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Идентификация новых нуклеотидных последовательностей 
гена Glu-B1-1, кодирующего глютенины х-типа  
у мягкой пшеницы
А.А. Галимова1, 2 , Б.Р. Кулуев1, 2

1 Институт биохимии и генетики – обособленное структурное подразделение Уфимского федерального исследовательского центра  
Российской академии наук, Уфа, Россия

2 Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР),  
Санкт-Петербург, Россия

  aiz.galimova@yandex.ru

Аннотация. Мягкая пшеница, наряду с другими представителями трибы Пшенициевых, обладает огромным 
ге нетическим потенциалом для создания сортов с высокими технологическими и реологическими свойства-
ми муки. Поэтому исследования генетической базы полиморфизма сортов мягкой пшеницы и выявление 
аллелей генов, ассоциированных с высокими хлебопекарными признаками, представляются актуальными. 
Цель данной работы – анализ нуклеотидных последовательностей гена субъединиц x-типа высокомолеку-
лярных глютенинов Glu-B1-1 и анализ предсказанных аминокислотных последовательностей его белкового 
продукта у трех генотипов мягкой пшеницы. В ходе генотипирования по гену Glu-B1-1 у сортов мягкой пше-
ницы Авеста, Ленинградка крупнозерная и линии С-75094 были обнаружены ранее не описанные изменения 
в размерах амплифицируемых участков. Сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей этих 
генов с известными опубликованными последовательностями показал наличие двух делеций у генотипов 
Авеста и С-75094 и семи однонуклеотидных замен у сорта Ленинградка крупнозерная. Выравнивание пред-
сказанных аминокислотных последовательностей Glu-В1 рассматриваемых генотипов и стандартного сорта, 
несущего аллель Glu-B1-а, показало, что делеции в аминокислотных последовательностях у сорта Авеста и 
линии С-75094 локализуются в центральном домене белка и влияют на количество три-, гекса- и нонапепти-
дов. У сорта Ленинградка крупнозерная было выявлено уменьшение количества трипептида GQQ и гекса-
пептида PGQGQQ на одну единицу; кроме того, выявлены замены пяти аминокислот. Таким образом, нами 
обнаружены ранее не описанные делеции и замены в нуклеотидных последовательностях гена высокомо-
лекулярных глютенинов Glu-B1-1, которые приводят к изменениям аминокислотных последовательностей в 
функционально значимых участках, а именно в центральных доменах белковых молекул. Выявленные мута-
ции могут быть использованы при генотипировании сортообразцов мягкой пшеницы.
Ключевые слова: хлебопекарные качества; высокомолекулярные субъединицы глютенина; гены Glu-1; 
 генотипирование.
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Abstract. Studies of the genetic base and polymorphism of bread wheat cultivars aimed at identifying alleles of 
genes associated with high baking and other economically valuable traits seem to be relevant, since bread wheat, 
along with all representatives of the Triticeae tribe, has a huge genetic potential for creating cultivars with high 
technological and rheological properties of grain flour. The aim of this study was sequencing and analysis of the 
 nucleotide sequences of the Glu-B1-1 gene, and analysis of the predicted amino acid sequences of its protein 
product in three cultivars of bread wheat. Thus, in the course of genotyping cultivars and lines of bread wheat for 
the Glu-B1-1 gene, in the cultivars ‘Avesta’, ‘Leningradka krupnozernaya’ and line C-75094, previously undescribed 
changes in the size of amplifiable regions of the Glu-B1-1 gene for high-molecular-weight glutenins were found. 

© Галимова А.А., Кулуев Б.Р., 2023

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ
Оригинальное исследование / Original article

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2023;27(5):433-439
DOI 10.18699/VJGB-23-52

Перевод на английский язык  https://vavilov.elpub.ru/jour

http://vavilov.elpub.ru/jour


A.A. Galimova 
B.R. Kuluev

434 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 5

Identification of new nucleotide  
sequences of the Glu-B1-1 gene

Comparative analysis of the nucleotide sequences of these genes with known sequences showed the presence of 
two deletions in ‘Avesta’ and C-75094 and the presence of seven single-nucleotide substitutions in ‘Leningradka 
krupno zernaya’. Alignment of the predicted Glu-B1 amino acid sequences of the studied accessions and the stan-
dard cultivar carrying the Glu-B1-a allele showed that deletions in the amino acid sequences of  ‘Avesta’ and C-75094 
accessions are localized in the central domain of the protein and affect the amount of tri-, hexa-, and nonapeptides, 
and in ‘Leningradka krupnozernaya’, a decrease in GQQ and PGQGQQ by one unit was revealed. In addition, substi-
tutions of five amino acids were found in ‘Leningradka krupnozernaya’. Thus, we have found previously undescribed 
deletions and substitutions in the nucleotide sequences of the Glu-B1-1 gene for high-molecular-weight glutenins, 
which lead to changes in amino acid sequences in functionally important regions, namely, in the central domains 
of protein molecules. The identified mutations can be used for genotyping bread wheat cultivars.
Key words: baking quality; high-molecular-weight glutenin subunits; Glu-1 genes; genotyping.
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Введение
Высокомолекулярные субъединицы глютенина (ВМСГ) 
играют важную роль в определении вязкоупругих свойств 
зерна мягкой пшеницы, поскольку они способствуют об
разованию более крупных полимеров клейковины и яв
ляются основными детерминантами эластичности теста 
(Shewry et al., 1989, 1992, 1995, 1997). Поэтому харак
теристика состава ВМСГ – важная задача в программах 
селекции мягкой пшеницы, направленных на улучшение 
качества зерна. Это дает возможность прогнозирования 
хлебопекарных качеств сортов мягкой пшеницы (Payne, 
1987; Nucia et al., 2019).

До недавнего времени основным методом определения 
состава ВМСГ был SDSэлектрофорез запасных белков, на 
основе которого выявлено огромное аллельное разнооб
разие ВМСГ в трибе Пшенициевых. К примеру, для локу
са Glu-A1 субгенома А на сегодняшний день установле  
но 52 аллеля, для локуса Glu-B1 субгенома B – 83 ал леля, 
для локуса Glu-D1 субгенома D – 70 аллелей (McIntosh 
et al., 2013). 

В последние годы на смену SDSэлектрофорезу белков 
приходят методы молекулярной генетики, которые по
зволяют различить субъединицы высокомолекулярных 
глютенинов со схожими молекулярными массами на ге
нетическом уровне (Vafin et al., 2018; Nucia et al., 2019). 
Однако нуклеотидные последовательности большинства 
аллелей ВМСГ, определенных с помощью белковых 
электрофореграмм, до сих пор не охарактеризованы и не 
депонированы в базах данных. Исследования, направлен
ные на определение нуклеотидных последовательностей 
аллелей генов, ассоциированных с высоким или низким 
качеством зерна, актуальны, так как их результаты могут 
быть использованы в маркерориентированной и геном
ной селекции мягкой пшеницы.

В ходе генотипирования 95 сортов мягкой пшеницы 
по составу генов запасных белков (Галимова и др., 2023) 
нами были идентифицированы генотипы, несущие ранее 
неизвестные нуклеотидные последовательности хтипа, 
кодируемые локусом Glu-В1-1 (обозначение в соответ
ствии с Каталогом генных символов  пшеницы (McIntosh  
et al., 2013)). Они обнаружены у сортов Авеста, Ленин
градка крупнозерная и линии С75094. В настоящей ра
боте описаны эти новые делеции и замены, а также при
ведены некоторые характеристики предсказанных фраг

ментов аминокислотных последовательностей субъеди
ниц данных аллельных вариантов высокомолекулярных 
глютенинов.

Материалы и методы
Материалом исследования послужили озимые сорта мяг
кой пшеницы Стерлинская (используется в качестве кон
трольного образца – сорта, несущего аллель субъединицы 
хтипа – Вх7), Авеста, яровые сорт Ленинградка круп но
зерная и линия С75094, полученные из коллекции ге
нетических ресурсов растений Всероссийского институ
та генетических ресурсов растений имени Н.И. Вавило
ва (ВИР). По данным ВИР, сорт Ленинградка крупнозер
ная и линия С75094 обладают низкими хлебопекарными 
качествами. В соответствии с данными, приведенными 
в Госреестре се лекционных достижений (https://reestr.
gossortrf.ru/sorts/9358556/, дата обращения 15.10.2022), 
сорт Авеста ха рак теризуется хлебопекарными качествами 
на уровне хорошего филлера.

Геномную ДНК из высушенных листьев мягкой пше
ницы выделяли с помощью ЦТАБ (Doyle J.J., Doyle J.L., 
1987). Для амплификации фрагмента гена Glu-В11 ис
пользовали пару праймеров BxF/ВхR (Ma et al., 2003). 
Прямой праймер BxF отжигается на двух участках гена 
Glu-В11, формируя в ходе ПЦР вместе с обратным прай
мером два продукта реакции размерами 766 и 630 п. о. 
Амплификацию ДНК осуществляли по программе: на
чальная денатурация при 95 °С в течение 5 мин; 35 цик лов: 
денатурация – 95 °С, 40 с, отжиг праймеров – 58 °С, 40 с, 
элонгация – 72 °С, 1 мин; конечная элонгация – 72 °С, 
3 мин. Визуализацию результатов амплификации прово
дили в 1.6 % агарозных гелях с маркерами длин фрагмен
тов ДНК 100 bp («Евроген», Россия).

Для секвенирования продуктов ПЦР брали в среднем 
500 нг каждого продукта ПЦР, полученного выше. Про
дукты очищали с помощью реакции: 1 ЕД щелочной фос
фатазы (NEB, США) и 10 ЕД экзонуклеазы I (NEB, США) 
в конечном объеме 10 мкл при 37 °С в течение 15 мин с 
последующей инактивацией фермента при 85 °С в течение 
15 мин. 1 мкл (~50 нг) каждого из очищенных образцов 
непосредственно использовали в качестве матрицы для 
секвенирования. Реакцию ставили с 10 пМ праймера и 
0.5 мкл BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix в 
конечном объеме 10 мкл. Последовательность циклов сек
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венирующей реакции: денатурация – 96 °С в течение 10 с, 
отжиг праймера – 58 °С, 5 с, элонгация – 60 °С, 4 мин для 
всех 30 циклов. Флуоресцентно меченые продукты ПЦР 
анализировали на секвенаторе Applied Biosystems 3500 
(Thermo Fisher Scientific, США).

При секвенировании фрагментов исследуемых генов 
каждого образца использовали три биологические по
вторности. Секвенирование проводили с двух концов при 
помощи праймеров BxF и ВхR. Далее для каждого образца 
путем выравнивания трех полученных последовательно
стей было составлено по одной консенсусной последова
тельности. Данная процедура проводилась, прежде всего, 
для избегания возможных ошибок при секвенировании. 
Выравнивание последовательностей нуклеотидов мето
дом Clustal W и обнаружение предполагаемых мутаций 
выполнены в программе MEGA версии 11.0.8 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 11).

Результаты
В ходе генотипирования 95 сортов и линий мягкой пше
ницы по генам Glu-1 субгеномов А, В и D геном спе
ци фичными праймерами (Галимова и др., 2023) нами 
обнаружены ранее не описанные делеции в нуклеотидной 
последовательности гена Glu-B1, кодирующего ВМСГ 
хтипа (Glu-В11). При анализе аллельного состояния 
гена Glu-В11 ожидаемыми продуктами реакции ампли
фикации являлись ампликоны размером 766 и 630 п. о. 
Наработка продуктов реакции указанных размеров свиде
тельствовала бы о том, что сорт несет аллель субъединицы 
хтипа – Вх7 (в настоящем исследовании в качестве кон
троля взят сорт Стерлинская). Однако в случае трех сор
тов и линий (Авеста, Ленинградка крупнозерная, С75094) 
в ходе генотипирования были обнаружены продукты ре
акции, отличные от ожидаемых: один продукт реакции 
вместо двух, имеющий размеры 766 п. о. или ~669 п. о. 
и ранее не описанный в литературе. При амплификации 
геномной ДНК сорта Ленинградка крупнозерная выделен 
только один продукт реакции размером 766 п. о. При ам
плификации ДНК сорта Авеста и линии С75094 также 
образовался один продукт реакции, при этом на электро
фореграмме выявлен ампликон размером больше 630 п. о. 
и меньше 700 п. о. В литературе имеются данные о нара
ботке продуктов ПЦР размером 669 п. о. при использова
нии пары праймеров BxF/BxR (Ma et al., 2003). Это дало 
нам основание полагать, что продукты ПЦР генотипов 
Авеста и С75094 представляют собой описанный ранее 
фрагмент гена Glu-B1-1 размером 669 п. о. (Галимова и 
др., 2023). Поэтому далее размер этого ПЦРпродукта мы 
обозначали как ~669 п. о. (рис. 1, табл. 1).

Затем для определения нуклеотидных последователь
ностей обнаруженных фрагментов гена Glu-B1-1 было 
про ведено их секвенирование. Сравнительный анализ 
нуклеотидных последовательностей фрагментов гена 
Glu-B1-1 генотипов Авеста и С75094 с известными анно
тированными последовательностями ДНК и РНК из базы 
данных GenBank не выявил полной идентичности между 
ними. Выравнивание нуклеотидной последовательности 
фрагментов гена Glu-B1-1 образцов С75094 и Авеста 
по казало их сходство с субъединицей хтипа аллеля i, ко  
торый имеет три делеции относительно аллеля а. В рас

сматриваемых нами образцах выявлены только две из них 
(рис. 2, а–в). Таким образом, размер амплифицированного 
и секвенированного нами фрагмента гена Glu-B1-1 со
ставил 687 п. о.

Анализ нуклеотидной последовательности фрагмен
та гена Glu-B1-1 сорта Ленинградка крупнозерная, для 
которого был выявлен продукт амплификации размером 
766 п. о., показал, что в одном из двух участков отжига 
прямого праймера BxF произошли две однонуклеотидные 
замены (G→A и A→G), которые, вероятно, препятствуют 
отжигу прямого праймера (рис. 3). Предположительно, в 
результате этого образуется только один продукт реакции 
вместо ожидаемых двух. 

Поскольку ген Glu-B1-1 исследуемых генотипов (Аве
ста, Ленинградка крупнозерная, С75094) был секвени
рован не полностью, он дополнен с двух концов флан
кирующими участками аллеля Glu-B1а (номер GenBank 
BK006773) для проведения сравнительного анализа их 
аминокислотных последовательностей. Таким образом, 
анализ предсказанных аминокислотных последователь
ностей белка GluB11 рассматриваемых генотипов осу
ществлялся на основании данных, полученных в резуль
тате секвенирования фрагмента гена Glu-B1-1.

Центральная часть белка GluB11 представлена по
вторяющимися мотивами из три, гекса и нонапептидов 
GQQ, PGQGQQ и GYYPTSPQQ. Несмотря на то что у 
аминокислотных последовательностей генотипов Авеста 
и С75094 число аминокислот отличается от числа ами

Таблица 1. Ожидаемые и фактические длины ампликонов 
при генотипировании исследуемых генотипов  
мягкой пшеницы с использованием праймеров BxF/BxR

Сорт/линия Размер ампликона, п. о.

ожидаемый фактический

Стерлинская 766 + 630 766 + 630

Ленинградка крупнозерная 766

Авеста ~669

С-75094

1

800 п. о.

600 п. о.

2 3 4 5

Рис.  1.  Электрофореграмма результатов амплификации фрагмента 
гена Glu-B1-1 праймерами BxF/BxR.
1 – маркер длин фрагментов ДНК 100 bp («Евроген», Россия); 2 – сорт Стер-
линская с ожидаемыми размерами ампликонов 766  +  630  п. о.; 3  – сорт 
Ленинградка крупнозерная (766 п. о.); 4 – сорт Авеста (~669 п. о.); 5 – линия 
С-75094 (~669 п. о.).
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нокислот сортаносителя аллеля Glu-B1i, все три срав
ниваемые аминокислотные последовательности имеют 
одинаковое количество повторов три, гекса и нонапеп
тидов (табл. 2). 

Существенные различия в количестве остатков ами
нокислот и мотивов наблюдаются при сравнении амино
кислотных последовательностей трех упомянутых сортов 
и линий с аминокислотной последовательностью сорта
носителя аллеля Glu-B1а. Так, в аминокислотной после
довательности аллеля Glu-B1а  содержатся 44 трипептида 
GQQ, 18 гексапептидов PGQGQQ и 11 нонапептидов 
GYYPTSPQQ, тогда как в аминокислотных последова

тельностях сортовносителей аллеля Glu-B1i  и в образцах 
Авеста и С75094 количество пептидов уменьшается на 
три, один и два мотива соответственно (рис. 4, см. табл. 2).

Анализ количества аминокислот в предсказанных ами
нокислотных последовательностях четырех сравнива е
мых генотипов показал уменьшение количества остат ков 
E (глутаминовая кислота), H (гистидин), Q (глутамин), 
P (пролин), G (глицин) у образцов Авеста, С75094 и у 
сорта с аллелем Glu-B1i, по сравнению с сортом, несущим 
аллель Glu-B1а (см. табл. 2). Так, значительная разница 
в количестве глутаминов выявлена в аминокислотных 
последовательностях аллеля Glu-B1a и последователь
ностях аминокислот остальных образцов: n–18 остатков 
глутамина в аллеле Glu-B1i и n–16 – в последователь
ностях аминокислот генотипов Авеста и С75094. Поми
мо глутамина, в аминокислотных последовательностях 
GluB11 образцов Авеста и С75094 имеются различия 
в количестве пролинов (n–7) и глицинов (n–8). Сорт, 
несущий аллель Glu-B1i (номер GenBank AB263219), 
отличается, кроме глутамина, по числу еще четырех ами
нокислот: глутаминовой кислоты, гистидина, пролина и 
глицина (см. табл. 2, рис. 4). Из анализа предсказанных 
фрагментов аминокислотной последовательности видно, 
что у секвенированного фрагмента глютенина образцов 

C T ACCCAAC TT C T CCGCAACAGCCAGGACAA TT G

C T ACCCAAC TT C T CCGCAACAGCCAGGACAA TT G
C T ACCCAAC TT C T CCGCAACAGCCAGGACAA TT G
C T ACCCAAC TT C T CC ACAACGGCCAGGACAA TT G

195019401930 1960

Glu-B1a
Glu-B1b

Ленинградка 
крупнозерная

Рис. 3. Однонуклеотидные замены (G→A и A→G) в нуклеотидной по-
следовательности гена Glu-B1-1 сорта Ленинградка крупнозерная на 
месте отжига прямого праймера BxF.
Красной рамкой выделено место отжига прямого праймера BxF.
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Рис. 2. Результаты выравнивания нуклеотидных последовательностей фрагментов гена Glu-B1-1 генотипов Авеста и С-75094 с нуклеотидными 
последовательностями Glu-B1-1 аллелей Glu-B1a (номер GenBank BK006773) и Glu-B1i (номер GenBank AB263219).
а – делеция (нуклеотиды 1757–1864); б – делеция (нуклеотиды 2074–2091, данной делецией отличаются нуклеотидные последовательности Glu-B1-1 
аллеля Glu-B1i  и изучаемых генотипов Авеста и C-75094); в – делеция (нуклеотиды 2223–2240). 

Таблица 2. Количество повторяющихся мотивов ВМСГ и аминокислотных остатков в исследуемом участке белка Glu-B1-1

Аллель/генотип Количество повторов мотивов локуса Glu-В1-1 Количество аминокислотных остатков

Трипептид 
GQQ

Гексапептид 
PGQGQQ

Нонапептид 
GYYPTSPQQ

E H Q P G

Glu-B1a 44 18 11 n n n n n

Glu-B1i 41 17 9 n–1 n–1 n–18 n–8 n–9

Glu-B1-1 (Авеста, С-75094) 41 17 9 n n n–16 n–7 n–8

Glu-B1-1 (Ленинградка крупнозерная) 43 17 11 n n–1 n–1+1 n n–2

Примечание. Обозначения аминокислотных остатков: Е – глутаминовая кислота, Н – гистидин, Q – глутамин, P – пролин, G – глицин. n – количество 
аминокислотных остатков белка Glu-B1-1 генотипа (сорта), несущего аллель Glu-B1a; n–1+1 – замена, ведущая к образованию аминокислоты глутамин 
(Н→Q), и замена глутамина другой аминокислотой (Q→R).
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Авеста, Ленинградка крупнозерная и С75094 отсутству
ют вновь возникшие остатки цистеина, значимые для 
образования дисульфидных связей (см. табл. 2, рис. 4).

Выравнивание предсказанных аминокислотных после
довательностей сортов, несущих аллели Glu-B1а, Glu-B1i, 
и исследуемых образцов Авеста и С75094 показало, что 
потери аминокислот локализуются в центральном домене 
белка и влияют на количество три, гекса и нонапептидов 
(см. рис. 4). Однако необходимо отметить, что по количе
ству мотивов аминокислотные последовательности образ
цов Авеста и С75094 не отличаются от аминокислотной 
последовательности GluB11, закодированной аллелем 
Glu-B1i. При этом генотипы Авеста и С75094 отличаются 
от аллеля Glu-B1i количеством остатков глутаминовой 
кислоты, гистидина, глутамина, пролина и глицина.

Сравнительный анализ предсказанных аминокислотных 
последовательностей сорта Ленинградка крупнозерная и 
сорта, несущего аллель Glu-B1а, показал уменьшение 
количества трипептида GQQ и гексапептида PGQGQQ на 
одну единицу (см. табл. 2). Кроме того, выявлены замены 
пяти аминокислот, среди которых надо отметить замены 
двух остатков глицина (G→R, G→W), а также две заме
ны, одна из которых ведет к образованию аминокислоты 
глутамин (Н→Q), а вторая – к замещению глутамина 
аргинином (Q→R).

Обсуждение
Полиморфизм генов ВМСГ, вероятнее всего, является од
ной из причин высокой генетической изменчивости при
знаков мягкой пшеницы, влияющих на технологические 
и реологические свойства муки и, как следствие, на хле
бопекарные качества (Patil et al., 2015; Ravel et al., 2020). 
В ходе генотипирования различных сортов и линий мягкой 
пшеницы по локусу Glu-В1-1 нами идентифицированы 
ампликоны, длины нуклеотидных последовательностей 
которых не соответствовали ожидаемым. Обнаруженные 
в данной работе изменения в нуклеотидном составе гена 
субъединицы хтипа Glu-В1 ранее не были описаны.

Зрелые ВМСГ состоят из N и Cконцевых доменов и 
центрального домена, который состоит из повторяющих
ся мотивов (Shewry et al., 1992). N и Cконцы содержат 

больше заряженных остатков, чем центральный домен, 
и включают большую часть или все остатки цистеина, 
присутствующие в субъединицах. Домены повторов ха
рактеризуются три, гекса, и нонапептидными мотивами 
в субъединицах хтипа (GQQ, PGQGQQ и GYYPTSPQQ) 
и гекса и нонапептидными повторами в субъединицах 
утипа (PGQGQQ и GYYPTSLQQ) (Tatham et al., 1990). 
Таким образом, к определению эластичности белка могут 
иметь отношение две особенности структуры ВМСГ: 
количество и распределение дисульфидных связей, а так
же свойства и взаимодействия повторяющихся мотивов 
центрального домена (Kohler et al., 1994).

Дисульфидные связи чрезвычайно важны для струк
туры клейковины и являются значимыми факторами 
при определении вязкоупругих и реологических свойств 
теста (Lindsay et al., 2000; Li et al., 2016). Внутри и меж
молекулярные дисульфидные связи образуются между 
остатками цистеина (Wang et al., 2021). Для предсказан
ных фрагментов аминокислотных последовательностей 
изученных генотипов был проведен анализ содержания 
остатков цистеина, который показал отсутствие измене
ний в их количестве.

Хотя межцепочечные дисульфидные связи имеют ре
шающее значение для стабилизации полимеров ВМСГ, 
работы, проведенные с использованием ядерного магнит
ного резонанса, показывают, что водородные связи, опо
средованные боковыми цепями глутамина, тоже могут 
играть важную роль в стабилизации структуры клейко
вины (Belton, 1994; Belton et al., 1995). Большое содержа
ние остатков глутамина обладает высокой способностью 
образовывать как внутри, так и межмолекулярные водо
родные связи и положительно влиять на эластичность 
теста (Belton, 1999; Guo et al., 2019). У исследованных 
нами генотипов как раз обнаружены изменения в содер
жании глутамина (см. табл. 2). Отметим, что для образцов 
Авеста и С75094 характерно наличие большего числа 
остатков глутамина по сравнению с сортомносителем 
аллеля Glu-B1i.

Согласно литературным данным, вариации в централь
ном повторяющемся домене белков глютенинов являются 
основными причинами различий в размере его субъеди ниц 

Рис. 4. Результаты выравнивания предсказанных аминокислотных последовательностей белка Glu-B1-1 сортов, несущих аллели Glu-B1а, Glu-
B1i, и изучаемых образцов Авеста, С-75094.
Красной рамкой выделен участок, по которому аминокислотные последовательности образцов Авеста и С-75094 отличаются от аминокислотной по-
следовательности белка, закодированного аллелем Glu-B1i.
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(Anderson, Greene, 1989; Halford et al., 1992; Shewry et al., 
1992; D’Ovidio et al., 1995), что было показано и в нашей 
работе. Из анализа центрального участка предсказанного 
белка ВМСГ у образцов Авеста и С75094 видно, что они 
отличаются от известной последовательности аминокис
лот сортов, несущих аллель Glu-B1а, количеством мотивов 
(всех трех типов) и, соответственно, числом аминокислот. 
От аминокислотной последовательности аллеля Glu-B1i 
они отличаются лишь числом аминокислот. Так, количе
ство мотивов центрального домена у образцов Авеста и 
С75094 и у аллеля Glu-B1i одинаково – 41 трипептид, 
17 гексапептидов и 9 нонапептидов, но количество ами
нокислотных остатков у них разное (см. табл. 2, рис. 4). 
Для ярового сорта Ленинградка крупнозерная показано 
уменьшение количества три и гексапептидов по сравне
нию с аминокислотной последовательностью сорта носи
теля аллеля Glu-B1а (см. табл. 2). Таким образом, амино  
кислотные последовательности сортов Авеста, Ленин
градка крупнозерная и образца С75094 имеют меньшее 
количество повторов мотивов по сравнению с сортом, 
несущим аллель Glu-B1а.

Известно, что длина центрального домена, т. е. количе
ство повторов его мотивов, влияет на эластичность теста 
(Gianibelli et al., 2001). Возможно, у генотипов Авеста, 
С75094 и Ленинградка крупнозерная одним из факто
ров невысоких хлебопекарных качеств является умень
шение количества повторов мотивов GQQ, PGQGQQ, 
GYYPTSPQQ и количества аминокислотных остатков 
глутамина и глицина в составе белка GluB11.

Заключение
В работе описаны ранее неизвестные нуклеотидные по
следовательности гена ВМСГ хтипа – Glu-B1-1, которые 
были обнаружены в ходе генотипирования аллелей ге
нов Glu-1 у сортов Авеста, Ленинградка крупнозерная 
и линии С75094. Выявленные мутации могут быть ис
пользованы при генотипировании сортов и линий мягкой 
пшеницы по генам ВМСГ. Также они могут быть пред
ложены в качестве ДНКмаркеров в селекции, однако для 
этого требуется дальнейший детальный анализ на предмет 
влияния выявленных мутаций на хлебопекарные качества 
зерна. Различия в последовательности нуклеотидов гена 
Glu-B1-1 приводят к изменениям в предсказанных амино
кислотных последовательностях их белков. У изученных 
генотипов предсказаны изменения в количестве три, 
гекса и нонапептидных повторов центрального домена 
белка, а также выявлены изменения в количестве остатков 
глутамина и глицина. Поскольку длина центрального до
мена, а также аминокислотный состав его повторяющихся 
мотивов значимы при определении внутри и межмоле
кулярных взаимодействий молекулы белка, результаты 
исследования могут быть приняты во внимание при ана
лизе вязкоупругих свойств теста и хозяйственно ценных 
признаков у изученных сортов и линий.
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Аннотация. Селекционная биофортификация направлена на обогащение съедобных частей растения микрону-
триентами. В рамках данной стратегии молекулярный скрининг коллекций различных культур позволяет опре-
делять аллельные варианты генов, новые аллели и сцепленность аллельных вариантов с морфофизиологиче-
скими признаками. Кукуруза Zea mays L. является важной зерновой и силосной культурой, а также источником 
основного предшественника витамина А – β-каротина, производного β,β-ветви пути биосинтеза каротиноидов. 
Параллельная β,ε-ветвь запускается ликопин-ε-циклазой LCYE, низкая экспрессия которой приводит к росту со-
держания провитамина А и связана с вариабельностью регуляторной последовательности 5’-UTR гена. В настоя-
щем исследовании проведены скрининг коллекции 165 инбредных линий кукурузы российской селекции на 
варианты аллелей 5’-UTR LCYE, а также поиск зависимости уровня экспрессии гена LCYE от аллельного варианта 
5’-UTR в листьях 14 коллекционных линий. Проанализированные 165 линий разделились на три группы, несущие 
аллели А2 (64 линии), А5 (31) и А6 (70). В сравнении с А2, аллель А5 содержал две делеции (в позициях -267–260 
и -296–290 от ATG-кодона) и замену G251→T, тогда как аллель А6 – одну делецию (-290–296) и две замены (G251→T, 
G265→T). Анализ экспрессии гена LCYE в листовой ткани проростков образцов 14 линий, различающихся аллель-
ными вариантами, показал отсутствие ассоциаций варианта аллеля 5’-UTR LCYE с уровнем экспрессии гена. Четы-
ре линии, несущие аллели А2 (образцы 6178-1, 6709-2, 2289-3) и А5 (образец 5677), имели значительно более вы-
сокий уровень экспрессии гена LCYE (~0.018–0.037) по сравнению с остальными десятью проанализированными 
линиями (~0.0001–0.004), среди которых были представлены все три аллельных варианта.
Ключевые слова: Zea mays L.; инбредные линии кукурузы; ликопин-ε-циклаза; аллели LCYE; экспрессия гена.
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Abstract. In breeding, biofortification is aimed at enriching the edible parts of the plant with micronutrients. Within 
the framework of this strategy, molecular screening of collections of various crops makes it possible to determine allelic 
variants of genes, new alleles, and the linkage of allelic variants with morphophysiological traits. The maize (Zea mays L.) 
is an important cereal and silage crop, as well as a source of the main precursor of vitamin A – β-carotene, a derivative 
of the β,β-branch of the carotenoid biosynthesis pathway. The parallel β,ε-branch is triggered by lycopene-ε-cyclase 
LCYE, a low expression of which leads to an increase in provitamin A content and is associated with the variability 
of the 5’-UTR gene regulatory sequence. In this study, we screened a collection of 165 maize inbred lines of Russian 
selection for 5’- UTR LCYE allelic variants, as well as searched for the dependence of LCYE expression levels on the 5’-UTR 
allelic variant in the leaves of 14 collection lines. 165 lines analyzed were divided into three groups carrying alleles A2 
(64 lines), A5 (31) and A6 (70), respectively. Compared to A2, allele A5 contained two deletions (at positions -267– 260 
and -296–290 from the ATG codon) and a G251→T substitution, while allele A6 contained one deletion (-290–296) 
and two SNPs (G251→T, G265→T). Analysis of LCYE expression in the leaf tissue of seedlings from accessions of 14 lines 
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differing in allelic variants showed no associations of the 5’-UTR LCYE allele type with the level of gene expression. Four 
lines carrying alleles A2 (6178-1, 6709-2, 2289-3) and A5 (5677) had a significantly higher level of LCYE gene expression 
(~0.018–0.037) than the other 10 analyzed lines (~0.0001–0.004), among which all three allelic variants were present.
Key words: Zea mays L.; maize inbred lines; lycopene-ε-cyclase; LCYE alleles; gene expression.

