, чем в пыльниках [46]. Ген GEX2 ку-
курузы высоко и специфично экспрессируется в
спермиях, как показано с помощью секвенирова-
ния РНК [26, 27]. Однако данных об экспрессии
GEX2 в других тканях кукурузы нет. В настоящем

исследовании мы впервые наблюдали экспрес-
сию гена GEX2 в завязях кукурузы до и после
оплодотворения (рис. 1,а).

Гаплоиндуцирующая линия ЗМСП не отлича-
лась по экспрессии гена GEX2 в исследованных
тканях (завязях до и после опыления и пыльце) от
контрольной линии КМ, но демонстрировала
повышенную экспрессию в неопыленных завя-
зях (7 ДППР) и в пыльце, в сравнении с другой
контрольной линией ГПЛ-1 (рис. 1,а). В целом
можно отметить, что исследованные линии куку-
рузы отличаются по экспрессии генов GEX2, но
уровень экспрессии не коррелирует со способно-
стью линии ЗМСП к гаплоиндукции, поскольку
может значительно различаться у контрольных ли-
ний (КМ, ГПЛ-1), которые не обладают способно-
стью к гаплоиндукции.

Мы также секвенировали транскрипт гена GEX2
с целью выявления мутаций. У трех линий было об-
наружено 59 однонуклеотидных замен (ОНЗ) в
последовательностях гена GEX2. В частности,
нуклеотидная последовательность гена GEX2 у
линии ЗМСП имела делецию одного нуклеотида
в положении 506 но, а также 27 и 34 ОНЗ по срав-
нению с B73 и КМ соответственно (не показано).
У линии ЗМСП была также обнаружена вставка
из девяти нуклеотидов и одна двухнуклеотидная
замена по сравнению с линией B73. Следует отме-
тить, что линии ЗМСП и КМ имели одинаковую
вставку из девяти нуклеотидов в положениях
3096–3104 но по сравнению с B73 (не показано).

Мы исследовали влияние ОНЗ, делеций и вста-
вок в гене GEX2 на аминокислотную последова-
тельность белка GEX2 и обнаружили 15 несоответ-
ствий между аминокислотными последовательно-
стями белков GEX2 у линий КМ и ЗМСП (рис. 2).

Кроме того, в аминокислотной последователь-
ности белка GEX2 у линии ЗМСП, по сравнению
с последовательностью белка B73, обнаружено 10

Рис. 1. Экспрессия генов GEX2 (а) и HAP2/GCS1 (б) в пыльце и завязях (без опыления – 7 дней после появления рылец
(7 ДППР)) и 7 дней после опыления (7 ДПО) линий ГПЛ-1, КМ и ЗМСП. ПЦР-РВ проводилась в четырех технических
повторах для одного образца кДНК и в трех биологических повторах для каждого варианта. В качестве эндогенного
контроля использовали ген UBCE (см. Материалы и методы). Относительные уровни экспрессии генов рассчитывали
методом 2–ΔΔCT [44] с нормализацией к экспрессии целевого гена в линии ЗМСП. * Значимые различия между образ-
цом и калибратором (завязи ЗМСП, 7 ДПО) обозначены как p ≤ 0.05.
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аминокислотных замен и две вставки (рис. 2).
Можно предположить, что изменения аминокис-
лотной последовательности в белке GEX2 у ли-
нии ЗМСП могут влиять на его конформацию и
функцию во время адгезии мембран гамет и быть
связаны с индукцией гаплоидов.

Белок GEX2 необходим для прикрепления (ад-
гезии) спермия как к яйцеклетке, так и к цен-
тральной клетке [23]. Однако рецептор для белка
GEX2 спермия в мембранах яйцеклетки и цен-
тральной клетки неизвестен. Ранее было предпо-
ложено, что у саратовских линий кукурузы может
быть нарушена функция спермиев, которые не
могут прикрепиться к мембране яйцеклетки [11].

Мы обнаружили ряд аминокислотных замен у
белка GEX2 линий ЗМСП и КМ (рис. 2). Чтобы
определить могут ли эти аминокислотные замены
в белке GEX2 изменять его конформацию, предсто-
ит выяснить трехмерную структуру белка GEX2 у
линий кукурузы ЗМСП (гаплоиндуктор) и КМ (не-
гаплоиндуктор).

HAP2/GCS1

Экспрессия гена HAP2/GCS1 у A. thaliana ранее
считалась спермий-специфичной [21, 22]. Позже,
однако, было показано, что транскрипт этого ге-
на присутствует в завязях и плодах A. thaliana [47].
Из данных РНК-секвенирования следует, что
экспрессия гена HAP2/GCS1 в зрелых пыльниках
кукурузы практически отсутствует [26, 27]. Ген
HAP2/GCS1 экспрессируется в пыльце кукурузы,
завязях и корнях [25], а также в листьях, семенах,
початках и незрелых метелках [26, 27]. Экспрес-
сия гена HAP2/GCS1 в вегетативных тканях пред-
полагает, что этот ген участвует не только в слия-
нии гамет, но, возможно, и в других процессах в
тканях кукурузы.

В наших исследованиях зарегистрирована вы-
сокая экспрессия гена HAP2/GCS1 в завязях всех
исследованных линий кукурузы как до, так и по-
сле оплодотворения (рис. 1,б). Экспрессия гена
HAP2/GCS1 в пыльце и завязях линии ЗМСП по-
сле оплодотворения (7 ДПО) существенно не от-
личалась от таковой в ГПЛ-1 (7 ДПО). Однако в
неопыленных завязях линии ЗМСП (7 ДППР) экс-
прессия гена HAP2/GCS1 была в 2.4 раза ниже, чем

Рис. 2. Фрагменты белков GEX2 у линий B73, КМ и ЗМСП с измененными аминокислотными последовательно-
стями. Парные совпадающие аминокислоты отмечены серым цветом, а замены и делеции аминокислот отмечены
белыми буквами на черном фоне. Выравнивание последовательностей белков было выполнено с помощью Clust-
alO (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).
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у ГПЛ-1 (7 ДППР). Экспрессия гена HAP2/GCS1 у
линии ЗМСП в пыльце и в неопыленных завязях
(7ДППР) в 5 и 4 раза соответственно ниже по
сравнению с линией КМ. Однако после оплодо-
творения в завязях (7 ДПО) у линии ЗМСП экс-
прессия гена HAP2/GCS1 выше в 2.7 раза по срав-
нению с линией КМ (7 ДПО). Самая высокая экс-
прессия гена HAP2/GCS1 была зарегистрирована
в неопыленных завязях линии ЗМСП (7 ДППР) и
в опыленных завязях у линии КМ (7 ДПО).

Таким образом, гаплоиндуцирующая линия
ЗМСП достоверно отличалась по экспрессии
HAP2/GCS1 в пыльце и завязях только от одной
контрольной линии КМ – в 2.7 раза больше в за-
вязях (7 ДПО) и в 5 и 4 раза соответственно мень-
ше в пыльце и в зявязях (7 ДПО), и не отличалась
в пыльце и завязях 7 ДППР от другой контроль-
ной линии ГПЛ-1. То есть у ЗМСП нет однознач-
ной связи между экспрессией гена HAP2/GCS1 и
индукцией гаплоидов.

В 2017 г. мы впервые секвенировали консерва-
тивную (1467 но) область гена HAP2/GCS1 линий
кукурузы ЗМСП и ГПЛ-1 [25]. В базе данных
GenBank в 2020 г. для гена HAP2/GCS1 кукурузы
методом компьютерного прогнозирования пред-
сказано шесть транскриптов. Было установлено,
что последовательность гена HAP2/GCS1, секве-
нированная нами для линий КМ и ЗМСП, соответ-
ствует транскрипту NM_001320812.1 референсной
линии B73, кодирующему белок NP_001307741.1
(Protein HAPLESS 2 isoform 1 precursor). У линии
КМ выявлены два несовпадения нуклеотидных
последовательностей в позициях 1412, 1626 но по
сравнению с референсной линией B73.

Белок HAP2/GCS1 имеет домен, называемый
фактором слияния мужских гамет, который явля-
ется высококонсервативным и присутствует в раз-
личных семействах растений и животных [48].
Предполагается, что слияние мембран гамет цвет-
ковых растений происходит с помощью амфи-
фильной спирали белка HAP2/GCS1 [49]. Белок
HAP2/GCS1 у линии кукурузы ЗМСП имеет толь-
ко одну аминокислотную замену по сравнению с
линиями КМ и В73 (рис. 2).

Таким образом, установлено, что гены GEX2,
HAP2/GCS1 экспрессируются не только в спер-
миях, но и в женских генеративных структурах ку-
курузы, однако гаплоиндуцирующая способность
кукурузы не коррелирует с их экспрессией. Уста-
новлено, что гены GEX2 гаплоиндуцирующей ли-
нии ЗМСП и негаплоиндуцирующей линии КМ
имеют 29 и 34 изменений нуклеотидных последо-
вательностей соответственно, в том числе одина-
ковую вставку размером девять нуклеотидов, по
сравнению с референсной линией В73. Анализ ами-
нокислотной последовательности белка GEX2 гап-
лоиндуцирующей линии ЗМСП выявил 15 амино-
кислотных замен по сравнению с линией КМ и 10

аминокислотных замен по сравнению с рефе-
ренсной линией (рис. 2), что, возможно, оказы-
вает воздействие на процесс взаимодействия
мембран гамет. Для уточнения роли генов GEX2
и HAP2/GCS1 в явлении гаплоиндукции у кукурузы
требуется исследование их функций в биологиче-
ских экспериментах, в том числе CRISPR/Cas-ре-
дактирование этих генов, а также анализ трехмер-
ных моделей белков GEX2 и HAP2/GCS1 из раз-
личных линий кукурузы и возможного влияния
нуклеотидных и аминокислотных замен на кон-
формацию и функцию белков.
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Comparative Analysis of the HAP2/GCS1, GEX2 Genes 
Expression in Maize Lines of Saratov Selection
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The haploinduction phenomenon have a scientific and practical aspects for development the effective hap-
loid-inducing maize line and diploid homozygous lines creation. The article discusses the relationship between the
maize haploid–induction and the violation of the gamete interactions, in particular for GEX2-HAP2/GCS1-me-
diated adhesion and fusion of gamete membranes in Zarodishevii Marker Saratovskii Purpurnii (ZMSP) maize
lines. Using real-time RT-PCR method, it was found that the GEX2, HAP2/GCS1 genes are expressed in
sperm and ovules, but the maize haploid-inducing ability does not correlate with their expression. It was
shown that the ZMSP haploid-inducing line have 27 SNP, one 9-bp insertion, 2-bp SNP and the corre-
sponding 10 amino acid substitutions with two insertions in the GEX2 protein in comparing with reference
B73 line. It was found that HAP2/GCS1, as a conservative protein for membrane fusion has only one amino
acid substitution in ZMSP in comparing with B73 maize and Brown Marker maize lines.
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На биологическом материале (образцы волка и домашней собаки) подтвержден высокий диффе-
ренцирующий потенциал полиморфных вариантов g.27748425T>C (ген ADCY8) и g.1414373T>C (ген
RYR3). Предложена тест-модель из двух полиморфизмов для дифференциации волка и домашней
собаки, которая отличается высокими значениями точности (96.2%), специфичности (96.3%) и чув-
ствительности (98.9%). С использованием KASP разработан быстрый и простой подход к диффе-
ренциации на основании предложенной тест-модели, который призван сократить временные и фи-
нансовые затраты на молекулярно-генетический анализ, а также снизить риск кросс-контамина-
ции, т. к. процесс является одностадийным (исключены этапы рестрикции и электрофореза).

Ключевые слова: Canis lupus, Canis lupus familiaris, SNP, дифференциация, конкурентная аллель-спе-
цифическая ПЦР (KASP, Kompetitive allele specific PCR), ПЦР-ПДРФ, плавление ампликона с вы-
соким разрешением (HRM, high-resolution melting), генотипирование in silico.
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Серый волк (Canis lupus) – крупный плотояд-
ный хищник, который является ключевым видом
в биоценозе. Однако волки долгое время явля-
лись основным источником конфликта между че-
ловеком и хищником, что привело к долгосрочному
преследованию волков и как итог – к значительно-
му снижению их численности, генетического раз-
нообразия и потока генов между популяциями.
Для эффективной защиты и адаптивного управ-
ления популяциями волка необходим научно-
обоснованный подход. В мета-обзоре M. Hindrik-
son с соавт. [1] суммированы результаты генети-
ческих исследований популяций волка в Европе,
охватывающих основные исследования “предге-
номной эры” и первые выводы об “эре геномики”
[2, 3]. Именно на основании данных, полученных с

использованием чиповых технологий (анг. Microar-
ray analysis), в научных работах последних лет появ-
ляется огромный массив генетической информа-
ции (анг. Raw data), доступный для широкого
круга исследователей, решающих прикладные за-
дачи. Так, в работе А.Е. Гребенчук обсуждалась
необходимость в дифференциации с использова-
нием молекулярно-генетических методов пред-
ставителей вида Canis lupus, в частности – волка и
собаки [4]. Также в работе Е.Э. Хейдоровой с со-
авт. была показана необходимость дальнейшего
изучения генетического разнообразия Canis lupus
на основе ядерного генома для объяснения нети-
пичных для волка морфологических особенно-
стей, которые могут быть следствием гибридиза-
ции с домашними собаками [5].

С учетом современного состояния геномных
данных для вида Canis lupus, представленных в от-
крытом доступе (Sequence Read Archive, SRA –
www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), а также учитывая воз-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675823030062 для авторизованных
пользователей.
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можности ряда биоинформатических алгоритмов
для множественного выравнивания нуклеотидных
последовательностей и поиска вариаций, представ-
ляется целесообразным разработка тест-системы
на основании анализа SNP (анг. Single nucleotide
polymorphism) для дифференциации собаки (Ca-
nis lupus familiaris) и волка (Canis lupus).

В следующих работах была показана возмож-
ность использования данных NGS-проектов для
поиска генетических маркеров, в первую очередь –
SNP, обладающих высоким дифференцирующим
потенциалом для различения особей в пределах
биологического вида [6–8].

Мы полагаем, что использование алгоритма
для дифференциации волка и домашней собаки,
основанного на расчетах частоты встречаемости
аллелей в STR-локусах, должно быть проверено в
пределах конкретного географического регио-
на, что при свободной миграции волка с террито-
рии сопредельных стран (например, в Российскую
Федерацию из Республики Беларусь и Украи-
ны) усложняет такой подход ввиду необходимости
изучения частотного разнообразия и на этих приле-
гающих территориях. Ввиду данного факта поиск
SNP с высоким дифференцирующим потенциа-
лом имеет важное значение и является актуаль-
ной задачей. По причине отсутствия адаптивного
управления к численности волка и его массового
отстрела будут наблюдаться волны значительной
депопуляции, чередующиеся с быстрым увеличе-
нием численности за счет миграции представите-
лей вида. По этой причине оценка частотного
разнообразия аллелей ряда STR-локусов будет
требовать постоянной актуализации, что может
быть трудновыполнимо. Как итог, будет происхо-
дить изменение частотного распределения и по-
теря, в первую очередь, редких аллелей. Данный
факт отразится на точности алгоритма дифферен-
циации волка и домашней собаки. Однако данного
недостатка лишен подход, основанный на анализе
SNP, т. к. более чем в 95% случаев для них показано
только две альтернативные аллельные формы.

Таким образом, цель данного исследования –
с использованием методов биоинформатики вы-
явить SNP c высоким дифференцирующим потен-
циалом для установления принадлежности биоло-
гических образцов к диким или домашним пред-
ставителям вида Canis lupus, и на основании
проведенного анализа предложить тест-систему
из нескольких SNP для дифференциации собаки
(Canis lupus familiaris) и волка (Canis lupus).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биологические образцы. В исследование были
включены следующие группы: образцы биологи-
ческого материала (кровь) домашней собаки общей
численностью 118 шт.; образцы биологического ма-

териала (кровь или мышечная ткань) волка –
80 шт. Образцы домашних животных были ото-
браны сотрудниками ветеринарных клиник и по-
ступали для молекулярно-генетического анализа в
отдельных пробирках типа Vacutainer (BD Vacutain-
er® Sodium Citrate Tubes), снабженных бирками с
описанием животного (породная принадлежность,
возраст, пол). Образцы биологического материала
волка предоставлялись охотниками, добывающи-
ми волков в рамках программ регулирования чис-
ленности в результате личных контактов авторов
данной работы.

Выделение ДНК. ДНК из образцов мышечной
ткани выделяли с использованием методики, ос-
нованной на высвобождении ДНК в ходе инкуби-
рования образцов биологического материала в ли-
зирующем буфере, содержащем 2% додецилсуль-
фата натрия (SDS), 20 мM Tris-HCl, 100 мM NaCl,
20 мM EDTA (pH 8.0) и протеиназу К. При нали-
чии фрагментов, которые подверглись лизису не
полностью, осадок отделяли центрифугировани-
ем в течение 5 мин при 3000 об./мин, а супернатант
переносили в новую пробирку. К супернатанту до-
бавили 6.3 М раствор гуанидинхлорида в объеме 1/2
от объема исходной смеси, далее помещали про-
бирки в холодильник при 0–5°С на 10–15 мин, оса-
док комплекса продуктов расщепления белков с
SDS удаляли центрифугированием в течение 8 мин
(5000 об./мин). Далее использовали коммерче-
скую смесь Roti®-Phenol (www.carlroth.com) со-
гласно рекомендациям производителя.

Для выделения ДНК из крови использовали
коммерческие наборы “Blood-Animal-Plant DNA
Preparation Kit” (Jena Bioscience, www.jenabio-
science.com).

Концентрацию ДНК измеряли с использова-
нием спектрофотометра NanoDrop-1000 (Peqlab,
Германия). Среднее значение концентрации ДНК
составило 85.4 ± 11.8 нг/мкл (260/280–1.92 ± 0.13).

KASP. Определение генотипа по SNP
g.27748425T>C (ADCY8) и g.1414373T>C (RYR3)
осуществляли с использованием технологии, ос-
нованной на конкурентной аллель-специфиче-
ской ПЦР (KASP, Kompetitive allele specific PCR).
Генотипирование проводили с использованием
KASP Assay mix (KASP by Design, KBD) и KASP
Master mix (LGC Biosearch Technologies, Велико-
британия; ООО “Максим Медикал”, РФ) в дву-
кратной повторности. ПЦР проводили в объеме
10 мкл в термоциклире CFX96 (Bio-Rad, США)
согласно имеющимся рекомендациям по KASP.

ПЦР-ПДРФ. Реакцию ПЦР для генотипиро-
вания по SNP g.27748425T>C (ADCY8) и
g.1414373T>C (RYR3) проводили в объеме 20 мкл.
Количество вносимой ДНК на реакцию состав-
ляло 10–20 нг. Для ПЦР использовали реакцион-
ную смесь qPCRmix-HS (Евроген, РФ), финальная
концентрация прямого и обратного праймеров со-
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ставила 400 нМ. Протокол амплификации для двух
SNP был одинаков: 95°С – 5 мин, 40 циклов (95°С –
10 с, 56°С – 30 с, 72°С – 30 с), 72°С – 5 мин. Реакцию
рестрикции проводили согласно рекомендациям
производителей, для g.27748425T>C использовали
TaiI, для g.1414373T>C – TaqI (Thermo Fisher Scien-
tific). Электрофорез проводили в 10.0%-ном ПААГ
(акриламид/бисакриламид – 29/1, m/m) при по-
стоянном напряжении электрического поля 320 V
в течение 80 мин в термостатируемых условиях –
+(6–10)°С.

Информация о последовательностях олиго-
нуклеотидов (Евроген, РФ) для анализируемых
SNP, а также о фрагментах реакции рестрикции
представлены в табл. 1.

HRM-анализ. Генотипирование по SNP
g.27748425T>C (ADCY8) и g.1414373T>C (RYR3)
также проводилось с использованием Precision
Melt Supermix for High Resolution Melt (HRM)
Analysis (Bio-Rad, США) в трехкратной повтор-
ности согласно рекомендации производителя.
Результаты аллельной кластеризации были про-
анализированы с использованием Precision Melt
Analysis™ Software v1.3 (Bio-Rad, США). Концен-
трация ДНК для всех образцов была стандартизи-
рована до 10 нг/мкл. Протокол амплификации и
плавления ампликона соответствовал рекоменду-
емым Bio-Rad.

Определение генотипа in silico. Генотипы in silico
для животных, геномы которых были представле-
ны в открытом доступе в NCBI, определяли с ис-
пользованием on-line алгоритма SRA-Blast (фай-
лы в формате *.sam) и программы Unipro UGENE
v.1.31.1 [9]. Определение генотипа с использова-
нием алгоритма BLAST (с покрытием в интересу-
ющем полиморфизме ≥5х) было проведено для
694 особей домашней собаки (Canis lupus familiar-
is) и 203 особей волка (Canis lupus). Для автомати-
зации процесс поиска, скачивания файлов в фор-
мате *.sam, а также пакетного определения гено-
типа для первичного анализа использовали
програмную библиотеку Selenium WebDriver для
Google Chrome (версия 89.0.4389.90) под управле-
нием Python (версия 3.9).

Также определены генотипы для ряда родствен-
ных биологических видов: обыкновенный шакал –
Canis aureus (n = 1), койот – Canis latrans (n = 5), ги-
малайский волк – Canis lupus chanco (n = 8),
Динго – Canis lupus dingo (n = 10), иберийский
волк – Canis lupus signatus (n = 1), красный волк –
Cuon alpinus (n = 2), африканский золотой волк –
Canis lupaster (n = 1), эфиопский шакал – Canis si-
mensis (n = 1), гиеновидная собака – Lycaon pictus
(n = 1). Дополнительно определены генотипы
для трех особей, являющихся гибридами между
волком и собакой (Canis lupus × Canis lupus fa-
miliaris – wolfdog).

При анализе “сырых” данных (raw data) полных
геномов использовали файлы из проектов
PRJEB34110, PRJEB39198, PRJEB42199, PRJEB43408,
PRJEB44869, PRJNA263947, PRJNA358192,
PRJNA417738, PRJNA448733, PRJNA494719,
PRJNA494815, PRJNA512209, PRJNA517114,
PRJNA532581, PRJNA543877, PRJNA593363,
PRJNA648123.

Используемые настройки поиска генотипа in
silico отражены в работе [10].

Статистический анализ данных. Дифференци-
рующий потенциал SNP определяли с использо-
ванием ROC-анализа в SPSS v.20.0. При наличии
нижней границы асимптотического 95%-го дове-
рительного интервала более 0.8 для параметра
AUC (площадь под кривой) полиморфизм пози-
ционировался как генетический маркер с высо-
ким дифференцирующим потенциалом.

Комплексную оценку дифференцирующего
потенциала для совокупности SNP проводили
с использованием программы MDR v.3.0.2
(http://www.multifactordimensionalityreduction.org/)
[11]. Вклад конкретного генотипа определялся ве-
личиной энтропии Н (выраженной в %). При H =
= 100% генотип способен однозначно дифферен-
цировать, к какой группе (волк или домашняя
cобака) относится неизвестный образец. В про-
грамме MDR в результате множественных пере-
становок (пермутаций) первичных данных опре-
деляется наиболее оптимальная модель диффе-
ренциации.

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов для анализируемых в рамках данного исследования поли-
морфных вариантов с использованием ПЦР-ПДРФ и HRM

* CanFam3.1 (GCF_000002285.3), Chromosome 13 (NC_006595.3). 
** CanFam3.1 (GCF_000002285.3), Chromosome 30 (NC_051834.1).

Полиморфизм (ген) Последовательность олигонуклеотида 5' > 3' Генотип/размер фрагментов (пн)

*g.27748425T>C
(ADCY8)

F: 5'-GGG TTT GAA TAC TTC TCC CCA AC-3'
R: 5'-AAT GAC ATA ACC ACA TCC CCC AAT-3'

T/T (31/45)
C/T (31/45/76)
C/C (76)

**g.1414373T>C
(RYR3)

F: 5'-TGA TGA GGT GAC ACG GAT CTC-3'
R: 5'-CAG GCC TTC CCT TAG AAG TTA C-3'

T/T (71)
C/T (25/46/71)
C/C (25/46)
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В процессе моделирования были использова-
ны высоко консервативные настройки поиска
конфигурации модели, которые позволили одно-
значно дифференцировать наличие/отсутствие
статистически значимых эффектов, а имеено: ко-
личество атрибутов (attribute count range) – от 1 до
n (где n – число переменных в модели); воспроиз-
водимость модели (cross-validation count) – 100;
анализ топ-моделей (track top models) – 1000; по-
иск конфигурации модели (search method configu-
ration) – всесторонний (exhaustive); метод сравне-
ния (ambiguous cell analysis) – точный тест Фишера
(Fisher’s exact test); классификация ячеек (ambiguous
cell assignment) – неклассифицированные (unclassi-
fied). Корректность модели оценивали по значению
сбалансированной точность (Balanced Accuracy),
которая зависит от чувствительности и специфич-
ности модели.

Вероятность отнесения образца к одной из
двух групп: Canis lupus familiaris или Canis lupus, –
рассчитывали в SPSS v.20.0 с использованием ло-
гистической регрессии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С использованием алгоритма глобального вы-
равнивания, реализованного в ПО Unipro UGENE
v.1.31.1 [9], были проанализированы на наличие
SNP с высоким дифференцирующим потенциа-
лом (т. е. с максимально различающимися частота-

ми распространения аллелей для двух групп) следу-
ющие регионы: на 13 хромосоме – g.27000000–
g.29 000 000 и на 30 хромосоме – g.800 000–
g.1 600 000. Выбор данных регионов был обу-
словлен тем фактом, что в исследовании B.M. Von-
holdt с соавт. [3] c применением полногеномного
анализа SNP были выявлены кластеры нуклео-
тидных последовательностей (для 13 хромосомы –
длиной 543841 пн, для 30 хромосомы – 1239195 пн),
содержащие SNP, частота аллелей для которых
существенно отличалась для представителей Ca-
nis lupus familiaris и Canis lupus по причине эволю-
ционной дивергенции. В результате биоинфор-
матического анализа были выявлены 13 SNP c по-
тенциально высоким дифференцирующим
потенциалом.