For citation: Arkhestova D.Kh., Shomakhov B.R., Shchennikova A.V., Kochieva E.Z. 5’-UTR allelic variants and expression 
of the lycopene-ε-cyclase LCYE gene in maize (Zea mays L.) inbred lines of Russian selection. Vavilovskii Zhurnal Genetiki 
i  Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2023;27(5):440-446. DOI 10.18699/VJGB-23-53

Введение
Кукуруза Zea mays L. является важной мировой сельско-
хозяйственной культурой. Климатические условия в Рос
сии способствуют тому, что кукуруза преимущественно 
идет на силос (незрелые початки, листья и стебли), кото-
рый составляет около 50 % сухого вещества  основного 
кор ма сельскохозяйственных животных (Cabiddu et al., 
2019; Graulet et al., 2019; Mitani et al., 2021). На зерно дан
ная культура выращивается только в южных регионах 
Российской Федерации. По данным Минсельхоза, в 2021 г. 
было собрано 1.4 млн тонн зерна кукурузы, что примерно 
в 50 раз меньше в сравнении с пшеницей (https://mcx.gov.
ru/pressservice/news/sborzernovykhvrossiidostig100
mlntonn/). 

Как зерно, так и силос кукурузы причисляют к важным 
источникам антиоксидантов, включая провитамин А, 
представленный тремя каротиноидными соединениями: 
βкаротин (обеспечивает две единицы ретинола – активно-
го витамина А, при окислительном расщеплении), βкрип
токсантин (дает одну единицу ретинола, но с большей био-
доступностью по сравнению с βкаротином) и αкаротин 
(одна единица ретинола) (LaPorte et al., 2022). Помимо 
диетической значимости, обогащение βкаротином и 
βкриптоксантином способствует существенному сниже-
нию загрязнения зерна кукурузы афлатоксином (Suwarno 
et al., 2019). В зерне наиболее популярных сортов и гиб
ридов каротиноиды составляют, по разным данным, от 
9.55 до 62.96 мкг/г (Trono, 2019), тогда как в листьях – уже 
около 200 мкг/г (Li et al., 2008; Suwarno et al., 2019).

βКаротин и βкриптоксантин являются производными 
β,βветви пути биосинтеза каротиноидов (рис. 1), когда 
ликопинβциклаза (LCYB) катализирует на обоих концах 
молекулы полностьютрансликопина формирование 
βиононовых колец с образованием βкаротина, гид рокси
лирование которого приводит к синтезу ксантофиллов, 
включая βкриптоксантин (RosasSaavedra, Stange, 2016). 
Молекула αкаротина – продукт β,εветви, запускаемой ли
копинεциклазой LCYE (см. рис. 1), содержит βкольцо 
на одном и εкольцо на другом конце изопреноидной цепи 
(RosasSaavedra, Stange, 2016). Характерным признаком 
преобладания β,β или β,εветви считается оранжевая или 
светложелтая соответственно окраска зерна кукуру зы 
(Harjes et al., 2008; Babu et al., 2013; Zunjare et al., 2018). 

В селекции, направленной на биообогащение кукурузы 
провитамином А, используются упомянутый выше ген 
ликопинεциклазы (LCYE), а также ген βкаро тин гид
роксилазы 1 (CrtRB1), катализирующей превращение βка
ротина в βкриптоксантин (LaPorte et al., 2022). Снижение 
уровня экспрессии первого, второго или одновременно 
обоих генов приводит к смещению метаболического пути 
в сторону биосинтеза βкаротина как наиболее перспек-

тивного источника провитамина А (Harjes et al., 2008; Yan 
et al., 2010; Muthusamy et al., 2014; Liu et al., 2015; Zunjare 
et al., 2018; LaPorte et al., 2022).

Одно из основных условий успешной селекции – на-
личие доноров аллельных вариантов, сцепленных с же-
лаемыми хозяйственно ценными признаками. Образцы 
кукурузы, для которых характерна низкая экспрессия в 
зерне генов LCYE и/или CrtRB1, используются в селекции, 
в том числе в биофортификации, кукурузы с повышенным 
содержанием провитамина А в зерне (Pixley et al., 2013; 
Muthusamy et al., 2014; Liu et al., 2015; Menkir et al., 2017; 
Prasanna et al., 2020). Показано, что пониженный уровень 
транскриптов гена LCYE может быть связан с полимор-
физмами в последовательности 5ʹUTR гена (Harjes et al., 
2008; Babu et al., 2013; Zunjare et al., 2018).

При всей популярности аллелей LCYE в биофорти фи
кации современной кукурузы, а также широком исполь-
зовании кукурузы на силос исследования активности 
гена ограничены зерном кукурузы и практически не за
трагивают фотосинтезирующие органы. Ранее нами была 
показана обратная зависимость между содержанием βка
ротина и уровнем экспрессии гена LCYE в ткани листа у 
проростков кукурузы (Архестова и др., 2022). 

Геранилгеранилпирофосфат
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Рис. 1. Упрощенная схема биосинтеза ксантофиллов.
Под действием фитоинсинтазы PSY синтезируется фитоин, из которого 
в результате нескольких последовательных реакций образуется транс-
ли ко пин. Далее метаболический путь разделяется на ветви β,β- и β,ε-, 
и происходит биогенез β-каротина и α-каротина соответственно, а за-
тем β-криптоксантина и ксантофиллов  – зеаксантина, антераксантина, 
виолаксантина (β,β-каротиноиды) и лютеина (β,ε-каротиноиды). Преоб-
разование β-каротина и виолаксантина под действием каротиноид-рас-
щепляющих диоксигеназ приводит к синтезу апокаротиноидов – стриго-
лактонов и абсцизовой кислоты (АБК) соответственно.
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LCYE 5’-UTR alleles and expression in maize  
(Zea mays L.) inbred lines of Russian selection

В данной работе проведена оценка корреляций между 
уровнем экспрессии LCYE и аллельными вариантами 
регуляторной области 5ʹUTR гена у коллекции из 165 ин
бредных линий кукурузы. Также проанализирована за
висимость между уровнем экспрессии и аллельным ва
риантом гена ликопинɛциклазы в листьях 14 образцов, 
различающихся аллелями 5ʹUTR LCYE. В исследовании 
были использованы линии кукурузы, полученные в ре-
зультате селекционной деятельности двух организаций 
Ка бардиноБалкарской Республики (КБР, СевероКавказ-
ский федеральный округ), занимающей, благодаря клима-
тическим условиям, первое место в РФ по выращива нию 
кукурузы, согласно выделяемым посевным площадям 
(данные Росстата за 2021 г.; https://rosstat.gov.ru/storage/
mediabank/Census_agr_2021.pdf).

Материалы и методы
Для исследования использовали 165 образцов инбредных 
линий кукурузы Z. mays двух селекционных организаций 
(ООО ССЦ «ОТБОР» и ИСХ КБНЦ РАН). Линии в настоя
щее время проходят тестирование и приведены в ра боте 
под номерами, присвоенными им селекционерами (см. 
Приложение)1.

Семенной материал растений, выращенных в полевых 
условиях в 2022 г. (КБР, Россия), был любезно предостав-
лен сотрудниками ООО ССЦ «ОТБОР» (КБР, Россия) и 
Института сельского хозяйства филиала КабардиноБал-
карского научного центра РАН (ИСХ КБНЦ РАН, КБР, 
Россия). Согласно данным оригинаторов (ООО ССЦ 
«ОТБОР», ИСХ КБНЦ РАН), линии различаются окрас
кой зерна (рис. 2, см. Приложение). Зерна проращивали 
до появления четвертого истинного листа в увлажненной 
почве, в условиях экспериментальной установки искус-
ственного климата (23/25 °С, 16/8 ч – день/ночь; ЭУИК 
ФИЦ Биотехнологии РАН). Листовой материал собирали 
и использовали для анализа аллельных вариантов гена 
LCYE и генной экспрессии.

Для идентификации аллельных вариантов из листово
го материала выделяли геномную ДНК, согласно (Фи-
люшин и др., 2023), и использовали в качестве матрицы 
для ПЦРамплификации участка последовательности 
5ʹUTR гена LCYE при следующих условиях: исходная де
натурация (5 мин, 95 °С), 32 цикла (денатурация 1 мин, 
95 °С; отжиг 30 с, 60 °С; синтез 45 с, 72 °С). Последо-
вательности праймеров для амплификации: F2 (5ʹAAG 
CATCCGACCAAAATAACAG3ʹ) и R2 (5ʹGAGAGGG 
AGACGACGAGACAC3ʹ) (Harjes et al., 2008). Нарабо
танные фрагменты вырезали из геля (Zymoclean™ Gel 
DNA Recovery Kit, ZymoResearch, США) и секвенирова
ли (прай мер F2) на секвенаторе ABI 310 Сapillary DNA 
Analyzer (Applied Biosystems, США; ЦКП «Биоинжене
рия» РАН, Россия). Структурный анализ проводили с по-
мощью NCBIBLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) и MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016).

Для анализа экспрессии гена суммарную РНК выделя-
ли из 50–100 мг листовой ткани проростков с помощью 
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Германия), чистили от 
примесей геномной ДНК (RNase free DNasy set, QIAGEN) 
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx15.pdf

и использовали для синтеза кДНК (GoScript™ Reverse 
Tran scription System, Promega, США). Качество РНК оце
нивали электрофорезом в 1.5 % агарозном геле. Концен-
трацию препаратов РНК и кДНК определяли флуориме-
трически: прибор Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США); 
реактивы Qubit RNA HS Assay Kit и Qubit DS DNA HS 
Assay Kit (Invitrogen, США). 

Уровень транскриптов гена ликопинɛциклазы LCYE 
в листьях проростков кукурузы определяли методом 
ПЦР в реальном времени (РВПЦР). Данные нормали
зо вали на уровень транскриптов гена Zea mays polyubi
quitin (NM_001329666.1; праймеры ZmUBIrtF 5ʹATCG 
TGGTTGTGGCTTCGTTG3ʹ и ZmUBIrtR 5ʹGCTGCA 
GAAGAGTTTTGGGTACA3ʹ). Для реакции использова-
ли 3 нг кДНКматрицы, кДНКспецифичные праймеры 
(ZmLcyEF: 5ʹTTTACGTGCAAATGCAGTCAA3ʹ и 
ZmLcyER: 5ʹTGACTCTGAAGCTAGAGAAAG3ʹ), на
бор «Реакционная смесь для проведения РВПЦР в при-
сутствии SYBR GreenI и ROX» (ООО «Синтол», Россия) 
и термоциклер CFX96 RealTime PCR Detection System 
(BioRad Laboratories, США). Реакции проводили в трех 
технических и двух биологических повторах в следующих 
условиях: предварительная денатурация (5 мин, 95 °С); 
40 циклов (15 с, 95 °С; 50 с, 62 °С).

Результаты РВПЦР статистически обрабатывали с по
мощью GraphPad Prism v.8 (GraphPad Software Inc., США; 
https://www.graphpad.com/scientificsoftware/prism/). Дан

A2 A5

A6

Рис.  2.  Распределение 165 инбредных линий кукурузы Zea mays  L. 
оте чественной селекции, использованных в работе, по окраске зерна 
и аллельному варианту 5’-UTR гена LCYE.
Разграничено эллипсами; внутри каждого указан соответствующий ал-
лель  – А2, А5 или А6. Белозерные образцы помещены в неокрашенную 
часть эллипсов; линии с окраской зерна в различных оттенках желтого, 
оранжевого и красного расположены в окрашенной части.

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx15.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx15.pdf
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ные выражали как среднее значение со стандартным от
клонением (± SD) на основе трех технических и двух 
биологических повторов. Для оценки достоверности раз
личий в экспрессии гена между линиями кукурузы ис-
пользовали ttest ( р < 0.05 указывает на статистическую 
значимость различий).

Результаты
Исследование было сфокусировано на характеристике 
аллельной вариабельности последовательности 5ʹUTR 
гена LCYE в инбредных линиях кукурузы отечественной 
селекции, а также анализе уровня транскриптов гена в лис
товой ткани проростков образцов линий, различающихся 
аллельными вариантами 5ʹUTR гена LCYE. 

Для определения аллельных вариантов гена ликопин
ɛциклазы была проведена амплификация и секвенирова
ние участка 5ʹUTR гена LCYE (рис. 3). Ожидаемые раз-
меры фрагментов: аллели А2 (248 п. н., согласно (Harjes et 
al., 2008)), А5 (233 п. н., согласно (Архестова и др., 2023)) 
и А4 (993 п. н., согласно (Harjes et al., 2008)).

По результатам исследований вариантов А4 не обна
ружено. У анализируемых образцов были выявлены алле
ли А2 и А5. Кроме этих вариантов, выявлен новый, не оха-
рактеризованный ранее аллель А6 (240 п. н.) (см. рис. 3). 
Всего из проанализированных 165 образцов кукурузы 
64 линии содержали аллель А2, 31 линия (наименьшее 
число образцов) – аллель А5, 70 образцов (наибольшее 
число) – аллель А6 (см. рис. 2).

Определено, что, в отличие от А2, 5ʹUTR аллеля А5 
содержит две делеции (в позициях 267–260 и 296–290 
от ATGкодона), тогда как у нового аллеля А6 присут-
ствует только одна из этих делеций (в позиции 290–296 
от ATGкодона) (см. рис. 3). Кроме того, были найдены 
аллельспецифичные однонуклеотидные замены в срав-
нении с А2: G251→T (в последовательностях А5 и А6); 
G265→T (только у А6) (см. рис. 3). Позиции делеций 
и замен приведены в соответствии с доступной в базе 
данных NCBI последовательностью гена LCYE (NCBI 
Gene ID OK032387.1).

A2
A6
A5

* * * * 80604020

6

250

200

Mа

б

5692 5696 1616 5675 56715690 5666 5676 5684 5677

6 2 2 2 5 5 56 6

Рис.  3.  Пример электрофоретического разделения фрагментов ПЦР-амплификации  (а), соответствующих ал-
лельным вариантам 5’-UTR LCYE А2 (248 п. н.), А5 (233 п. н.) и А6 (240 п. н.), в 2.5 % агарозном геле (М – маркер длин 
Thermo Fisher GeneRuler 50 bp) и сравнительное выравнивание вариабельного участка аллелей А2, А5 и А6 (б ).
Красным выделены индели, синим – SNP.

Варианты аллелей А2/А5/А6 были найдены у 59/30/57 
белозерных и 5/1/13 образцов с пигментированным зер-
ном соответственно. Для того чтобы понять, связан ли 
вариант (А2, А5 или А6) аллеля 5ʹUTR LCYE с уровнем 
экспрессии гена в фотосинтезирующей ткани, в листовой 
ткани проростков образцов 14 линий, различающихся 
аллельными вариантами, был проанализирован уровень 
транскриптов гена LCYE (рис. 4). Образцы для РВПЦР 
отбирали, исходя их двух предпосылок. Первое – в анализе 
должны были быть представлены все три типа аллелей 
(А2, А5 и А6) гена LCYE. Второе – предпочтение отдава-
лось наиболее интересным для селекционеров образцам 
кукурузы.

По данным РВПЦР анализируемые образцы четко раз-
делились на две группы, значительно различающиеся по 
уровню экспрессии гена LCYE (см. рис. 4). Первая группа 
объединила четыре линии с высоким уровнем экспрессии 
(~0.018–0.037), который был в 4.5–370 раз выше, чем у 
десяти образцов второй группы (~0.0001–0.004). Среди че-
тырех линий с высокой экспрессией три (образцы 6178 1, 
67092 и 22893) несли аллель А2 и одна линия (образец 
5677) – аллель А5. При этом уровень транскриптов LCYE 
в случае линии 5677 (А5) был в 1.5–2.0 раза ниже, чем у 
трех линий с аллелем А2 (см. рис. 4).

В группе линий с низкой экспрессией представлены все 
рассматриваемые аллельные варианты 5ʹUTR LCYE (см. 
рис. 4). Интересно, что сюда вошли три взятых на анализ 
образца с аллелем А6 (МБК, 60971, 52543). На фоне 
общей низкой активности гена в этой группе была харак-
терна повышенная активность LCYE для образцов линий 
55801 и 645CZ (аллельный вариант А2) (см. рис. 4).

Отметим, что образцы линий, несущих аллельный ва-
риант А2 или А5, присутствовали как в первой, так и во 
второй группе (см. рис. 4).

Таким образом, на примере 14 линий, представляющих 
все три варианта аллеля 5ʹUTR LCYE, показано отсут-
ствие какойлибо зависимости уровня транскриптов гена 
LCYE от аллеля (А2, А5 или А6) в фотосинтезирующей 
ткани листа проростков. 
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LCYE 5’-UTR alleles and expression in maize  
(Zea mays L.) inbred lines of Russian selection

Обсуждение
В последние десятилетия одной из наиболее перспектив
ных тенденций в селекции стала биофортификация (ком-
плекс мер по улучшению питательных качеств культурных 
растений методами селекции с использованием ряда био
технологий), направленная на обогащение съедобных час
тей растения микронутриентами (витамины, минеральные 
вещества и микроэлементы) (MedinaLozano, Díaz, 2022). 
Такой подход в совокупности с молекулярными методами 
выявления родительских форм и анализа гибридного по-
томства позволил получить большое количество высоко-
урожайных сортов и гибридов сельскохозяйственных 
растений, в том числе гибридов кукурузы с высоким со-
держанием провитамина А (Pixley et al., 2013; Muthusa my 
et al., 2014; Liu et al., 2015; Menkir et al., 2017; Prasanna 
et al., 2020).

В этой связи интерес представляет молекулярный скри
нинг коллекций различных культур, который эффективен 
для определения аллельных вариантов генов, новых алле-
лей и сцепленности аллельных вариантов с морфофизио-
логическими признаками (Langridge, Fleury, 2011; Pasala, 
Pandey, 2020). С научной точки зрения совокупность полу-
чаемых результатов способствует более точному понима-
нию функции конкретных генов. Вместе с тем скрининг 
коллекций является важным этапом селекционной работы, 
так как дает возможность  оценить представленность в се-
лекционном материале конкретного аллельного варианта, 
определяющего искомый хозяйственно значимый признак, 
а также выявить доноров этого признака для введения в 
селекционный процесс (Langridge, Fleury, 2011). 

В настоящей работе образцы 165 инбредных линий ку-
курузы отечественной селекции были охарактеризованы 
по аллельному варианту 5ʹUTR гена LCYE. Активность 
ликопинɛциклазы считается обратно связанной с биоге-
незом βкаротина и соответствующих β,βксантофиллов, 

что, в свою очередь, определяет окраску зерна (бледно
желтая и оранжевая свидетельствуют о сдвиге в сторону 
β,ε и β,βветвей соответственно, см. рис. 1) (Harjes et al., 
2008; Babu et al., 2013; Zunjare et al., 2018). Снижение 
активности гена LCYE и, как следствие, значительные 
изменения соотношения β,ε и β,βкаротиноидов тесно 
связаны с мутациями в области 5ʹUTR гена, а именно со 
вставками мобильных элементов рядом с точкой иници-
ации трансляции (аллели А1 и А4) (Harjes et al., 2008). 
Наибольшая эффективность накопления провитамина А 
в зерне сцеплена с аллелем А4 (Babu et al., 2013; Zunjare 
et al., 2018). С учетом этого разработаны молекулярные 
маркеры для определения различных аллельных вариан-
тов последовательности 5ʹUTR гена LCYE (Harjes et al., 
2008; Babu et al., 2013). Скрининг коллекций Z. mays с по
мощью данных маркеров способствовал выявлению до-
норов аллеля А4, которые были введены в селекционные 
программы для получения линий и гибридов кукурузы с 
повышенным содержанием провитамина А (Harjes et al., 
2008; Babu et al., 2013).

Проведенный нами анализ 165 инбредных линий не 
выявил образцов, несущих аллель А4, сцепленный с на-
коплением провитамина А. Это свидетельствует о том, 
что для биофортификации на повышенное содержание 
провитамина А следует привлекать иные источники, 
отличающиеся от образцов данной коллекции. Однако, 
кроме аллеля А2, скрининг позволил детектировать два 
других варианта последовательности данного участка 
5ʹUTR – аллель А5 (Архестова и др., 2023), а также ранее 
не описанный аллель А6 (см. рис. 3).

Далее мы протестировали возможность зависимости 
между вариантом аллеля 5ʹUTR LCYE (А2, А5 или А6) и 
уровнем транскриптов гена LCYE. Для анализа были ис-
пользованы фотосинтезирующие ткани проростков. Это 
объясняется тем, что, вопервых, известные исследования 

Рис. 4. Относительный уровень транскриптов гена LCYE  в листовой ткани проростков образцов 14 инбредных 
линий кукурузы.
Буквами над столбцами обозначено достоверное отличие ( p < 0.05) конкретного значения экспрессии гена от значе-
ний для других образцов (образцам с 1-го по 14-й соответствуют буквы от a до n). Аллельный вариант (А2 – 2, А5 – 5, 
А6 – 6) указан красным шрифтом для каждого образца. Окраска зерен (белая, ярко-желтая или оранжевая) обозначена 
цветным эллипсом рядом с названием образца.
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гена LCYE кукурузы ограничены в основном данными по 
корреляции аллельных вариантов с содержанием каро-
тиноидов в зерне, а вовторых, наличие анализируемой 
корреляции могло бы послужить основой для выявления 
образцов кукурузы, являющихся донорами признака по
вышенного биосинтеза провитамина А в фотосинтезирую-
щей ткани (силосе). В случае явной ассоциации какоголи-
бо аллеля с уровнем экспрессии гена LCYE доноры этого 
аллеля могли бы быть использованы в селекции силосной 
кукурузы с повышенным содержанием провитамина А, 
что представляет интерес, учитывая популярность исполь
зования в РФ кукурузы на силос.

РВПЦР была проведена на 14 образцах из 165 иссле-
дованных в данной работе. Среди этих 14 линий присут-
ствовали все три варианта аллеля 5ʹUTR LCYE: А2, А5 
и А6. Поскольку в результате было показано отсутствие 
ассоциаций обнаруженных аллельных вариантов 5ʹUTR 
LCYE с уровнем экспрессии LCYE в листе (см. рис. 4), 
можно предположить, что такой ассоциации нет и для 
всей проанализированной коллекции. Отсутствие искомой 
зависимости отчасти можно объяснить тем, что соотноше-
ние количества синтезируемых β,ε и β,βкаротинои дов за-
висит от уровня экспрессии не только LCYE, но также гена 
ликопинβциклазы LCYB (Bai et al., 2009) или же других 
генов каротиногенеза, например генов фитоинсинтаз PSY 
(Орловская и др., 2016).

Данные РВПЦР показали четкое разделение образцов 
на две группы – с высокой и низкой экспрессией LCYE. 
Принимая во внимание известную антиоксидантную роль 
ксантофиллов в фотозащите растения (Jahns, Holzwarth, 
2012), можно предположить, что у десяти линий с низкой 
экспрессией LCYE (см. рис. 4) фотозащита осуществляет-
ся каротиноидами преимущественно основного ксанто-
филлового цикла (β,βветвь). В то же время у оставшихся 
четырех линий с высокой экспрессией LCYE, предположи-
тельно синтезирующих существенные количества β,ε ка
ротиноидов, такая защита может активно задействовать 
до полнительный лютеин5,6эпоксидный цикл (β,εветвь).

Возможно также, что линии с низкой экспрессией LCYE 
(см. рис. 4) и предположительным смещением пути био-
синтеза каротиноидов в сторону β,βветви синтезируют 
больше (в сравнении с линиями с высоким уровнем экс-
прессии гена) фитогормонов – стриголактонов и абсци-
зовой кислоты, получаемых при действии каротиноид
расщепляющих диоксигеназ (Dhar et al., 2020). Так, АБК 
образуется с помощью 9цисэпоксикаротиноид диокси-
геназ NCED из 9цисвиолаксантина и 9циснеоксантина 
(производных виолаксантина), а стриголактоны синтези-
руются при расщеплении βкаротина диоксигеназами CCD 
(Nambara, MarionPoll, 2005; Cutler et al., 2010; Dhar et al., 
2020). АБК играет решающую роль в приспособляемости 
растений, в том числе Z. mays, к различным условиям 
окружающей среды, опосредуя рост, развитие, стрессовый 
ответ и распределение питательных веществ (Huang et al., 
2017; Yue et al., 2021). Стриголактоны принимают актив-
ное участие в стрессовом ответе растений (LópezRáez 
et al., 2010). С учетом сказанного предполагаемый повы-
шенный синтез апокаротиноидов может свидетельство-
вать о большей адаптивности линий кукурузы с низкой 
экспрессией LCYE в вегетативной ткани. 

Заключение
В настоящей работе проведен анализ вариантов аллеля 
5ʹUTR гена ликопинɛциклазы LCYE в геноме 165 ин-
бредных линий кукурузы российской селекции. В резуль-
тате выделены три группы образцов, несущих аллели А2 
(64 линии), А5 (31) или А6 (70). Самый короткий из них, 
аллель А5, отличался одной и двумя делециями от А6 и 
А2 соответственно. Для оценки возможной зависимости 
уровня мРНК LCYE в листьях от аллельного варианта 
5ʹUTR была определена экспрессия гена у 14 линий, раз-
личающихся аллельными вариантами. На основании по
лученных данных можно утверждать отсутствие искомых 
ассоциаций. Мы полагаем, что линии кукурузы с низкой 
экспрессией гена LCYE могут послужить источником 
признаков повышенной стрессоустойчивости растений и 
усиления синтеза провитамина А в фотосинтезирующей 
ткани. При этом маркером будет не аллельный вариант 
5ʹUTR LCYE, а уровень экспрессии гена LCYE. Подтверж-
дение достоверности такой возможности потребует даль-
нейших исследований на большем количестве образцов.

Список литературы / References
Архестова Д.Х., Кулакова А.В., Хатефов Э.Б., Щенникова А.В., 

Кочиева Е.З. Экспрессия гена ликопинɛциклазы LcyE корре-
лирует с содержанием βкаротина и хлорофиллов в вегетатив-
ной ткани кукурузы. С.-х.  биология.  2022;57(5):945953. DOI 
10.15389/agrobiology.2022.5.945rus.

 [Arkhestova D.Kh., Kulakova A.V., Khatefov E.B., Shchenniko-
va A.V., Kochieva E.Z. Expression of the lycopeneɛcyclase LcyE 
gene correlates with the content of βcarotene and chlorophylls in 
maize vegetative tissues. Selskokhozyaystvennaya Biologiya = Agri
cultural Biology. 2022;57(5):945953. DOI 10.15389/agrobiology. 
2022.5.945rus. (in Russian)]

Архестова Д.Х., Ефремов Г.И., Аппаев С.П., Кочиева Е.З., Щенни-
кова А.В. Новый аллель 5′UTR LcyE коррелирует с повышен-
ной экспрессией гена ликопинɛциклазы, определяющей поток 
ветви βɛ пути биосинтеза каротиноидов у кукурузы. Генетика. 
2023;59(4):417424. DOI 10.31857/S0016675823030025.

 [Arkhestova D.Kh., Efremov G.I., Appaev S.P., Kochieva E.Z., 
Shchen niko va A.V. A new 5′UTR LcyE allele correlates with in-
creased expression of the lycopeneεcyclase gene determining the 
flow of the βε branch of the carotenoid biosynthesis pathway in 
maize. Genetika = Genetics. 2023;59(4):417424. DOI 10.31857/
S0016675823030025. (in Russian)]

Орловская О.А., Вакула С.И., Хотылева Л.В., Кильчевский А.В. 
Ассоциация уровня общего содержания каротиноидов в зер-
не кукурузы (Zea mays L.) с аллельным полиморфизмом сай-
та InDel1 гена PSY1. Экол.  генетика. 2016;14(3):2834. DOI 
10.17816/ecogen1432834.

 [Orlovskaya O.A., Vakula S.I., Khotyleva L.V., Kilchevsky A.V. 
Assotiation of total carotenoid level in maize grain (Zea mays L.) 
with polimorphic site InDel1 in PSY1 gene. Ekologicheskaya Ge
netika = Ecological Genetics. 2016;14(3):2834. DOI 10.17816/
ecogen1432834. (in Russian)]

Филюшин М.А., Щенникова А.В., Кочиева Е.З. Характеристика 
генов антоцианидин3Оглюкозилтрансфераз перца (Capsi
cum spp.) и их роль в биосинтезе антоцианов. Генетика. 2023; 
59(5):517529. DOI 10.31857/S0016675823050041.

 [Filyushin M.A., Shchennikova A.V., Kochieva E.Z. Anthocyanin 
content in the Capsicum species fruits correlates with expression 
levels of flavonoid pathway structural and regulatory genes. Russ. J. 
Plant Physiol. 2023;70:4. DOI 10.1134/S1021443722602324.]

Babu R., Rojas N.P., Gao S., Yan J., Pixley K. Validation of the effects 
of molecular marker polymorphisms in LcyE and CrtRB1 on pro-



D.Kh. Arkhestova, B.R. Shomakhov 
A.V. Shchennikova, E.Z. Kochieva

446 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 5

LCYE 5’-UTR alleles and expression in maize  
(Zea mays L.) inbred lines of Russian selection

ORCID ID
D.Kh. Arkhestova orcid.org/0000-0003-1239-3641
A.V. Shchennikova orcid.org/0000-0003-4692-3727
E.Z. Kochieva orcid.org/0000-0002-6091-0765

Благодарности. Работа выполнена при поддержке ФНТП развития сельского хозяйства РФ «Аграрная наука – шаг в будущее развитие АПК».
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 01.02.2023. После доработки 12.05.2023. Принята к публикации 12.05.2023.    

vitamin A concentrations for 26 tropical maize populations. Theor. 
Appl. Genet. 2013;126:389399. DOI 10.1007/s0012201219873.

Bai L., Kim E.H., DellaPenna D., Brutnell T.P. Novel lycopene epsi-
lon cyclase activities in maize revealed through perturbation of ca-
rotenoid biosynthesis. Plant J. 2009;59(4):588599. DOI 10.1111/ 
j.1365313X.2009.03899.x.

Cabiddu A., DelgadilloPuga C., Decandia M., Molle A.G. Extensive 
ruminant production systems and milk quality with emphasis on 
unsaturated fatty acids, volatile compounds, antioxidant protection 
degree and phenol content. Animals (Basel). 2019;9(10):771. DOI 
10.3390/ani9100771.

Cutler S.R., Rodriguez P.L., Finkelstein R.R., Abrams S.R. Abscisic 
acid: emergence of a core signaling network. Annu. Rev. Plant Biol. 
2010;61:651679. DOI 10.1146/annurevarplant042809112122.

Dhar M.K., Mishra S., Bhat A., Chib S., Kaul S. Plant carotenoid cleav-
age oxygenases: structurefunction relationships and role in deve
lopment and metabolism. Brief. Funct. Genomics. 2020;19(1):19. 
DOI 10.1093/bfgp/elz037.