С использованием биоинформатического и
молекулярно-генетического анализа определены
генотипы по SNP g.27748425T>C (ADCY8) и
g.1414373T>C (RYR3) для 1095 животных, из них
283 – Canis lupus, 812 – Canis lupus familiaris (см.
Приложение). Наибольший дифференцирую-
щий потенциал был определен для SNP
g.27748425T>C (ген ADCY8) – AUC = 0.947,
95%ДИ 0.934–0.960, p = 3.45E-112. Для SNP
g.1414373T>C (ген RYR3) – AUC = 0.893, 95%ДИ
0.871–0.915, p = 4.31E-87.

Для включенных в исследование образцов
домашней собаки (n = 812) показано наличие трех
генотипов для полиморфизма g.27748425T>C
(ADCY8), при этом аллель Т распространен в вы-
борке “Домашняя собака” с частотой 78.9%, т. е.
является мажорным. Для образцов из выборки
“Волк” (n = 283) в рамках данного исследования
аллель С распространен с частотой 99.3%. Элек-
трофореграмма разделения рестриктов представ-
лена на рис. 1, результаты аллельной дискрими-
нации с использованием KASP – на рис. 2.

Рис. 1. Результаты электрофоретического разделения
рестриктов для полиморфизма g.27748425T>C гена
ADCY8 в 10.0%-ном ПААГ. М – маркер молекулярно-
го веса (Jena Bioscience M-213S). 1 – T/T Canis lupus f.,
2 – T/T Canis lupus f., 3 – T/T Canis lupus f., 4 – C/C Ca-
nis lupus, 5 – C/C Canis lupus, 6 – C/C Canis lupus, 7 –
C/C Canis lupus.
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31 пн Рис. 2. График аллельной дискриминации результатов
KASP для полиморфизма g.27748425T>C гена ADCY8.
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Для образцов из выборки “Домашняя собака”
для полиморфизма g.1414373T>C (RYR3) также
показано наличие трех генотипов. Аллель T рас-
пространен в данной выборке с частотой 80.9%.
Для образцов из выборки “Волк” в рамках данно-
го исследования аллель C распространен с часто-
той 83.2%. Электрофореграмма разделения ре-
стриктов представлена на рис. 3, результаты аллель-
ной дискриминации с использованием KASP – на
рис. 4.

Для создания универсальной системы диффе-
ренциации было принято решение включить в
тест-систему по одному SNP из каждой хромосо-
мы, чтобы избежать сложностей, сопряженных с
совместным наследованием генетических марке-
ров. Графическая интерпретация модели пред-
ставлена на рис. 5. Согласно полученным резуль-
татам сбалансированная точность дифференциа-
ции (adj. Balanced accuracy) волка от домашней
собаки при анализе 1095 образцов по двум SNP –
g.27748425T>C (ген ADCY8, chr. 13) и g.1414373T>C
(ген RYR3, chr. 30), – составила 96.2% (специфич-
ность модели – 96.3, чувствительность – 98.9%),
см. файл “Доп. материалы.xlsx”, лист “MDR_re-
sult”. В среднем, в 5.8% случаев особь не удалось
отнести ни к одному кластеру с заявленным в
MDR-уровнем точности в 99.0%.

В то же время при оценке точности отнесения
образца к одной из двух групп: Canis lupus familiaris
(CLF) или Canis lupus (CL) с использованием ло-
гистической регрессии получены следующие
данные (см. файл “Доп. материалы.xlsx”, лист
“LOG”): при наличии генотипа СС (ADCY8)/СС
(RYR3) вероятность отнесения образца к группе
CL составляет 95.26% (распространенность осо-
бей с данным генотипом в группе – 71.73%), при
наличии генотипа СС (ADCY8)/ТС (RYR3) –
72.93% (распространенность – 22.26%); при на-
личии генотипа TС (ADCY8)/СС (RYR3) вероят-
ность отнесения образца к группе CLF составляет
80.27%, при наличии генотипа TС (ADCY8)/ТС
(RYR3) – 96.81%, при наличии генотипа TС
(ADCY8)/ТТ (RYR3) – 99.56%, при наличии гено-
типа TТ (ADCY8)/СС (RYR3) – 99.70%, при наличии
генотипа TТ (ADCY8)/ТС (RYR3) – 99.96%, при на-
личии генотипа TТ (ADCY8)/ТТ (RYR3) – 100%.

Особого внимания заслуживают три особи
волка, по фенотипическим характеристикам од-
нозначно относящихся к Canis lupus, с генотипа-
ми TC (ADCY8)/TC (RYR3) и TТ (ADCY8)/TТ
(RYR3), которые теоретически могут относиться к
волкособам (гибридам между волком и соба-
кой). Косвенно это указывает тот факт, что для
образцов SAMEA7038723, SAMEA7038724 и
SAMEA7038725, являющихся гибридами между
волком и собакой (Canis lupus × Canis lupus familia-
ris – wolfdog, BioProject – PRJEB39198), определе-
ны гетерозиготные генотипы для полиморфизма
g.27748425T>C (ADCY8), см. файл “Доп. материа-
лы.xlsx” (лист “dataset”) и табл. 2. Возможно, в
дальнейшем анализ этих образцов с использова-
нием STR-локусов подтвердит данное предполо-
жение.

Среди особей Canis lupus familiaris с генотипами
СС (ADCY8)/СС (RYR3) и СС (ADCY8)/ТС (RYR3)
выявлены породы: русский черный терьер, шар-

Рис. 3. Результаты электрофоретического разделения
рестриктов для полиморфизма g.1414373T>C гена
RYR3 в 10.0%-ном ПААГ. М – маркер молекулярного
веса (Jena Bioscience M-213S). 1 – T/T Canis lupus f., 2 –
T/T Canis lupus f., 3 – T/T Canis lupus f., 4 – C/T Canis
lupus, 5 – C/C Canis lupus, 6 – C/C Canis lupus, 7 – C/C
Canis lupus.
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Рис. 4. График аллельной дискриминации результатов
KASP для полиморфизма g.1414373T>C гена RYR3.
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пей, аляскинский маламут, пекинес, бельгийская
овчарка, куньминская овчарка, такса, бернский
зенненхунд, йоркширский терьер, шотландский
терьер, алапахский бульдог, доберман пинчер.
Таким образом, наличие аллеля С (g.1414373T>C,
RYR3), характерного для Canis lupus, не является
специфической характеристикой для каких-то
конкретных пород собак.

Также мы апробировали метод HRM для геноти-
пирования полиморфных вариантов g.27748425T>C
(ADCY8) и g.1414373T>C (RYR3). Цель этапа – дать
исследователю простой, но достаточно точный и
доступный метод генотипирования в контексте
описанной выше модели. Для деградированных
образцов ДНК, как нам представляется, данный
способ будет весьма актуален.

Результаты аллельной кластеризации были
подтверждены с использованием ПЦР-ПДРФ и
KASP. Результаты кластеризации для полиморфиз-
ма g.27748425T>C (ADCY8) представлены на
рис. 6,а, для g.1414373T>C (RYR3) – рис. 6,б.

Также с использованием предложенной нами
тест-системы была проведена апробация на об-
разцах близкородственных к Canis lupus видов, а
именно: обыкновенный шакал (Canis aureus),
койот (Canis latrans), гималайский волк (Canis lu-
pus chanco), динго (Canis lupus dingo), иберийский
волк (Canis lupus signatus), красный волк (Cuon al-
pinus), африканский золотой волк (Canis lupaster),
эфиопский шакал (Canis simensis) и гиеновидная
собака (Lycaon pictus). Результаты генотипирова-
ния in silico и классификация по кластерам пред-
ставлены в табл. 2. Особи видов Canis latrans,

Рис. 5. Графическое представление модели из двух полиморфизмов в генах ADCY8 и RYR3. а – распределение геноти-
пов исследованных локусов в выборках “Домашняя собака” и “Волк”: в каждой ячейке цифра слева – абсолютное
число особей Canis lupus, цифра справа – абсолютное число особей Canis lupus familiars. б – результат отнесения образ-
ца к одной из двух групп – Canis lupus или Canis lupus familiars.
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Рис. 6. Результат кластеризации генотипов в Precision
Melt Analysis™ Software v.1.3 (Bio-Rad, США) для по-
лиморфизма: а – g.27748425T>C (ADCY8), б –
g.1414373T>C (RYR3).
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Таблица 2. Генотипы животных из семейства Canidae по двум SNP в генах ADCY8 и RYR3

* – согласно дифференцирующей модели образец определен как “Домашняя собака”, # – согласно дифференцирующей мо-
дели образец определен как “Волк”.

Образец Вид g.27748425T>C
(ADCY8)

g.1414373T>C
(RYR3)

SAMN10180427* Canis aureus TT CC

SAMN02921301#

Canis latrans

CC CC

SAMN08005340# CC CC

SAMN10180421# CC CC

SAMN10180422# CC CC

SAMN10180423# CC CC

SAMN10199001# Canis lupaster CC CC

SAMN03652997#

Canis lupus chanco

CC CC

SAMN03652998* TC CC

SAMN03652999# CC CC

SAMN03653000# CC CC

SAMN03653001# CC TC

SAMN03653002# CC CC

SAMN03653003# CC CC

SAMN03653004# CC CC

SAMN08873190#

Canis lupus dingo

CC TC

SAMN13476347* TT CC

SAMN13476607* TC TC

SAMN13476608# CC CC

SAMN13476865# CC CC

SAMN13476866* TC TC

SAMN13476879# CC CC

SAMN13476881* TT CC

SAMN13476886# CC CC

SAMN13476889# CC CC

SAMN04851099# Canis lupus signatus CC CC

SAMN10180425# Canis simensis CC CC

SAMN03168405#
Cuon alpinus

CC CC

SAMN10180424# CC CC

SAMN10180432# Lycaon pictus CC CC

SAMEA7038723*
Canis lupus × Canis lupus 
familiaris (wolfdog)

TC CC

SAMEA7038724* TC CC

SAMEA7038725* TC CC
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Canis lupus signatus, Canis simensis, Cuon alpinus,
Lycaon pictus и Canis lupaster были отнесены к кла-
стеру “Волк” (Canis lupus). Семь из восьми пред-
ставителей вида Canis lupus chanco также были от-
несены к кластеру “Волк” (Canis lupus). Среди
особей вида Canis lupus dingo лишь шесть из десяти
были отнесены к кластеру “Волк” (Canis lupus).
Как известно, собаки динго – вторично одичав-
шие домашние собаки, и, таким образом, среди
них высока частота аллелей, характерных для ви-
да Canis lupus familiaris.

Необходимо отметить, что сбалансированная
точность дифференциации Canis lupus familiaris и
Canis lupus составила более 95%, данного показателя
вполне достаточно для решения большинства задач
биологической направленности, например, в кон-
тексте популяционных исследований. В то же вре-
мя, в 2.56% случаев (согласно модели, рис. 6) образ-
цы домашней собаки могут быть некорректно
дифференцированы как образцы волка. В пер-
спективе для увеличения точности модели (на-
пример для криминалистических приложений) не-
обходимо увеличение выборки исследуемых образ-
цов за счет включения новых образцов с заведомо
известной видовой принадлежностью, например
по результатам биологического исследования (при
наличии шкуры и др. объектов биологического
происхождения, позволяющих однозначно диффе-
ренцировать видовую принадлежность образца)
и/или генетического исследования (например ана-
лиз STR-локусов). Также перспективно и добав-
ление в предложенную нами модель новых SNP с
высоким дифференцирующим потенциалом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках настоящего исследования предложе-

на тест-система, основанная на анализе двух SNP
в генах ADCY8 и RYR3, по дифференциации волка
(Canis lupus) и домашней собаки (Canis lupus famil-
iaris). Так, с использованием методов биоинфор-
матики определены SNP c высоким дифференци-
рующим потенциалом для различения волка и до-
машней собаки, а также на практическом
материале подтвержден высокий дифференциру-
ющий потенциал выявленных полиморфных ва-
риантов. На основании результатов молекуляр-
но-генетического анализа и генотипирования
in silico 1095 образцов предложена тест-модель из
двух SNP –g.27748425T>C (ADCY8) и g.1414373T>C
(RYR3), сбалансированная точность которой со-
ставляет не менее 96.2% при специфичности
96.3%. Входящие в тест-систему SNP представля-
ется возможным анализировать с использовани-
ем различных технологий – KASP, ПЦР-ПДРФ
или HRM.

Предложенная нами схема по дифференциа-
ции волка и домашней собаки с использованием
двух SNP выгодно отличается своей универсально-

стью (с позиций методологического подхода воз-
можно использовать различную приборную базу),
высокими точностью и специфичностью. Моле-
кулярно-генетический анализ с использованием
KASP призван сократить временные и финансо-
вые затраты на молекулярно-генетическое тести-
рование, а также снизить риск кросс-контамина-
ции, т. к. процесс является одностадийным (ис-
ключены этапы рестрикции и электрофореза).

В целом, продолжение исследований, расши-
рение базы образцов и включение в тест-систему
дополнительных SNP для идентификации, в том
числе и гибридов между Canis lupus familiaris и Ca-
nis lupus, продолжает оставаться актуальной зада-
чей.

Исследование выполнено при частичной фи-
нансовой поддержке OOO “Максим Медикал” в
рамках частной научной инициативы “Analysis of
SRA Data using bioinformatics methods”.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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As a result of the study, we confirmed the high differentiating potential of polymorphic variants
g.27748425T>C (ADCY8 gene) and g.1414373T>C (RYR3 gene). A test model of two polymorphisms for the
differentiation of a wolf and a domestic dog is proposed, which is distinguished by high values of accuracy
(96.2%), specificity (96.3%) and sensitivity (98.9%). Using KASP, a quick and simple approach to differen-
tiation based on the proposed test model has been developed, which is designed to reduce the time and cost
of molecular genetic analysis, as well as reduce the risk of cross-contamination, because the process is one-
stage (restriction and electrophoresis stages are excluded).
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ДНК-штрихкодирование остается признанным и широко используемым методом идентификации
таксонов при инвентаризации и мониторинге биоразнообразия. В публикации мы приводим сведе-
ния о результатах использования этого метода при изучении зеленых ящериц рода Lacerta. Всего
было проанализировано 67 последовательностей фрагмента гена COI трех видов (L. agilis, L. media,
L. strigata). Впервые c помощью ДНК-штрихкодирования изучены все известные на Кавказе подви-
ды L. agilis, предложена филогеографическая гипотеза для L. strigata в кавказской части ареала. Ге-
нетическая идентификация была успешной на видовом уровне. В составе L. agilis в пределах Кавка-
за мы можем диагностировать только подвиды L. a. boemica и L. a. exigua, тогда как L. a. brevicaudata,
L. a. grusinica и L. a. mzymtensis по выбранному маркеру неотличимы от L. a. exigua, а L. a. ioriensis от
L. a. boemica.

Ключевые слова: Lacerta agilis, Lacerta media, Lacerta strigata, митохондриальная ДНК, COI.
DOI: 10.31857/S0016675823030037, EDN: INYJAE

Систематика и филогения зеленых ящериц ро-
да Lacerta Linnaeus 1758, включающего по совре-
менным представлениям десять видов [1], в настоя-
щее время претерпевает значительные изменения.
Перспективным районом для исследования дан-
ных вопросов, по нашему мнению, является Кав-
каз [2, 3]. В пределах этого региона обитают три
вида рода – прыткая, L. agilis Linnaeus 1758, пред-
ставленная здесь шестью подвидами (L. a. boemica
Suchow, 1929, L. a. brevicaudata Peters, 1958, L. a. exi-
gua Eichwald, 1831, L. a. grusinica Peters, 1960, L. a.
ioriensis Peters et Muskhelischwili, 1968 и L. a. mzym-
tensis Tuniyev et Tuniyev, 2008), номинативный под-
вид средней ящерицы – L. m. media Lantz et Cyrén,
1920, и монотипический вид полосатая ящерица –
L. strigata Eichwald, 1831 ([4], www.lacerta.de). Фи-
логенетические исследования L. agilis в Кавказ-
ском регионе не получили развития после рабо-

ты С.А. Калябиной-Хауф [5] и выхода ее совмест-
ной с Н.Б. Ананьевой монографии [6]. В настоящее
время статус L. a. boemica предлагается повысить
до видового (как в первоначальной публикации
Г.Ф. Сухова [7]), в то время как ряд других кавказ-
ских подвидов свести в младшие синонимы L. a. ex-
igua [6, 8]. Молекулярно-генетические исследова-
ния L. a. ioriensis и L. a. mzymtensis не проводились
вовсе. Выходя за пределы Кавказа, отметим, что
остается не решенным вопрос о таксономическом
положении закарпатских популяций прыткой
ящерицы [6, 9–11]. Слабо изучены филогеогра-
фия и филогенетические взаимоотношения по-
пуляций L. strigata [12] в Кавказском регионе. Это
относится и к L. media [13], при том что данный
вид входит в надвидовой комплекс Lacerta (trilin-
eata), находящейся в фокусе исследований фило-
гении рода Lacerta [1, 14].

Ранее в литературе были высказаны предполо-
жения о путях проникновения и расселения зеле-
ных ящериц в Закавказье [15], реликтовом характе-
ре популяций полосатой ящерицы Терско-Кум-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675823030037 для авторизованных
пользователей.

УДК 598.113.6:574.9+575.8
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ской низменности, Кумо-Манычской впадины
[16] и Черноморского побережья Кавказа в Абха-
зии [17]. Одной из задач настоящего исследова-
ния являлась верификация этих предположений.
Немаловажным является то обстоятельство, что ряд
обозначенных таксонов зеленых ящериц включен в
региональные и национальные списки охраняе-
мых таксонов животных (Красные книги); это
подчеркивает актуальность данного исследова-
ния с позиции изучения и сохранения биоразнооб-
разия. Молекулярно-генетические данные позво-
ляют выделить действительно уникальные попу-
ляции (за рамками принятой в настоящее время
подвидовой систематики, во многом устаревшей –
в случае с L. agilis) и обосновать необходимость их
охраны. Остается актуальным и диагностика ви-
дов, поскольку во многих опубликованных рабо-
тах и в базах данных по их распространению нами
отмечены ошибки [18].

Сказанное выше указывает на необходимость
более обстоятельного анализа филогеографии,
систематики и распространения ящериц рода
Lacerta на Кавказе и сопредельных территориях.
Действенным методом в этой области продолжает
оставаться ДНК-штрихкодирование (Biological
identifications through DNA barcodes). В герпетоло-
гических исследованиях его эффективность по-
казана для исследований на глобальном [19] и ре-
гиональном [20–22] уровнях. Данный инстру-
мент с успехом применяется и в исследованиях
cложных в систематическом отношении групп
ящериц [23].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для выделения геномной ДНК были исполь-

зованы части регенерированных хвостов, фалан-
ги пальцев передних конечностей или кожные по-
кровы ящериц, фиксированные в 96%-ном этаноле.
Ваучерные экземпляры хранятся в коллекции Зоо-
логического института РАН (ZISP; поддержание
коллекции осуществлено в рамках проекта Ми-
нистерства науки и высшего образования РФ
№ 075-15-2021-1069) и Зоологическом музее МГУ
(ZMMU). В филогенетический анализ включе-
ны 67 последовательностей фрагмента мито-
хондриального гена первой субъединицы цито-
хром оксидазы (COI) L. agilis, L. media и L. striga-
ta, собранных в 50 локалитетах (Приложение,
рис. 1). Из них 62 получены в ходе проведения
данного исследования, пять взяты из GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) [20–22].

В ходе изучения внешних морфометрических
признаков, на которых строится систематика
прыткой ящерицы [24], мы столкнулись с отсут-
ствием надежных маркеров для диагностики ряда
ее подвидов на Кавказе. По этой причине иденти-
фикация подвидов проводилась на основе сведе-
ний об их ареалах, согласно существующим на се-

годняшний день представлениям [6, 24–26]. Для
сопоставления кавказских подвидов, относящих-
ся к восточной группе [6], нами были использованы
последовательности COI представителей западной
группы подвидов – L. agilis argus (Laurenti, 1768) и
закарпатской L. agilis ssp. Важно почеркнуть, что в
анализе использованы типовые экземпляры (голо-
тип L. a. mzymtensis – ZISP24648) и топотипы
(L. a. boemica – ZISP31113, L. a. ioriensis – ZISP29878),
что делает наши выводы о систематике надежными
и обоснованными.

Выделение тотальной ДНК проведено стандарт-
ным солевым методом с лизированием протеина-
зой К [27]. Амплификация участка гена COI (643 пн)
осуществлялась с использованием универсальных
праймеров UTF 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT
TCT CAA CCA AYC AYA ARG AYA TYG G-3' и UTR
5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACT ARA CTT CTG
GRT GKC CRA ARA AYC A-3' [28] при следующих
условиях: начальная денатурация 95°С – 3 мин; за-
тем 30 циклов 95°С – 30 с, 50°С – 30 с, 72°С – 50
с; завершающий синтез 72°С – 5 мин.

Реакционная смесь для ПЦР (25 мкл) содержала
50–100 нг ДНК, 0.5 мкМ каждого праймера, 0.2 мМ
dNTPs, 1.5 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10-кратного ПЦР-бу-
фера (10 мМ Tris-HCl, pH 8.3, 50 мМ KCl) и 2 ед.
Taq-полимеразы (Thermo Scientific). Секвениро-
вание проводилось на генетическом анализаторе
ABI PRIZM 3500xL (Applied Biosystems). Полу-
ченные последовательности были депонированы
в GenBank NCBI (OM267788–OM267849).

Выравнивание последовательностей прове-
дено в программах Geneious Prime 2021.0.1
(https://www.geneious.com) и AliView 1.6 [29]. Фи-
логенетические отношения реконструированы с
использованием метода Байеса (Bayesian analysis,
BA) в программе Mr. Bayes 3.1.2 [30–32] и методом
максимального правдоподобия (Maximum Likeli-
hood, ML) в программном пакете MEGA X [33].
Для BA использованы 1.5 млн генераций; стати-
стическая надежность узлов ML-деревьев оцене-
на путем бутстреп-анализа (2000 псевдореплик).
Устойчивость узлов дендрограмм филогенетиче-
ских отношений в случае BA была оценена с по-
мощью расчета апостериорных вероятностей.
Уровни поддержки узлов: 0.95 – высокий, 0.90–
0.95 – средний, менее 0.90 – неподдержанный; зна-
чения бутстреп-поддержек в ML-анализе: более
75% – достоверная, 50–75% – тенденция, ме-
нее 50% – отсутствие поддержки [34]. В каче-
стве внешней группы выбраны последователь-
ности Zootoca vivipara (Lichtenstein, 1823)
(MN015068) и Timon lepidus (Daudin, 1802)
(MN015075). Кроме того, в анализе задействована
L. trilineata Bedriaga, 1886 (MN015090).

Выбор модели эволюции для нуклеотидных
последовательностей проведен в программе
MrModeltest 2.4 [35] c использованием инфор-
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Рис. 1. Пункты сбора экземпляров Lacerta, использованных для молекулярно-генетического анализа: a – все виды, б –
L. agilis, в – L. media, г – L. strigata. Нумерация соответствует таковой в приложении, цвет кружка соответствует таксону
на рис. 2 и 3.
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мационного критерия Акаике (AIC) – GTR
(General Time Reversible) с параметрами I =
0.3691 и G = 0.1844. Графические изображения
деревьев получены с помощью программы Fig-
Tree 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).
Построение сети гаплотипов осуществлялось ме-
тодом TCS в программе PopART [36]. При анали-
зе генетической изменчивости с использованием
программы DnaSP v.5.10.01 [37] вычислены следу-
ющие параметры: общее количество полиморф-
ных позиций (S), общее количество замен (η), ко-
личество гаплотипов (H), разнообразие гаплоти-
пов (h), разнообразие нуклеотидов на сайт (π),
среднее количество нуклеотидных замен (K), зна-
чение теста Таджимы (Tajima’s D) и тест на ней-
тральность Фу (Fu’s Fs). Генетические дистанции
(p-дистанции) вычисляли в программе MEGA X.

Для проведения анализа таксономических гра-
ниц по молекулярно-генетическим признакам
использованы алгоритмы ASAP (Automated simul-
taneous analysis phylogenetics) [38] и ABGD (Auto-

matic barcode gap discovery) [39]. Они позволяют
выявить условные молекулярные операцион-
ные таксономические единицы (Molecular phy-
logenetic taxonomic units, MOTU), представляю-
щие собой монофилетические клады неопределен-
ного ранга. Анализ проводили с использованием
следующих параметров: Pmin (минимальная апри-
орная дистанция) = 0.01, Pmax (максимальная апри-
орная дистанция) = 0.1, X (относительная ширина
интервала) = 0.5; была использована матрица по-
парных К80-дистанций.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе исследования получено 62 последова-
тельности гена COI зеленых ящериц (OM267788–
OM267849); ранее опубликованные пять последо-
вательностей (KP697820, MN993135, MN993136,
MN993138, MG815780) имели длину от 630 до 657
пн. 30 изученных последовательностей L. agilis
образуют 17 гаплотипов (Hap 5–8, 10–15, 20, 22,
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Рис. 1. Продолжение.
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24–28); выявлены 54 (8.4% от общей длины фраг-
мента) вариабельные позиции, из них 43 (6.7%)
парсимони информативные; соотношение тран-
зиций к трансверсиям составило 7.6. Четыре по-
следовательности гена COI L. media образуют три
гаплотипа (Hap 16–18); выявлены 14 (2.2% от об-
щей длины фрагмента) вариабельных позиций,
из них – одна (0.2%) парсимони информативная;
соотношение транзиций к трансверсиям состави-
ло 2.1. 33 последовательности L. strigata образуют
семь гаплотипов (Hap 1–4, 9, 20, 22); выявлены 13
(2% от общей длины фрагмента) вариабельных
позиций, из них – четыре (0.6%) парсимони ин-
формативные; соотношение транзиций к транс-
версиям составило 7.7.