Graulet B., Cirié C., Martin B. Contrasted effects of dietary extruded 
linseed supplementation on carotenoid and liposoluble vitamin sta-
tus in lactating Holstein or Montbéliarde cows fed hay or corn silage. 
J. Dairy Sci. 2019;102(7):62106225. DOI 10.3168/jds.201816138.

Harjes C.E., Rocheford T.R., Bai L., Brutnell T.P., Kandianis C.B., So-
winski S.G., Stapleton A.E., Vallabhaneni R., Williams M., Wurt
zel E.T., Yan J., Buckler E.S. Natural genetic variation in lycopene 
epsilon cyclase tapped for maize biofortification. Science. 2008; 
319(5861):330333. DOI 10.1126/science.1150255.

Huang X., Shi H., Hu Z., Liu A., Amombo E., Chen L., Fu J. ABA is in-
volved in regulation of cold stress response in Bermudagrass. Front. 
Plant Sci. 2017;8:1613. DOI 10.3389/fpls.2017.01613.

Jahns P., Holzwarth A.R. The role of the xanthophyll cycle and of lutein 
in photoprotection of photosystem II. Biochim. Biophys. Acta. 2012; 
1817(1):182193. DOI 10.1016/j.bbabio.2011.04.012.

Kumar S., Stecher G., Tamura K. MEGA7: Molecular evolutionary ge-
netics analysis version 7.0 for bigger datasets. Mol. Biol. Evol. 2016; 
33(7):18701874. DOI 10.1093/molbev/msw054.

Langridge P., Fleury D. Making the most of ‘omics’ for crop breeding. 
Trends Biotechnol. 2011;29(1):3340. DOI 10.1016/j.tibtech.2010. 
09.006.

LaPorte M.F., Vachev M., Fenn M., Diepenbrock C. Simultaneous 
dissection of grain carotenoid levels and kernel color in biparental 
maize populations with yellowtoorange grain. G3: Genes Ge
nomes Genetics (Bethesda). 2022;12(3):jkac006. DOI 10.1093/g3 
journal/jkac006.

Li F., Vallabhaneni R., Yu J., Rocheford T., Wurtzel E.T. The maize 
phytoene synthase gene family: overlapping roles for carotenogen-
esis in endosperm, photomorphogenesis, and thermal stress tole
rance. Plant Physiol. 2008;147(3):13341346. DOI 10.1104/pp.108. 
122119.

Liu L., Jeffers D., Zhang Y., Ding M., Chen W., Kang M.S., Fan X. 
Introgression of the crtRB1 gene into quality protein maize inbred 
lines using molecular markers. Mol. Breed. 2015;35(8):154. DOI 
10.1007/s1103201503497.

LópezRáez J.A., Kohlen W., Charnikhova T., Mulder P., Undas A.K., 
Sergeant M.J., Verstappen F., Bugg T.D.H., Thompson A.J., Ruyter
Spira C., Bouwmeester H. Does abscisic acid affect strigolactone 
biosynthesis? New Phytol. 2010;187(2):343354. DOI 10.1111/ 
j.14698137.2010.03291.x.

MedinaLozano I., Díaz A. Applications of genomic tools in plant 
breeding: crop biofortification. Int. J. Mol. Sci. 2022;23(6):3086. 
DOI 10.3390/ijms23063086. 

Menkir A., MaziyaDixon B.B., Mengesha W., Rocheford T., Ala
mu E.O. Accruing genetic gain in provitamin A enrichment from 
harnessing diverse maize germplasm. Euphytica. 2017;213(5):105. 
DOI 10.1007/s1068101718908.

Mitani T., Kobayashi K., Ueda K., Kondo S. Regional differences in 
the fatty acid composition, and vitamin and carotenoid concentra-
tions in farm bulk milk in Hokkaido, Japan. J. Anim. Sci. 2021;92(1): 
e13570. DOI 10.1111/asj.13570.

Muthusamy V., Hossain F., Thirunavukkarasu N., Choudhary M., 
Saha S., Bhat J.S., Prasanna B.M., Gupta H.S. Development of  βca
rotene rich maize hybrids through markerassisted introgression of 
βcarotene hydroxylase allele. PLoS One. 2014;9(12):e11583. DOI 
10.1371/journal.pone.0113583.

Nambara E., MarionPoll A. Abscisic acid biosynthesis and catabolism. 
Annu. Rev. Plant Biol. 2005;56:165185. DOI 10.1146/annurev. 
arplant.56.032604.144046. 

Pasala R., Pandey B.B. Plant phenomics: highthroughput technology 
for accelerating genomics. J. Biosci. 2020;45:111. DOI 10.1007/
s1203802000083w. 

Pixley K., Rojas N.P., Babu R., Mutale R., Surles R., Simpungwe E. 
Biofortification of maize with provitamin A carotenoids. In: Tanu
mihardjo S.A. (Ed.) Carotenoids and Human Health. Nutrition and 
Health. Totowa, NJ: Humana Press, 2013;271292. DOI 10.1007/ 
9781627032032_17.

Prasanna B.M., PalaciosRojas N., Hossain F., Muthusamy V., Men-
kir A., Dhliwayo T., Ndhlela T., San Vicente F., Nair S.K., Vi-
vek B.S., Zhang X., Olsen M., Fan X. Molecular breeding for nu-
tritionally enriched maize: status and prospects. Front. Genet. 2020; 
10:1392. DOI 10.3389/fgene.2019.01392.

RosasSaavedra C., Stange C. Biosynthesis of carotenoids in plants: 
enzymes and color. In: Stange C. (Ed.) Carotenoids in Nature. Sub-
cellular Biochemistry. Vol. 79. Cham: Springer, 2016;3569. DOI 
10.1007/ 9783319391267_2.

Suwarno W.B., Hannok P., PalaciosRojas N., Windham G., Crossa J., 
Pixley K.V. Provitamin A carotenoids in grain reduce aflatoxin con-
tamination of maize while combating vitamin A deficiency. Front. 
Plant Sci. 2019;10:30. DOI 10.3389/fpls.2019.00030.

Trono D. Carotenoids in cereal food crops: composition and retention 
throughout grain storage and food processing. Plants (Basel). 2019; 
8(12):551. DOI 10.3390/plants8120551.

Yan J., Kandianis B.C., Harjes E.C., Bai L., Kim E.H., Yang X., Skin-
ner D.J., Fu Z., Mitchell S., Li Q., Fernandez M.G., Zaharieva M., 
Babu R., Fu Y., Palacios N., Li J., Dellapenna D., Brutnell T., Buck-
ler E.S., Warburton M.L., Rocheford T. Rare genetic variation at 
Zea mays crtRB1 increases beta carotene in maize grain. Nat. Genet. 
2010;42(4):322327. DOI 10.1038/ng.551.

Yue K., Lingling L., Xie J., Coulter J.A., Luo Z. Synthesis and regula-
tion of auxin and abscisic acid in maize. Plant Signal. Behav. 2021; 
16(7):1891756. DOI 10.1080/15592324.2021.1891756.

Zunjare R.U., Chhabra R., Hossain F., Hossain F., Baveja A., Muthu
samy V., Gupta H.S. Molecular characterization of 5′ UTR of the 
lycopene epsilon cyclase (lcyE) gene among exotic and indigenous 
inbreds for its utilization in maize biofortification. 3 Biotech. 2018; 
8(1):75. DOI 10.1007/s132050181100y.



Seedling and adult plant resistance to leaf rust  
in some Bulgarian common wheat lines
V. Ivanova

Agricultural Academy, Dobrudzha Agricultural Institute, General Toshevo, Republic of Bulgaria
  vkiryakova@yahoo.com

Abstract. The response of 250 common winter wheat breeding lines was investigated for resistance to the causative 
agent of Puccinia triticina under conditions of an infected field on the territory of Dobrudzha Agricultural Institute – 
General Toshevo, Bulgaria, during three successive seasons. Twenty lines with different degrees of resistance under 
field conditions were selected. Multi-pathotype testing was used to study the response of these lines at seedling stage 
under greenhouse conditions to individual pathotypes of P. triticina. Based on the response of the lines at seedling and 
adult stages, we found out that 20 % of them carried race-specific resistance. One of the lines (99/08-52) reacted with 
full resistance to the pathotypes used under greenhouse conditions. The reaction demonstrated by this line coincided 
with the response of isogenic lines carrying the genes Lr9, Lr19, Lr22a, Lr22b and Lr25. The other three lines (19/06- 108, 
82/08-43 and 82/08-35) showed a resistant reaction to 6 or 5 of the pathotypes used in the study. Their response par-
tially coincided with the reaction of 5 isogenic lines, and the presence of some of these genes in the above lines is quite 
possible. Lines carrying this type of resistance are to be subjected to further genetic and breeding investigations to 
prove the presence of a race-specific gene. Twenty-five percent of the lines combined partial race-specific resistance 
at seedling stage with the resistance of race non-specific nature at adult stage. Forty percent of all studied lines car-
ried race non-specific resistance, and 15 % of the lines possessed resistance of the “slow rusting” type. As a result of the 
study we carried out, the lines that demonstrated stable resistance to leaf rust can provide sufficient protection of the 
host and can be included in the breeding programs for developing varieties resistant to P. triticina.
Key words: wheat; Puccinia triticina; pathotypes; adult and juvenile resistance.
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Устойчивость проростков и взрослых растений  
к бурой ржавчине у некоторых линий  
болгарской мягкой пшеницы
В. Иванова

Сельскохозяйственная академия, Добруджанский сельскохозяйственный институт, Генерал Тошево, Республика Болгария
  vkiryakova@yahoo.com

Аннотация. Проверена реакция 250 селекционных линий мягкой озимой пшеницы на устойчивость к возбуди-
телю Puccinia triticina в условиях инфекционного поля на территории Добруджанского сельскохозяйственного 
института (Генерал Тошево, Болгария) в течение трех сезонов. Отобрано 20 линий с разной степенью устой-
чивости в полевых условиях. Для изучения реакции этих линий на стадии проростков в тепличных условиях 
на отдельные патотипы Р. triticina использовали мультипатотипное тестирование. По реакции линий на стадии 
проростков и взрослых растений установлено, что 20 % из них обладают расоспецифической устойчивостью. 
Одна из линий (99/08-52) проявила полную устойчивость к патотипам, используемым в тепличных условиях. 
Ее реакция совпала с реакцией изогенных линий – носителей генов Lr9, Lr19, Lr22a, Lr22b и Lr25. Еще три линии 
(19/06-108, 82/08-43 и 82/08-35) показали резистентную реакцию на шесть или пять патотипов, использованных 
в исследовании. Их реакция частично совпала с реакцией пяти изогенных линий. Вероятно, некоторые из этих 
генов присутствуют у перечисленных выше линий. Линии-носители данного типа устойчивости подлежат даль-
нейшим генетико-селекционным исследованиям для подтверждения наличия расоспецифического гена. У 25 % 
линий частичная расоспецифическая устойчивость на стадии проростков сочеталась с устойчивостью расовой 
неспецифической природы на взрослой стадии. Из всех изученных линий 40 % обладали расовой неспецифи-
ческой устойчивостью, а 15 % – устойчивостью типа slow rusting. По результатам наших исследований, линии, 
показавшие стабильную устойчивость к бурой ржавчине, могут быть включены в селекционные программы по 
созданию сортов, устойчивых к Р. triticina.
Ключевые слова: пшеница; Puccinia triticina; патотипы; ювенильная и возрастная устойчивость.
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Seedling and adult plant resistance to leaf rust 
in some Bulgarian common wheat lines

Introduction
Leaf rust is one of the most widespread diseases on wheat 
in Bulgaria and one of the most important diseases in those 
parts of the world, where wheat is the main cereal crop. The 
development and growing of resistant cultivars is an important, 
efficient, environmentally friendly and cost-effective method 
for control of the disease (Bariana, 2003; Bariana et al., 2007; 
Singh et al., 2016; Volkova et al., 2020; Kokhmetova et al., 
2021). In order to avoid the danger of epiphytotic occur-
rence, it is necessary to have at our disposal a large number 
of sources – carriers of different genes or types of resistance, 
which should be properly alternated in the production fields 
(Donchev et al., 1977). According to Van der Plank (1963), 
the resistance can be categorized into two classes based on 
the genetic control and the phenotypic effect – race specific 
(vertical) and race non-specific (horizontal).

The specific resistance is determined by one or several genes 
acting independently of one another and is efficient to indi-
vidual races of the pathogen (Roelfs et al., 1992). Each gene 
ensures resistance to all races that do not have a respective 
gene for virulence, but not to races that do not possess such 
a gene. When this resistance is realized in a widely distributed 
cultivar, high selection pressure on the pathogen occurs, lead-
ing to the formation of new races with new genes for virulence, 
i. e. this type of resistance quickly loses its efficiency, because 
the pathogen population evolves (Huerta-Espino et al., 2011, 
2014; Lowe et al., 2011; Ellis et al., 2014).

The non-specific (horizontal) resistance ensures protection 
of the plants against all races of the pathogen and the genes, 
which determine it, have additive effect. The polygenic na-
ture of this type of resistance is the reason for its durability 
(Parlevliet, Zadoks, 1977; Singh et al., 2011). It is expressed 
at adult stage and its mechanism consists in reduction in the 
amount and rate of the disease (Stubbs et al., 1986; Li et al., 
2014). The impact of the qualitative resistance of the host on 
the evolution of the pathogen populations is less documented 
in the literature (Volkova et al., 2020). It has been shown that 
the fungal pathogens may evolve and adapt to qualitative re-
sistance through breeding for higher aggressiveness (Delmas 
et al., 2016; Frézal et al., 2018).

Especially interesting is the resistance of a non-specific 
nature – the “slow rusting” type, or the retarded develop-
ment of the pathogen. The cultivars possessing this type of 
resistance allow the pathogen to sporulate on them, to attack 
them to a moderate degree, without forcing the pathogen to 
develop new more aggressive races (Knott, 1989; Kolmer, 
2013; Singh et al., 2016). The genes determining this type of 
resistance are related to such factors as pustule size, infection 
frequency, latent period, and are most often defined as “slow 
rusting genes” (Caldwell, 1968; Kolmer, 1996; Ellis at al., 
2014). Although the genes determining adult stage resistance 
are considered to determine durable resistance, some authors 
point out that the occurrence of new and aggressive races of 
the pathogen may make these genes inefficient (Singh, Ra-
jaram, 1992; Park, McIntosh, 1994; Huerta-Espino, Singh, 
1996). This is the reason why it is necessary to search for 
and develop new sources of resistance (Pathan, Park, 2006; 
Ivanova, 2015; Ivanova, Chamurliisky, 2017; Ivanova et al., 
2019a, b). Hussain et al. (1999) concluded that durable rust 

resistance mechanism in wheat is achieved through incorpora-
tion of partially resistant minor genes, which seems to be more 
appropriate for sustainable wheat production.

The method based on the “gene for gene” relation is one 
of the fundamental concepts of the relationship between the 
plants and the pathogens (Flor, 1956). Based on this hypo-
thesis, Person (1959) developed a method for identification 
of genes for resistance with the help of testing races of the 
pathogen, which carry certain virulence. The multipathotype 
test used for determining the sources of resistance at seedling 
stage by comparing the response of the tested sources to the 
reaction of the isogenic lines allows investigating a large num-
ber of sources and the obtained information can be used for 
the development of resistant cultivars. The gene postulation, 
determined through the multipathotype test, is the most widely 
applied method worldwide for proving the presence of race 
specificity and for identification of certain Lr genes in different 
wheat populations (Statler, 1984; Modawi et al., 1985; Singh, 
Gupta, 1991; Singh, 1993; Singh et al., 1999; Oelke, Kolmer, 
2004; Gebrewahid et al., 2017; Yan et al., 2017; Zhang et al., 
2019; Wu et al., 2020). The multipathotype test, however, 
has certain shortcomings. Kadkhodaei et al. (2012) pointed 
out that the identification of Lr genes is rather labor and time 
consuming. Furthermore, there may be no available pathotypes 
suitable for identification of the genes for resistance present 
in the genotypes, or the pathotype may not be able to detect 
the genes for resistance to rust.

Starting from these premises and estimating the difficulties 
and disadvantages of the use of the multipathotype test, our 
investigation, too, could not achieve complete and thorough 
identification of a gene, but only a suggestion; on the basis 
of the response of these lines at seedling and adult stages, 
however, the nature of the resistance was determined, which 
also provides valuable data that can aid the breeding and 
im provement work for development of cultivars resistant to 
the disease. 

The aim of this investigation was to study the response of 
common winter wheat lines both at seeding and adult stages 
and to use the obtained data on stable resistance present in 
these lines to aid the breeding for development of cultivars 
resistant to Puccinia triticina.

Materials and methods
In the infection field of Dobrudzha Agricultural Institute – 
General Toshevo, Bulgaria, the reaction to leaf rust (P. tri-
ticina) of 250 lines of common winter wheat involved in 
a competitive varietal trial was studied. From the investigated 
breeding material, 20 lines were selected, which responded 
with a certain degree of resistance from moderate to high 
(MR–VR), and which demonstrated resistant reaction to some 
of the used pathotypes of P. triticina at seedling stage under 
greenhouse conditions.

Seedling test. The selected 20 lines were tested for resis-
tance to single pathotypes of P. triticina and their response 
was compared to the reaction of a set of 34 differential lines 
(isogenic lines developed on the basis of cultivar Tatcher and 
each carrying one of the already identified Lr genes) according 
to the 7 pathotypes used in the study, which possessed diff erent 
virulence (13763, 33762, 43773, 53723, 53762, 73762, and 
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73763). The pathotypes used in the test were identified on the 
basis of the reaction of 15 monogenic lines, Lr1, Lr2a, Lr2b, 
Lr2c, Lr3, Lr9, Lr11, Lr15, Lr17, Lr19, Lr21, Lr23, Lr24, Lr26 
and Lr28, coded for by the method of  Limpert and Müller 
(1994). Avirulence/virulence profiles of  P. triticina patho types 
are present in Table 1.

The inoculated plants were placed in the dark in a moist 
chamber at temperature 18–20 °С and 100 % relative air 
humidity. After 24 hours at these conditions, they were trans-
ferred to a greenhouse for further growing under controlled 
conditions: 20–25 °C (day) and 15 °C (night), more than 
75 % relative air humidity and 30,000 lx light intensity, for 
elongation of the photo period – 16 h (day) and 8 h (night).

In order to improve sporulation, the plants were treated 
with maleic hydrazide 97 % solution (1 g in 3 l water). On 
the 9–12th day after inoculation, the type of reaction (R) was 
read according to the scale of Stakman et al. (1962).

Infection types 0, 0;, 1 and 2 were considered expression of 
a resistant type of reaction (R), while infection types 3, 4 and X 
were considered susceptible (S) while estimating the disease.

Adult plant test. The investigation was carried out under 
conditions of a maximum infection created in the field, where 
the full set of pathotypes identified for the respective year were 
taken out. The lines were planted manually in 1.5 m wide 
rows with 0.25 m interspacing, in two replications. Cultivar 
Michigan amber was used as a multiplier and distributor of  
leaf rust. Spreader rows of M. amber were planted perpen-
dicular and adjacent to the test rows. The artificial inoculation 
with the pathogen was done according to the methodology for 
working with rusts adopted at the Plant Pathology Laboratory 
of  Dobrudzha Agricultural Institute (Ivanova, 2012). Nine-day 
old seedlings from the standard susceptible cultivar M. amber 
inoculated with different pathotypes of P. triticina were planted 
in the rows of the spreader cultivar in March and April till the 
final accumulation of inoculum in June, when the maximum 
was reached. The type of infection and the attacking rate were 
read according to the scale of Cobb, modified by Peterson 
(Peterson et al., 1948) at milk maturity stage. The average 
coefficient of infection (ACI), or the so called corrected rela-
tive attack rate (P0), was calculated by introducing a coef-
ficient for the respective infection types (R – 0.2; MR – 0.4; 
M – 0.6; MS – 0.8; S – 1). Depending on the values of ACI, 
the studied lines were divided into several groups: immune 
(ACI = 0); very resistant, VR (ACI = 0–5.99); resistant, R 
(ACI = 6–25.99); moderately resistant, MR (ACI = 26–45.99); 
moderately susceptible, MS (ACI = 46–65.99); susceptible, S 
(ACI = 66–100). The lines with susceptible reaction were of 
no interest to us.

Results and discussion
The experiment was carried out in three successive vegeta-
tive growth seasons. Out of the investigated 250 common 
winter wheat lines, 20 lines were selected, which responded 
with high to moderate resistance over the years of study. The 
lines responding with MR probably carry slow-rusting genes. 
According to Morgunov et al. (2010), some genes with slow-
rusting effect have a moderately susceptible type of infection 
but their attack rate does not exceed 50 %. The response of 
the lines investigated under field conditions is presented in 

Table 2, and the reaction of the lines at seedling stage to 
seven separate P. triticina pathotypes of different virulence 
is given in Table 3. The results of the investigation revealed 
the following.

Line 60/05-49 at seedling stage exhibited a resistant reaction 
to four phenotypically different pathotypes (see Table 3), and 
the field evaluation showed that this line had a resistant to very 
resistant reaction (see Table 2). This allows us to comment 
that the line is a carrier of partial race-specific resistance in 
combination with resistance of non-specific nature, but the 
race-specific resistance has to be checked at a later stage.

Line 15/05-82 demonstrated a susceptible reaction to all 
pathotypes of the pathogen used under greenhouse conditions, 
and the field evaluation showed that the line responded with 
a very resistant to resistant reaction. According to this reaction 
exhibited at seedling and adult stages, the line can be defined 
as a carrier of adult or field resistance.

Line 60/05-68, also at seedling stage, responded with 
a susceptible reaction to all pathotypes used in the study, and 
the field evaluation showed a resistant to moderately resistant 
reaction. The response of the line allowed referring it to the 
group of the carriers of the slow rusting type of resistance. 

Line 20/05-120 at seedling stage responded with a sus-
ceptible reaction to all used pathotypes, and in the field it 
exhibited resistance of the type (VR–R–MR), but judging 
by the reaction, this line can be referred to the group of lines 
carrying resistance of race non-specific nature.

Line 98/05-95 at seedling stage demonstrated a resistant 
reaction to two pathotypes (33762 and 53762), and the field 
evaluation was not constant; in 2014, when the attack on 
cultivar M. amber was even higher in comparison to the other 
two years, the lines responded as moderately susceptible. In 
2015 and 2016, the line demonstrated a resistant to moderate-
ly resistant reaction. This line carried resistance of race non-
specific nature.

Line 223/05-2 responded with a resistant reaction to three 
pathotypes under greenhouse conditions and with complete 
resistance at adult stage. The line was a carrier of partial race-
specific resistance in combination with race non-specific one.

Line 13/08-87 at seedling stage responded with a resistant 
reaction to only one pathotype (53762), and its field resistance 
was of the VR–R type. The line was a carrier of resistance of 
race non-specific nature.

Table 1. Avirulence/virulence profiles  
of Puccinia triticina pathotypes

Race/
Pathotypes

Avirulence/virulence spectrum 
(effective Lr genes) / (ineffective Lr genes)

13763 Lr2a, 2b, 9, 19, 28 / Lr1, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 23, 24, 26

33762 Lr2b, 9, 19, 24, 28 / Lr1, 2a, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 23, 26

43773 Lr1, 2a, 9, 19, 28 / Lr2b, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 23, 24, 26

53723 Lr2a, 9, 19, 23, 28 / Lr1, 2b, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 24, 26

53762 Lr2a, 9, 19, 24, 28 / Lr1, 2b, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 23, 26

73762 Lr9, 19, 24, 28 / Lr1, 2a, 2b, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 23, 26

73763 Lr9, 19, 28 / Lr1, 2a, 2b, 2c, 3, 11, 15, 17, 21, 23, 24, 26



V. Ivanova

450 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 5

Seedling and adult plant resistance to leaf rust 
in some Bulgarian common wheat lines

Table 2. Adult plant resistance

Cultivar/
Lines

2014 2015 2016

Final  
rust severity

ACI Rating Final  
rust severity

ACI Rating Final  
rust severity

ACI Rating

60/05-49 10/4 12.5 R 0 0 VR 5/4 7.1 R

15/05-82 15/4 18.8 R 0 0 VR 0 0 VR

60/05-68 25/4 31.3 MR 25/4 37.6 MR 10/4 14.3 R

20/05-120 0 0 VR 25/4 37.6 MR 5/4 7.1 R

98/05-95 40/4 50.0 MS 25/4 37.6 MR 5/4 7.1 R

223/05-2 0 0 VR 0 0 VR 0 0 VR

19/06-108 10/4 12.5 R 5/4 7.1 R 5/4 7.1 R

13/08-87 0 0 VR 10/4 14.3 R 0 0 VR

44/08-66 25/4 31.3 MR 25/4 37.6 MR 5/4 7.1 R

19/08-28 0 0 VR 0 0 VR 0 0 VR

18/08-16 5/4 6.3 R 10/4 14.3 R 0 0 VR

14/08-57 10/4 12.5 R 5/4 7.1 R 5/4 7.1 R

44/08-88 40/4 50.0 MS 5/4 7.1 R 5/4 7.1 R

46/08-27 5/4 6.3 R 5/4 7.1 R 5/4 7.1 R

79/08-10 0 0 VR 5/4 7.1 R 0 0 VR

72/08-23 0 0 VR 5/4 7.1 R 5/4 7.1 R

82/08-35 5/4 6.3 R 0 0 VR 5/4 7.1 R

82/08-43 5/4 6.3 R 5/4 7.1 R 10/4 14.3 R

90/08-22 0 0 VR 5/4 7.1 R 0 0 VR

99/08-52 25/4 31.3 MR 5/4 7.1 R 10/4 14.3 R

M. amber 80/4 100 VS 70/4 100 VS 70/4 100 VS

Table 3. Response of common winter wheat lines  
to 7 pathotypes of P. triticina at seedling stage

Cultivar/
Lines 

P. triticina pathotypes

13763 33762 43773 53762 73762 53723 73763

60/05-49 R R S S R R S

15/05-82 S S S S S S S

60/05-68 S S S S S S S

20/05-120 S S S S S S S

98/05-95 S R S R S S S

223/05-2 S R R S S R S

19/06-108 R R R R R R S

13/08-87 S S S R S S S

44/08-66 S S R S S S R

19/08-28 S R R S S R S

18/08-16 S R S S R R S

14/08-57 S R S R S S S

44/08-88 S S S S S S S

46/08-27 S S S S S R S

79/08-10 S R S S S R S

72/08-23 R R S R S R S

82/08-35 S R R R S R R

82/08-43 S R R R S R R

90/08-22 S S S S S R S

99/08-52 R R R R R R R

M. amber S S S S S S S

Line 44/08-66 responded with a resistant reaction at seed-
ling stage to two pathotypes (43773 and 73763), and dur-
ing two of the years it demonstrated field resistance of the 
MR type. Based on the response of the line, it was referred 
to the group of lines of the slow rusting type. 

Line 18/08-16 as well as line 19/08-28 responded with 
a resistant reaction at seedling stage to three of the pathotypes 
and demonstrated R to VR under field conditions, allowing 
us to refer them to the group of lines combining partial race-
specific resistance with race non-specific one. The combina-
tion of these two types of resistance in a single genotype is 
a good solution for breeding since the host is protected against 
diseases during the entire vegetative growth season. 

Line 14/08-57 demonstrated stable field resistance and a re-
sistant reaction to two of the pathotypes under greenhouse con-
ditions. The line was a carrier of race non-specific re sistance.

Line 46/08-27 reacted with stable resistance in the field 
during the three years of testing, and at seedling stage, it 
demonstrated a resistant reaction to only one pathotype. The 
line carries resistance of race non-specific nature.

Line 79/08-10 responded at seedling stage with a resistant 
reaction to two pathotypes (33762 and 53723), and in the field 
it demonstrated a resistant to very resistant reaction. The line 
is a carrier of race non-specific resistance.

Line 72/08-23 showed a resistant to very resistant reaction 
in the field, and under greenhouse conditions, a resistant re-
action to four pathotypes was registered. The line is a carrier 
of partial race-specific resistance in combination with race 
non-specific one.
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Line 90/08-22 exhibited a resistant to very resistant reac-
tion in the field, while responding with a resistant reaction to 
only one pathotype at seedling stage. This line is probably 
a carrier of adult race specific resistance or resistance of race 
non-specific nature.

Line 99/08-52 responded with a resistant reaction to all 
7 pathotypes used in this study, and the field evaluation was 
within the range of R–MR. The presence of full resistance at 
seedling stage was a proof that the line possessed race-specific 
resistance. Its reaction coincided entirely with the reaction 
of the isogenic lines carrying genes Lr9, Lr19, Lr22a, Lr22b 
and Lr25 (Table 4).

According to data provided by Ivanova (2020) and Ivanova 
et al. (2021), in 2014, with 100 % efficiency against the local 
population of P. triticina there were genes Lr22a, Lr22b and 
Lr25, and in 2015 and 2016, also with 100 % efficiency, genes 
Lr9 and Lr19 were registered. Potentially, any of these genes 
could be present, determining the resistance of these lines to 
P. triticina (see Table 4). For greater precision, we recommend 
conducting breeding and genetic studies in order to prove the 
presence of some of these genes in the above line. Another 
three lines showed a similar reaction: 19/06-108 responded 
with susceptibility to pathotype 73763, and lines 82/08-35 and 
82/08-43 demonstrated a susceptible reaction to pathotypes 
13763 and 73762. To all other pathotypoes, the lines responded 
with resistance.

Since the reaction of the lines partially coincided with 
the reaction of the above mentioned isogenic lines, it can be 
suggested that these breeding lines could also carry some of 
these genes (see Table 4).

Conclusion
As a result of this study, we identified the following types of 
resistance in the investigated lines:
• Lines with race-specific resistance, which are to be sub-

jected to breeding and genetic studies to prove the presence 
of the race-specific gene – four of the lines probably carried 
this type of resistance: 19/06-108, 99/08-52, 82/08-35 and 
82/08-43. They constituted 20 % of all investigated lines.

• Lines combining partial race-specific resistance at seedling 
stage with resistance of race non-specific nature at adult 
stage. The combination of race-specific with race non-

spe cific resistance is a good possibility to protect the host 
against the disease during the entire vegetative growth. 
The lines that fall in this group are 60/05-49, 223/05-2, 
19/08-28, 18/08-16, 72/08-23. They constituted 25 % of 
the investigated lines. 

• Lines-carriers of race non-specific resistance. The non-
spe cific nature of resistance is determined by the fact that 
at adult age, the host is resistant to all races and in this 
case the resistance is determined by 4 or 5 small genes 
with additive effect. Lines 15/05-82, 98/05-95, 14/08-57, 
46/08-  27, 79/08-10, 90/08-22, 44/08-88 and 13/08-87 
fell in this group. They constituted 40 % of all studied  
lines. 

• Lines-carriers of the slow rusting type of resistance: lines 
20/05-120, 44/08-66 and 60/05-68 belonged to this group 
and they constituted 15 % of the investigated material. 
The partial resistance is more durable than the resistance 
conditioned by single main genes since it is inherited poly-
genically (Parlevliet, 1985).
The lines studied in this investigation are carriers of certain 

types of resistance. According to Volkova et al. (2020), the 
cultivars with race-specific resistance are applied as a mosaic 
of varieties with subsequent alternation over time and space, 
and the cultivars that carry non-specific resistance can be used 
on large areas for a longer period of time in combination with 
cultivars from different groups, including their own. 

In this relation, the studied lines carrying race-specific or 
race non-specific resistance can be included in the breeding 
programs for developing resistant cultivars in order to avoid 
large yield losses caused by the disease.
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Аннотация. Орех грецкий – важная садовая культура, которая по объему производства занимает второе мес-
то среди всех орехоплодных. Несмотря на значительную потребность на внутреннем рынке, промышленное 
производство плодов ореха грецкого в России в настоящее время развито недостаточно. При этом существует 
необходимость обновления сортимента новыми высокопродуктивными сортами, адаптированными к местным 
агроклиматическим условиям и обладающими высоким качеством плодов, конкурентоспособными на мировом 
уровне. Важным вопросом для успешной реализации селекционных программ является комплексное изуче-
ние генофонда. В связи с этим в рамках исследования была поставлена задача оценки по комплексу признаков 
перспективных сортов из коллекции генофонда ореха грецкого Никитского ботанического сада и анализа гене-
тических взаимосвязей на основе микросателлитного генотипирования. По результатам выполненной феноти-
пической оценки изучаемая выборка, включающая 31 сорт, была разделена на несколько групп по основным 
хозяйственно-биологическим характеристикам, таким как морозо- и засухоустойчивость, срок начала вегета-
ции, сроки созревания, тип цветения, масса плода, толщина эндокарпа. Выделены сорта с хозяйственно ценны-
ми признаками, которые можно рекомендовать как перспективные в качестве исходных родительских форм в 
селекцион ной работе на устойчивость к абиотическим стресс-факторам, а также сорта с повышенной урожайно-
стью и обладающие крупным размером плодов. На основании анализа восьми SSR-маркеров (WGA001, WGA376, 
WGA069, WGA276, WGA009, WGA202, WGA089 и WGA054) оценен уровень генетического разнообразия и опре-
делены генетические взаимосвязи в изученной выборке сортов. Выявлено наличие от шести (WGA089) до один-
надцати (WGA276) аллелей на локус. Суммарно по восьми использованным ДНК-маркерам было идентифициро-
вано 70 аллелей при среднем значении 8.75. Анализ данных SSR-генотипирования в программе Structure 2.3.4 
установил наличие двух основных групп генотипов. С учетом того, что все изученные сорта представляют собой 
отборы из местных семенных популяций в разных районах Крымского полуострова, выявленный уровень по-
лиморфизма может опосредованно отражать уровень генетического разнообразия местного генофонда ореха 
грецкого. При этом наличие двух генетически обособленных групп, вероятно, свидетельствует о существовании 
двух независимо сформировавшихся пулов автохтонного генофонда вида Juglans regia L. на Крымском полу-
острове.
Ключевые слова: орех грецкий; SSR-маркеры; перспективные сорта; коллекция; генетическое разнообразие; 
 фенотипическая оценка.
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Abstract. Walnut is an important horticultural crop, the production of which ranks second among all nut crops. De-
spite the significant demand in the domestic market in Russia, the industrial production of walnut fruits in Russia is 
currently underdeveloped. At the same time, there is a need to update the assortment with new highly productive 
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varieties adapted to local agro-climatic conditions and having high quality nuts that are competitive at the world level. 
An important issue for the successful implementation of breeding programs is a comprehensive study of the gene 
pool. In this regard, within the framework of the study, the task was to evaluate promising varieties from the collection 
of the walnut gene pool of the Nikitsky Botanical Gardens and analyze genetic relationships based on microsatel lite 
genotyping. On the basis of the performed phenotypic assessment, the study sample, which included 31 varieties, was 
divided into several groups according to the main phenotypic traits, such as frost and drought resistance, the start of 
the growing season, the ripening period, the weight and type of flowering, the weight of the fruit, and the thickness 
of the endocarp. Varieties with economically valuable traits that can be recommended as promising as initial parental 
forms in breeding work for resistance to abiotic stress factors have been identified, as well as varie ties with increased 
productivity and large fruit sizes. Based on the analysis of eight SSR markers (WGA001, WGA376, WGA069, WGA276, 
WGA009, WGA202, WGA089 and WGA054), an analysis of the level of genetic diversity was performed and genetic rela-
tionships were established in the studied sample of varieties. Six (for WGA089) to eleven (for WGA276) alleles per locus 
have been identified. A total of 70 alleles were identified for the eight DNA markers used, with an average value of 8.75. 
Analysis of SSR genotyping data using Bayesian analysis established the presence of two main groups of genotypes. 
Taking into account the fact that all the studied varieties are selections from local seed populations in different re-
gions of the Crimean Peninsula, the revealed level of polymorphism may indirectly reflect the level of genetic diversity 
of the local walnut populations. Furthermore, the presence of two genetically distant groups indicates the presence 
of two independently formed pools of the autochthonous gene pool of the species Juglans regia L. on the Crimean  
Peninsula.
Key words: walnut; SSR markers; perspective cultivars; collection; genetic diversity; phenotypic evaluation.
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Введение
Орех грецкий – одна из важнейших орехоплодных куль-
тур, которая по объему производства уступает только 
миндалю. Мировые лидеры по производству ореха грец
ко го – Китай, Иран, США и Турция (Vahdati et al., 2019). 
Товарное производство плодов ореха грецкого в России в 
настоящее время не развито, однако имеются положитель-
ные тенденции по закладке промышленных садов. При 
этом существует необходимость обновления сортимента 
новыми высокопродуктивными сортами, адаптированны-
ми к местным агроклиматическим условиям и обладаю-
щими высоким качеством плодов. 

Очевидно, что комплексное изучение генофонда ореха 
грецкого важно для повышения эффективности исполь-
зования генетических ресурсов в решении селекционных 
задач по созданию сортов нового поколения, а также для 
сохранения и пополнения коллекций. При этом оценка 
уровня генетического разнообразия, выяснение степени 
генетического сходства, а также ДНКпаспортизация об
разцов коллекций занимают важное место. Одним из наи
более востребованных методов оценки генетического раз
нообразия ореха грецкого является анализ микросател
литных локусов генома (Vahdati et al., 2019). SSRмарке ры, 
широко применяемые в настоящее время для анализа 
полиморфизма ореха грецкого, разрабатывались как не  
посредственно для этого вида (Dangl et al., 2005; Topcu 
et al., 2015; Ikhsana et al., 2016), так и для вида Juglans 
nigra L. (Woeste et al., 2002). В дальнейшем эти маркеры 
были эффективны для изучения межвидового разно об
разия J. regia благодаря высокому уровню кроссвос
производимости в пределах рода Juglans. Стоит выделить 
SSRмаркеры, маркируемые как WGA, которые приме
няются особенно часто (Bernard et al., 2018b). С помощью 
SSRмаркеров для грецкого ореха выполнен значитель
ный объем работ, направленных на анализ генетической 
структуры коллекций генофонда, включая сорта, перспек-

тивные селекционные формы, а также отборы из мест ных 
популяций, представляющие интерес для селекции. 

К наиболее масштабным исследованиям генетического 
разнообразия коллекций генетических ресурсов можно 
отнести работу, выполненную коллективом авторов из на-
учного центра INRA, в которой с использованием 13 SSR
маркеров осуществили генотипирование 217 образцов 
ореха грецкого и 36 образцов других видов рода Juglans из 
коллекции INRA. По данным SSRгенотипирования было 
установлено наличие двух основных групп наибольшего 
генетического сходства, которые по большей части соот-
ветствовали экологогеографическому происхождению 
сортов. Полученные данные позволили сформировать ба-
зовую коллекцию (corecollection) из пятидесяти образцов, 
отображающую генетический полиморфизм всей выборки 
(Bernard et al., 2018a). Примечательно, что сравнительный 
анализ эффективности 13 SSRмаркеров в вышеупомяну-
той работе (Bernard et al., 2018a) и 364 275 SNPмаркеров – 
данных, полученных с применением SNPчипа “Axiom™ 
J. regia 700K SNP genotyping array”, показал близкий 
уровень информативности двух типов ДНКмаркеров при 
оценке генетической структуры коллекций (Bernard et al., 
2018a, 2020a). Сопоставимое по масштабу исследование 
выборки из 189 сортов и селекционных форм, репрезен-
тативно представляющей генколлекции из 25 регионов 
в 14 странах мира, позволило установить наличие двух 
главных групп, включивших образцы из Европы и Север-
ной Африки и из Греции и Ближнего Востока (Ebrahi mi 
et al., 2016). Наряду с упомянутыми масштабными ис
следованиями, выполнен широкий перечень работ с при-
менением микросателлитов на коллекциях генофонда, 
а также местных популяциях в разных регионах мира:  
Европе (Pollegioni et al., 2011; Ebrahimi et al., 2017b; Vischi 
et al., 2017; Cseke et al., 2022), Восточной Азии (Gunn et 
al., 2010; Wang et al., 2015; Zhou et al., 2021), Средней и 
Южной Азии (Pollegioni et al., 2014; Roor et al., 2017; Shah 
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et al., 2018; Gaisberger et al., 2020; Magige et al., 2022), 
Ближневосточном регионе (Ebrahimi et al., 2011; Shamlu 
et al., 2018; Orhan et al., 2020; Davoodi et al., 2021; Guney 
et al., 2021), Северной Америке (Dangl et al., 2005; Aradhya 
et al., 2010; Ebrahimi et al., 2017a). 

В дополнение к молекулярногенетическому анализу 
полиморфизма на основе SSRмаркеров, нередко выпол
няется также комплексная оценка фенотипической из-
менчивости выборок образцов (Ebrahimi et al., 2011) или 
оценка по отдельным группам признаков, к примеру по 
характеристикам плодов (Chen et al., 2014). Это позволяет 
как сравнивать эффективность применения разных под-
ходов для определения групп наибольшего генетического 
сходства (Pop et al., 2013), так и выделять селекционно 
ценные образцы на первом этапе и в дальнейшем оцени-
вать гетерогенность отобранных групп образцов на основе 
данных микросателлитного анализа (Karimi et al., 2014; 
Davoodi et al., 2021). 

Несмотря на проводимую селекционную работу по 
грецкому ореху на юге России (Луговской, Мурзинова, 
2010; Хохлов, Баскакова, 2015; Супрун и др., 2016; Лу-
говской, Балапанов, 2018) и наличие результатов изуче
ния коллекций сортов с применением молекулярногене
тических методов (Balapanov et al., 2019), все же отметим 
ограниченность исследований, направленных на анализ 
уровня генетического разнообразия и выявление генети
ческой структуры генофонда на Юге России, включая 
Крым и Северный Кавказ. Никитский ботанический сад 
(НБСННЦ) является одной из ведущих научных органи-
заций в Российской Федерации, выполняющих селекцион-
ную работу по ореху грецкому. Коллекция генетических 
ресурсов ореха грецкого Никитского ботанического сада 
представлена 76 образцами. Основу составляют сорта се
лекции НБСННЦ (86 %). Среди интродуцированных ге
но типов 10 % от общего объема коллекции приходится 
на сорта из Молдавии и по 3 % – на образцы из Украины, 
Европы, США и Таджикистана (Хохлов, Баскакова, 2015). 
Очевидно, что комплексная фенотипическая оцен ка, вы-
деление групп наиболее ценных генотипов, характеризую
щихся наличием одновременно нескольких селекционно 
ценных признаков, а также анализ генетических взаимо
связей ценных сортов и форм позволят повысить эффек-
тивность селекционного использования генофонда в це
лях создания новых адаптивных сортов с повышенным по-
тенциалом продуктивности и высоким качеством плодов.

В представленной работе нами была поставлена задача 
провести оценку перспективных сортов ореха грецкого 
из коллекции генофонда НБСННЦ по хозяйственно цен-
ным признакам, выделить группы сортов, обладающие 
комплексом важных характеристик, и выполнить анализ 
их генетических взаимосвязей с использованием микро-
сателлитных ДНКмаркеров. 

Материалы и методы
Фенотипическую оценку проводили в коллекционных 
насаждениях лаборатории степного садоводства (ЛСС) 
НБСННЦ в 2014–2022 гг. В качестве объекта наблюдений 
был выбран 31 образец ореха грецкого селекции Никит-
ского ботанического сада (Хохлов, 2012). Территория ЛСС 
расположена в 25 км к северу от г. Симферополя, в селе 

Новый Сад (45°08′50ʺ N, 33°59′55ʺ E), Республика Крым, 
Россия. В системе агроклиматического районирования 
полуострова она относится к центральному равнинно
степному району, характеризующемуся засушливым кли
матом с умеренно жарким вегетационным периодом и 
мягкой, неустойчивой зимой (Антюфеев и др., 2002). Так
же в работе по генотипированию был использован сорт 
Чандлер селекции США. Рельеф местности, на которой 
находится коллекционный сад, равнинный слабоволни-
стый; почва участка – чернозем южный карбонатный ма
логумусный тяжелосуглинистый на краснобурых плио  
ценовых глинах. Средняя годовая температура воздуха 
составляет +10.5 °С, средняя температура января не 
превышает –1.0 °С, а июля – +21.9 °С. Растения ореха 
посажены по схеме 12×12 м, в качестве уплотнителя ис-
пользуется персик. Междурядья содержатся под черным 
паром. Возраст деревьев 30 лет. 

Степень морозостойкости сортов определяли по мето-
дике, разработанной в Никитском саду (Рихтер, Ядров, 
1985), и по методу Лапина и Рябовой (1982). Засухоус
тойчивость растений ореха оценивали в соответствии с 
методическими рекомендациями (Еремеев, Лищук, 1974; 
Кушниренко и др., 1975; Ильницкий, 2005).

Для экстракции ДНК применяли модифицированный 
CTABметод (Rogers, Bendich, 1985). Генотипирование 
сортов ореха грецкого проводилось с использованием 
восьми SSRмаркеров: WGA001, WGA376, WGA069, 
WGA276, WGA009, WGA202, WGA089, WGA054 (Woeste 
et al., 2002; Dangl et al., 2005). ПЦР проходила при сле-
дующих условиях: концентрация реактивов ПЦР смеси: 
буфер 1X, dNTP – 0.24 мМ, Taq 1U, SSRпраймеры (пря-
мой и обратный) – по 0.16 мкМ каждого, ДНК – 40–50 нг. 
Параметры ПЦР: 3 мин начальная денатурация при 94 °C; 
затем 35 циклов: 20 с денатурация при 94 °C, 30 с отжиг 
праймеров при 58 °C, 40 с элонгация при 72 °C; заклю-
чительная элонгация 10 мин при 72 °C. Анализ размеров 
продуктов реакции проводили на автоматическом генети-
ческом анализаторе Нанофор 05.

Обработку данных осуществляли в программе Gene 
Marker V3.0.1. В макросе Microsoft Exel GenAlEx 6.503 
рассчитывались следующие генетические параметры: 
Na – число аллелей, Na (ср.) – среднее число аллелей, 
Ne – эффективное число аллелей, I – индекс разнообразия 
Шеннона, Ho – наблюдаемая гетерозиготность, He – ожи-
даемая гетерозиготность, F – индекс фиксации (Peakall, 
Smouse, 2012). График PCoA c коэффициентом генети-
ческого сходства Dice построен в программе Past 2.17 
(Hammer et al., 2001) на основе бинарной матрицы. Кла-
стерный анализ выполнен в программе Structure 2.3.4. 
Оптимальное значение кластеров для проведения анализа 
было установлено в онлайнпрограмме Structure Harvester 
(Evanno et al., 2005). 

Результаты исследований

Фенотипическая оценка
На основании выполненной комплексной фенотипиче
ской оценки изучаемые сорта по основным хозяйствен-
нобиологическим характеристикам были объединены в 
несколько групп.
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По степени морозоустойчивости: высокоморозо-
стойкие сорта, у которых без повреждений сохранялось 
60–100 % генеративных и вегетативных почек – ‘Аркад’, 
‘Бурлюк’, ‘Орионид’, ‘Скабери’, ‘Южнобережный’, 
‘Позд ноцветущий’; среднеморозостойкие (от 40 до 
60 %) – ‘Боспор’, ‘Альминский’, ‘Конкурсный’, ‘Памяти 
Пасенкова’, ‘Долинный’, ‘Золотополянский’, ‘Крым-
ский Скороплодный’, ‘Жемчужный’, ‘Соколиный’, 
‘Новиков’, ‘Булганак’, ‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядерный’, 
‘Пионер Крыма’, ‘Бельбекский Ранний’, ‘Партизанский’, 
‘Дзержинский’, ‘Бельбекский’, ‘Комсомолец’, ‘Бомба 
Чка ловская’, ‘Коллективный’; низкоморозостойкие  
(менее 40 %) – ‘Бубенчик’, ‘Кача’, ‘Малосадовый’, ‘Под 
лесный’.

По степени засухоустойчивости: с высокой устой-
чивостью – ‘Аркад’, ‘Бурлюк, ‘Орионид’, ‘Бельбекский 
Ранний’, ‘Жемчужный’; с устойчивостью выше сред-
ней – ‘Альминский’, ‘Боспор’, ‘Конкурсный’, ‘Памяти 
Пасенкова’, ‘Золотополянский’, ‘Крымский Скороплод  
ный’, ‘Поздноцветущий’, ‘Соколиный’, ‘Южнобереж-
ный’, ‘Новиков’, ‘Булганак’, ‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядер-
ный’, ‘Долинный’, ‘Пионер Крыма’, ‘Коллективный’, 
‘Партизанский’, ‘Дзержинский’, ‘Бельбекский’, ‘Комсо-
молец’, ‘Малосадовый’, ‘Подлесный’, ‘Скабери’, ‘Бомба 
Чкаловская’; с устойчивостью ниже средней – ‘Бубен-
чик’, ‘Кача’.

По сроку созревания: ранний – ‘Аркад’, ‘Булганак’, 
‘Долинный’, ‘Комсомолец’, ‘Крымский Скороплодный’, 
‘Жемчужный’, ‘Орионид’, ‘Южнобережный’; средний – 
‘Альминский’, ‘Новиков’, ‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядер-
ный’, ‘Золотополянский’, ‘Памяти Пасенкова’, ‘Бур-
люк’, ‘Поздноцветущий’, ‘Соколиный’, ‘Дзержинский’, 
‘Боспор’, ‘Бубенчик’, ‘Коллективный’, ‘Кача’, ‘Парти-
занский’, ‘Подлесный’, ‘Пионер Крыма’, ‘Бельбекский 
Ранний’, ‘Бомба Чкаловская’, ‘Скабери’, ‘Коллективный’; 
поздний – ‘Конкурсный’, ‘Малосадовый’.

По типу цветения: протогения (сначала зацветают 
мужские соцветия) – ‘Альминский’, ‘Новиков’, ‘Булга-
нак’, ‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядерный’, ‘Долинный’, ‘Пио
нер Крыма’, ‘Бельбекский Ранний’, ‘Бомба Чкаловская’, 
‘Скабери’; протандрия (сначала распускаются женские 
цветки) – ‘Бубенчик’, ‘Коллективный’, ‘Кача’, ‘Парти-
занский’, ‘Конкурсный’, ‘Дзержинский’, ‘Бельбекский’, 
‘Комсомолец’, ‘Малосадовый’, ‘Подлесный’; гомогамия 
(одновременное цветение мужских соцветий и женских 
цветков) – ‘Золотополянский’, ‘Аркад’, ‘Крымский Скоро-
плодный’, ‘Жемчужный’, ‘Памяти Пасенкова’, ‘Бур люк’, 
‘Поздноцветущий’, ‘Соколиный’, ‘Южнобережный’, 
‘Бос пор’, ‘Орионид’.

По массе плода: крупноплодные (более 12 г, относят-
ся к разновидности J. regia L. var. macrocarpa DC. или 
J. regia f. maxima) – ‘Бомба Чкаловская’, ‘Булганак’, ‘До-
линный’, ‘Пионер Крыма’, ‘Бельбекский Ранний’, ‘Скабе-
ри’, ‘Комсомолец’, ‘Малосадовый’, ‘Подлесный’, ‘Аркад’, 
‘Крымский Скороплодный’, ‘Бурлюк’, ‘Поздноцветущий’, 
‘Соколиный’, ‘Боспор’, ‘Орионид’; среднеплодные (от 6 
до 12 г) – ‘Альминский’, ‘Золотополянский’, ‘Памяти 
Пасенкова’, ‘Южнобережный’, ‘Коллективный’, ‘Кача’, 
‘Новиков’, ‘Партизанский’, ‘Конкурсный’, ‘Дзержин-
ский’, ‘Бельбекский’, ‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядерный’, 

‘Жемчужный’; мелкоплодные (менее 6 г) – ‘Бубенчик’. 
У всех сортов, за исключением ‘Бомба Чкаловская’, фор
ма плода овальноокруглая или яйцевидная.

По толщине эндокарпа: тонкоскорлупые (от 1 до 
1.5 мм, относятся к разновидности J. regia L. var. te ne
ra DC.) – ‘Золотополянский’, ‘Южнобережный’; стан
дартноскорлупые (от 1.5 до 2 мм, J. regia f. semidu
ra DC.) – ‘Бомба Чкаловская’, ‘Булганак’, ‘Долинный’, 
‘Пионер Крыма’, ‘Бельбекский Ранний’, ‘Скабери’, 
‘Партизанский’, ‘Комсомолец’, ‘Малосадовый’, ‘Под-
лесный’, ‘Аркад’, ‘Крымский Скороплодный’, ‘Бурлюк’, 
‘Поздноцветущий’, ‘Соколиный’, ‘Боспор’, ‘Орионид’, 
‘Бубенчик’, ‘Коллективный’, ‘Альминский’, ‘Новиков’, 
‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядерный’, ‘Памяти Пасенкова’, 
‘Жемчужный’; твердоскорлупые (более 2 мм, относятся 
к разновидности J. regia L. var. dura DC.) – ‘Кача’, ‘Пар-
тизанский’, ‘Конкурсный’, ‘Дзержинский’.

По сроку начала вегетации: ранний – ‘Долинный’, 
‘Комсомолец’, ‘Аркад’, ‘Жемчужный’, ‘Бельбекский 
Ран ний’; средний – ‘Альминский’, ‘Новиков’, ‘Булганак’, 
‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядерный’, ‘Пионер Крыма’, ‘Бомба 
Чкаловская’, ‘Скабери’, ‘Бубенчик’, ‘Коллективный’, 
‘Кача, ‘Партизанский’, ‘Дзержинский’, ‘Бельбекский’, 
‘Малосадовый’, ‘Подлесный’, ‘Золотополянский’, ‘Памя-
ти Пасенкова’, ‘Бурлюк’, ‘Соколиный’, ‘Боспор’, ‘Орио
нид’, ‘Южнобережный’, ‘Крымский Скороплодный’; 
поздний – ‘Поздноцветущий’, ‘Конкурсный’. 

Результаты многолетнего изучения генофонда ореха 
грецкого позволяют выделить сорта с хозяйственно цен
ными признаками, которые можно рекомендовать в ка
честве исходных родительских форм в селекционной ра
боте: на устойчивость к неблагоприятным зимневесен
ним условиям –‘Аркад’, ‘Бурлюк’, ‘Орионид’, ‘Скабери’, 
‘Южнобережный’, ‘Поздноцветущий’; на повышенную и 
высокую засухоустойчивость – ‘Аркад’, ‘Бурлюк’, ‘Орио
нид’, ‘Бельбекский Ранний’, ‘Жемчужный’. Для внедре-
ния в производство рекомендуются сорта с комплексной 
устойчивостью к неблагоприятным климатическим ус
ловиям – ‘Бурлюк’, ‘Боспор’, ‘Аркад’, ‘Альминский’, 
‘Памяти Пасенкова’, ‘Орионид’, ‘Конкурсный’, а также 
характеризующиеся высокой урожайностью и крупно-
плодностью – ‘Булганак’, ‘Долинный’, ‘Пионер Крыма’, 
‘Бельбекский Ранний’, ‘Скабери’, ‘Партизанский’, ‘Ком
сомолец’, ‘Малосадовый’, ‘Подлесный’, ‘Аркад’, ‘Крым-
ский Скороплодный’, ‘Бурлюк’, ‘Поздноцветущий’, ‘Со-
колиный’, ‘Боспор’, ‘Орионид’.

Анализ генетического разнообразия
В целях установления генетических взаимосвязей внутри 
изученной выборки сортов, анализа уровня генетического 
разнообразия и определения групп наибольшего гене-
тического родства был выполнен анализ полиморфизма 
микросателлитных локусов.

В результате получены ДНКпрофили, специфичные 
для всех изученных сортов. Выявлено от шести (WGA089) 
до одиннадцати (WGA276) аллелей на локус. Суммарно по 
восьми использованным ДНКмаркерам было идентифи-
цировано 70 аллелей при среднем значении 8.75. Анализ 
уровня генетического полиморфизма включал показатели, 
представленные в табл. 1.



Yu.V. Plugatar, I.I. Suprun, S.Yu. Khokhlov 
I.V. Stepanov, E.A. Al-Nakib 

458 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 5

Agrobiological and genetic assessment  
of the walnut gene pool of the Nikitsky Botanical Gardens

Значение показателя Ne варьировало от 2.873 (WGA089) 
до 6.450 (WGA276). При этом в группе маркеров с оди-
наковым числом аллелей (9 аллелей на локус), WGA001, 
WGA376, WGA009 и WGA202, данный показатель ва
рьировал от 3.269 (WGA202) до 5.071 (WGA376), что мо
жет быть обусловлено изменением частот встречае мо сти 
аллелей. Наименьшее (1.337) и наибольшее (2.060) зна-
чение индекса разнообразия I было определено у наи  
менее полиморфного маркера WGA089 и наиболее поли
морфного маркера WGA276 соответственно. При этом 
максимальное значение величины наблюдаемой гетеро-
зиготности было выявлено по маркеру WGA001, а ожи-
даемой гетерозиготности – по маркеру WGA276. 

На основе данных генотипирования 32 сортов ореха 
грецкого по восьми SSRмаркерам был проведен анализ 
в программе Structure 2.3.4. Количество проанализиро-
ванных кластеров было в пределах от 2 до 7. Исходя из 
результатов анализа в онлайнпрограмме Structure Har
vester рассчитано оптимальное значение кластеров, рав
ное 2. Результаты, полученные при значении K = 2, пред-
ставлены на рис. 1.

По преобладанию первого или второго кластеров изу
ченные крымские сорта можно условно разделить на две 
группы. Первая группа (доминирует кластер 1): ‘Бул

ганак’, ‘Аркад’, ‘Долинный’, ‘Партизанский’, ‘Пионер 
Крыма’, ‘Соколиный’, ‘Бельбекский’, ‘ Бельбекский Ран
ний’, ‘Малосадовый’, ‘Подлесный’. Вторая группа (пре
обладает кластер 2): ‘Альминский’, ‘Новиков’, ‘Бу бен
чик’, ‘Гурзуфский’, ‘Сладкоядерный’, ‘Золотополянский’, 
‘Крымский Скороплодный’, ‘Коллективный’, ‘Жемчуж-
ный’, ‘Конкурсный’, ‘Кача’, ‘Памяти Пасенкова’, ‘Позд-
ноцветущий’, ‘Дзержинский’, ‘Боспор’, ‘Комсомолец’, 
‘Бомба Чкаловская’, ‘Скабери’, ‘Южнобережный’, ‘Бур-
люк’, ‘Орионид’. Сорт ‘Чандлер’ был отнесен ко вто рой 
группе сортов. Стоит отметить, что часть сортов из второй 
группы обладает значительным вкладом первого кластера 
(от 0.185 до 0.481), в то же время у двух сортов из первой 
группы выявлен существенный вклад второго кластера 
(0.215 и 0.448).

Для детальной оценки генетического родства иссле
дуемых генотипов ореха грецкого был осуществлен ана
лиз методом главных координат (PCoA) в программе 
PAST 2.17 (рис. 2). 

Распределение сортов на графике PCoA в значительной 
степени отражает группировку сортов, полученную в 
программе Structure. Сорта первой группы сосредоточены 
в нижней части графика. В свою очередь сорта второй 
группы находятся в средней и верхней части графика. 

Таблица 1. Уровень полиморфизма SSR-маркеров

Локус   Na Ne I Ho He

WGA001    9.000 4.854 1.781 0.710 0.794

WGA376    9.000 5.071 1.829 0.677 0.803

WGA069 10.000 6.160 2.022 0.677 0.838

WGA276 11.000 6.450 2.060 0.645 0.845

WGA009    9.000 4.215 1.750 0.419 0.763

WGA202    9.000 3.269 1.487 0.484 0.694

WGA089    6.000 2.873 1.337 0.484 0.652

WGA054    7.000 4.107 1.579 0.581 0.757

Среднее    8.750 4.625 1.731 0.585 0.768

Примечание. Na – число выявленных аллелей; Ne – число эффективных аллелей; I – индекс разнообразия; Ho – наблюдаемая 
гетерозиготность; He – ожидаемая гетерозиготность.
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Рис. 1. График, построенный в программе Structure по данным генотипирования восемью SSR-маркерами 32 сортов ореха 
грецкого.
Названия сортов: 1 – ‘Альминский’, 2 – ‘Новиков’, 3 – ‘Булганак’, 4 – ‘Бубенчик’, 5 – ‘Аркад’, 6 – ‘Гурзуфский’, 7 – ‘Сладкоядерный’, 8 – ‘Зо-
лотополянский’, 9 – ‘Крымский Скороплодный’, 10 – ‘Долинный’, 11 – ‘Коллективный’, 12 – ‘Жемчужный’, 13 – ‘Конкурсный’, 14 – ‘Кача’, 
15 – ‘Партизанский’, 16 – ‘Памяти Пасенкова’, 17 – ‘Поздноцветущий’, 18 – ‘Пионер Крыма’, 19 – ‘Дзержинский’, 20 – ‘Соколиный’, 21 – 
‘Бельбекский’, 22 – ‘Боспор’, 23 – ‘Комсомолец’, 24 – ‘Бельбекский Ранний’, 25 – ‘Бомба Чкаловская’, 26 – ‘Малосадовый’, 27 – ‘Подлес-
ный’, 28 – ‘Скабери’, 29 – ‘Южнобережный’, 30 – ‘Бурлюк’, 31 – ‘Орионид’, 32 – ‘Чандлер’.
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В расположении сортов первой группы можно выделить 
подгруппы: 1) сорта ‘Бельбекский Ранний’, ‘Бельбек ский’ 
и ‘Подлесный’; 2) ‘Партизанский’, ‘Малосадовый’, ‘Пио
нер Крыма’; 3) ‘Соколиный’, ‘Булганак’. Два сорта из 
первой группы не были отнесены ни к одной из подгрупп: 
‘Аркад’ занимает промежуточное положение между сор
тами первой и второй группы, сорт ‘Долинный’ равно-
удален от других сортов, включенных в первую группу.

Сорта второй группы распределены на графике менее 
упорядоченно и не формируют четких структур, однако 
надо отметить, что ‘Коллективный’, ‘Золотополянский’, 
‘Бомба Чкаловская’ и ‘Южнобережный’ занимают про-
межуточное положение между сортами первой и второй 
групп. Сорт ‘Чандлер’ на графике главных координат 
пространственно близок сорту ‘Альминский’. 