Показатели генетического разнообразия в вы-
борке представлены в табл. 1. Относительно вы-
сокие значения гаплотипического и нуклеотидного
разнообразия у прыткой ящерицы свидетельствуют
о стабильной популяции с высокой численностью
или о возможном вторичном контакте историче-
ски разделенных популяций [40]. О возможном
недавнем расселении полосатой ящерицы из ре-

фугиума могут говорить низкие значения показа-
телей генетического разнообразия, а отрицатель-
ные достоверные показатели D – о наличии в
прошлом внезапного роста популяции (экспан-
сии) и/или положительного отбора [41].

Минимальное значение генетической дистан-
ции (p-дистанции) найдено в паре видов L. agi-
lis–L. strigata (10.1%), максимальное – L. me-
dia–L. strigata (11.8%) (табл. 2). По результатам
реконструкции филогенетических взаимоотно-
шений представителей рода Lacerta получены
дендрограммы с идентичной топологией, на ко-
торых можно выделить пять клад с высокими бут-
стреп-поддержками (рис. 2). На полученной меди-
анной сети гаплотипов (рис. 3) можно обозначить
три гаплогруппы: I – L. agilis с тремя подгруппами
(Ia – argus-группа, Ib – boemica-группа, Ie – exigua-
группа), II – L. media и III – L. strigata. Наиболее
удаленной от всех прочих является гаплогруппа III.
От гаплогруппы I она отдалена на 25 нуклеотидных
замен, от II – на 22. Анализ ASAP/ABGD показал
наличие четкого разрыва между значениями подви-
довой и видовой изменчивости (treshold distance =



ГЕНЕТИКА  том 59  № 3  2023

ПРИМЕНЕНИЕ ДНК-ШТРИХКОДИРОВАНИЯ 349

Рис. 1. Продолжение.
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Таблица 1. Показатели генетического разнообразия в изученных выборках зеленых ящериц рода Lacerta

Примечание. n – объем выборки, S – общее количество полиморфных позиций, η – общее количество замен, h – разнообразие
гаплотипов, π – разнообразие нуклеотидов на сайт, K – среднее количество нуклеотидных замен, значение Tajima’s D – значение
теста Таджимы и Fu’s Fs – значение теста на нейтральность Фу.

Вид n S/η h π K Tajima’s D Fu’s Fs

L. agilis 30 54/54 0.94 ± 0.02 0.029 ± 0.002 17.72 1.12 (p > 0.1) 0.89 (p > 0.1)
L. media 4 14/14 0.83 ± 0.02 0.011 ± 0.005 7.16 0.62 (p > 0.1) 2.08 (p > 0.1)
L. strigata 33 13/13 0.38 ± 0.11 0.002 ± 0.001 1.32 –1.90 (p < 0.05) –1.62 (p < 0.05)

= 2.9%, barcoding gap = 3.0%). Применение данных
алгоритмов позволило выявить в объеме изученной
выборки пять монофилетических MOTU.

ОБСУЖДЕНИЕ

Изученные виды зеленых ящериц демонстри-
руют высокий уровень дифференциации по гену
COI, т.е. на нашем материале была подтверждена
его видоспецифичность. На полученной дендро-
грамме (рис. 2) первыми обособляются L. triliniata

и L. media, традиционно включаемые в Lacerta
(triliniata) [14]. Это не соответствует опубликован-
ным данным, полученным с использованием фраг-
ментов как митохондриальных (cytb, 12S, 16S), так
и ядерных (C-mos, β-fib) генов [12, 14]. Так, было
показано, что отделение L. strigata произошло на
более ранних этапах радиации рода Lacerta [12].
Это говорит о малой эффективность ДНК-барко-
да для изучения филогенетических взаимоотноше-
ний видов рода Lacerta. Следующими на дендро-
грамме обособляются L. strigata, и, наконец, L. agilis.
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Последовательности прыткой ящерицы, в свою
очередь, сформировали три клады. Внутри L. agilis
первой обособляется клада L. a. boemica, в кото-
рую вошла и L. a. ioriensis (p-дистанция 0.8%). Это
подтверждает гипотезу о генетической близости
иорской ящерицы и ящерицы Беме [15, 24, 25,
42]. Примечательно, что наиболее дистанцирова-
на в этой выборке особь из расположенного в до-
лине р. Терек г. Владикавказа (Hap 8). Вероятно в
прошлом, в холодных перигляциальных условиях
на Осетинской наклонной равнине существовали

изолированные микрорефугиумы этого таксона,
приуроченные к долинам крупных рек. Косвен-
ным подтверждением этого предположения мо-
жет служить особь из близлежащего локалитета –
г. Алагира в долине р. Ардон, также обладающая
уникальным гаплотипом (Hap 6). Как и в предше-
ствующих публикациях [6, 8] L. a. boemica проде-
монстрировала максимальные различия с други-
ми подвидами L. agilis – 4.0–4.6% (табл. 3). В то
же время отличия L. a. boemica от других подвидов
не достигают уровня, сопоставимого с таковым
между признаваемыми видами рода.

Закарпатская L. agilis ssp. сгруппировалась с
L. a. argus из Австрии и Германии (p-дистанция
1.2%). Это согласуется с выводом К.Д. Мильто
[43], основанном на изучении внешней морфоло-
гии. Публикации, в которых авторы отстаивают
таксономическую самостоятельность закарпатских
популяций на основе морфометрических призна-
ков [9–11], не включали ее сравнение с подвидами

Рис. 1. Окончание.
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Таблица 2. Средние генетические p-дистанции (%)
(под диагональю) и их стандартные отклонения (над
диагональю) между видами рода Lacerta по данным ана-
лиза последовательностей фрагмента гена COI (643 пн)

Вид L. strigata L. agilis L. media

L. strigata 1.1 1.3
L. agilis 10.1 1.2
L. media 11.8 11.1
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западной группы (за исключением L. a. chersonen-
sis Andrzejowski, 1832), в том числе с L. a. argus.

Эндемичные кавказские подвиды L. a. brevi-
caudata, L. a. grusinica и L. a. mzymtensis вошли в
одну кладу с L. a. exigua (p-дистанция 0.3–0.8%). В
ней же, по сравнению с другими кладами, наиме-
нее выражена структурированность. Ранее уже

было показано, что популяции L. a. exigua характе-
ризуются настолько низкой изменчивостью мито-
хондриального гена cytb, что географически уда-
ленные популяции от Кавказа до Восточного Ка-
захстана не имеют по этому маркеру значимых
отличий [2, 6]. Это может свидетельствовать о
быстром заселении прыткой ящерицей огромно-

Рис. 2. Дендрограмма филогенетических отношений представителей рода Lacerta по результатам анализа фрагмента
гена COI (643 пн). В узлах указаны байесовы апостериорные вероятности и бутстрэп-поддержки (BA/BS). Цветовое
обозначение таксонов соответствует таковому на рис. 1. В двух столбцах разными цветами указаны выделенные моле-
кулярные операционные таксономические единицы (MOTU).
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Таблица 3. Средние генетические p-дистанции (%) (под диагональю) и их стандартные отклонения (над диаго-
налью) между подвидами Lacerta agilis по данным анализа последовательностей фрагмента гена COI (643 пн)

Подвид L. a. 
argus

L. a. 
boemica

L. a. 
brevicaudata

L. a. 
exigua

L. a. 
grusinica

L. a. 
ioriensis

L. a. 
mzymtensis

L. a. 
ssp.

L. a. argus 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.4

L. a. boemica 4.6 0.8 0.8 0.8 0.3 0.8 0.8

L. a. brevicaudata 4.3 4.5 0.3 0.2 0.8 0.4 0.8

L. a. exigua 4.1 4.0 0.8 0.3 0.7 0.3 0.8

L. a. grusinica 4.3 4.5 0.3 0.8 0.8 0.4 0.8

L. a. ioriensis 4.7 0.8 4.2 3.9 4.2 0.8 0.8

L. a. mzymtensis 3.9 4.3 0.8 0.6 0.8 4.1 0.8

L. a. ssp. 1.2 4.5 4.2 3.8 4.2 4.6 3.7
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го пространства степной и лесостепной зон Евра-
зии в конце позднего плейстоцена – голоцене [2].

Как и в специальной работе о филогеографии
L. media по результатам анализа гена cytb [13], вы-
борки с территории Большого Кавказа и Загроса,
относимые к номинативному подвиду, проде-
монстрировали довольно значительную генети-
ческую дистанцию друг от друга (p-дистанция
2.1%), превышающую межпопуляционную у дру-
гих изученных таксонов зеленых ящериц.

Обращает на себя внимание выраженная звезд-
чатая структура сети гаплотипов у L. strigata, харак-
теризующаяся преобладанием массового гаплоти-
па Hap 1, доминирующего на Северном Кавказе
(Приложение). Гаплотипы с территории Север-
ной Осетии (Hap 9) и Дагестана (Hap 20, Hap 22)
незначительно отличаются от него – на одну и три
нуклеотидных замены соответственно. На террито-
рии и в окрестностях с. Буглена выявлено присут-

ствие трех из них (Hap 1, 20 и 22). Последователь-
ность особи из г. Сухуми идентична таковой из
г. Мцхета (Hap 3), притом что данные локалитеты
находятся на удалении более 320 км друг от друга
(соответственно, в границах Колхидской низмен-
ности и на южном склоне Большого Кавказа) и
характеризуются совершенно различными физико-
географическими условиями. Это говорит о рассе-
лении L. strigata на Черноморское побережье с юго-
востока, а не с севера в обход Главного Кавказского
хребта. Закавказье превосходит по гаплотипическо-
му разнообразию Северный Кавказ, который был
заселен, по-видимому, лишь на поздних этапах
формирования видового ареала. В целом, несмот-
ря на наличие изолированных популяций, значи-
тельно дистанцированных гаплотипов здесь не
обнаружено, что, вероятно, может рассматри-
ваться как свидетельство молодости ареала поло-
сатой ящерицы в регионе.

Рис. 3. Медианная сеть гаплотипов COI (643 пн) представителей рода Lacerta Кавказа и сопредельной территории.
Каждый цветной кружок – уникальный гаплотип, чей размер пропорционален встречаемости в выборке; цвет кружка
соответствует подвидам на рис. 1 и 2. Соединительные линии – вероятные эволюционные связи, засечки – нуклео-
тидные замены, черные кружки в узлах линий – предсказанные гаплотипы. Пунктирной линией ограничены группы
гаплотипов (I–III), цветной заливкой обозначены подгруппы гаплотипов L. agilis (Ia – argus-группа, Ib – boemica-
группа, Ie – exigua-группа).
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Молекулярные операционные таксономические
единицы строго соответствуют признаваемым ви-
дам рода Lacerta и не согласуются с подвидовой
структурой прыткой ящерицы. Выявленные про-
тиворечия между принятой в настоящее время
внутривидовой систематикой L. agilis и дифферен-
циацией подвидов по COI, указывают на необхо-
димость ее пересмотра с использованием более
информативных генетических маркеров. В то же
время ДНК-штрихкодирование может быть ис-
пользовано для видовой диагностики зеленых
ящериц Кавказа и сопредельных территорий.

Авторы признательны К.Д. Мильто, В.Ф. Ор-
ловой и Б.С. Туниеву за ценные консультации и
помощь в работе.

Молекулярно-генетические исследования вы-
полнены при финансовой поддержке гранта РНФ
(№ 22-24-00079).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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DNA barcoding remains a recognized and widely used method for taxon identification in biodiversity inven-
tory and monitoring. In this publication, we present information about the results of using this method in the
study of green lizards of the genus Lacerta. A total of 67 sequences of the COI gene fragment of three species
(L. agilis, L. media, L. strigata) were analyzed. For the first time, all subspecies of L. agilis known in the Cau-
casus were studied using DNA barcoding, and a phylogeographic hypothesis for L. strigata in the Caucasian
part of the range was proposed. Genetic identification has been successful at the species level. In the compo-
sition of L. agilis within the Caucasus, we can diagnose only the subspecies L. a. boemica and L. a. exigua,
while L. a. brevicaudata, L. a. grusinica and L. a. mzymtensis are identical from L. a. exigua, while L. a. iorien-
sis from L. a. boemica.