Обсуждение
Использованные нами SSRмаркеры ранее широко при-
менялись для решения различных задач в генетике и се
лекции ореха грецкого, включая ДНКпаспортизацию и 
анализ генетического разнообразия коллекций сортов, се
лекционноперспективных форм и межвидовых гибри дов 
(Woeste et al., 2002; Pollegioni et al., 2009; Ebrahimi et al., 
2016; Vahdati et al., 2019), изучение признаковых коллек-
ций (Ebrahimi et al., 2017a), выяснение вопросов форми-
рования генофонда в пределах ареалов его естественного 
произрастания, а также путей распространения в процессе 
доместикации (Pollegioni et al., 2014, 2015, 2017). 

Сравнение средних значений показателей, характери
зующих полиморфизм, выявленный по результатам нашей 
работы и в исследованиях, проведенных на коллекциях 
сортов ореха грецкого из других регионов мира, позво-
ляет сопоставить уровень генетической гетерогенности 
генофонда. Так, анализ коллекции из 35 сортов китайской 

селекции с использованием десяти SSRмаркеров выявил 
средние значения Na и Ne 9.4 и 4.67 соответственно, а 
значения ожидаемой (He) и наблюдаемой (Ho) гетерози
готности – 0.77 и 0.62 (Chen et al., 2014). M. Aradhya с 
коллегами (Aradhya et al., 2010) при анализе генетиче
ского  полиморфизма коллекции, насчитывающей 236 сор
тов, из различных регионов ореховодства с применени
ем 15 микросателлитных маркеров получили средний 
показатель количества выявленных аллелей на локус, 
равный 11; при этом средние значения показателей He 
и Ho составили 0.699 и 0.536 соответственно. Отметим, 
что в этой работе маркеры WGA001, WGA202, WGA009 
и WGA069 показали более высокий полиморфизм (12, 19, 
11 и 13 аллелей на локус соответственно), тогда как мар-
кер WGA089 оказался одним из наименее полиморфных 
(8 аллелей) (Aradhya et al., 2010). Нами были получены 
сходные результаты по уровню аллельного полиморфизма 
маркеров (см. табл. 1).

Анализируя выборку из 189 сортов, представляющих 
генофонд 14 стран, A. Ebrahimi с коллегами выявили в 
среднем 11.5 аллеля на локус, при этом средние показа-
тели наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности были 
равны 0.62 и 0.73 (Ebrahimi et al., 2016). В данной работе 
маркеры WGA001, WGA202 и WGA276, так же как и в 
нашем исследовании, вошли в группу более полиморф-
ных, а маркер WGA068 проявил более низкий уровень 
полиморфизма. Турецкие ученые, выполнившие геноти-
пирование 30 элитных селекционных форм (кандидаты в 
сорта) с применением 21 SSRмаркера, идентифицировали 
в среднем 6.15 аллеля на локус; наблюдаемая и ожидаемая 
гетерозиготность составили 0.64 и 0.62 (Bozhuyuk et al., 
2020).

Рассматривая работы, направленные на изучение ге
не тического разнообразия природных популяций и пер
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Рис. 2. Оценка генетического родства сортов ореха грецкого методом главных координат по данным SSR-генотипирования.
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спективных для селекции форм, из них отобранных, 
можно также говорить о сопоставимом уровне полимор-
физма. К примеру, при выполнении оценки полиморфизма 
и генетических взаимосвязей в выборке из 39 образцов 
ореха грецкого, отобранных в природных популяциях на 
северовостоке Ирана, среднее число аллелей на локус со-
ставило 7.9, а число эффективных аллелей – 3.91 (Shamlu 
et al., 2018). Ожидаемая и наблюдаемая гетерозиготность 
были равны 0.74 и 0.93 соответственно. При этом индекс 
разнообразия был ниже выявленного нами показателя – 
1.34 (Shamlu et al., 2018).

В исследованиях, посвященных анализу структуры при-
родных популяций, выяснению путей распространения 
генофонда и формированию его локальных пулов, рас
сматриваемые показатели количества аллелей варьиро ва
ли. Так, при изучении генетического разнообразия мест
ных популяций в итальянских Восточных Альпах (Vischi 
et al., 2017) среднее число аллелей на локус составило 
4.7 при выборке 13 маркеров (WGA класс) и 2.7 в вы-
борке из семи ESTSSRмаркеров, что является низким 
показателем, особенно учитывая объем выборки – около 
200 образцов. Возможно, это объясняется изолирован-
ностью изученной популяции, отобранной в гористой 
местности, а также на равнинном участке, который ею 
ограничен (Vischi et al., 2017). При анализе выборки из 
86 генотипов, отобранных в пяти географических локаци-
ях природных популяций ореха грецкого на ЮгоЗападе 
Тибета, показатель Na был равен 9.92, однако значение 
Ne составило 3.95, что может быть результатом неравно-
мерного распределения частот встречаемости аллелей 
(Wang et al., 2015). В исследовании, направленном на 
изучение путей формирования и распространения гено-
фонда ореха грецкого от центров его происхождения на 
территории Евразии, в результате SSRгенотипирования 
выборки объемом около 2000 генотипов с использовани-
ем 14 SSRмаркеров выявлено в среднем 14.21 аллеля на 
локус (Pollegioni et al., 2017).

В целом, рассматривая работы, посвященные генети-
ческому полиморфизму генофонда ореха грецкого как 
культурных форм (сорта, гибриды, селекционные от-
боры из местных популяций), так и местных популяций, 
включая природные в регионах, относящихся к центрам 
происхождения вида J. regia L., можно сделать вывод о 
высоком уровне полиморфизма изученной нами выборки 
сортов. Учитывая тот факт, что все рассмотренные сорта 
являются отборами из местных семенных популяций в 
разных районах Крымского полуострова, данный уровень 
полиморфизма может опосредованно отражать уровень 
генетического разнообразия местного генофонда ореха 
грецкого. Это в определенной степени подтверждается 
результатами, полученными нами в ходе кластерного 
анализа. На основе наших данных можно сделать предва-

рительный вывод о том, что автохтонный генофонд ореха 
грецкого, возможно, происходит от двух гипотетических 
популяций. Разделение изучаемой выборки сортов на две 
группы по результатам байесовского анализа согласуется 
с высоким уровнем полиморфизма, так как наличие двух 
генетически обособленных групп может способствовать 
более высокому уровню генетической гетерогенности, 
включая аллельный полиморфизм ДНКмаркеров. 

В работе были сопоставлены выявленные в ходе кла-
стеризации группы по ряду популяционногенетических 
параметров (табл. 2).

Значение среднего количества аллелей на локус во 
второй группе в два раза выше этого показателя в первой 
группе. Такие показатели генетического разнообразия, как 
эффективное число аллелей и индекс разнообразия Шен-
нона, тоже отражают больший аллельный полиморфизм 
микросателлитных маркеров во второй группе сортов. 
Наблюдаемая гетерозиготность в группах имеет сходное 
значение – 0.583 и 0.588, в свою очередь ожидаемая гете-
розиготность выше во второй группе. Индекс фиксации 
имеет низкое положительное значение во второй группе, 
у сортов первой группы параметр стремится к нулевому 
значению. 

На генетическом уровне различия между группами, 
кроме специфического аллельного состава SSRлокусов, 
характерного для каждой выборки сортов, выражены в 
степени аллельного разнообразия. Вторая группа сортов 
значительно превосходит первую по значению ряда гене-
тических параметров, отражающих степень аллельного 
разнообразия. Можно предположить, что первая группа 
сортов представлена наиболее обособленной частью ав-
тохтонного генофонда Крымского полуострова. В свою 
очередь на генетическое разнообразие второй группы 
оказал влияние генетический вклад интродуцированной 
генплазмы, привнесенной в регион извне. Дополнитель-
ным подтверждением данного предположения является 
отнесение сорта ‘Чандлер’ селекции США ко второй 
группе. Значение индекса фиксации у первой группы сор
тов характерно для популяций, находящихся в состоянии 
панмиксии и отсутствия генетических барьеров, увели-
чивающих количество наблюдаемых гомозигот. Данные, 
полученные в программе Structure 2.3.4, свидетельствуют 
о генетической связи между группами, выраженной в на-
личии образцов с сопоставимым вкладом двух кластеров. 
Поскольку изученные сорта представляют собой формы, 
отобранные в популяции ореха грецкого, существующей в 
границах Крымского полуострова, можно предположить, 
что высокие значения наблюдаемой гетерозиготности от-
ражают значительные размеры генофонда ореха грецкого, 
способствующие панмиксии. В целом для первой группы 
сортов ореха грецкого характерны высокая урожайность 
и крупные плоды (более 12 г).

Таблица 2. Сравнение групп сортов ореха грецкого по генетическим характеристикам

Группа Na Ne I Ho He F

Первая 4.125 2.581 1.082 0.588 0.579 –0.009

Вторая 8.375 5.063 1.783 0.583 0.786    0.258
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Заключение
На основании комплексной фенотипической оценки об-
разцов из коллекции генофонда ореха грецкого Никитско-
го ботанического сада выделены группы сортов, обладаю
щие комплексом хозяйственно ценных признаков. При 
выполнении микросателлитного генотипирования был 
установлен высокий уровень генетического разнообразия 
и наличие двух генетически отличных групп сортов. Одна 
из групп включает преимущественно крупноплодные 
сорта с повышенным потенциалом продуктивности, что 
актуализирует использование данных сортов в качестве 
селекционного материала. Их генетическая удаленность 
от остального генофонда может способствовать повы-
шению эффекта гетерозиса при гибридизации.
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Аннотация. Известно, что различные виды животных при обитании в одинаковых условиях среды могут 
сформировать сходные фенотипы. Изучение конвергентной эволюции нескольких видов под действием од-
ного и того же средового фактора позволяет выявить у них общие механизмы генетической адаптации. Мест-
ные породы крупного и мелкого рогатого скота формировались на протяжении тысяч лет под воздействием 
доместикации, а также отбора, направленного на адаптацию к факторам местной среды обитания и удовлет-
ворение потребностей человека. Ранее нами был выявлен ряд генов-кандидатов в участках генома, подверг-
шихся отбору в ходе доместикации и адаптации к климатическим условиям России, включая низкие зимние 
температуры, у местных пород крупного рогатого скота (КРС) и овец с использованием данных полногеном-
ного генотипирования. Однако эти данные обладают низким разрешением и не позволяют выявить большин-
ство нуклеотидных замен. Целью работы было создание по данным полногеномного секвенирования списка 
генов, связанных с адаптацией российских пород КРС и овец, а также идентификация генов-кандидатов и 
метаболических путей для проведения селекции на адаптацию к холоду. Использованы опубликованные 
нами данные по поиску следов отбора в геномах российских или разводимых в России пород КРС (якутская, 
холмогорская, бурятская, вагю) и овец (забайкальская, тувинская). Количество генов-кандидатов в районах, 
потенциально подвергавшихся селекции, составило 946 у КРС и 151 у овец. Нами показано, что изученные 
российские породы КРС и овец имеют не менее 10 общих генов под отбором, по-видимому, участвующих в 
процессах адаптации/селекции, в том числе адаптации к холодному климату, включая гены ASTN2, PM20D1, 
TMEM176A, GLIS1. На основании пересечения со списком генов, подвергавшихся отбору по крайней мере у 
двух видов арктических/антарктических млекопитающих, у КРС и овец выявлено 20 и 8 генов соответственно, 
которые потен циально вовлечены в адаптацию к холоду. Среди них наиболее перспективными для дальней-
ших исследований являются ASPH, NCKAP5L, SERPINF1 и SND1. Анализ генных онтологий указывает на суще-
ствование возможных общих биохимических путей адаптации к холоду у домашних и диких млекопитающих, 
связанных с разборкой цитоскелета и апоптозом.
Ключевые слова: признаки селекции; адаптация; холод; крупный рогатый скот; овца; местная порода; Россия; 
полногеномное секвенирование.
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Abstract. It is known that different species of animals, when living in the same environmental conditions, can form 
similar phenotypes. The study of the convergent evolution of several species under the influence of the same envi-
ronmental factor makes it possible to identify common mechanisms of genetic adaptation. Local cattle and sheep 
breeds have been formed over thousands of years under the influence of domestication, as well as selection aimed 
at adaptation to the local environment and meeting human needs. Previously, we identified a number of candidate 
genes in genome regions potentially selected during domestication and adaptation to the climatic conditions of 
Russia, in local breeds of cattle and sheep using whole genome genotyping data. However, these data are of low 
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Candidate genes of domestication and cold resistance 
in Russian cattle and sheep breeds

resolution and do not reveal most nucleotide substitutions. The aim of the work was to create, using the whole 
genome sequencing data, a list of genes associated with domestication, selection and adaptation in Russian cattle 
and sheep breeds, as well as to identify candidate genes and metabolic pathways for selection for cold adaptation. 
We used our original data on the search for signatures of selection in the genomes of Russian cattle (Yakut, Khol-
mogory, Buryat, Wagyu) and sheep (Baikal, Tuva) breeds. We used the HapFLK, DCMS, FST and PBS methods to iden-
tify DNA regions with signatures of selection. The number of candidate genes in potentially selective regions was 
946 in cattle and 151 in sheep. We showed that the studied Russian cattle and sheep breeds have at least 10 genes 
in common, apparently involved in the processes of adaptation/selection, including adaptation to a cold climate, 
including the ASTN2, PM20D1, TMEM176A, and GLIS1 genes. Based on the intersection with the list of selected genes 
in at least two Arctic/Antarctic mammal species, 20 and 8 genes, have been identified in cattle and sheep, respec-
tively, that are potentially involved in cold adaptation. Among them, the most promising for further research are 
the ASPH, NCKAP5L,  SERPINF1, and SND1 genes. Gene ontology analysis indicated the existence of possible common 
biochemical pathways for adaptation to cold in domestic and wild mammals associated with cytoskeleton disas-
sembly and apoptosis.
Key words: signatures of selection; adaptation; cold; cattle; sheep; local breed; Russia; whole genome sequencing.
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Введение
Воздействие экстремальных внешних факторов приводит 
либо к вымиранию вида, либо к его адаптации к новым 
условиям среды (Nevo, 2011). Известно, что различные 
виды животных при обитании в одинаковых условиях 
могут сформировать сходные фенотипы, используя схожие 
биохимические пути (Storz, 2016). Изучение конвергент-
ной эволюции нескольких видов под действием одного и 
того же средового фактора позволяет выявить у них общие 
механизмы генетической адаптации к нему (Romashov et 
al., 2022).

Например, одна и та же несинонимичная мутация в 
гене родопсина независимо возникла и подвергалась 
отбору по крайней мере у 20 видов рыб при изменении 
освещенности в воде (Hill et al., 2019). Одни и те же 
конвергентные замены аминокислот произошли в гене 
престина у китов и летучих мышей при возникновении 
эхолокации (Liu Y. et al., 2010). Несинонимичная замена 
His207Arg в гене рецептора меланокортина 1 ассоцииро-
вана со светлым окрасом оперения у красноногих олуш 
и турухтанов (Lamichhaney et al., 2016). Наша недавняя 
работа по самому северному крупному рогатому скоту 
из Сибири (якутскому) выявила феномен конвергентной 
нуклеотидной эволюции у пород домашних животных 
и диких видов, живущих в сходных суровых условиях 
и/ или проявляющих сходные фенотипы. Мы обнаружи-
ли одинаковую замену аминокислоты в белке NRAP у 
якутского скота и 16 видов зимующих или впадающих в 
оцепенение, адаптированных к холоду и глубоководных 
млекопитающих, которая отсутствовала у всех других по
род крупного рогатого скота и других видов Bovinae из 
набора данных проекта «1000 геномов быков» (Buggiotti 
et al., 2021). По нашим сведениям, эта аминокислотная 
замена, повидимому, возникла 500–800 лет назад и поч-
ти зафиксировалась в современной популяции якутского 
скота.

Одомашнивание (доместикация) животных разных ви-
дов сопровождается целым рядом сходных морфофизио
логических и поведенческих изменений (Belyaev, 1979; 
Wilkins et al., 2014). Например, одним из характерных 
морфологических признаков доместикации являются на-

рушение синтеза меланина, а также замедление развития 
меланоцитов, приводящие к появлению белых пятен на 
теле вплоть до возникновения однородной белой окраски 
(Прасолова, Трут, 1993). Такой фенотипический парал-
лелизм наблюдается у крупного рогатого скота (КРС), 
лошадей, свиней, собак, кошек, норок, кур, голубей и т. д. 
(Larkin, Yudin, 2016). Действительно, при исследовании 
геномов популяций домашних животных были обнару
жены сильные сигналы отбора в генах метаболического 
пути меланина (KIT, KITLG, MITF, PAX3) (Cieslak et al., 
2011).

Локальные породы крупного и мелкого рогатого скота 
формировались в течение тысяч лет под воздействием 
доместикации, а также естественного и искусственного 
отбора, направленного на адаптацию к факторам местной 
среды обитания и удовлетворение потребностей человека 
(Моисеева и др., 2006; Kantanen et al., 2015). Изучение 
геномов местных пород скота позволяет установить ге-
нетические механизмы адаптации, в том числе к низкой 
температуре окружающей среды (Юдин и др., 2021). Ранее 
мы выявили ряд геновкандидатов в участках генома, по-
тенциально подвергавшихся отбору в ходе доместикации 
и адаптации к суровым климатическим условиям России, 
у местных пород КРС (Bos taurus) и овец (Ovis aries) с ис-
пользованием данных полногеномного генотипирования 
на стандартных чипах (Yurchenko et al., 2018, 2019). На 
основании этих результатов нами был идентифицирован 
31 общий генкандидат, связанный с адаптацией к окру-
жающей среде, включая холодный климат, у животных 
изученных пород (Юдин, Ларкин, 2019). Например, ген 
NEB, вероятно, связанный с выработкой тепла посред-
ством сократительного термогенеза, обнаружен нами в 
районах генома, подвергавшихся позитивному отбору, как 
у исконно российских пород КРС и овец, так и у мамонта, 
белого медведя и по лярного кита.

Однако данные полногеномного генотипирования об-
ладают низким разрешением и не позволяют выявить 
большинство нуклеотидных замен в геномах разных видов 
сельскохозяйственных животных. Целью работы было 
создание списка общих генов, связанных с адаптацией 
к окружающей среде у российских пород КРС и овец, 
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а также идентификация перспективных генетических 
ва риан тов/геновкандидатов/метаболических путей для 
даль нейших экспериментов и проведения маркерориен
тированной и геномной селекции, направленной на адап
тацию к холоду у сельскохозяйственных животных, с ис
пользованием данных полногеномного секвенирования. 
Ранее следы отбора в этих же образцах ДНК от якутского, 
холмогорского и бурятского скота были проанализирова-
ны нами с помощью генотипирования на чипах GeneSeek 
Genomic Profiler HighDensity, содержавших около 139 ты-
сяч SNP (Yurchenko et al., 2018), а от забайкальских и ту-
винских овец – на чипах Ovine Infinium HD SNP BeadChip 
(Yurchenko et al., 2019).

Материалы и методы
В работе использованы собственные опубликованные 
данные по поиску следов отбора с помощью полногеном-
ного секвенирования в геномах российских или разводи
мых в России пород КРС (якутская, холмогорская, бу рят
ская, вагю) (Buggiotti et al., 2021; Igoshin et al., 2023) и 
овец (забайкальская, тувинская) (SweetJones et al., 2021). 
Высокопроизводительное секвенирование проведено в 
режиме парноконцевых прочтений (150 п. н. + 150 п. н.) на 
платформе Illimina в компании Novo gene Co., Ltd. (Гон-
конг, КНР) для 20 животных на породу. Средняя глубина 
покрытия составила не менее 11х для КРС и 15х для овец.

Для идентификации районов, которые потенциально 
находились под действием отбора, в геномах бурятского 
скота и вагю мы использовали четыре взаимодополняю
щих метода (Igoshin et al., 2023). Метод hapFLK основан 
на статистике, которая учитывает структуру гаплотипов 
в популяциях (Fariello et al., 2013). Метод DCMS объеди
ня ет в себе пять полногеномных статистик: индекс фик
са ции Фишера (FST), гомозиготность гаплотипов (Н1), 
модифицированную статистику гомозиготности гаплоти-
пов (Н12), индекс Таджимы (D) и индекс нуклеотидного 
разнообразия (Pi) (Ma et al., 2015). Метод FST идентифи-
цирует области генома, попавшие под влияние отбора, 
путем выявления участков ДНК, которые имеют высокую 
вариабельность частот аллелей между сравниваемыми 
популяциями (PortoNeto et al., 2013). Статистика PBS 
использует попарные значения FST между тремя популя-
циями для количественной оценки дифференциации по-
следовательностей (Yi et al., 2010). Считается, что гены с 
большой дифференциацией между последовательностями 
потенциально могли подвергаться положительному от-
бору. Списки геновкандидатов для дальнейшего анализа 
бурятского скота и вагю составляли путем объединения 
списков, полученных разными методами. Идентифика-
цию потенциальных районов отбора в геномах якутской 
и холмогорской породы КРС проводили с помощью ста
тисти ки hapFLK (Buggiotti et al., 2021). Для поисков сле
дов отбора в геномах забайкальских и тувинских овец 
ис пользовали вычислительный конвейер на основе ме
то да DCMS (Yurchenko et al., 2019).

Идентификаторы генов в базе Ensembl преобразовы-
вали в символы генов с помощью инструмента db2db  
(http://biodbnet.abcc.ncifcrf.gov/db/db2dbRes.php?input= 
inputType&outputs[]=outputType&idList=value(s)). Пере-
сечения между списками генов анализировали с помо-

щью программы Venn (http://bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/Venn/).

Биологические функции общих генов, которые под-
вергались отбору у российских пород КРС, овец и аркти-
ческих/антарктических млекопитающих, анализировали 
с помощью вебинструмента DAVID (Huang et al., 2009). 
Нами были выявлены обогащенные, по сравнению с кон-
трольным списком всех генов человека, термины GO из ка-
тегории биологических процессов (GOTERM_BP_ALL), 
ассоциированные с четырьмя и более генами. В качест
ве порогового значения критерия, характеризующего ста-
тистическую значимость превышения (обогащения) на-
блюдаемого числа генов с конкретным термином GO по 
сравнению с ожидаемым числом генов из контрольного 
списка, принимали p < 0.05.

Результаты
Количество геновкандидатов в районах, потенциально 
подвергавшихся селекции, составило 946 у четырех рос-
сийских пород КРС (список List_Cattle, Приложение 1)1 
и 151 у двух российских пород овец (список List_Sheep, 
Приложение 2) (см. таблицу). Различие в количестве 
геновкандидатов между видами, вероятно, связано с 
различиями в количестве включенных в анализ пород, а 
также с числом статистических методов, использованных 
для поиска следов отбора (четыре статистики для бурят-
ского скота и вагю, для остальных пород – одна). Анализ 
пересечения списков показал, что 10 генов потенциально 
могли подвергаться отбору у обоих видов (см. рисунок, 
список Cattle_Sheep, Приложение 3).

Ранее путем пересечения списков генов, потенци-
ально подвергавшихся отбору, у шести арктических и 
антарктических видов млекопитающих мы составили 
список, объединяющий гены, которые могут участвовать 
в адаптации к холоду (Yudin et al., 2017). Список содер-
жал 416 генов, которые, вероятно, подвергались отбору 
по крайней мере у двух видов млекопитающих (список 
List_Mammals, Приложение 4). Чтобы идентифицировать 
общие гены, которые могут быть связаны с адаптацией к 
холодному климату у российских пород КРС и овец, мы 
сравнили списки List_Mammals, List_Cattle и List_Sheep. 
В результате мы обнаружили 20 (список Cattle_Mammals, 
Приложение 5) и 8 (список Sheep_Mammals, Приложе-
ние 6) генов, которые потенциально подвергались отбору 
по крайней мере у двух видов диких млекопитающих, 
адаптированных к холодному климату, а также у КРС и 
овец соответственно (см. рисунок).

Чтобы проверить гипотезу о том, что эти списки были 
обогащены функциональными категориями генов, свя-
занных с адаптацией к холоду, мы провели анализ ген-
ных онтологий (GO) в списке из 38 генов, полученном 
объединением списков Cattle_Sheep, Cattle_Mammals и 
Sheep_Mammals (список Cattle_Sheep_Mammals, При-
ложение 7). В результате мы обнаружили статистически 
значимое обогащение по восьми GO терминам, которые 
были ассоциированы с четырьмя и более генами (При-
ложение 8).

1 Приложения 1–8 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx16.pdf

http://biodbnet.abcc.ncifcrf.gov/db/db2dbRes.php?input=inputType&outputs%5b%5d=outputType&idList=value(s))
http://biodbnet.abcc.ncifcrf.gov/db/db2dbRes.php?input=inputType&outputs%5b%5d=outputType&idList=value(s))
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx16.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx16.pdf
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Candidate genes of domestication and cold resistance 
in Russian cattle and sheep breeds

Обсуждение
Наше исследование было направлено на идентификацию 
общих геновкандидатов в геномах отечественных пород 
КРС и овец, которые могли подвергаться отбору и уча-
ствовать в адаптации к экстремальному климату, а также 
на выявление перспективных генетических вариантов/
геновкандидатов/метаболических путей для дальнейших 
исследований адаптации к холоду. Мы идентифицировали 
всего 10 генов, которые потенциально могли находиться 
под влиянием отбора одновременно у российских пород 
КРС и у овец (список Cattle_Sheep, см. Приложение 3). 
Повидимому, эти гены подвергались отбору в ходе доме-

стикации и/или при последующей селекции хозяйственно 
важных признаков, а также в ходе адаптации к холодному 
климату.

Согласно теории Д.К. Беляева, многочисленные мор
фо физиологические преобразования у домашних живот
ных вызваны дестабилизирующим отбором на отсутствие 
агрессивного поведения по отношению к человеку (Be
lyaev, 1979). Действительно, ранее нами было показано, 
что список из 1262 общих генов, которые подвергались 
отбору у российских пород КРС и овец по данным пол
но геномного генотипирования, обогащен генами, преиму

916 133

20 8

0

10

388

List_Cattle (946)

List_Mammals (416)

List_Sheep (151)

Cattle_Sheep (10)
ARFRP1, ASTN2, FRY, GLIS1, NSG1, PM20D1, RCL1, 
SPSB3, STMN3, TMEM176A

Sheep_Mammals (8)
CECR2, KIAA1671, MRPL4, PADI3, PIK3C2G, 
RERE, SLC5A1, SND1

Cattle_Mammals (20)
ADGRL1, ASPH, ATP7B, DCP1B, FAM184B, KANK2, 
LDHD, LRBA, MMP1, NCKAP5L, PPDPF, PTGIR, RGSL1, 
SERPINF1, SNIP1, SPTBN5, STIL, SWSAP1, TG, URB1

Списки генов-кандидатов, потенциально подвергавшихся отбору

Название списка  
в Приложении

Описание Число
генов

Литературный  
источник

List_Cattle 
(Приложение 1)

Гены в районах возможной селекции у четырех российских пород КРС 946 Buggiotti et al., 2021; 
Igoshin et al., 2023

List_Sheep 
(Приложение 2)

Гены в районах возможной селекции у двух российских пород овец 151 Sweet-Jones et al., 2021

Cattle_Sheep 
(Приложение 3)

Список общих генов, которые потенциально подвергались отбору  
у российских пород КРС и овец

   10 –

List_Mammals 
(Приложение 4)

Список генов, которые потенциально подвергались отбору по крайней 
мере у двух видов арктических/антарктических млекопитающих

416 Yudin et al., 2017

Cattle_Mammals 
(Приложение 5)

Список общих генов, которые потенциально подвергались отбору  
хотя бы у одной российской породы КРС, а также по крайней мере у двух 
видов арктических/антарктических млекопитающих

   20 –

Sheep_Mammals 
(Приложение 6)

Список общих генов, которые потенциально подвергались отбору  
хотя бы у одной российской породы овец, а также по крайней мере  
у двух видов арктических/антарктических млекопитающих

    8 –

Cattle_Sheep_Mammals 
(Приложение 7)

Список генов, которые потенциально подвергались отбору у российских 
пород КРС, овец, а также арктических/антарктических млекопитающих, – 
объединение списков Cattle_Sheep, Cattle_Mammals и Sheep_Mammals

   38 –

Диаграмма Венна, отражающая перекрывания между списками генов, вероятно, подвергавшихся отбору в геномах рос-
сийских пород крупного рогатого скота (List_Cattle), овец (List_Sheep) и как минимум двух видов арктических/антарктиче-
ских млекопитающих (List_Mammals).
В скобках приведено количество генов в списке. Наиболее перспективные гены-кандидаты холодовой адаптации (исходя из их 
биологической роли) выделены подчеркиванием.
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щественно экспрессирующимися в мозге (Юдин, Ларкин, 
2019). Ряд общих генов, обнаруженных в нашем иссле-
довании (см. Приложение 3), экспрессируются в нервной 
ткани и обеспечивают нормальное функционирование 
нейронов. Например, белок астротактина 2 (ASTN2) мо
дулирует синаптическую активность нейронов посред-
ством регуляции экспрессии синаптических белков в пост 
 миграционных нейронах с помощью эндоцитоза (Behe sti 
et al., 2018). Генетические варианты в гене ASTN2 ассо-
циированы с болезнью Альцгеймера (Wang et al., 2015), 
шизофренией (Autism Spectrum Disorders Working Group 
of The Psychiatric Genomics Consortium, 2017), аутизмом 
(Lionel et al., 2014) и другими психиатрическими заболева-
ниями. Ген белка, содержащего пептидазный домен М20 1 
(PM20D1), ассоциирован с болезнью Альцгеймера (San-
chezMut et al., 2018) и болезнью Паркинсона (Rudakou 
et al., 2021), а ген трансмембранного белка TMEM176A – 
с шизофренией (Kos et al., 2017).

В то же время делеция в гене ASTN2 приводит к сме-
не нормальной ориентации волосяных фолликулов у 
взрослых мышей (параллельно «от головы к хвосту») на 
противоположную (параллельно «от хвоста к голове») 
(Chang et al., 2015). У человека ген ASTN2 ассоциирован 
с уровнем триглицеридов в крови (Jiao et al., 2015) и раз-
витием ожирения (Burt et al., 2021). Следы отбора в этом 
гене были обнаружены у народностей южной Эфиопии, 
более тысячи лет проживающих в условиях высокогорья 
(Scheinfeldt et al., 2012). Интересно, что в гене ASTN2 у 
населения Южной Азии была выявлена, повидимому, 
адаптивная интрогрессия большого числа древних ал-
лелей неандертальцев (Racimo et al., 2017). Биохимиче-
ский путь PM20D1 модулирует накопление бурого жира 
и та ким образом участвует в процессе выработки тепла 
по средством несократительного термогенеза (Gao et al., 
2018). Проадипогенный фактор GLIS1 может играть кри
тическую роль в дифференцировке мезодермальных кле
ток при развитии плода и влиять на распределение жира в 
хвосте у овец (Luo et al., 2021). SNP полиморфизм в гене 
NSG1 ассоциирован с содержанием жира в молоке у коров 
голштинской породы (Lee et al., 2016).