Keywords: Lacerta agilis, Lacerta media, Lacerta strigata, mitochondrial DNA, COI.
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С использованием технологии массового параллельного секвенирования (МПС) проведено иссле-
дование полиморфизма 27 аутосомных STR-локусов коммерческой панели ForenSeq DNA Signature
Prep Kit у 733 неродственных индивидов, представляющих население Республики Беларусь, и сфор-
мирована популяционная база частот МПС-аллелей для вероятностных расчетов при судебно-экс-
пертной идентификации личности и установлении биологического родства. Соответствие между гено-
типами, полученными МПС и капиллярным электрофорезом (КЭ), составило 99.96%. Для восьми ло-
кусов (D12S391, D21S11, D2S1338, vWA, D3S1358, D8S1179, D13S317, D9S1122) количество МПС-аллелей
увеличилось более чем в 2 раза. В исследованной выборке идентифицировано 13 новых аллелей, от-
сутствующих в каталоге STRSeq BioProject международной онлайн-базы данных STRbase 2.0. Сред-
няя вероятность случайного совпадения 27-локусных МПС-профилей уменьшилась с 1.43 × 10–31

до 2.89 × 10–35, а комбинированный индекс родства возрос с 2.08 × 1010 до 3.25 × 1012 по сравнению
с данными КЭ.

Ключевые слова: аутосомный STR-локус, полиморфизм, изометрические аллели, массовое парал-
лельное секвенирование.
DOI: 10.31857/S0016675823030074, EDN: IOHQHZ

Микросателлитные (short tandem repeat, STR)
локусы аутосом являются одними из наиболее
широко применяемых маркеров в экспертном
ДНК-анализе. Благодаря большому числу алле-
лей на локус и кодоминантному наследованию они
позволяют с высокой вероятностью идентифици-
ровать личность, а также устанавливать биологиче-
ское родство [1]. Уже более чем два десятилетия
стандартной технологией получения STR-профиля
ДНК является капиллярный электрофорез (КЭ),
позволяющий выявлять полиморфизм микросател-
литных локусов, обеспечивающийся вариабельно-
стью числа тандемных повторов. Благодаря стре-
мительному развитию и внедрению в практику ме-
тодов массового параллельного секвенирования
(МПС) стало возможно получать детальную ин-

формацию о нуклеотидной последовательности
традиционных криминалистических STR-марке-
ров [2]. К основным преимуществам технологии
МПС судебные генетики также относят возмож-
ность одновременного анализа большого количе-
ства микросателлитов с длинами аллелей до 400 пн,
что в сочетании с высокой чувствительностью ме-
тода значительно повышает эффективность анали-
за деградированной ДНК, а выявление значи-
тельного количества изоаллелей, обусловленных
различиями в области как тандемного повтора, так
и фланкирующих регионов, способствует лучшему
разделению смесей в случае маскировки аллелей
при использовании капиллярного электрофо-
реза. Это привело к возникновению различных
МПС-платформ, использующих маркеры, подхо-
дящие для криминалистических целей. Примером
двух таких платформ являются MiSeq FGx Forensic
Genomics System (Illumina, США) и Ion GeneStu-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675823030074 для авторизованных
пользователей.
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dio S5 System (Thermo Fisher Scientific, США), кото-
рые предлагают криминалистам наборы ForenSeq
DNA Signature Prep kit (Verogen, США) и Precision
ID GlobalFiler™ NGS STR Panel v2 (Thermo Fisher
Scientific) [3, 4]. Вышеуказанные компании со-
трудничают с научным консорциумом для совер-
шенствования своих продуктов и включают в на-
боры маркеры, наиболее релевантные по литера-
турным данным. Благодаря этому для ForenSeq
DNA Signature Prep Kit и Precision ID GlobalFiler™
NGS STR Panel v2 общими являются 22 аутосом-
ных STR-маркера.

С 2018 г. методы МПС начали активно внед-
ряться в экспертную практику в Республике Бела-
русь. Для того чтобы в полной мере использовать
более высокий дискриминирующий потенциал,
предоставляемый полученными с использованием
МПС-технологий результатами исследования
STR-локусов, необходимо обновление данных ча-
стот встречаемости, которые бы содержали сведе-
ния о секвенированных аллелях. Все ранее прове-
денные в Республике Беларусь популяционные
исследования базировались на классических тех-
нологиях, которые таких сведений не содержат и
таким образом не могут обеспечить необходимый
уровень информативности [5, 6].

В настоящем исследовании представлены ре-
зультаты массового параллельного секвенирова-
ния 27 аутосомных STR-локусов панели ForenSeq
DNA Signature Prep Kit (Illumina) у 733 индивидов,
проживающих в Республике Беларусь. Для верифи-
кации результатов секвенирования и обеспечения
их совместимости с ранее разработанной базой
данных [5, 6] генотипы 165 образцов были прове-
рены на конкордантность путем генотипирова-
ния 22 перекрывающихся аутосомных локусов с
использованием набора для капиллярного элек-
трофореза PowerPlex Fusion 6C System (Promega
Corporation, США). Все МПС-аллели, выявленные
в белорусской популяции, сравнивали с опублико-
ванными и включенными в международные он-
лайн-базы данными [7] с целью обнаружения не-
описанных ранее вариантов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы биологического 
материала и выделение ДНК

Образцы венозной крови отбирали у аноним-
ных доноров после получения письменного ин-
формированного согласия на проведение исследо-
вания и опубликование его результатов в открытой
печати с соблюдением полной конфиденциально-
сти полученной от участников информации. Все-
го исследовано 733 неродственных индивида муж-
ского пола, проживающих в шести регионах стра-
ны: юго-запад (Брестская область) – 137; юго-
восток (Гомельская область) – 111; запад (Грод-

ненская область) – 122; восток (Могилевская об-
ласть) – 118; север (Витебская область) – 100 и
центральный регион (Минская область) – 145.

Забор венозной крови осуществлялся с помо-
щью систем типа Vacutainer (Becton Dickinson In-
ternational, США) при участии специалистов Рес-
публиканского научно-практического центра
трансфузиологии и медицинских биотехнологий.
До выделения ДНК все образцы крови хранили
при температуре –20°C.

ДНК выделяли из лейкоцитарной фракции ве-
нозной крови по методу, описанному в [8], после
предварительного этапа гемолиза эритроцитов.
Очистку ДНК проводили с помощью органиче-
ских растворителей [9]. Концентрацию ДНК из-
меряли на капельном спектрофотометре DeNovix
(DeNovix, США) в соответствии с протоколом
производителя.

Подготовка геномных библиотек
Подготовку библиотек для секвенирования

аутосомных STR-маркеров осуществляли с ис-
пользованием набора ForenSeq™ DNA Signature
Prep Kit (Verogen, США) согласно инструкции про-
изводителя [10]. Предварительно измеряли кон-
центрацию образцов ДНК на приборе QuantusTM

Fluorometer (Promega, США). Образцы ДНК нор-
мализовали до конечной концентрации 0.2 нг/мкл.
Для первой ПЦР использовали пул праймеров В,
предназначенный для совместной амплифика-
ции 231 маркера ядерной ДНК, включая 27 ауто-
сомных STR, 24 Y-STR, 7 X-хромосомных STR, 94
идентифицирующих SNP, 56 геногеографических
SNP, 22 фенотипических SNP и амелогенин. В ка-
честве положительного контроля реакции ам-
плификации использовали 1 нг контрольной
ДНК 2800М (Promega Corporation, США), в каче-
стве отрицательного – деионизированную воду.
Амплификацию проводили на термоциклере C1000
Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, США) согласно
инструкции производителя [10]. Целевое обога-
щение, индексирование, очистку и нормализа-
цию геномных библиотек выполняли следуя про-
токолу производителя. Готовые нормализованные
библиотеки смешивали в одной пробирке, прово-
дили денатурацию и загружали на проточную ячей-
ку MiSeq FGx® Reagents Kit (Verogen). Для всех пу-
лов число библиотек соответствовало рекомендо-
ванному производителем числу в 32 библиотеки.
Секвенирование проводили в режиме экспертно-
го ДНК-анализа.

Секвенирование и анализ результатов
Секвенирование библиотек проводили на

платформе MiSeq FGxTM (Illumina Inc., США),
обработку результатов выполняли с помощью ин-
тегрированного в систему программного обеспече-
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ния ForenSeq Universal Analysis Software (ForenSeq
UAS) (Illumina Inc.). Генотипы образцов по ауто-
сомным STR-маркерам D3S1358, vWA, D16S539,
CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51, D2S441,
D19S433, TH01, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317,
D7S820, D10S1248, D1S1656, D12S391, D2S1338,
D6S1043, PentaD, PentaE, D4S2408, D9S1122,
D17S1301, D20S482 анализировали на основе стан-
дартных выходных данных, включавших отчет о
генотипе на уровне проекта и отчет о деталях
образца на уровне генотипа, сгенерированных
ForenSeq UAS на листах Microsoft Excel. По
умолчанию минимальные пороговые значения
для анализа (АП) и интерпретации данных (ИП)
принимали 10 и 30 прочтений соответственно для
всех аутосомных STR-локусов.

Генотипы регистрировали как число тандем-
ных повторов в вариабельной области микросател-
лита, автоматически зарегистрированное ForenSeq
UAS; также анализировали первичную последо-
вательность вариабельной области STR-маркера.
Для локусов D12S317, D18S51, D19S433, D5S818,
D7S820 и vWA дополнительно изучали нуклеотид-
ную последовательность доступного для анализа
небольшого фланкирующего участка, непосред-
ственно прилегающего к тандемной области. Одно-
нуклеотидные варианты полиморфизма, обнару-
женные в области тандемного повтора и на до-
ступных для анализа фланкирующих участках
микросателлитов, регистрировали как вариант
замены по отношению к референсному геному
GRCh37.p13 [11]. Последовательности аллель-
ных вариантов описывали согласно требованиям
Международного общества по судебной генетике
[12]; аллелям присваивали численно-буквенные на-
значения.

Верификация с данными капиллярного 
электрофореза

Для верификации полученных МПС-геноти-
пов контрольную ДНК 2800М и 165 образцов ДНК
популяционной выборки, отобранных случай-
ным образом, генотипировали с использованием
набора PowerPlex® Fusion 6C System (Promega Cor-
poration), который включает 22 общих с ForenSeq™
DNA Signature Prep Kit аутосомных локуса:
D3S1358, vWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179,
D21S11, D18S51, D2S441, D19S433, TH01, FGA,
D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820, D10S1248,
D1S1656, D12S391, D2S1338, PentaD, PentaE. Все
эксперименты проводили в соответствии с прото-
колами производителя реагентов. Продукты ПЦР
разделяли методом КЭ на генетическом анализато-
ре АВ3500 (Thermo Fischer Scienific). Генотипы об-
разцов определяли с использованием программно-
го обеспечения GeneMapper ID-X 1.4 (Thermo
Fisher Scientific). Результаты генотипирования,
полученные методами МПС и КЭ, сравнивали,

дискордантность определяли как любой случай,
когда аллель, обнаруженный с помощью одного
метода, не обнаруживался с помощью другого. В
случаях, когда глубина прочтения для одного из
аллелей профиля была ниже ИП и аллель не реги-
стрировался программным обеспечением, несо-
ответствие считали обусловленным “выпадени-
ем” аллеля (allele drop-out) [13].

Популяционные данные и криминалистические 
параметры информативности

Изменение уровня генетического разнообра-
зия и криминалистических параметров оценива-
ли сравнивая значения наблюдаемой гетерози-
готности (HО) и вероятности случайного совпаде-
ния (MP), рассчитанные для двух массивов МПС-
генотипов, включающих: 1) аллели, определенные
по числу тандемных повторов (КЭ-аллели) и
2) аллели, определенные по нуклеотидной после-
довательности (МПС-аллели).

Частоты аллелей для 27 аутосомных STR-локу-
сов и наблюдаемую гетерозиготность (HО) рас-
считывали на основе результатов МПС-геноти-
пирования 733 популяционных образцов сред-
ствами программного пакета GenAlEx 6.5 [14].

Криминалистические параметры информаци-
онной значимости: силу различения двух геноти-
пов (PD), силу исключения (PE), типичный ин-
декс отцовства (ТРI) и их комбинированные значе-
ния рассчитывали с использованием алгоритмов
FORSTAT v1.0 [15].

Оценку уровня генетической подразделенности
популяции (FST) проводили методом анализа моле-
кулярной дисперсии (Analysis of Мolecular Variance,
AMOVA) в программном пакете Arlequin 3.5 [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С целью формирования базы данных частот

МПС-аллелей 27 криминалистических STR-ло-
кусов для резидентного населения Республики
Беларусь в ходе настоящего исследования секве-
нировано 39582 фрагмента ДНК для 733 индиви-
дов и получены данные о 19767 генотипах (99.87%
всех возможных STR-генотипов), а также изучена
внутренняя структура области тандемного повтора
аллельных вариантов микросателлитов. Для 24 об-
разцов данные о генотипах отсутствовали в локу-
сах D1S1656 (12 образцов), PentaE (7 образцов),
PentaD (4 образца) и D21S11 (1 образец). При ана-
лизе файлов отчетов, сгенерированных ForenSeq
UAS, во всех случаях последовательности аллелей
для этих образцов были обнаружены, однако по-
скольку уровень прочтений для них был ниже
установленного ИП (30 ридов) программным обес-
печением они не регистрировались. Такие образцы
из дальнейшего анализа исключали.
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Исследование на конкордантность 
генотипирования

Соответствие между генотипами, установлен-
ными капиллярным электрофорезом (КЭ-гено-
типами) и генотипами, полученными методом
МПС (МПС-генотипами), было исследовано для
165 образцов популяционной выборки. Для трех об-
разцов ДНК МПС-генотипы в локусах D1S1656,
PentaE и PentaD не регистрировались, эти образ-
цы были исключены из сравнительного анализа.
Результаты исследования конкордантности МПС-
и КЭ-генотипирования для 162 образцов ДНК
представлены в табл. 1.