Мы исследовали перспективные генетические варианты 
и геныкандидаты адаптации к холоду путем пересечения 
списков List_Cattle и List_Sheep со списком List_Mam mals 
из 416 генов, которые подвергались позитивному отбору 
по крайней мере у двух видов арктических/антарктиче-
ских млекопитающих (Yudin et al., 2017). При пересечении 
всех трех списков не выявлено общих генов и генети-
ческих вариантов (см. рисунок), однако мы идентифи-
цировали 20 и 8 генов (см. Приложения 5 и 6), которые 
потенциально подвергались отбору в ходе адаптации к 
климату как у двух видов арктических млекопитающих, 
так и у КРС или овец соответственно.

Так, генетические варианты в гене ASPH, который ко
дирует белок, регулирующий процесс возбуждения–со-
кращения в мышцах, у человека ассоциирован с тепло
вым ударом и злокачественной гипертермией (Endo et al., 
2022). По данным полногеномного анализа ассоциаций, 
однонуклеотидные полиморфизмы в этом гене ассоцииро-
ваны с распределением внутримышечного жира у мясного 
скота (RamayoCaldas et al., 2014). Генетические варианты 

в генах NCKAP5L (Chen et al., 2013) и SERPINF1 (Böhm 
et al., 2012) связаны с развитием ожирения у человека. 
Ген FAM184B у людей ассоциирован с композицией тела 
и профилем жирных кислот (Yuan et al., 2021). Белковый 
продукт гена PADI3 контролирует форму волос на голове 
у человека (Liu F. et al., 2018). Экспрессия мРНК гена 
белка, содержащего домен стафилококковой нуклеазы 1 
(SND1), у новозеландского палочника значительно увели-
чивается при воздействии холода (Dunning et al., 2013). 
У млекопитающих SND1 играет важную роль в регуляции 
липидного метаболизма посредством активации белка 
SREBP2 (NavarroImaz et al., 2020).

Термины генной онтологии, выявленные программой 
DAVID при анализе списка генов, которые потенциально 
подвергались отбору у российских пород КРС, овец, а так-
же арктических/антарктических млекопитающих (список 
Cattle_Sheep_Mammals), можно разделить на три группы: 
1) термины, связанные с разборкой частей клетки и бел-
ковых комплексов («разборка клеточных компонентов», 
«разборка белкового комплекса», «разборка макромоле-
кулярного комплекса» и т. д.); 2) термины, связанные с 
дезинтеграцией ДНК («гидролиз фосфодиэфирных свя зей 
нуклеиновых кислот»); 3) малоинформативные термины 
верхнего уровня иерархии, описывающие общие био-
логические процессы («биологический процесс, проис-
ходящий на уровне многоклеточного организма») (см. 
Приложение 8).

Обогащение терминами генной онтологии, связанными 
с разборкой частей клетки, белков и ДНК, может быть 
результатом естественного отбора по генам, кодирую-
щим белки цитоскелета и/или участвующим в регуляции 
программируемой клеточной гибели (апоптоза). Так, 
ис следования на впадающих в спячку млекопитающих 
показали, что их клетки отвечают на воздействие низких 
температур разборкой цитоскелета и задержкой апопто-
за (Van Breukelen, Martin, 2002). Считается, что именно 
разборка цитоскелета может быть причиной подавления 
синтеза белка в клетках млекопитающих при холодовом 
стрессе (AlFageeh, Smales, 2006). Гипотермия вызывает 
разборку микротрубочек путем активации киназы p38 
MAP в клетках сетчатки человека (Thanuja et al., 2021). 
В экспериментах in vivo и in vitro показано, что микро-
трубочки в периферических аксонах ксенопуса чувстви-
тельны к холоду и плотность их варьирует в зависимости 
от сезона года (Alvarez, Fadić, 1992). Холодовой стресс 
индуцирует апоптоз нейронов в гиппокампе мышей (Xu 
et al., 2019).

В нашем исследовании, например, с термином «раз-
борка клеточных компонентов» было ассоциировано 
семь генов (см. Приложение 8). Среди них ген SPTBN5 
кодирует один из белков семейства спектринов, которые 
являются обычными компонентами цитоскелета, связы-
ваясь с элементами клеточного каркаса и плазматиче-
ской мембраной, обеспечивая правильную локализацию 
основных мембранных белков, передачу сигнала внутрь 
клетки и другие процессы (Beijer, Züchner, 2022). Белок 
NCKAP5L, связываясь с белком CDK5RAP2, регулирует 
стабильность микротрубочек в клетках HeLa (Mori et al., 
2015). Белок статмин3, кодируемый геном STMN3, воз-
действуя на баланс сборки и разборки микротрубочек, 
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регулирует процессы быстрой перестройки цитоскелета 
в ответ на внешние факторы среды (Nair et al., 2014).  
C термином «гидролиз фосфодиэфирных связей нуклеи-
новых кислот» были ассоциированы гены RCL1, CECR2, 
SND1 и DCP1B (см. Приложение 8). Доказано, что белок 
SND1 подавляет апоптоз в клетках гепатоцеллюлярной 
карциномы посредством взаимодействия с длинной не-
кодирующей РНК UCA1 (Cui et al., 2018). Белок CECR2 
в апоптозных клетках печени человека локализован в 
районах конденсации ДНК и взаимодействует с хрома-
тинассоциированным белком TAFII30 (Liu L. et al., 2002).

Заключение
С использованием данных полногеномного секвениро-
вания нами показано, что изученные российские породы 
КРС и овец имеют не менее 10 общих генов, повидимому, 
участвующих в процессах адаптации/селекции, в том чис-
ле адаптации к холодному климату, включая гены ASTN2, 
PM20D1, TMEM176A, GLIS1. На основании пересечения 
со списком генов, подвергавшихся отбору по крайней 
мере у двух видов арктических млекопитающих, у КРС и 
овец выявлено 20 и 8 генов соответственно, которые по-
тенциально вовлечены в адаптацию к холоду. Среди них 
наиболее перспективными для дальнейших иссле дова
ний являются гены ASPH, NCKAP5L, SERPINF1 и SND1. 
Анализ генных онтологий указывает на существование 
возможных общих биохимических путей адаптации к 
холоду у домашних и диких млекопитающих, связанных 
с разборкой цитоскелета и апоптозом.
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Abstract. In this study, 371 Holstein cows from six herds and 26 Holstein bulls, which were used in these herds, were geno-
typed by the Illumina BovineSNP50 array. For runs of homozygosity (ROH) identification, consecutive and sliding runs were 
performed by the detectRUNS and Plink software. The missing calls did not significantly affect the ROH data. The mean 
number of ROH identified by consecutive runs was 95.4 ± 2.7, and that by sliding runs was 86.0 ± 2.6 in cows, while this num-
ber for Holstein bulls was lower 58.9 ± 1.9. The length of the ROH segments varied from 1 Mb to over 16 Mb, with the largest 
number of ROH having a length of 1–2 Mb. Of the 29 chromosomes, BTA 14, BTA 16, and BTA 7 were the most  covered by 
ROH. The mean coefficient of inbreeding across the herds was 0.111 ± 0.003 and 0.104 ± 0.004 based on consecutive and 
sliding runs, respectively, and 0.078 ± 0.005 for bulls based on consecutive runs. These values do not exceed those for Hol-
stein cattle in North America. The results of this study confirmed the more accurate identification of ROH by consecutive 
runs, and also that the number of allowed heterozygous SNPs may have a significant effect on ROH data.
Key words: ROH; SNP; inbreeding; cattle.
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Аннотация. В настоящем исследовании 371 корова голштинской породы из шести стад и 26 быков голштинской по-
роды, которые использовались в этих стадах, были генотипированы с помощью чипа llumina BovineSNP50. Для иден-
тификации гомозиготных последовательностей (ROH) выполнялись последовательные и скользящие сканирования 
с помощью программ detectRUNS и Plink. Пропущенные SNP генотипы не оказали существенного влияния на данные 
ROH. Среднее количество RОН, выявленное у коров при последовательных сканированиях, составило 95.4 ± 2.7, при 
скользящих сканированиях – 86.0 ± 2.6, тогда как у быков голштинской породы оно было меньше – 58.9 ± 1.9. Длина 
сегментов ROH варьировала от 1 до 16 Мб и более, при этом основное количество ROH имело длину 1–2 Мб. Из 
29 хромосом наиболее насыщены ROH оказались ВТА 14, ВТА 16 и ВТА 7. Средний коэффициент инбридинга по ста-
дам составил 0.111 ± 0.003 и 0.104 ± 0.004 на основе последовательных и сколь зящих сканирований соответственно, 
а для быков на основе последовательных сканирований – 0.078 ± 0.005. Эти значения не превышали показатели для 
голштинского скота в Северной Америке. Результаты исследования подтвердили более точную идентификацию ROH 
последовательными сканированиями, а также то, что количество разрешенных гетерозиготных SNP в ROH может 
оказывать существенное влияние на данные ROH.
Ключевые слова: ROH; SNP; инбридинг; крупный рогатый скот.
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Introduction
Inbreeding in dairy cattle is an inevitable phenomenon of 
artificial selection. Traditionally, the inbreeding coefficient 
is calculated based on ancestry (Meuwissen, Luo, 1992). 
With the advent of SNPs arrays (Matukumalli et al., 2009), it 
became possible to investigate autozygosity at a previously 
unattainable level (Peripolli et al., 2016). In fact, due to the 
runs of homozygosity (ROH) approach, animal genome 
analysis for long continuous homozygous stretches is still 
ongoing. The primary cause of auto zygosity in livestock 
measured by ROH is assumed to be inbreeding (Peripolli et 

al., 2016) or consanguineous marriage in humans (Ceballos 
et al., 2018b). For identifying ROH, software based either on 
identity by descent (IBD) GERMLINE (Gusev et al., 2009), 
or on Hidden Markov Model (HMM) Beagle (Browning S., 
Browning B., 2010) and BCFtools (Na rasimhan et al., 2016) 
has been elaborated. In addition, software based on scanning 
by SNPs window Plink (Purcell et al., 2007), overlapping slid-
ing window SNP101 (Forutan et al., 2018), or both consecu-
tive and sliding runs detectRUNS (Biscarini et al., 2018), as 
well the software based on other scripts (Howard et al., 2015; 
Kim et al., 2015), cgaTON (Zhang L. et al., 2013) have been 
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provided. The commercial software SNP & Variation Suite 
(Golden Helix SNP & Variation Suite) is also widely used.

It has been shown that software based on HMM and IBD 
is inferior to other software mentioned above (Howrigan et 
al., 2011). The main challenge facing scientists is the lack of 
consistent criteria among studies regarding a threshold value 
of each parameter analyzed to determine ROH (Peripolli et 
al., 2016). The most crucial parameters that are used in any 
software are the number of heterozygous or missing SNP calls 
allowed in ROH. There is an inconsistency between thresholds 
that should be applied in studies. Some authors disallowed any 
number of heterozygous SNPs in ROH (Ferencakovic et al., 
2011; Purfield et al., 2012; Bjelland et al., 2013; Marras et al., 
2014), others allowed one, two and more heterozygous SNPs 
depending on the length of the ROH segments (Ferenčaković 
et al., 2013; Karimi, 2013; Zavarez et al., 2015; Zhang Q. et 
al., 2015a; Mastrangelo et al., 2016; Ceballos et al., 2018a; 
Addo et al., 2019; Zinovieva et al., 2020). Anyway, M. Fe
renčaković et al. (2013) suggested that allowing a certain 
amount of genotype errors in a long ROH could minimize the 
underestimation of these segments. Although S. Mastrangelo 
et al. (2016) showed different values of the inbreeding coef-
ficient, if heterozygous genotypes were allowed.

There are relatively few studies assessing which set of  these 
parameters is optimal for detecting ROH, in order to better 
understand their effect on identified autozygosity. M. Fe  ren
čaković et al. (2013) have shown that SNP array density and 
genotyping errors introduce patterns of bias in the assessment 
of autozygosity. These authors observed that allowing hete
rozygous SNPs in ROH can lead to the merging of adjacent 
ROH segments which resulted in biased estimates of the ROH 
number. Based on simulation data, D. Howrigan et al. (2011) 
recommended disallowing existence of any heterozygous 
SNPs in ROH. Summarizing, there is currently no consensus 
on a reasonable number of heterozygous SNPs in ROH to 
avoid bias in the ROH data.

When planning this study, special attention was paid to as-
sessing the impact of allowed missing SNPs and heterozygous 
SNPs in ROH runs on the results using commonly applied 
consecutive and sliding runs. Another goal of the study was 
to evaluate the distribution of ROH in the chromosomes, 
and the effect of allowed heterozygous SNPs on inbreeding  
scores.

The following main objectives of the study were: (i) to as-
sess the number and length of ROH segments in the cows and 
bulls genome, as well as their proportion in the chromosomes, 
(ii) to calculate the inbreeding coefficient, (iii) to assess the 
data bias resulting from an allowance of missing and hetero-
zygous SNPs in ROH, (iv) to use the sliding windows and 
consecutive runs to obtain ROH data.

Materials and methods
Animal resources and SNPs genotyping. Data and genotypes 
were obtained from Committee on AgroIndustrial Complex 
of the Leningrad region. This study analyzed Holstein cows 
born from 2010 to 2013 in six herds located in the Leningrad 
region (Russia). More information on breeding our local Hol-
stein cattle can be found in the article (Kudinov et al., 2022). 

Animals for genotyping were selected by farmers with 
regard to the pedigree structure of the herd. The sampled ani

mals accounted for 8–15 % of the total number of dairy cows 
in herds. Altogether, 371 cows from six herds and 26 bulls 
from the Netherlands, North America, Germany and Canada 
used in these herds were genotyped by BovineSNP50 v. 2.0 
array (Illumina, USA). Quality control was carried out by 
Plink. (i) SNPs calls with a quality score of less than 0.7 were 
removed. (ii) Only autosomal chromosomes were considered. 
(iii) 5 % of missed SNPs and 1 % MAF were allowed, which 
resulted in 48,108 SNPs for cows and 43,441 for bulls. Total 
genotyping rate was > 0.99.

Identification of  ROH. The ROH segments were identi-
fied using detectRUNS (Biscarini et al., 2018) implemented 
in the R environment (http://www.rproject.org/index.html), 
and Plink tool (Purcell et al., 2007). The parameters applied 
to define ROH by detectRUNS for consecutive runs method 
were: (i) the minimum number of SNPs required to define 
segments as ROH, 15 and 20, (ii) the number of missing 
calls allowed in a ROH segment, 0–4, (iii) the number of 
heterozygous calls allowed in a ROH segment, 0–2, (iv) the 
minimum length of ROH segments, 250 Kb, (v) the maximum 
gap between ROH segments, 1 Mb.

For sliding window method in detectRUNS the parameters 
and thresholds were: (i) window size 15 and 20 SNPs, (ii) the 
threshold 0.05, (iii) the minimum number of SNPs required to 
define segments as ROH, 15 and 20, (iv) the number of miss-
ing calls allowed in a ROH segment, 0–4, (v) the number of 
heterozygous calls allowed in a ROH segment, 0–2, (vi) the 
minimum length of ROH, 250 Kb, (vii) the maximum gap 
between ROH segments, 1 Mb, (viii) the minimum allowed 
density of SNPs, 1 SNP per 1 Mb.

The parameters applied to define ROH by Plink were (i) the 
sliding window, 20 SNPs, (ii) the proportion of  homozygous 
overlapping windows, 0.05, (iii) the minimum number of 
SNPs in ROH, 20, (iv) the density was one SNP per 60 Kb, 
(v) the number of missing SNPs was zero, (vi) the number of 
heterozygous SNPs was zero.

Inbreeding coefficients (FROH) were calculated as the sum 
of the animal’s ROH lengths divided by the total length of the 
autosomes covered by SNPs (2508.706681 Mb).

Results
Impact of missing SNPs on ROH data. Primarily, the effect 
of missing SNPs allowed in ROH on the data was evaluated 
by consecutive and sliding runs. No impact on ROH data 
was found for either method if one to four missing SNP calls 
were allowed in ROH. Therefore, to further evaluate the ROH 
results, this value was set to zero.

Effect of heterozygous SNPs on ROH data based on con
secutive runs. To evaluate the number of ROH segments in 
the cow genome, 15 SNPs (Suppl. Material 1)1 and 20 SNPs 
(Table 1) consecutive runs were carried out. When ROH 
segments were not interrupted by heterozygous SNPs, the 
mean number of ROH was 1.9 times greater at 15 SNPs runs 
( p ≤ 0.03). In fact, the average number of ROH across the 
herds was 182.1 ± 3.4 at 15 SNPs runs compared to 95.4 ± 2.7 
at 20 SNPs runs. To avoid overestimation of the autozygous 
ROH due to short ROH segments, 20 SNPs runs were used 
further.
1 Supplementary Materials 1–4 are available in the online version of the paper: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx17.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx17.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx17.pdf
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For an adequate understanding of the results, it is necessary 
to define the term ROH further used. ROH is a contiguous 
homozygous SNP sequence uninterrupted by heterozygous 
SNPs, except for the allowed number of heterozygous SNP. 
Descriptive data statistics are given in Table 1. The mean 
number of ROH varied across herds. However, the differences 
between them are insignificant (ttest). It should be noted that 
there is considerable variation in the ROH number among the 
fourth herd cows. This result was due to a large number of 
ROH in one cow (757 ROH segment). The exclusion of this 
cow resulted in the mean ROH of 85.9 ± 2.1 in the fourth herd. 
However, this did not lead to significant differences between 
the herds (ttest). The effect of allowed heterozygous SNPs 
on the number and length of the ROH segments was assessed 
when their values ranged from 0 to 2. Initially, the average 
number of ROH increased more than 1.6fold from 95.4 ± 2.7 
to 151.3 ± 2.7 when one heterozygous SNP in ROH was al-

lowed (see Table 1). Then the mean increased to 249.6 ± 2.6 
with an increase in the number of allowed heterozygous SNPs 
in ROH to two. Thus, the allowance of heterozygous SNPs 
leads to a significant ( p ≤ 0.02) increase in the number of ROH.

The length of the ROH segments has been classified into 
five categories (1–2 Mb, 2–4, 4–8, 8–16, and >16 Mb). The 
most abundant in the number of ROH was the 1–2 Mb class 
(Suppl. Material 2). The largest proportion of the ROH num ber 
had the same class, up to two allowed heterozygous SNPs. 
A particularly noticeable increase in the number of ROH in 
this class occurred with the use of 15 SNP runs (see Suppl. 
Material 2). These data indicate the presence in the genome 
of cows of a large number of short (less than 1 Mb) ROH 
segments, which are more effectively detected when scanning 
for 15 SNPs.

ROH identification based on sliding runs. As for 15 SNPs 
and 20 SNPs, the sliding runs were used (Table 2). Interest-

Table 1. Estimated mean ROH number (± SE) in the herds based on 20 SNPs consecutive runs (detectRUNS)

ROH number Herd

1 2 3 4 5 6 Mean

Zero heterozygous SNPs in ROH

The mean number of ROH 99.6 ± 6.5 90.5 ± 1.0 91.5 ± 1.4 100.4 ± 14.7 93.0 ± 1.3 91.4 ± 1.5 95.4 ± 2.7

Maximum 360 112 148 757 111 125

Minimum 2 66 65 48 75 73

One heterozygous SNP in ROH

The mean number of ROH 161.9 ± 10.2 145.4 ± 1.3 146.5 ± 1.6 155.8 ± 12.1 149.2 ± 1.5 148.8 ± 1.6 151.3 ± 2.7

Maximum 565 179 195 692 175 174

Minimum 7 117 109 82 125 126

Two heterozygous SNPs in ROH

The mean number of ROH 262.2 ± 13.1 243.1 ± 1.6 244.7 ± 1.8 253.7 ± 7.4 245.5 ± 1.0 248.2 ± 1.8 249.6 ± 2.6

Maximum 761 277 281 564 270 283

Minimum 21 211 215 145 214 207

Table 2. Estimated mean ROH number (± SE) across the herds based on sliding runs (detectRUNS)

ROH number Herd

1 2 3 4 5 6 Mean

Zero heterozygous SNPs in ROH (20 SNPs sliding runs)

The mean number of ROH 91 ± 6 82 ± 1 83 ± 1 92 ± 1 85 ± 1 83 ± 1 86.0 ± 2.6

Maximum 336 194 138 731 106 111

Minimum 1 62 59 44 67 64

One heterozygous SNP in ROH (20 SNPs sliding runs)

The mean number of ROH 1579 ± 9 142 ± 1 143 ± 1 146 ± 5 147 ± 1 145 ± 1 146.7 ± 1.7

Maximum 513 174 175 335 175 169

Minimum 5 117 114 82 118 120

Two heterozygous SNPs in ROH (20 SNPs sliding runs)

The mean number of ROH 268 ± 10 255 ± 1 254 ± 2 256 ± 4 255 ± 2 257 ± 2 257.5 ± 1.9

Maximum 631 284 287 294 285 288

Minimum 21 225 220 109 237 222

Zero heterozygous SNPs (15 SNPs sliding runs)

The mean number of ROH 190.7 ± 11.2 175.5 ± 1.5 178.2 ± 1.7 191.6 ± 16.7 178.6 ± 1.7 179.8 ± 2.0 182.1 ± 3.4

Maximum 635 207 243 934 214 217

Minimum 12 143 150 105 151 147
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ingly, the data for 15 SNPs runs identified by both consecutive 
and sliding runs were largely the same (see Suppl. Material 1 
vs. Table 2 (15 SNPs)), while for 20 SNPs consecutive and 
20 SNPs sliding runs, the data differ somewhat, but insigni-
ficantly (ttest) (see Tables 1 and 2). To obtain a comparable 
result with consecutive runs, 20 SNPs window was used 
further. Descriptive statistic for 20 SNPs sliding data is given 
in Table 2. The mean number of ROH between herds was 
insignificant (ttest). But, similar to consecutive runs after 
exclusion of the most deviated cow (it included 731 ROH 
segments) among the fourth herd, the mean number of ROH 
became 77.6 ± 2.0. However, this value still did not signifi-
cantly differ from those for other herds (ttest). The average 
number of ROH increased by 1.7 times, from 86.0 ± 2.6 to 
146.7 ± 1.7, when one heterozygous SNP was allowed in ROH, 
then by 3 times when two heterozygous SNPs were allowed. 
The observed increase in the number of ROH was significant 
p ≤ 0.02 (ttest).

The length of the ROH segments for sliding runs has been 
classified into the same five categories (1–2, 2–4, 4–8, 8–16, 
and >16 Mb) as it has been carried out for consecutive runs 
(Suppl. Material 3). The most numerous in the number of 
ROH has occurred in the same class of 1–2 Mb, in which 
a considerable increase in ROH segments was observed with 
an increase in the number of allowed heterozygous SNPs in 
ROH. This indicates the proximity of numerous ROH seg-
ments shorter than 1 Mb in the cow genome. 

ROH identification based on Plink. Plink software is 
widely used in ROH studies. Therefore, it is necessary to 
compare the data obtained by Plink and detectRUNS. The 
mean number of ROH obtained with Plink was 74.9 ± 1.9 
and this value was no different from the value calculated by 
detectRUNS based on sliding runs 86.0 ± 2.6 (ttest). The 
fact that Plink identified fewer ROH segments mainly in the 
1–2 Mb class than detectRUNS detected (see Suppl. Mate
rials 2 and 3) indicates Plink’s lesser ability to identify short 
segments less than 1 Mb. Thus, the data obtained for the 
shortest ROH length class can be highly dependent on the 
software and parameters used.

Comparative analysis of consecutive and sliding runs. 
Comparative analysis of the consecutive and sliding data 
led to the following conclusions. When heterozygous SNPs 
were disallowed, the consecutive runs showed a slightly 
bigger mean number of ROH than sliding runs (94.4 ± 2.7 
vs. 86.0 ± 2.6) and even bigger for sliding windows (Plink) 

74.9 ± 1.9, but the difference between them was insignificant 
(ttest). The fewer SNPs were used in consecutive runs, the 
more 1–2 Mb ROH segments there were (Table 3). Summariz-
ing the comparative analysis of the applied methods, one can 
come to the conclusion that there are some differences in the 
results obtained by these methods.

Distribution of ROH in the cow chromosomes. To 
evaluate the chromosomes with the largest number of ROH 
segments taking into account their length, the following calcu-
lation was carried out. For each chromosome, the proportion 
of ROH in it was divided by the share of its size in the cattle 
genome. The rank chromosome calculation is shown in Suppl. 
Material 4. For both runs, the list of chromosomes ranked in 
this way is shown in Table 3. Out of 29 chromosomes, the 
top chromosomes covered with ROH were BTA 14, BTA 16 
and BTA 7, not BTA 1 (seventh position in the list), BTA 2 
(20th position in the list) and BTA 3 (16th position in the 
list). Thus, the number of ROH in the chromosomes was not 
proportional to their length. Spearman’s correlation between 
consecutive and sliding runs data in Table 3 was r = 1.0 
( p ≤ 2.0E–07). Whether this fact is a result of drift or/and 
selection requires further study.

Inbreeding. To assess the level of inbreeding in the herds, 
the mean inbreeding coefficient was calculated across all herds 
(Tables 4 and 5). When heterozygous SNPs were disallowed, 
the mean inbreeding coefficients across the herds amounted 
to 0.111 ± 0.003 and 0.104 ± 0.004 for consecutive and slid-
ing runs, respectively, and the difference between them was 
insignificant (ttest). The mean inbreeding coefficient esti-
mated by Plink was 0.105 ± 0.004, which is consistent with 
those for sliding runs. A greater variability in inbreeding 
occurred for the fourth herd. This result is mainly associated 
with a highly inbred cow in this herd. Exclusion of this cow 
results in the average inbreeding coefficient of 0.096 ± 0.005 
and 0.089 ± 0.005 for consecutive and sliding runs. It should 
be noted that in this herd the cows were inseminated only from 
the Netherlands bulls, while in other herds the bulls’ semen 
from North America, Germany, Canada, and the Netherlands 
was used. The proportion of the bulls from these countries 
used in the herds was published in the article (Smaragdov et 
al., 2018). After excluding the highly inbred cow, the average 
inbreeding coefficient in the fourth herd decreased compared 
to other herds. This result indicates the correct selection of the 
bulls even if their semen was imported from the same coun try. 
The fourth herd deviated significantly from the other herds 

Table 3. Rank of the cows chromosomes by their ROH coverage

BTA* 14 16 7 26 8 13 1 17 4 20 19 6 22 21 24

Consecutive runs** 1.329 1.292 1.236 1.191 1.187 1.119 1.116 1.054 1.048 1.024 1.020 1.011 0.980 0.961 0.960

Sliding runs 1.388 1.295 1.218 1.170 1.169 1.161 1.086 1.050 1.030 0.980 1.010 0.999 1.011 0.965 0.955

BTA 3 11 10 12 2 5 9 25 29 23 15 18 27 28

Consecutive runs 0.955 0.923 0.916 0.914 0.914 0.911 0.896 0.876 0.844 0.806 0.789 0.758 0.749 0.676

Sliding runs 0.963 0.909 0.931 0.918 0.898 0.911 0.902 0.920 0.865 0.851 0.800 0.743 0.774 0.680

  * Bos taurus autosome.
** The rank values were ranged from maximum to minimum only for consecutive runs.
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when variability was measured by the Wright’s fixation index 
or PCA (Smaragdov, Kudinov, 2020). When one heterozygous 
SNP was allowed in ROH, then the mean inbreeding coef-
ficient across all herds was 0.145 ± 0.003 and 0.148 ± 0.003 
based on consecutive and sliding runs. Thus, the allowance 
of even one heterozygous SNP resulted in an increase in the 
inbreeding coefficient ( p ≤ 0.06). Therefore, to assess inbreed-
ing in the herds, heterozygous SNPs should be disallowed in 
ROH due to sizable bias.

Confirmation of results obtained on cows with data on 
bulls. To validate the results obtained on the cows, the bulls 
that have been used two generations ago in the same herds 
were analyzed for ROH. The mean number of the ROH seg-
ments for the bulls, 58.9 ± 1.9, turned out to be significantly 
less than for the cows, 95.4 ± 2.7 ( p ≤ 0.05) (Tables 1 and 6). 
The mean inbreeding coefficient for the bulls was 0.078 ± 0.005 
and did not differ significantly from the cows (ttest). The coef-
ficient of inbreeding did not significantly increase when one 
heterozygous SNP was allowed (ttest) (Table 7).

Table 4. Estimated average inbreeding coefficient (± SE) in the herds based on 20 SNPs consecutive runs (detectRUNS)

Parameter Herd

1 2 3 4 5 6 Mean

Zero heterozygous SNPs in ROH

Inbreeding coefficient 0.117 ± 0.004 0.112 ± 0.002 0.105 ± 0.002 0.111 ± 0.016 0.116 ± 0.003 0.105 ± 0.003 0.111 ± 0.003

Maximum 0.227 0.153 0.160 0.779 0.166 0.158

Minimum 0.0006 0.060 0.068 0.047 0.075 0.071

One heterozygous SNP in ROH

Inbreeding coefficient 0.153 ± 0.006 0.143 ± 0.002 0.143 ± 0.002 0.147 ± 0.018 0.147 ± 0.002 0.137 ± 0.003 0.145 ± 0.003

Maximum 0.367 0.184 0.184 0.908 0.191 0.192

Minimum 0.003 0.091 0.091 0.072 0.104 0.102

Two heterozygous SNPs in ROH

Inbreeding coefficient 0.208 ± 0.008 0.195 ± 0.002 0.189 ± 0.002 0.198 ± 0.017 0.199 ± 0.002 0.190 ± 0.003 0.196 ± 0.003

Maximum 0.511 0.235 0.229 0.948 0.240 0.246

Minimum 0.010 0.139 0.148 0.102 0.158 0.155

Table 5. Estimated average inbreeding coefficient (± SE) in herds based on 20 SNPs sliding runs (detectRUNS)

Parameter Herd

1 2 3 4 5 6 Mean

Zero heterozygous SNPs in ROH

Inbreeding coefficient 0.110 ± 0.004 0.105 ± 0.002 0.098 ± 0.002 0.103 ± 0.015 0.109 ± 0.003 0.098 ± 0.003 0.104 ± 0.004

Maximum 0.204 0.146 0.153 0.739 0.158 0.151

Minimum 0.0003 0.055 0.063 0.040 0.070 0.065

One heterozygous SNP in ROH

Inbreeding coefficient 0.154 ± 0.007 0.143 ± 0.002 0.137 ± 0.002 0.146 ± 0.018 0.148 ± 0.002 0.138 ± 0.003 0.148 ± 0.003

Maximum 0.392 0.186 0.184 0.938 0.254 0.194

Minimum 0.002 0.092 0.094 0.070 0.173 0.104

Two heterozygous SNPs in ROH

Inbreeding coefficient 0.227 ± 0.010 0.213 ± 0.002 0.207 ± 0.002 0.217 ± 0.018 0.217 ± 0.002 0.208 ± 0.003 0.215 ± 0.015

Maximum 0.583 0.254 0.244 0.980 0.254 0.257

Minimum 0.010 0.157 0.167 0.108 0.173 0.173

Table 6. Estimated mean ROH number (± SE) on bulls  
based on 20 SNPs consecutive runs (detectRUNS)

ROH number N*

0 1 2

The mean number of ROH 58.9 ± 1.9 93.6 ± 1.7 153.5 ± 1.8

Maximum 85 112 172

Minimum 44 79 128

* The number of allowed heterozygous SNPs in ROH.

Table 7. Estimated inbreeding coefficient (± SE) on bulls  
based on 20 SNPs consecutive runs (detectRUNS)

N* 0 1 2

Inbreeding coefficient 0.078 ± 0.005 0.098 ± 0.005 0.133 ± 0.004

* The number of allowed heterozygous SNPs in ROH.
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Discussion
Over the past decade, the runs of  homozygosity approach has 
been widely used both in humans (Ceballos et al., 2018b) and 
farm animals (Peripolli et al., 2016). A distinctive feature of 
ROH studies is the variety of software and threshold criteria 
used in them. The most widely applied software tools for iden-
tifying ROH segments are either sliding window or consecu-
tive runs. We preferred detectRUNS, where both approaches 
have been implemented (Biscarini et al., 2018).

The consecutive runs resulted in the average number of 
ROH 94.4 ± 2.7, while sliding runs, 86.0 ± 2.6. These values 
for North American (Forutan et al., 2018), Italian (Marras et 
al., 2014), European Holstein (Zinovieva et al., 2020), and 
Po lish Holstein BlackandWhite variety (Szmatoła et al., 
2019) are 82.3 ± 9.8 (SD), 81.7 ± 9.7 (SD), 74.6 ± 2.3 (SE), and 
53.3 ± 7.3 (SD) respectively. The first three values do not differ 
significantly from ours, while the value for Polish cattle differs 
considerably. It should be noted that the allowance of even one 
heterozygous SNP in ROH significantly increases the number 
of ROH by 55.9 and 60.7 points for consecutive and sliding 
runs, respectively (see Tables 1 and 2). A limited number of 
studies have analyzed the effect of allowed heterozygous 
SNPs on ROH data. D. Howrigan et al. (2011) recommended 
disallowing the use of any heterozygous SNPs in ROH, while 
M. Ferenčaković et al. (2013) suggested that the number of 
allowed heterozygous SNPs should be determined separately 
for each ROH length of interest and for each SNPs density. 
Moreover, the allowance of  heterozygous SNPs in ROH leads 
to a sizable bias in the inbreeding coefficient (Mastrangelo et 
al., 2016). My results confirm this conclusion. 

The relative frequency of the ROH number in different 
length classes obtained from the cows data for consecu-
tive runs were 61.4 % (1–2 Mb), 19.8 % (2–4 Mb), 11.3 % 
(4–8 Mb), 5.5 % (8–16 Mb) and 1.9 % (longer than 16 Mb), 
while for sliding runs these values were 60, 19.8, 12.1, 5.8, and 
2.1 %. Thus, the largest number of ROH was identified in the 
shortest 1–2 Mb class. Plinkrunning of the cows genome re-
vealed the following ROH frequencies in five categories 52 % 
(1–2 Mb), 25 % (2–4 Mb), 14 % (4–8 Mb), 7 % (8–16 Mb) 
and 2.5 % (longer than 16 Mb), the distribution of which is 
slightly different from those defined by detectRUNS. For 
North American Holstein animals, these values were 43.5, 
23.9, 17.7, 10.5, and 4.7 % (Forutan et al., 2018). The cor-
responding values for Italian Holstein bulls were 56.9, 20.8, 
11.9, 7.2, and 3.7 % (Marras et al., 2014) and Polish Holstein, 
23, 19, 9.8, 4.4, and 1.3 % (Szmatoła et al., 2019). Thus, when 
we used detectRUNS to scan the genome of our local Holstein 
cows, we obtained an abundant number of short ROH as a 
result of haplotypes reflecting the ancient relationship within 
breeding animals. But, when we used Plink, the values were 
similar to the American and Italian data. It should be noted 
that the authors of the article (Szmatoła et al., 2019) used the 
cgaTOH software and their data differ considerably from other 
data. Whether this result was due to the cgaTOH software 
(minimal number of 30 consecutive homozygous SNPs in 
ROH) or/and selection requires further analysis. Estimation 
of the true number of short ROH is important, since 0.1–3 Mb 
ROH segments have the more number of deleterious variants 
than segments longer than 3 Mb (Zhang Q. et al., 2015b). For 
evaluation of the genomic estimated breeding value (GEBV), 

short ROH is essential for genomic construction of  ROH-
based relationship matrix (GROH) (Luan et al., 2014).

According to my data, the largest number of  ROH falls into 
the 1–2 Mb class. As the number of allowed heterozygous 
SNPs in ROH increases, the number of ROH segments in the 
shortest 1–2 Mb class increases as well (see Suppl. Materials 2 
and 3). This fact indicates a close location of a large number 
of short, less than 1 Mb, ROH segments.

The same conclusion was reached in a study of ten se-
quenced (WGS) breeds of cattle (Mulim et al., 2022). Then, 
the results of the animals ROH genome scanning can sub-
stantially depend not only on the selection but also on the 
genotyping method and the software used to identify short 
ROH segments. This fact should be taken into account in the 
comparative analysis of the ROH data.

Estimated by detectRUNS, the mean inbreeding coefficient 
for six herds was 0.111 ± 0.003 and 0.104 ± 0.004 for consecu-
tive and sliding runs, respectively, and for bulls, 0.078 ± 0.005 
for consecutive runs. It was equal to 0.105 ± 0.004 based on 
the sliding window runs evaluated by Plink. It should be noted 
that cows from six herds did not differ in the mean inbreeding 
coefficient (see Tables 4 and 5), while according to Principal 
Components Analysis, the fourth herd differed significantly 
from all other herds (Smaragdov, Kudinov, 2020). Therefore, 
this difference is not due to inbreeding.

The accurate knowledge of inbreeding in the herds that 
occurred several decades in the past is necessary both for 
calculating the inbreeding trend and for evaluating selection 
strategies. To solve this problem, highdensity arrays or whole 
genome sequencing (WGS) should be used. Comparison of 
50k and HD panels provides evidence that the data from the 
50k panel lead to imprecise determination of short ROH seg-
ments (Ferenčaković et al., 2013). However, it has been shown 
that ROH detection based on highdensity or 50k array data 
might give the estimates of current inbreeding most similar to 
ROH values obtained from the sequence data (Zhang Q. et al., 
2015a). M. Bhati et al. (2020) provided comprehensive WGS 
data for Braunvich cattle. Mediumsized ROH (0.1–2 Mb) 
were the most frequent class (50.46 %) and made the largest 
contribution (75 %) to total genomic inbreeding, while short, 
50–100 Kb, ROH occurred almost as frequently (49.17 %) as 
mediumsized ROH, they contributed only 19.52 % to total 
genomic inbreeding. These findings provide an accurate esti-
mate of short ROH in the cattle genome and their contribution 
to total inbreeding. The average FROH estimated from the WGS 
data was 0.14 in Braunvich cattle. This value is less than WGS 
FROH in Holstein, 0.18 (Bhati et al., 2020). Summarizing, the 
50k panel cannot accurately capture ancient inbreeding that 
occurred a few decades in the past. The inbreeding coefficient 
of American Holstein measured with ROH in 2011 was 0.12 
and after applying genomic selection, it increased to 0.15 
in 2018 (Forutan et al., 2018). For European (Zinovieva et 
al., 2020), Italian (Marras et al., 2014), and Polish Holstein 
(Szma toła et al., 2019), these values were 0.108 ± 0.006 (SE), 
0.116 ± 0.001 (SE), and 0.118 ± 0.027 (SD), respectively. It is 
important to note that in the above studies, ROH data were 
based on the 50k array; thereby, ROH segments not shorter 
than 1 Mb were identified. Once again, we have to admit that, 
according to our data, an increase in the number of mostly 
short ROHs (1–2 Mb) by 395 points identified during consecu-
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tive runs compared to sliding runs (Suppl. Materials 2 and 3) 
leads to only a slight increase in the inbreeding coefficient 
(Tables 4 and 5).

It can be assumed that there should be an event horizon for 
a herd or population, beyond which it is impossible to obtain 
valid information about inbreeding events in history of their 
breeding. I hypothesize that in our local population, a reduced 
effective population size, ongoing admixture and inbreeding 
throughout its history, accompanied by recombination, should 
lead to the largest number of short ROH less than 1 Mb in 
the herds currently studied. These short ROH can be consi
dered as ancient ROH segments formed by some population 
events, such as drift, bottleneck, and inbreeding that occurred 
many decades ago. The bottleneck in our local herds has not 
previously been proven by Principal Component Analysis 
(Smaragdov, Kudinov, 2020). An accurate interpretation of 
these short ROH can be troublesome without knowledge of 
the herd management history. In addition, it is very important 
to know the true number of short ROHs in the analyzed ani-
mals resulting from inbreeding (see abovemen tioned WGS 
data). Thus, the event horizon can depend on both pedigree 
information, ROH length profile (SNPs array or WGS used) 
as well as on the algorithmdefined approach to ROH identi-
fication. However, ROH segments shorter than 500 Kb can be 
considered to be beyond the event horizon due to strong LD 
and inconsistency with autozygosity. The short ROH characte
rized by strong LD among markers are not always considered 
autozygous, but nevertheless they may have formed due to 
mating with distantly related animals (McKay et al., 2007). 
Summarizing, it should be assumed that inbreeding data can 
be only relatively correct based on ROH larger than 1 Mb (no 
more than 50 generation back).

A number of studies have noted an uneven distribution of 
ROH in the bovine genome, e. g. (Ferencakovic et al., 2011; 
Sölkner et al., 2014; Howard et al., 2015). Giving the number 
of ROH in the chromosomes, we calculated their rank tak-
ing into account the proportion of chromosome length in the 
genome of the cattle (see Table 3). Out of 29 chromosomes, 
the most covered with ROH segments were BTA 14, BTA 16 
and BTA 7 for both approaches used. D. Purfield et al. (2012) 
noticed that among the breeds studied, BTA 14 and BTA 16 
had the highest degree of ROH segments overlap. The regions 
of the genome with the highest frequency of occurrence of 
ROH in the genome of the studied animals were called “ROH 
islands” (Nothnagel et al., 2010; Pemberton et al., 2012). The 
ROH islands on BTA 14 and BTA 16 were identified among 
Polish HolsteinFriesian animals (Szmatoła et al., 2019). 
In Holstein cows in our study, ROH islands were localized 
in BTA 7 and BTA 14 (unpublished results). In American 
Holstein, ROH distribution was more variable among the 
genomes of the selected animals, compared to a relatively 
even ROH distribution in unselected animals (Kim et al., 
2013). Regions with a high proportion of ROH for American 
and New Zealand Jersey cows and bulls were revealed on 
BTA 3 and BTA 7 (Howard et al., 2015). On BTA 14 and 
BTA 16, one strongest ROH region was found common for 
Kholmogor and Holstein breeds and one region common for 
Yaroslavl and Holstein breeds (Zinovieva et al., 2020). Ex-
tremely non-uniform ROH patterns among bovine populations 
of Angus, Brown Swiss, and Fleckvieh breeds were mainly 

located on BTA 6, BTA 7, BTA 16, and BTA 21 (Sölkner et  
al., 2014). The highest number of ROH islands among all 
Neilore breed lineages was found on BTA 7 (Peripolli et al., 
2018a). In addition, an enrichment of genes affecting traits of 
interest for dairy breeds was shown on BTA 14 in dairy Gyr 
breed (Bos indicus) (Peripolli et al., 2018b). D. Goszczynski 
et al. (2018) analyzed ROH >16 Mb (three generations from 
a common ancestor) in highly inbred Retinta bulls. Among 
other chromosomes, the highest occurrence of ROH was found 
on BTA 7. Summarizing the above studies, it can be suggested 
that BTA 7 is outstanding regarding ROH islands occurrence 
in the cattle genome but in general there is no overall direct 
relationship between the proportion of ROH segments in the 
chromosomes and ROH islands identified there.

As discussed above, the number of identified short ROH is 
highly dependent on the software used and also on the geno-
typing method. Moreover, it can be suggested that consecutive 
runs more accurately identified the ROH pattern in the cow 
genome. However, both methods coincide in assessing the 
distribution of ROH segments on chromosomes (see Table 3). 
Taking the findings together, it should be assumed that uneven 
distribution of ROH segments in the cow genome is a result 
of different inbreeding events that have occurred in their  
history.

Conclusion
Analysis of ROH data showed that consecutive runs most 
accurately identified ROH in the cattle genome. It has been 
shown that missing SNPs did not have a noticeable effect on 
the number of ROH, while an allowance of even one hetero-
zygous SNP in the ROH segments had a significant effect. 
Therefore, care should be taken to allow any heterozygous 
SNPs in the ROH. The average number of ROH across herds 
was 95.4 ± 2.7 and their length varied from 1 Mb to more than 
16 Mb. The class with the length of 1–2 Mb was the most nu-
merous in the number of ROH. This confirms the long history 
of inbreeding in herds for many decades in the past. Moreover, 
the number of ROH in the chromosomes does not depend on 
their length. ROH segments mainly cover BTA 14, BTA 16, 
and BTA 7. The average inbreeding coefficient for our local 
Holstein herds was 0.111 ± 0.003, which is not much different 
from the Holstein cattle inbreeding coefficient worldwide. 
This value indicates competent management of the studied 
herds. In addition, the inbreeding coefficient obtained on cows 
is consistent with the inbreeding coefficient of 0.078 ± 0.005 
calculated in our study for Holstein bulls from other countries. 
These bulls have been used in breeding our local Holstein 
cattle two generations ago.
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Abstract. Sexual selection is considered as one of the leading factors of evolutionary development. In the conditions 
of incessant competition, specialized methods of attracting individuals of the opposite sex as well as criteria for assess-
ing the quality of a sexual partner have been formed. In order for animals to rely on signaling from sexual partners, the 
signal must reflect the morpho-physiological status of animals. A high reproductive efficiency of male mice is a good 
advantage for mate selection and thus must be somehow demonstrated to potential mates. The aim of our study was 
to find out if male mice could demonstrate their reproductive efficiency through urine volatile organic compounds. 
The experiment implies cohabiting one male with two mature females for 6 days. The reproductive success of the male 
was assessed by the presence or absence of pregnant females. At the same time, naive females, who did not participate 
in reproduction, assessed the urine of the successful males as more attractive, which was expressed in shorter  Latency 
time of sniffs in the Olfactory test. Using a rapid headspace GC/MS analysis, we have found volatile organic compounds 
(VOCs) in male urine that correlated with female behavior. It turned out that these substances are derivatives of mouse 
pheromone 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone. The amplitude of peaks corresponding to this pheromone correlated 
with the testosterone level in blood and the weight of preputial glands. The amplitude of peaks increased in males 
after mating with whom the females turned out to be pregnant. It is important to note that body weight, weight of 
testes, weight of seminal vesicles, weight of preputial glands, and plasma testosterone level alone are not reliable 
indicators of male reproductive success. Thus, the content of the pheromone 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone in the 
urine of males can serve as a good predictor of the quality of the male as a sexual partner for female CD-1 mice.
Key words: chemical signals; dihydrofuran; GC/MS; 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone; mating preference; olfactory 
preference; reproductive success.
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Самки мышей CD-1 распознают репродуктивно успешных 
самцов по летучим органическим соединениям их мочи
А.С. Хоцкина1 , Е.Л. Завьялов1, Е.П. Шнайдер1, Л.А. Герлинская1, С.О. Масленникова1, Д.В. Петровский1,  
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Аннотация. Половой отбор рассматривается в качестве одного из ведущих факторов эволюционного разви-
тия. В условиях постоянной конкуренции сформировались специализированные способы привлечения особей 
противоположного пола, а также критерии оценки качества полового партнера. Самцы, способные оставить 
наибольшее количество потомков, должны быть более привлекательными половыми партнерами, что требует 
от них каким-либо образом демонстрировать самкам свои преимущества. При этом ключевое условие для реа-
лизации такого отбора – это способность сигнала достоверно отражать информацию о физиологическом со-
стоянии организма особи. У мышей одним из ведущих каналов передачи информации являются хемосигналы. 
Целью нашего исследования было выяснить, могут ли самцы мышей демонстрировать самкам свою репродук-
тивную эффективность через летучие органические соединения мочи. В ходе эксперимента самцу подсаживали 
двух половозрелых самок на шесть дней для размножения. Репродуктивный успех самца оценивали по нали-
чию или отсутствию потомства. В то же время половозрелые самки, ранее не участвовавшие в размножении, 
оценивали мочу этих самцов. Оказалось, что более привлекательной была моча самцов, способных оставить 
потомство. Это выражалось в более коротком латентном времени обнюхивания самкой мочи самца в ольфак-

© Khotskina A.S., Zavjalov E.L., Shnayder E.P., Gerlinskaya L.A., Maslennikova S.O., Petrovskii D.V., Baldin M.N., Makas A.L.,  
    Gruznov V.M., Troshkov M.L., Moshkin M.P., 2023

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 License

ГЕНЕТИКА ЖИВОТНЫХ
Оригинальное исследование / Original article
 

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2023;27(5):480-487
DOI 10.18699/VJGB-23-58



Самки мышей CD-1 распознают репродуктивно успешных 
самцов по летучим органическим соединениям их мочи

А.С. Хоцкина, Е.Л. Завьялов, Е.П. Шнайдер … 
В.М. Грузнов, М.Л. Трошков, М.П. Мошкин

2023
27 • 5

481ГЕНЕТИКА ЖИВОТНЫХ / ANIMAL GENETICS

© Khotskina A.S., Zavjalov E.L., Shnayder E.P., Gerlinskaya L.A., Maslennikova S.O., Petrovskii D.V., Baldin M.N., Makas A.L.,  
    Gruznov V.M., Troshkov M.L., Moshkin M.P., 2023

торном тесте. При помощи газовой хроматографии в моче самцов были обнаружены летучие органические 
соединения, которые коррелировали с поведением самок. Масс-спектрометрический анализ образцов мочи 
показал, что эти соединения являются производными феромона мышей 6-гидрокси-6-метил-3-гептанона. Ам-
плитуда пиков, соответствующих данному феромону, коррелировала с уровнем тестостерона в крови и мас-
сой препуциальных желез и была выше у самцов с фертильными покрытиями. Важно отметить, что ключевые 
морфофизиологические показатели, такие как масса тела, масса семенников, препуциальных желез, семенных 
пузырьков, а также уровень тестостерона в плазме крови самцов, не отражали их способность оставить потом-
ство. Таким образом, содержание феромона 6-гидрокси-6-метил-3-гептанона в моче самцов CD-1 может слу-
жить хорошим критерием их репродуктивной эффективности.
Ключевые слова: хемосигналы; дигидрофуран; ГХ/МС; 6-гидрокси-6-метил-3-гептанон; половое предпочтение; 
ольфакторное предпочтение; репродуктивный успех.

Introduction
Animal olfactory cues contain a vast amount of information 
that plays an important role in their life and population pro-
cesses. The odors play a special role in the relations between 
the sexes and ensure the process of mating (Brennan, Zufall, 
2006; Arakawa et al., 2008). Most often, the rodents use uri-
nary tags for information transfer (Hurst, Beynon, 2004). Urine 
could be considered as the body fluid with the highest capa-
bility to “yield” different volatile organic compounds (VOC) 
that could be used in chemocommunication (Novotny et al., 
1999b). The complexity of mouse urine volatile profile has 
been described in a number of publications (Novotny et al., 
2007; Schaefer et al., 2010). Through GC/MS analysis, more 
than two hundred VOCs were found on the chromatographic 
profiles of mouse urine, and for nearly half of them chemical 
structure was identified (Schwende et al., 1986; Jemiolo et al., 
1987; Röck et al., 2007; Zhang et al., 2007; Schaefer et al., 
2010; Liu et al., 2017). Several substances were described as 
unique mouse urine constituents, which are not present in urine 
of any other species – the mouse pheromones (Novotny et al., 
2007). The biological activity of their majority has already 
been studied (Novotny et al., 1985, 1990, 1999b; Jemiolo et al., 
1986). The role of other urinary volatile metabolites has been 
studied less than that of pheromones but they are also involved 
in the process of chemocommunication. Urinary metabolites 
form an odor background, which reflects individual features 
such as diet, stress level, genotype and others (Zhang et al., 
2007; Schaefer et al., 2010).

Most known male pheromones, such as: 2-sec-butyl-4,5-
di hydrothiazole and 3,4-dihydro-exo-brevicomine (Jemiolo et 
al., 1985), 1-hexadecanol and 1-hexadecanol acetate (Zhang et 
al., 2007), α- and β-farnesene (Jemiolo et al., 1991), MTMT 
(Lin et al., 2005), and darcin (Liu et al., 2017) are highly at-
tractive for female mice. A lot of male pheromones, such as: 
2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazole, 3,4-dihydro-exo-brevico-
mine, α- and β-farnesene, 6-hydroxi-6-methyl-3-heptanone 
(Novotny et al., 1999a), and 2-isopropyl-4,5-dihydrothiazole 
have a stimulating effect on puberty in females (Osada et al., 
2008). Wherein some of them: 2-sec-butyl-4,5-dihydrothia-
zole, 3,4-dihydro-exo-brevicomine (Jemiolo et al., 1986), 
α- and β-farnesene (Ma et al., 1999) can stimulate the estrus 
synchronization in female population (Whitten et al., 1968). 
Now it is known as Whitten effect. Beside this, all above-
men tioned pheromones induce the estrus cycle (Jemiolo et 
al., 1986; Ma et al., 1999).

Moreover, it was shown that the females of mice, rats, 
and voles could discriminate males. For examples, only by 
the scent of urine females can discriminate the genotype of 

males (Penn, Potts, 1998; Roberts, Gosling, 2003; Ilmonen 
et al., 2009; Manser et al., 2015), their maturity (Osada et al., 
2003, 2008), hierarchy status (Drickamer, 1992; Veyrac et al., 
2011), parasite load (Kavaliers, Colwell, 1995; Willis, Poulin, 
2000), immunocompetence (Zala et al., 2004; Gerlinskaya et 
al., 2012), and infection status (Moshkin et al., 2001, 2002; 
Zala et al., 2015).

Now it is known that the free choice of a partner ensures the 
birth of the most viable offspring. In experiments on various 
species of animals it was shown that the survival rate from the 
moment of  birth till reaching sexual maturity is significantly 
higher in individuals born when mating occurs in accordance 
with the free behavioral choice of a partner, compared to that 
when crossing contrary to choice (Drickamer et al., 2000; 
Gowaty et al., 2007; Nelson et al., 2013; Raveh et al., 2014). 
However, this result was obtained in experiments where 
females had direct contact with a partner by hearing, seeing 
and sniffing them. In these experiments wild-caught animals 
or their outbred offspring were used. To explain the posi-
tive effect of sexual choice, the hypotheses of “good genes” 
(Kokko, 2001), phenogenetic complementarity of the mother 
and father (Andersson, 2006), heterozygosity (Ilmonen et 
al., 2009), and Fisher’s “attractive sons” (Kokko, 2001) are 
used. The basis of all these theories is the choice of a partner 
based on his genotype. Theoretically, paternal effects may 
be associated with traits acquired during ontogeny and not 
dependent on genes, but this theory has not enough evidence 
at the moment. Therefore, for this study, we chose CD-1 mice, 
which have genetic diversity and are a frequently used model 
object of research.

In this study we attempt to determine whether the females 
will be able to recognize the successfully mated males only by 
urine tag, and, moreover, what kind of components detected in 
their urine by gas chromatography correlate with attractiveness 
of males for females in Olfactory test.

Materials and methods
Mice and sample collection. We used 19 males and 86 
(38 + 48) females of an outbred CD-1 mouse strain (2–3 months 
old) from the Centre for Genetic Resources of Laboratory 
Animals at the Institute of Cytology and Genetics, Siberian 
Branch of RAS (Novosibirsk, Russia) in this study. All ani-
mals had SPF-status.

The experiment was carried out in the spring-summer pe-
riod. Mice were kept for 2 weeks in single-sex groups of 
four-five animals per standard cage (35 cm × 25 cm × 12 cm) 
with sawdust bedding at room temperature (20–22 °C) under 
a 14/10 h light/dark cycle (lights off at 18:00). Water and 
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food pellets (Zoomir, St. Petersburg, Russia) were available 
ad libitum. Following the recommendation of  Lombardi and 
Vandenbergh (Lombardi, Vandenbergh, 1977), we added 
soiled male bedding to female cages daily to support regular 
estrus cycles. Five days before the experiment males were 
placed into individual cages. On the day 1 of the experiment, 
2 females were placed into each male cage at the time of  lights 
off. Females were housed with males for 6 days, except for 
mated females (see below). Urine samples were collected on 
the 6th day. Urine was collected through gentle abdominal 
massage while the male was held over an Eppendorf micro-
centrifuge tube. The urine samples were divided into two 
ali quots, then immediately frozen and stored at –80 °C. Due 
to the fact that we did not spend more than 1 minute obtain-
ing a urine sample from an individual mouse, only 16 out of 
19 secondary aliquots were collected.

In procedures with animals, we used the principles specified 
in the European Convention for the Protection of  Vertebrate 
Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes. 
All animal protocols were approved by the Institutional Bio-
ethics Committee of the Institute of Cytology and Genetics 
(No. 81).

Male reproductive success. Two females housed with 
males during 6 days were examined daily 2–3 hours after 
the lights were turned on for the presence of vaginal plugs. 
Females with vaginal plugs were removed and housed indi-
vidually. After 6 days males were removed and sacrificed to 
assess the testosterone level in blood, body weight, weight of 
testes, seminal vesicles and preputial glands. Seminal vesicles 
were removed and weighed together with coagulation glands. 
A male was considered reproductively successful if at least 
one female kept with him turned out to be pregnant. We got 
7 successful and 9 unsuccessful males. The time of cohabiting 
a male with females was chosen in accordance with (Gerlin-
skaya et al., 2012). Since in 96 % of females that have access 
to the smell of a male, the length of the estrous cycle does not 
exceed 5.5 days (Jemiolo et al., 1986), within 6 days, a female 
introduced at any stage of the cycle will be in oestrus at least 
once, which is necessary for fertile mating.

Olfactory test. Separate females, who did not participate in 
reproduction, were tested. In behavioral testing, a preliminary 
acquaintance with the smell of contaminated bedding can 
have a decisive effect on the ability of females to recognize 
and increase interest in the volatile components of male urine 
(Moncho-Bogani et al., 2002). Therefore, bedding contami-
nated by males was added to the cages of females on daily 
basis. The day before the experiment, the females were placed 
individually and the test was performed in a home cage. Urine 
was thawed for 20 minutes at room temperature. 20 µl of urine 
were applied to filter paper and placed in a vial (a single-use 
5 mm truncated tip of an automatic pipette). That is why the 
females had access only to the volatile compounds of urine. 
The tip was fixed to the mesh lid of the cage in the corner. 
Females observed one accidentally selected urine sample 
(Doug herty, Shuker, 2015; Dougherty, 2020). 16 samples 
were examined. During the 10-minute test, the number of 
approaches to sniff (number of sniffs), the time spent sniff-
ing the sample in seconds (total time of sniffs) and the time 
of the first approach to the stimulus in seconds (latency time 
of sniffs) were taken into account. After the test, a swab was 

taken from the females to determine the stage of the estrous 
cycle. A sample from each male was tested on 3 females, the 
data on their testing were averaged for further calculations (or 
Repeated measure ANOVA was used if specified). The stage of 
the cycle had a significant effect on the behavior of females: at 
the proestrus stage, the females approached the urine samples 
significantly earlier than the females at the diestrus stage 
( p = 0.039, LSD test). There were no significant differences 
in other stages and no effect on other types of behavior. To 
exclude the influence of the cycle stage on further statistical 
analysis, residual variances were used.

Preparation of urine samples and concentration proce-
dure. Mouse urine was thawed and 20 μl of urine from each 
male was then transferred to 7 ml glass vials with caps contain-
ing gastight PTFE/Silicone septum (Supelco). The vials with 
urine were then heated for 15 min at 40 °C for equilibration, 
and also for denaturation of urinary proteins that bind some 
volatiles. Immediately after the heating sample headspace 
was concentrated on 6 mg of Tenax (Chrompack, Nether-
lands) using special sorbent traps designed for EKHO- A-PID 
gas chromatograph (IPGG SB RAS, Novosibirsk, Russia). 
For concentration we used filtered air flow at flow-rate of 
40 ml/ min. In total we pumped 80 ml urine headspace and 
air mix through the sorbent layer.

The samples were thawed and prepared consistently one 
after another with 20 min intervals, so preparation of samples 
was done consecutively so each sample was run on the Gas 
Chromatograph (GC) within 20 min (including 15 min of 
heating) after defrosting. Filtered air samples were routinely 
run as a control.

GC analysis of urine VOCs and data preparation. An 
EKHO-A-PID gas chromatograph with original software 
(Sorbat, IPGG SB RAS, Novosibirsk, Russia) was used in our 
study. 19 samples of mouse urine were run in the GC using 
the non-polar GC column (polidimethylsiloxane polycapil-
lary, n = 920 capillaries) SE-30 22 cm × 0.6 mm with 40 µm 
coating (IPGG SB RAS). The temperature of the column was 
constant at 50 °C during the whole separation. The temperature 
of the injection port was set at 180 °C. Filtered ambient air 
with a constant flow-rate of 20 ml/min was used as a carrier 
gas throughout the analysis. The duration of each analysis 
was set at 300 s. For further statistical calculations, we used 
the amplitudes of the peaks.

MS analysis. Urine samples were treated on a custom-made 
GC/MS system (IPGG SB RAS, Novosibirsk, Russia), spe-
cialized for fast VOC analysis in air with a non-polar column 
HP-5 similar to SE-30 (Makas, Troshkov, 2004). Heated urine 
headspace was concentrated on Tenax as described above. 
A non-polar column HP-5, 15 m × 0.32 mm with 1 µm film 
(Agilent technologies, USA), was used for separation. The 
tem perature of the column was constant at 45 °C for 5 minutes, 
then it was programmed with the rate of 10 °C/min to 150 °C. 
The temperature of the injection port was set at 280 °C. He-
lium was used as the gas-carrier with a flow-rate of  2 ml/min.

The operating parameters for the mass spectrometer were 
set as follows: scan rate 0.5 s from 45 to 250 m/z; ion source 
temperature set to 180 °C, with electron impact ionization 
energy at 70 eV. Identification of compounds was performed 
using NIST/EPA/NIH libraries (ver. 2.0.2008) and information 
from literature (Schwende et al., 1986; Novotny et al., 2007). 
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The GC/MS data analysis was performed by the AMDIS pro-
gram (NIST, USA).