Дискордантность результатов генотипирова-
ния наблюдали в 16 из 3564 сравнений (0.45%),
при этом все случаи несоответствия были уста-
новлены для пяти локусов: D1S1656, D22S1045,
D5S818, D7S820, PentaE. Для локусов D1S1656,
D22S1045, PentaE все случаи несовпадения гено-
типов были связаны с “выпадением” более длин-
ного аллеля гетерозиготного МПС-профиля, в ло-
кусе D5S818 во всех случаях выпадал более корот-
кий аллель. При анализе файлов отчетов ForenSeq

UAS “выпадающие” аллели обнаруживали, одна-
ко уровень прочтений для них был ниже установ-
ленного ИП (<30 ридов) (рис. 1,a). Больше всего
случаев “выпадения” аллелей зарегистрировано
для локуса D1S1656 (7 образцов), при этом в пяти
из семи случаев это были аллели вида X.3, вклю-
чающие тринуклеотид [TCA]. Согласно [17] алле-
ли X.3 в локусе D1S1656 значительно хуже секвени-
руются по сравнению с аллелями без тринуклеоти-
да, что приводит к высокой несбалансированности
гетерозигот вида X/X.3.

В локусе D22S1045 наблюдали дискордант-
ность КЭ- и МПС-генотипов для четырех образ-
цов: три образца имели гомозиготные МПС-ге-
нотипы “15/15” и один – “11/11”, тогда как по
данным генотипирования тест-системой Power-
Plex® Fusion 6C для этих образцов были установ-
лены гетерозиготные профили “15/19” и “11/15”
соответственно (рис. 1,б). Несбалансированная
амплификация локуса D22S1045 является извест-
ной особенностью тест-системы ForenSeq™, и
производитель прямо указывает на необходи-

Таблица 1. Результаты соответствия МПС-аллелей 22 аутосомных STR-локусов, перекрывающихся с PowerPlex® Fu-
sion 6C System

Локус Количество секвенированных 
(МПС) аллелей

Количество конкордантных 
аллелей

Конкордантность,
%

Amelogenin 324 324 100
D3S1358 324 324 100
vWA 324 324 100
D16S539 324 324 100
CSF1PO 324 324 100
TPOX 324 324 100
D8S1179 324 324 100
D21S11 324 324 100
D18S51 324 324 100
D2S441 324 324 100
D19S433 324 324 100
TH01 324 324 100
FGA 324 324 100
D22S1045 320 320 100
D5S818 324 322 99.38
D13S317 324 324 100
D7S820 324 323 99.69
D10S1248 324 324 100
D1S1656 317 317 100
D12S391 324 324 100
D2S1338 324 324 100
PentaD 324 324 100
PentaE 322 322 100
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мость с осторожностью интерпретировать гомо-
зиготные профили по этому маркеру [10].

В локусе D7S820 для одного из образцов был
зарегистрирован КЭ-генотип “10/10.3” и МПС-
генотип “10/11”. В локусе D5S818 несоответствие
генотипов обнаружено в двух образцах (КЭ-алле-
ли: “9/11”, МПС: “11” и КЭ: “12/13”, МПС: “13”)
и в обоих случаях для незарегистрированных про-
граммным обеспечением аллелей (9 и 12) обнару-
живались прочтения ниже ИП (<30 ридов).

Наблюдаемые случаи несовпадения генотипов
для локусов D5S818 и D7S820 были аналогичны
описанным ранее наблюдениям [13, 18, 19]. На-
пример, L. Devesse et al. [13] для локуса D7S820 на-
блюдали КЭ-аллель 9.2, состоящий из 10 тетра-
нуклеотидных повторов, и аллель 7, который был
генотипирован как 6.3 на основе методов КЭ. Ав-
торами установлено, что в обоих случаях расхож-
дения связаны с делециями во фланкирующей
области – двух оснований на фланке аллеля 10 и
одного основания на фланке аллеля 7 (редкая де-
леция rs540346880, [T/–], обнаруженная в евро-
пеоидной популяции с частотой менее 0.01%)
(рис. 2,а). В этом же исследовании описан случай
“выпадения” короткого аллеля в локусе D5S818
(по данным КЭ: “9/11”; по данным МПС: “11”).
Путем секвенирования более длинного амплико-
на L. Devesse et al. [13] удалось обнаружить ред-
кую, не описанную ранее однонуклеотидную за-

мену G>C, расположенную в сайте связывания об-
ратного праймера, которая снижала успешность
амплификации короткого аллеля 9 (рис. 2,б).

Таким образом, нами показано, что между ге-
нетическими профилями 162 образцов, установ-
ленными параллельно двумя методами, отсут-
ствуют серьезные несоответствия − конкордант-
ность данных составляет 99.96% (табл. 1). Во всех
случаях для незарегистрированных аллелей МПС-
профилей имелись прочитанные последователь-
ности, размер которых соответствовал данным
КЭ-генотипирования, за исключением одного
описанного выше случая для локуса D7S820. Вме-
сте с тем результаты исследования позволяют ак-
центировать внимание на особенностях интер-
претации данных, получаемых методом МПС с
использованием коммерческого набора ForenSeq
DNA Signature Prep Kit [10]. В частности, исследо-
ватели должны с особой осторожностью интер-
претировать результаты секвенирования не толь-
ко для локуса D22S1045, на что указывает про-
изводитель набора, но и для локусов D5S818,
D1S1656 и D7S820. В соответствии с рекоменда-
циями Национального исследовательского сове-
та США (NRC II Recommendations for Estimating
Random-Match Probabilities) [20] чтобы компен-
сировать эффекты возможных нулевых аллелей в
локусах D5S818, D1S1656, D22S1045 при оценке
вероятности случайного совпадения генотипов

Рис. 1. Результаты генотипирования локусов D1S1656 и D22S1045 методами КЭ (вверху) и МПС (внизу) при исследо-
вании конкордантности. а – локус D1S1656, КЭ-генотип “14/15”, МПС-генотип “14/14”); б – локус D22S1045, КЭ-гено-
тип “14/19”, МПС-генотип “15/15”.
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может применяться высококонсервативный под-
ход, при котором частоту (f) для гетерозигот рас-
считывают как f = 2pq, а для гомозигот – как f = p
вместо f = p2. Более точная, но также консерва-
тивная процедура расчета заключается в исполь-
зовании уравнения f = p2 + p(1 − p) × θ со значе-
нием θ = 0.003 [20].

Генетическое разнообразие и криминалистическая 
информативность секвенированных аутосомных 

STR-локусов
Из 39534 аллелей, секвенированных у 733 инди-

видов в 27 локусах, был идентифицирован 301 ва-
риант различной длины и 517 изометрических ва-
риантов (аллелей одинаковой длины, но разной
последовательности).

Число аллелей увеличилось более чем в 2 раза
(×2) у восьми локусов: D12S391 (×4.24), D21S11
(×3.43), D2S1338 (×3.07), vWA (×2.63), D3S1358
(×2.44), D8S1179 (×2.0), D13S317 (×2.11), D9S1122
(×2.0). Всего из 27 аутосомных STR-локусов изо-
аллели наблюдались в 19 (70.37%). Для восьми ло-
кусов не зафиксировано дополнительных МПС-
аллелей (PentaE, PentaD, D20S482, CSF1PO, TPOX,
D10S1248, TH01, D16S539) (табл. 2). Полученные
в нашем исследовании результаты хорошо согла-
суются с данными других авторов, полученными
при исследовании европейских и азиатских попу-
ляций [13, 17–19, 21–24].

Для шести локусов (D19S433, D7S820, D18S51,
D5S820, D13S317 и vWA) дополнительно были про-
анализированы предоставляемые ForenSeq UAS
данные о последовательности небольших флан-
кирующих участков, непосредственно прилегаю-
щих к тандемной области. Для двух локусов D7S820
и D18S51 не показано увеличения количества ал-
лелей за счет фланков – вариабельность отмеча-
лась исключительно в области повтора. С учетом
информации о фланкирующих последовательно-
стях в локусе D19S433 был идентифицирован ред-
кий изоаллель 13.2 − D19S433[CE13.2]-Chr19
GRCh37p.13 30417142-30417205 [CCTT]12 ccta CCTT
cttt CCTT rs745607776-del; в локусе D13S317 – во-

семь изоаллелей с описанными частыми мутаци-
ями А>Т в первой и пятой позициях на 3'- фланки-
рующей области повтора (rs9546005, rs202043589);
в локусе vWA – четыре изоаллеля: 14 и 15
(rs75219269 A>G), 16, 17 (rs199970098 G>A) с по-
лиморфизмом во фланкирующей области. Тогда
как для локуса D5S818 вся вариабельность обес-
печивалась известной мутацией во фланкирую-
щем участке (rs73801920 C>A) [24] и только в од-
ном случае был обнаружен описанный ранее ва-
риант аллеля 12, несущий мутацию (rs1171357623,
T>G) в четвертом тандеме [24] (табл. 3).

Из 517 различных аллелей, идентифицирован-
ных в белорусской популяции, 13 ранее не были
описаны (табл. 4). Среди впервые обнаруженных
аллелей семь были обусловлены новой комбина-
цией повторяющихся блоков в тандемной обла-
сти, пять имели однонуклеотидные замены внут-
ри тандемного повтора и один аллель − 15 в локу-
се D5S818 имел на фланке мутацию rs73801920,
описанную ранее, но в комбинации с этим ва-
риантом аллеля не встречавшуюся в других ис-
следованных популяциях, согласно сведениям
STRBase 2.0 [7]. Все ранее неописанные аллели
зарегистрированы в базе данных Nucleotide
NCBI под номерами ON248964, ON359896–
ON359907.

При оценке уровня генетического разнооб-
разия белорусской популяции с учетом данных
МПС-генотипирования показано увеличение зна-
чений наблюдаемой гетерозиготности (HО) для всех
локусов с выявленными изоаллельными варианта-
ми, кроме локусов FGA, D17S1301, D18S51,
D22S1045. В наибольшей степени HО увеличива-
лась для локуса D4S2408 – в 1.32 раза. Для этого
локуса выявлен полиморфизм нуклеотидной по-
следовательности области тандемного повтора
только для аллеля 9, имеющего максимальную
частоту встречаемости в популяции (59.5%), при
этом частота встречаемости двух выявленных
изоморфных вариантов оказалась практически
одинаковой − 0.2196 и 0.1869. Таким образом, из
261 образца, имевшего по данным КЭ-анализа го-
мозиготный генотип “9/9”, 137 образцов, т.е. более

Рис. 2. Мутации фланкирующих последовательностей, приводящие к возникновению “нулевых аллелей” при МПС-
генотипировании локусов D7S820 и D5D818. Адаптировано из [13]. а – локус D7S820 (rs540346880); б – локус D5S818.
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половины, имеют гетерозиготный генотип. Похо-
жая картина наблюдалась для локусов D9S1122 и
D13S317, для которых увеличение гетерозиготно-
сти по сравнению с данными КЭ-генотипирова-
ния также было значительным (табл. 5).

Вероятность случайного совпадения геноти-
пов двух неродственных индивидов (MP) снижа-
лась для всех локусов, для которых были зареги-
стрированы изоаллельные варианты (кроме локуса
FGA), что свидетельствует об увеличении иденти-
фикационной значимости результатов генотипи-
рования, получаемых методом МПС. В наиболь-
шей степени МР снижалась для локусов D9S1122,
D8S1179, D13S317 и D21S11 – в 2.7 раза; в наи-
меньшей степени – для локусов D22S1045 и
D17S1301 (в 1.1 раз). Рассчитанная по данным
МПС средняя вероятность того, что два случайно
выбранных из популяции индивида будут иметь

один и тот же генотип по совокупности всех 27
STR-локусов, составила 2.89 × 10–35 (это означа-
ет, что случайное совпадение генотипа возможно
с одним из 3.5 × 1034 человек). Этот результат на
четыре порядка превышает значение, получаемое
с использованием данных фрагментного анализа
(1.43 × 10–31, один из 7 × 1030 человек).

Информационная значимость данных МПС-
генотипирования при установлении родства так-
же значительно увеличивается по сравнению с
данными КЭ, о чем свидетельствует рост значе-
ний вероятности исключения индивида по задан-
ному генотипу (PE) и индексов родства (TPI) для
локусов тест-системы. Так, PE увеличивалась в
наибольшей степени для локуса D4S2408 − в 2 ра-
за, для локусов D9S1122, D13S317, D5S818 и
D8S1179 – в 1.3–1.5 раза. Максимальный рост
значений TPI зафиксирован для локусов D12S391

Таблица 2. Число STR-аллелей, идентифицированных методом капиллярного электрофора (КЭ-аллели) и мас-
совым параллельным секвенированием (МПС-аллели)

* Вариабельность преимущественно обеспечена мутациями на фланках.

Локус КЭ-аллели МПС-аллели Прирост, n (%)

D12S391 17 72 + 55 (324)
D21S11 15 48 + 33 (220)
D2S1338 14 43 + 29 (207)
vWA 8 21 + 13 (163)
D3S1358* 9 22 + 13 (144)
D13S317 9 19 + 10 (111)
D8S1179 11 22 + 11 (100)
D9S1122 6 12 + 6 (100)

D5S818* 9 17 + 8 (89)
D2S441 9 13 + 4 (44)
D1S1656 19 28 + 9 (47)
D6S1043 16 23 + 7 (44)
D19S433 16 22 + 6 (38)
D7S820 8 10 + 2 (25)
FGA 19 23 + 4 (21)
D18S51 15 18 + 3 (20)
D4S2408 7 8 + 1 (14)
D17S1301 8 9 + 1 (13)
D22S1045 8 9 + 1 (13)

PentaE 19 19 0
PentaD 14 14 0
D20S482 9 9 0
CSF1PO 8 8 0
TPOX 7 7 0
D10S1248 7 7 0
TH01 7 7 0
D16S539 7 7 0
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Таблица 3. Аллели с мутациями во фланкирующих последовательностях (N – количество аллелей в популяции)

Локус Аллель N Локус Аллель N

D5S818

9а [ATCT]9_rs73801920-A 1

D13S317

9б [TATC]9_rs9546005-T 1

10б [ATCT]10_rs73801920-A 28 9в [TATC]10_rs9546005-T 3

11б [ATCT]11_rs73801920-A 55 10в [TATC]10_rs9546005-T, rs202043589-T 1

12б [ATCT]12_rs73801920-A 137 11а [TATC]11_rs9546005-T 272

12в [ATCT]3 AGCT 
[ATCT]8_rs73801920-A 1 12б [TATC]12_rs9546005-T 163

13б [ATCT]13_rs73801920-A 57 13б [TATC]13_rs9546005-T 46

14а [ATCT]14_rs73801920-A 8 14б [TATC]14_rs9546005-T 8

15б 15_[ATCT]15_rs73801920-A 1 15а [TATC]15_rs9546005-T 1

Локус Аллель N

vWA

14а [TAGA]3 TGGA [TAGA]3 [CAGA]4 TAGA CAGA TAGA_rs75219269-G 127

15б TGGA [TAGA]3 TGGA [TAGA]3 [CAGA]4 TAGA CAGA TAGA_rs75219269-G 2

16в [TAGA]11 [CAGA]4 TAGA_ rs199970098-A 1

17д [TAGA]12 [CAGA]4 TAGA_rs199970098-A 2

D19S433 13.2б [CCTT]12 ccta CCTT cttt CCTT_rs745607776- delCT 1

Таблица 4. Новые аллели, обнаруженные в белорусской популяции

Локус Аллель Число Покрытие

D2S1338 21г D2S1338[CE21]-Chr2-GRCh37.p13 218879582-218879673 GGAG 
[GGAA]13 [GGCA]7 1 1509

FGA 23.2б FGA[CE23.2]-Chr4-GRCh37.p13 155508888-155508975 [GGAA]2 GGAG 
AAAG AG [AAAG]14 AGAA AAAA [GAAA]3 1 1333

D5S818 15б D5S818[CE15]-Chr5-GRCh37.p13 123111250-123111293 [ATCT]15 
rs73801920-A 1 209

D7S820 11б D7S820[CE11]-Chr7-GRCh37.p13 83789542-83789593 [TATC]2 TACC 
[TATC]8 1 140

D12S391

18.3б D12S391[СE18.3]-Chr12-GRCh37.p13 12449954-12450029 AGAT GAT 
[AGAT]10 [AGAC]6 AGAT 3 >280

23ж D12S391[СE23]-Chr12-GRCh37.p13 12449954-12450029 [AGAT]16 
[AGAC]6 AGAT 2 >200

26б D12S391[СE26]-Chr12-GRCh37.p13 12449954-12450029 [AGAT]15 
[AGAC]11 1 331

D18S51 16б D18S51[CE16]-Chr18-GRCh37.p13 60948900-60948971 AGAA AGCA 
[AGAA]14 1 403

D19S433
11б D19S433[CE11]-Chr19-GRCh37.p13 30417142-30417205 [CCTT]9 ссtt 

CCTT cttt CCTT 1 1375

13б D19S433[CE13]-Chr19-GRCh37.p13 30417142-30417205 ACTT [CCTT]10 
ccta CCTT cttt CCTT 1 845

D21S11

29б D21S11[CE29]-Chr21-GRCh37.p13 20554291-20554417 [TCTA]2 TATA 
[TCTA]3 [TCTG]5 [TCTA]3 ta [TCTA]3 tca [TCTA]2 tccata [TCTA]10 1 1056

30в D21S11[CE30]-Chr21-GRCh37.p13 20554291-20554417 [TCTA]6 [TCTG]5 
[TCTA]3 ta [TCTA]2 tca [TCTA]2 tccata [TCTA]12 2 >500

30ж D21S11[CE30]-Chr21-GRCh37.p13 20554291-20554417 [TCTA]4 [TCTG]6 
[TCTA]4 ta [TCTA]3 tca [TCTA]2 tccata [TCTA]11 1 1071
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(с 4.89 до 10.18) и D21S11 (с 3.89 до 6.2), т.е. для ло-
кусов с наибольшим количеством зарегистриро-
ванных по данным МПС аллельных вариантов.
Комбинированный индекс родства, получаемый
с учетом наличия МПС-аллелей, достигал значе-
ния 3.25 × 1012, что на два порядка выше значе-
ния, получаемого на основе данных фрагментно-
го анализа – 2.08 × 1010.

Анализ генетической подразделенности ре-
зидентного населения Республики Беларусь,
проведенный методом молекулярной дисперсии
(AMOVA) с учетом различий в частотах МПС-
аллелей, не выявил статистически значимых ге-
нетических различий между исследованными ре-
гиональными популяциями. Все население рес-

публики характеризуется общностью генного пу-
ла по изученным 27 аутосомным STR-маркерам.
Анализ матриц парных расстояний также не поз-
волил выявить статистически достоверные разли-
чия между парами популяционных выборок, сфор-
мированных по региональному признаку. Приме-
нительно к экспертному ДНК-анализу полученные
данные указывают на возможность использова-
ния частотных характеристик 27 аутосомных ло-
кусов, установленных методом МПС, для всего
населения Беларуси и формирования единой рес-
публиканской референсной базы данных.

Частоты аллелей аутосомных STR-локусов для
населения Республики Беларусь по данным мас-
сового параллельного секвенирования приведены в

Таблица 5. Изменение уровня генетического полиморфизма и параметров информационной значимости ауто-
сомных STR-локусов, исследованных методом МПС

Примечание. Полужирным шрифтом выделены локусы, для которых не зафиксировано дополнительных МПС-аллелей.

Локус
НО MP PE TPI

КЭ МПС КЭ МПС КЭ МПС КЭ МПС

D1S1656 0.889 0.896 0.020 0.016 0.773 0.787 4.51 4.81
D2S441 0.738 0.769 0.100 0.082 0.490 0.544 1.91 2.17
D2S1338 0.855 0.891 0.030 0.018 0.706 0.777 3.46 4.58
D3S1358 0.789 0.857 0.074 0.034 0.578 0.708 2.36 3.49
D4S2408 0.585 0.772 0.230 0.107 0.274 0.548 1.21 2.19
FGA 0.879 0.879 0.037 0.037 0.752 0.752 4.12 4.12
D5S818 0.724 0.808 0.120 0.060 0.467 0.613 1.81 2.60
D6S1043 0.849 0.850 0.049 0.048 0.692 0.695 3.30 3.33
D7S820 0.786 0.793 0.066 0.065 0.573 0.585 2.33 2.41
D8S1179 0.784 0.874 0.080 0.030 0.571 0.744 2.32 3.98
D9S1122 0.707 0.834 0.156 0.058 0.439 0.663 1.70 3.00
vWA 0.802 0.840 0.064 0.042 0.603 0.676 2.53 3.13
D12S391 0.898 0.951 0.024 0.010 0.791 0.900 4.89 10.18
D13S317 0.774 0.883 0.080 0.030 0.551 0.760 2.21 4.26
D17S1301 0.701 0.701 0.162 0.161 0.430 0.430 1.67 1.67
D18S51 0.847 0.847 0.032 0.031 0.689 0.689 3.27 3.27
D19S433 0.779 0.782 0.079 0.077 0.561 0.566 2.26 2.29
D21S11 0.872 0.919 0.040 0.015 0.738 0.835 3.89 6.20
D22S1045 0.724 0.724 0.110 0.109 0.467 0.467 1.81 1.81

TPOX 0.587 0.587 0.228 0.228 0.275 0.275 1.21 1.21
CSF1PO 0.741 0.741 0.115 0.115 0.494 0.494 1.93 1.93
D10S1248 0.768 0.768 0.101 0.101 0.541 0.541 2.16 2.16
D20S482 0.738 0.738 0.134 0.134 0.490 0.490 1.91 1.91
TH01 0.733 0.733 0.091 0.091 0.480 0.480 1.87 1.87
PentaE 0.898 0.898 0.020 0.020 0.791 0.791 4.91 4.91
PentaD 0.809 0.809 0.054 0.054 0.616 0.616 2.62 2.62
D16S539 0.745 0.745 0.101 0.101 0.501 0.501 1.96 1.96

Комбинированное значение 1.43 × 10–31 2.89 × 10–35 2.08 × 1010 3.25 × 1012
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дополнительных материалах к настоящей статье и
могут быть использованы для вероятностных расче-
тов при идентификации личности и установлении
родства в криминалистике, а также в популяцион-
но-генетических сравнительных исследованиях.

В рамках настоящего исследования с исполь-
зованием технологии МПС и набора ForenSeq
DNA Signature Prep Kit впервые у населения Рес-
публики Беларусь изучена внутренняя структура
нуклеотидной последовательности 27 аутосомных
STR-локусов. Проведена оценка соответствия ре-
зультатов генотипирования, получаемых методом
капиллярного электрофореза и массовым парал-
лельным секвенированием. Показано, что гено-
типы PowerPlex® Fusion 6C и ForenSeq DNA Signa-
ture Prep Kit конкордантны для всех перекрыва-
ющихся локусов, за исключением D7S820 −
соответствие составило 99.96%. Вместе с тем
следует отметить, что для отдельных образцов в
некоторых локусах обнаружены ложные гомози-
готные генотипы, один из аллелей в которых при-
сутствовал, но не детектировался программным
обеспечением ForenSeq UAS. В связи с этим при
проведении исследования с использованием на-
бора ForenSeq DNA Signature Prep Kit рекомендо-
вано: 1) особое внимание обращать на результаты
генотипирования локусов D22S1045 и D7S820;
также требуется осторожность в отношении локу-
сов D5S818, D1S1656, PentaE и PentaD, особенно
при исследовании малых количеств ДНК или
ДНК плохого качества; 2) на основе анализа эм-
пирических данных определить минимальные
пороговые уровни прочтения маркеров, преиму-
щественно маркеров с высоким гетерозиготным
дисбалансом; 3) установить оптимальные требо-
вания к качеству исследуемых образцов.

С учетом полиморфизма тандемных и фланки-
рующих участков исследованных локусов в бело-
русской популяции суммарно идентифицирова-
но 216 дополнительных аллельных вариантов, 13
из которых обнаружены впервые. Для всех локу-
сов рассчитаны частоты встречаемости аллелей и
криминалистические параметры идентификаци-
онной информативности. Для имплементации
новых сведений в экспертную практику сформи-
рована референтная база данных частот аутосом-
ных STR-локусов для населения Республики Бе-
ларусь по данным массового параллельного се-
квенирования.

Полученные в настоящей работе сведения
предоставляют для экспертного сообщества Рес-
публики Беларусь возможность проведения веро-
ятностной оценки результатов идентификации
личности и установления родства, основанную на
исследовании МПС-профилей ДНК, что обеспе-
чит эффективное и корректное использование ме-
тодов массового параллельного секвенирования в
экспертной практике.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Variability of 27 autosomal STR loci of the ForenSeq DNA Signature Prep Kit (Illumina) commercial panel
was studied using the technology of mass parallel sequencing (MPS) in 733 unrelated individuals representing
the population of the Republic of Belarus as well as a population base of MPS allele frequencies for expert
probabilistic calculations in human identification and paternity establishment was evaluated. The agreement
between genotypes obtained by MPS and capillary electrophoresis (CE) was 99.96%. The number of MPS
alleles increased more than two times for eight loci (D12S391, D21S11, D2S1338, vWA, D3S1358, D8S1179,
D13S317, D9S1122). Thirteen alleles detected were not included in the STRSeq BioProject catalog of the in-
ternational online database STRbase 2.0. The random match probability of 27-locus MPS profiles decreased from
1.43 × 10–31 to 2.89 × 10–35, and the combined paternity index increased from 2.08 × 1010 to 3.25 × 1012 compared
to CE data.

Keywords: autosomal STR locus, variability, isometric alleles, massively parallel sequencing.