Additionally retention times of several standard compounds 
were analyzed on both columns to use them as reference 
points in subsequent procedures. The standard compounds 
were purchased from Acros Organics (Belgium) and Sigma-
Aldrich (USA). For each peak in question we found reference 
compounds among pure chemicals to make the retention time 
of the reference compound as close as possible to the retention 
time of the target peak. Thus, we were able to surround the 
target peaks on the chromatogram with one or two reference 
points. For this purpose benzene, toluene, m-xylene, 2,5-di-
methylpyrazine and nonane were chosen. Thus, we were able 
to confine the intervals where the target peaks could be found. 
Next, we compared the area and the amplitude of the peaks 
detected in the localized intervals with the same parameters 
of the target peaks obtained on EKHO-A-PID and found 
three peaks (RT 4.2, RT 7.9 and RT 87.7) caught on GC/ MS 
that satisfied all requirements. We identified the peaks as 
three dihydrofuran (DHF) derivatives – the dehydratation 
products of lactol – using data reported in the literature. The 
characteristic losses of m/z 126, m/z 111, m/z 97, m/z 83, 
m/z 69, and m/z 57 were identical to those obtained in the 
earlier studies with synthetic analogues of cyclic enol ethers 
(Novotny et al., 2007). Moreover, the ratio of target peaks in 
our study (1 : 0.32 : 0.12) was nearly the same as the ratio of 
cyclic enol ethers (1 : 0.30 : 0.10) in mouse urine calculated in 
one of the studies mention above (Harvey et al., 1989). This 
provides additional confidence that our target compounds 
were dihydrofuran derivatives: 5,5-dimethyl-2-ethyl-4,5- DHF, 
E-5,5-dimethyl-2-ethylenetetrahydrofuran, and Z-5,5-di-
methyl-2-ethylenetetrahydrofuran.

Statistical analysis. To analyze behavior, we used Repeated 
measure ANOVA, since each male sample was tested by 3 fe-
males. To compare the groups by the content of components, 
we used One way ANOVA. We used Spearman correlation 
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Fig. 1. Behavioral reaction of naive females on smell of urine of male mice 
with various number of fertile matings: a, number of sniffs; b, total time of 
sniffs; c, latency time of sniffs.

N(No) = 9 ; N(Yes) = 7 ; ** p < 0.01, Repeated measure ANOVA.

Table 1. The relationship between the response of females in Olfactory test  
and the amplitude of chromatographic peaks in the urine of males

Peaks’ retention time (RT) Behavioral traits

Number of sniffs 
N = 16

Total time of sniffs 
N = 16

Latency time of sniffs 
N = 16

2.9 rs = –0.25, p = 0.351 rs = –0.14, p = 0.608 rs = –0.31, p = 0.247

3.3 rs = –0.23, p = 0.398 rs = –0.17, p = 0.537 rs = 0.16, p = 0.545

4.2 rs = 0.04, p = 0.880 rs = 0.15, p = 0.587 rs = –0.48, p = 0.063

5.4 rs = –0.39, p = 0.138 rs = –0.04, p = 0.879 rs = –0.03, p = 0.927

7.9 rs = 0.00, p = 0.991 rs = 0.04, p = 0.897 rs = –0.57, p = 0.021

9.9 rs = –0.38, p = 0.147 rs = –0.15, p = 0.579 rs = –0.27, p = 0.305

56.8 rs = –0.48, p = 0.060 rs = 0.09, p = 0.753 rs = –0.18, p = 0.513

64.8 rs = –0.03, p = 0.897 rs = 0.08, p = 0.762 rs = –0.06, p = 0.820

74.8 rs = –0.06, p = 0.824 rs = 0.12, p = 0.652 rs = 0.13, p = 0.637

87.7 rs = 0.04, p = 0.880 rs = –0.03, p = 0.922 rs = –0.68, p = 0.004

110.6 rs = 0.03, p = 0.914 rs = –0.24, p = 0.368 rs = –0.42, p = 0.107

170.45 rs = 0.29, p = 0.272 rs = –0.01, p = 0.983 rs = –0.47, p = 0.063

Note. Significant differences are given in bold.

coefficient to count correlation ratios in this study. No data 
were removed from calculations. All experimental data were 
obtained blindly, the belonging of the animals to the groups 
was indicated only at the stage of data analysis. The level of 
significance used was p < 0.05.

Results
In Olfactory test, females had a shorter latency time of sniffs 
when studying urine samples from males who had already 
successfully procreated offsprings after 6 days of  being kept 
with other females F1,14 = 0.00, p = 0.963 (Fig. 1, c). The 
presence of fertile matings in a male did not have a significant 
effect on the number of sniffs (F1,14 = 0.00, p = 0.963) and 
total time of sniffs (F1,14 = 0.00, p = 0.945).

Chromatographic study of volatile components of male 
urine samples revealed 12 peaks (Table 1). To understand 
whether the behavioral response of females is really related 
to differences in the content of the detected components, we 
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performed a correlation analysis of the behavior characteris-
tics and the obtained peaks of urine. A significant negative 
correlation was found between the latency time of sniffs and 
the amplitude of peaks RT 7.9 and RT 87.7 (see Table 1). No 
significant relationship was found between the amplitude of 
the peaks and the number of sniffs, as well as the total time 
of sniffs.

Mass spectrometric analysis of male urine samples showed 
that the RT 7.9 peak corresponds to the known compound 
E-5,5-dimethyl-2-ethylenetetrahydrofuran and the RT 87.7 
peak corresponds to Z-5,5-dimethyl-2-ethylenetetrahydro-
furan. At the same time, one more dihydrofuran derivative 
was identified: 5,5-dimethyl-2-ethyl-4,5-DHF, RT 4.2. This 
compound did not show a significant correlation value with 
the behavioral characteristics of females (see Table 1). All 
three compounds are derivatives of the known male mouse 
pheromone 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone (HMH) (Harvey 
et al., 1989).

We evaluated the relationship between the amplitude of the 
chromatographic peaks of dihydrofurans and the reproduc-
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Fig. 2. Amplitude differences in peaks RT 4.2 (a), RT 7.9 (b) and RT 87.7 (c) 
found in the urine of male mice that had or didn’t have fertile mating.
N(0) = 12 ; N(1) = 7 ; * p < 0.05, One way ANOVA.

Fig. 3. Sample chromatograms from a male with fertile mating (solid line) and without fertile mating (dotted line).

tive success of males. The amplitude of the RT 7.9 peak was 
found to be significantly higher in the urine of males who had 
fertilized at least one female, compared to the urine of males 
who had fertilized no females (Fig. 2, Fig. 3). The RT 4.2 and 
RT 87.7 peaks showed the same trend, but the p-value was 
below the threshold of statistical significance (F1,17 = 2.19, 
p = 0.157 and F1,17 = 4.20, p = 0.056, respectively).

Analysis of the relationship between the amplitude of the 
three peaks under study and the level of testosterone in the 
blood plasma showed significant positive correlation of the 
amplitude of the RT 4.2, RT 7.9 and RT 87.7 peaks. A similar 
correlation was observed for the relationship between prepu-
tial gland weight and the RT 4.2 and RT 7.9 peaks. Correla-
tion analysis of the studied peaks with body weight, weight 
of seminal vesicles and testes showed no significant values 
(Table 2).

It is important to note that body weight, weight of testes, 
seminal vesicles, preputial glands, and plasma testosterone 
level alone are not reliable indicators of male reproductive 
success (Table 3).

Discussion
Two decades ago, it was shown for the first time that females 
can identify males, mating with which leads to greater repro-
ductive success (Drickamer et al., 2000). This result has been 
repeated many times in different animal species (Drickamer et 
al., 2003; Gowaty et al., 2007; Nelson et al., 2013; Raveh et 
al., 2014). Nevertheless, direct contact with a partner and free 
access to all signals from a potential sexual partner in these 
experiments did not allow getting closer to the understanding 
of the selection mechanisms. In the present study, we used only 
volatile compounds of the male urine to be tested by females, 
and found that based on the smell of urine only, females could 
identify reproductively effective males. It turned out that the 
experimental females in Olfactory test approached the urine 
of successful males earlier (see Fig. 1, c) despite the fact that 
they performed an equal number of sniffs and had the same 
total time of sniffs (see Fig. 1, a, b).
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The search for markers of male reproductive efficiency 
using gas chromatographic analysis of male urine samples 
showed that the behavior of females correlated with the am-
plitude of the dihydrofuran peaks (see Table 1).

Previously, DHFs have already been detected in significant 
amounts in the chromatograms of male mouse urine (Schwen-
de et al., 1986; Jemiolo et al., 1987; Harvey et al., 1989; No-
votny et al., 1999b). While studying the origin of these cyclic 
enol ethers in mouse urine S. Harvey et al. (Harvey et al., 1989) 
showed that DHFs originate from the tautomeric mixture of 
6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone and lactol via dehydratation 
in the inlet port of gas chromatograph under high temperature. 
It turned out that DHFs are not presented in the mouse urine 
by themselves, but their peaks in the chromatogram reflect the 
content of their precursor 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone 
(Harvey et al., 1989). Mutual precursors of target compounds 
explain very high coefficients of intercorrelation between these 
components, exceeding 0.90 ( p < 0.001). Thus, the behavior 
of females correlated with compounds that were previously 
shown to reflect the content of 6-hydroxy-6-methyl-3-hepta-
none in urine of males.

When studying the effects of HMH, it turned out that 
6-hyd roxy-6-methyl-3-heptanone interacts with vomeronasal 
receptors (Del Punta et al., 2002), and therefore can trigger 
behavioral and physiological responses in females. HMH is 
known as a male mouse pheromone that accelerates puberty 
in female mice (Novotny et al., 1999a). Here we demonstrated 
that quantity of HMH in urine of a male reflects its ability to 
make fertile matings (see Fig. 2). Males with a lower level 
of this pheromone did not mate any of the two females for 
6 days of joint maintenance. Perhaps exactly this indirectly 
explains the effect of a decrease in fertile matings in aged 

male mice, as shown earlier (Parkening et al., 1988), since 
HMH decreases in aged males (Osada et al., 2008; Varshavi 
et al., 2018), and in the work of Schaefer with colleagues 
HMH has been associated with the maturation state (Schaefer 
et al., 2010). In our work, when analyzing correlations with 
androgen-dependent characteristics of males, it turned out 
that amplitudes of the peaks correlated positively with plasma 
testosterone and weight of the preputial glands (see Table 2). 
However, reproductive success was not directly related to 
physiological characteristics of males (see Table 3). Taken to-
gether, these data show that 6-hydroxy-6-methyl-3-heptanone 
reflects reproductive quality of male mice.

On the other hand, it has previously been shown that HMH 
does not affect the attractiveness of male urine samples to 
females (Osada et al., 2008). These conclusions about male 
attractiveness were based only on the total time of sniffs, 
which is consistent with our results. We also demonstrated 
no relationship between the level of this pheromone in urine 
and the total time of sniffs (see Table 1). In addition to this, 
when assessing behavioral response of females to the stimulus, 
we found that the HMH content correlated with the latency 
time of sniffs (see Table 1), which indicates the importance 
of assessing other parameters of the females’ behavior, and 
not just the total time of sniffs.

Conclusion
Identification of markers of reproductively successful males 
is an important task. Its solution does not have only funda-
mental importance, but will also allow targeted selection of 
more successful males when breeding animals. Urine, which 
is an accessible and unlimited resource, is of greatest interest 
in this regard. The observed relationships between reproduc-

Table 2. Correlation between physiological characteristics, testosterone level  
and amplitudes of target peaks (Spearman correlation coefficients)

Physiological characteristics Target peaks

RT 4.2 
N = 19

RT 7.9 
N = 19

RT 87.7 
N = 19

Body weight, g rs = 0.21, p = 0.383 rs = 0.17, p = 0.491 rs = 0.18, p = 0.464

Weight of testes, mg rs = 0.11, p = 0.651 rs = 0.14, p = 0.579 rs = 0.10, p = 0.681

Weight of seminal vesicles, mg rs = 0.23, p = 0.339 rs = 0.26, p = 0.279 rs = 0.09, p = 0.713

Weight of preputial glands, mg rs = 0.57, p = 0.011 rs = 0.58, p = 0.010 rs = 0.48, p = 0.038

Plasma testosterone, ng/ml rs = 0.46, p = 0.046 rs = 0.51, p = 0.027 rs = 0.27, p = 0.260

Note. Significant differences are given in bold.

Table 3. Mean values of physiological characteristics depending on the reproductive success of males

Physiological characteristics Fertile matings, 
Mean ± SE

No fertile matings, 
Mean ± SE

One way ANOVA

Body weight, g    33.70 ± 1.09    32.54 ± 0.52 F1,17 = 1.17, p = 0.295

Weight of testes, mg 201.00 ± 8.29 210.75 ± 6.54 F1,17 = 0.84, p = 0.373

Weight of seminal vesicles, mg 177.57 ± 10.57 181.67 ± 9.15 F1,17 = 0.08, p = 0.781

Weight of preputial glands, mg    70.00 ± 6.79    61.50 ± 2.19 F1,17 = 2.11, p = 0.164

Plasma testosterone, ng/ml      6.28 ± 1.57      7.29 ± 1.35 F1,17 = 0.22, p = 0.642
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tive success and the HMH content in urine require further 
research to understand the dynamics of this compound ex-
cretion at different stages of male ontogenesis, with different 
reproductive experience, in different conditions of social and 
microbiological environment.
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Аннотация. Дифференциация близкородственных биологических видов с использованием методов молеку-
лярно-генетического анализа имеет важное значение для селекционных процессов при разведении сельскохо-
зяйственных животных, создании гибридных линий, поддержании генетической чистоты пород, линий, отводок. 
Подход к дифференциации Bos grunniens и Bos taurus на основании полиморфизма STR-локусов будет способ-
ствовать поддержанию генетической обособленности данных видов и, как следствие, выявлению гибридных 
особей. Целью исследования была оценка дифференцирующего потенциала 15 микросателлитных локусов 
для различения особей домашнего яка (B. grunniens), разводимых в высокогорном регионе Калмак-Ашуу (Коч-
корский район, Нарынская область, Кыргызская Республика), и крупного рогатого скота (B. taurus) трех пород 
(абердин-ангусская, голштинская и алатауская) с использованием молекулярно-генетического анализа. Образ-
цы были генотипированы по 15 микросателлитным локусам (ETH3, INRA023, TGLA227, TGLA126, TGLA122, SPS115, 
ETH225, TGLA53, BM2113, BM1824, ETH10, BM1818, CSSM66, ILSTS006 и CSRM60). Двенадцать из рассматриваемых 
STR-локусов составляли стандартную панель маркеров, рекомендованную ISAG. Статистический анализ данных 
проводили с использованием программ GenAlEx v.6.503, Structure v.2.3.4, PAST v.4.03 и POPHELPER v1.0.10. Ана-
лиз субпопуляционной структуры исследуемых выборок в программе Structure v.2.3.4 по данным генотипиро-
вания 15 STR-локусов показал, что точность отнесения образца к B. taurus составила 99.6 ± 0.4 %, к B. grunniens – 
99.2 ± 2.6  %. Наибольшим потенциалом для дифференциации B. grunniens и B. taurus обладали те локусы, для 
которых рассчитанные значения показателя FST оказались максимальными – BM1818 (0.056), BM1824 (0.041), 
BM2113 (0.030), CSSM66 (0.034) и ILSTS006 (0.063). Точность классификации B. grunniens с использованием только 
этих пяти микросателлитных локусов составила 98.8 ± 3.4 %, B. taurus – 99.1 ± 1.2 %. Предложенный нами подход, 
основанный на молекулярно-генетическом анализе пяти STR-локусов, может быть использован в качестве экс-
пресс-теста в селекционных и воспроизводительных программах Кыргызстана для B. grunniens.
Ключевые слова: домашний як; Bos grunniens; крупный рогатый скот; Bos taurus; ДНК; микросателлитные маркеры; 
STR; генотипирование; дифференциация.
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Abstract. Differentiation of closely related biological species using molecular genetic analysis is important for breed-
ing farm animals, creating hybrid lines, maintaining the genetic purity of breeds, lines and layering. Bos grunniens and 
Bos taurus differentiation based on STR locus polymorphism will help maintain the genetic isolation of these species 
and identify hybrid individuals. The aim of this study is to assess the differentiating potential of 15 microsatellite loci 
to distinguish between domestic yak (B. grunniens) bred in the Kalmak-Ashuu highland region (Kochkor district, Naryn 
region, Kyrgyz Republic) and cattle (B. taurus) of three breeds (Aberdeen-Angus, Holstein and Alatau) using molecular 
genetic analysis. The samples were genotyped at 15 microsatellite loci (ETH3, INRA023, TGLA227, TGLA126, TGLA122, 
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SPS115, ETH225, TGLA53, BM2113, BM1824, ETH10, BM1818, CSSM66, ILSTS006 and CSRM60). Twelve of the loci were 
from the standard markers panel recommended by ISAG. Statistical analysis was performed using GenAlEx v.6.503, 
Structure v.2.3.4, PAST v.4.03, and POPHELPER v1.0.10. The analysis of the samples’ subpopulation structure using 
the Structure v.2.3.4 and 15 STR locus genotyping showed that the accuracy of assigning a sample to B. taurus was 
99.6 ± 0.4 %, whereas the accuracy of assigning a sample to B. grunniens was 99.2 ± 2.6 %. Of the 15 STRs, the greatest 
potential to differentiate B. grunniens and B. taurus was found in those with the maximal calculated FST values, includ-
ing BM1818 (0.056), BM1824 (0.041), BM2113 (0.030), CSSM66 (0.034) and ILSTS006 (0.063). The classification accuracy 
of B. grunniens using only these five microsatellite loci was 98.8 ± 3.4 %, similar for B. taurus, 99.1 ± 1.2 %. The proposed 
approach, based on the molecular genetic analysis of 5 STR loci, can be used as an express test in Kyrgyzstan breeding 
and reproduction programs for B. grunniens.
Key words: domestic yak; Bos grunniens; cattle; Bos taurus; DNA; microsatellite markers; STR; genotyping; differentiation.
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Введение
Кыргызстан характеризуется многообразием природно-
климатических условий. В связи с этим направления жи-
вотноводства в различных зонах имеют свои особенности. 
Так, в высокогорье с успехом занимаются яководством, 
где для его развития созданы благоприятные кормовые 
условия. В низкогорье и среднегорье  разводят крупный 
рогатый скот (КРС). По сравнению с КРС яки более полно 
используют низкорослые пастбищные корма, а зимой до-
бывают его из-под снежного покрова толщиной 10–15 см. 
Мясо яков по всем показателям не уступает говядине и 
богато белками, а также важными для человека микро-
элементами. Молочная продуктивность яков низкая, од-
нако их молоко отличается высоким содержанием жира 
(5.5–8.6 %), фосфора (0.28 %) и кальция (0.30 %) (Абды-
керимов, 2001). Як не только дает молоко, мясо, шкуру, 
шерсть, но и служит для перевозки грузов у народов 
вы сокогорьев Азии (Черткиев, Чортонбаев, 2007). Это 
животное представляет собой серьезную альтернативу 
домашнему крупному рогатому скоту; его легко выращи-
вать на больших высотах с очень суровым и холодным 
климатом. Яки имеют развитую подкожную жировую 
клетчатку, покрытую сверху густой длинной шерстью, а 
также острые «стальные» копыта, которые позволяют им 
передвигаться по крутым каменистым тропам, что не под 
силу ни одному другому виду домашнего скота.

В отличие от обыкновенного КРС, который сейчас раз-
водят на всех материках земного шара, ареал домашнего 
яка ограничен высокогорными районами Центральной 
Азии (Jacques et al., 2021). Причиной этого является само 
животное: домашний як, как и его дикий родич – тибет-
ский як, отлично приспособлен к жизни в условиях гор и 
горных плато (Домашние животные Монголии…, 1936). 
И те и другие обитают в суровом климате высокогорий, 
где более восьми месяцев в году средняя температура 
близка к нулю, а минимальная приближается к –50 °С. 
В таких условиях яки живут круглый год под открытым 
небом на подножном корме. 

Одним из путей дальнейшей интенсификации яковод-
ства как самостоятельной отрасли животноводства яв-
ляется совершенствование технологии их содержания, 
улуч шение племенных и продуктивных качеств яков, 
расширение знаний по их биологии, росту и формиро-
ванию мясной продуктивности. Изучение генетических 
особенностей яков, позволяющих им жить в условиях 

сурового климата высокогорья, представляет большой 
практический интерес.

В настоящее время наиболее удобные генетические 
маркеры для описания генетической структуры популяций 
разных видов животных, и в частности яков и КРС, – это 
полиморфные микросателлитные локусы ДНК (STR, short 
tandem repeat), которые имеют кодоминантный характер 
наследования и служат незаменимым инструментом при 
изучении генетических различий не только между живот-
ными, но и между популяциями одной породы, а также 
между породами.

Цель данного исследования – оценка дифференци-
рующего потенциала 15 STR-локусов (ETH3, INRA023, 
TGLA227, TGLA126, TGLA122, SPS115, ETH225, 
TGLA53, BM2113, BM1824, ETH10, BM1818, CSSM66, 
ILSTS006 и CSRM60) для различения особей биологи-
ческих видов Bos grunniens и Bos taurus.

Материалы и методы
Биологическим материалом для молекулярно-генетиче-
ского исследования послужили образцы крови, взятые 
у взрослого поголовья 55 домашних яков (B. grunniens), 
разводимых в высокогорном регионе Калмак-Ашуу (Коч-
корский район, Нарынская область, Кыргызская Респуб-
лика), – выборка YAK, а также образцы ДНК крови, взятые 
у взрослого поголовья 145 коров (B. taurus) трех пород – 
абердин-ангусской (n = 45, выборка ABR), голштинской 
(n = 50, выборка HOL) и алатауской (n = 50, выборка ALA). 
При исследовании были соблюдены все применимые 
международные, национальные и/или институциональные 
принципы ухода и использования животных.

ДНК выделяли методом фенол-хлороформной экстрак-
ции (Sambrook, Russell, 2001). Образцы были генотипи-
рованы по 15 микросателлитным локусам, 12 из которых 
составляли стандартную панель маркеров, рекомендо-
ванную Международным обществом генетики живот-
ных (International Society of Animal Genetics, ISAG): 
ETH3, INRA023, TGLA227, TGLA126, TGLA122, SPS115, 
ETH225, TGLA53, BM2113, BM1824, ETH10, BM1818. 
Дополнительно проанализированы микросателлитные 
локусы CSSM66, ILSTS006 и CSRM60. Последователь-
ность олигонуклеотидов представлена в табл. 1.

Анализ результатов ПЦР проводили методом капилляр-
ного электрофореза с применением автоматического гене-
тического анализатора с лазериндуцированной флуорес-
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центной детекцией Applied Biosystems 3500 (ThermoFi sher, 
США). В качестве референса для аллельного исчисления 
использовали образцы, валидированные с помощью на-
бора COrDIS Cattle (ООО «Гордиз», Россия).

Статистический анализ данных выполняли с использо-
ванием программ GenAlEx v.6.503 (Peakall, Smouse, 2012), 
Structure v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000), PAST v.4.03 (Ham-
mer et al., 2001) и POPHELPER v1.0.10 (Francis, 2016). Так, 
программу GenAlEx v.6.503 применяли для оценки гене-
тических дистанций по методу AMOVA (analysis of mo le-
cular variance); Structure v.2.3.4 – для расчета критерия Q, 
который характеризует принадлежность каждой отдель-
ной особи к соответствующему кластеру (субгруппе в 
пределах группы); веб-приложение POP HELPER v1.0.10 – 
для графической интерпретации результатов, полученных 
в Structure v.2.3.4, программу PAST v.4.03 – для построе-
ния графика главных компонент на основе расчета гене-
тических дистанций по методу AMOVA.

Результаты и обсуждение
Анализ субпопуляционной структуры исследуемых выбо-
рок B. grunniens и B. taurus с использованием программы 
Structure v.2.3.4 по данным генотипирования 15 STR-ло-
кусов, а также наглядная демонстрация полученного ре-
зультата, выражающаяся в отнесении особей к конкретной 
группе и графически представленная в веб-приложении 
POPHELPER v1.0.10, приведены на рис. 1.

В результате проведенного моделирования (длитель-
ность burn-in периода – 5000, количество MCMC (Mar-
kov chain Monte Carlo) повторов после burn-in периода – 
50 000, количество итераций – 10) показано, что имеется 
четыре четко выраженных кластера (K = 4, ΔK = 83.2). 
В программе Structure v.2.3.4 по методу J.K. Pritchard 
(Prit chard et al., 2000) для четырех выборок, ABR, HOL, 
ALA и YAK, также был рассчитан критерий Q, который 
характеризует принадлежность каждой отдельной особи к 

соответствующей группе (виду). В выборке ABR пара метр 
Q ≥ 75 % был характерен для 88.9 % (40/45) особей, точ-
ность классификации 94.4 ± 5.7 %; HOL – 82.0 % (41/50), 
точность 95.8 ± 3.3 %; ALA – 90.0 % (45/50), точность 
96.3 ± 4.3 %; YAK – 98.2 % (54/55), точность 98.3 ± 3.2 %. 
При объединении трех выборок B. taurus в одну (COW) 
и анализе только двух групп – COW и YAK, параметр  
Q ≥ 75 % в первой группе был характерен для 100 % 
(145/145) особей, точность 99.6 ± 0.4 %; во второй группе – 
для 98.2 % (54/55), точность 99.2 ± 2.6 %.

На основании анализа генетических дистанций, рассчи-
танных по алгоритму AMOVA, построен график глав ных 
компонент (principal component analysis, PCA) (рис. 2). 
Группы COW и YAK на графике разнесены друг отно-
сительно друга и образуют два неперекрывающихся 
мас сива.

Из 15 STR-локусов (ETH3, INRA023, TGLA227, 
TGLA126, TGLA122, SPS115, ETH225, TGLA53, BM2113, 
BM1824, ETH10, BM1818, CSSM66, ILSTS006, CSRM60), 
анализируемых в рамках данного исследования, наиболь-
шим потенциалом для решения задачи по дифференциа-
ции B. grunniens и B. taurus обладают те, для которых 
рассчитанные значения FST являются максимальными 
(табл. 2).

Подобный подход, направленный на разработку алго-
ритма дифференциации эволюционно близких животных 
с использованием STR-локусов, был описан в работах 
(Rę bała et al., 2016; Nosova et al., 2020).

Набольшие рассчитанные значения FST показаны для 
STR-локусов BM1818, BM1824, BM2113, CSSM66 и 
ILSTS006. Информация об аллельном разнообразии и 
частоте распространенности аллелей для перечисленных 
выше STR-локусов представлена в табл. 3.

В результате для групп COW и YAK представленность 
мажорных аллелей сильно различается. В частности, для 
BM1818 в группе COW мажорными аллелями являлись 

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидов для 15 STR-локусов

STR-локус Праймер-F (5’>3’) Праймер-R (5’>3’) Литературный источник

CSSM66 AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA Barendse et al., 1994

BM1824 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC CATTCTCCAACTGCTTCCTTG

SPS115 AAAGTGACACAACAGCTTCACCAG AACCGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG Bovine Genome Project

CSRM60 AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG

BM1818 AGCTGGGAATATAACCAAAGG AGTGCTTTCAAGGTCCATGC Bishop et al., 1994

ILSTS006 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG ACACGGAAGCGATCTAAACG Brezinsky et al., 1993

TGLA227 GGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA Georges, Massey, 1992

TGLA126 CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT TTGGTCCTCTATTCTCTGAATATTCC

TGLA122 AATCACATGGCAAATAAGTACATAC CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC

TGLA53 GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA ATCTTCACATGATATTACAGCAGA

ETH3 GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG Toldo et al., 1993

ETH10 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC

ETH225 GATCACCTTGCCACTATTTCCT ACATGACAGCCAGCTGCTACT Steffen et al., 1993

BM2113 GCTGCCTTCTACCAAATACCC CTTCCTGAGAGAAGCAACACC

INRA023 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC Vaiman et al., 1994
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K = 2

ABR ABR ABRHOL HOL HOLYAK YAK YAKALA ALA ALA

K = 5 K = 8

K = 3 K = 6 K = 9

K = 4 K = 7 K = 10

Рис. 1. Результаты анализа генетической структуры исследуемых выборок для наиболее вероятного числа кластеров (K) – от 2 до 10.
Выборки: ABR – абердин-ангусская порода; HOL – голштинская; YAK – домашние яки; ALA – алатауская порода.

Рис. 2. Результаты анализа главных компонент (по совокупности 15 STR-локусов).

Таблица 2. Дифференцирующий потенциал 15 STR-локусов (результаты анализа locus-by-locus AMOVA для групп COW и YAK)

STR-локус FST p-уровень STR-локус FST p-уровень STR-локус FST p-уровень

BM1818 0.056 <0.001 ETH10 0.017 <0.001 SPS115 0.024 <0.001

BM1824 0.041 <0.001 ETH225 0.013 <0.001 TGLA122 0.018 <0.001

BM2113 0.030 <0.001 ETH3 0.028 <0.001 TGLA126 0.017 <0.001

CSRM60 0.018 <0.001 ILSTS006 0.063 <0.001 TGLA227 0.022 <0.001

CSSM66 0.034 <0.001 INRA023 0.023 <0.001 TGLA53 0.029 <0.001

Примечание. Жирным шрифтом выделены максимальные значения FST.

256, 258 и 262 (суммарная частота распространенно-
сти – 84.1 %), для группы YAK мажорный аллель – 262 
(встречаемость 56.4 %). Для BM1824 разница в частоте 
распространенности аллеля 195 в двух группах составила 
24.0 % (COW – 18.3 %, YAK – 41.8 %), для аллеля 187 – 
22.0 % (COW – 35.2 %, YAK – 12.7 %). Для STR-локуса 
BM2113 в группе YAK чаще всего встречались аллели 

128 (23.6 %) и 130 (27.3 %), тогда как в группе COW 
суммарная частота этих аллелей составила всего 17.2 %.

Для локуса CSSM66 наблюдается схожая тенденция: 
имеет место значительное различие по частоте распро-
страненности аллелей 172, 178, 180, 184 и 190. В локусе 
ILSTS006 для группы YAK наиболее распространен-
ным оказался аллель 294 (42.7 %), для COW – аллели 
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286 (11.4 %), 290 (12.8 %), 272 (19.3 %) и 292 (23.8 %). 
Информация о приватных аллелях для этих STR-локусов 
отражена в табл. 4.

На основании полученных результатов был проведен 
повторный анализ субпопуляционной структуры ис-
следуемых групп с использованием программы Struc-
ture v.2.3.4 по данным генотипирования только пяти из 
15 STR-локусов (табл. 5). Информация об аллельном 
разнообразии и частоте распространенности аллелей для 
этих STR-локусов представлена в табл. 3.

Моделирование в программе Structure v.2.3.4 (длитель-
ность burn-in периода – 5000, количество MCMC повторов 
после burn-in периода – 50 000, количество итераций – 10) 
показало, что имеются четыре четко выраженных класте ра 
(K = 4, ΔK = 119.7). По методу (Pritchard et al., 2000) в про-

Таблица 3. Частота распространенности аллелей среди B. grunniens и B. taurus  
для пяти STR-локусов с наибольшим дифференцирующим потенциалом (по результатам FST)

Аллель B. taurus B. grunniens Аллель B. taurus B. grunniens

BM1818 CSSM66

250 0.010 – 172 0.134 0.045

254 0.007 0.036 176 0.028 0.118

256 0.303 0.191 178 0.010 0.145

258 0.297 0.091 180 0.169 0.036

260 0.066 0.091 182 0.148 0.227

262 0.241 0.564 184 0.148 0.027

264 0.021 – 186 0.214 0.055

266 0.048 – 190 0.062 0.200

272 0.003 – 192 0.031 –

274 0.003 – 194 0.045 0.091

276 – 0.027 196 0.010 0.045

BM1824 198 – 0.009

185 0.203 0.309 ILSTS006

187 0.352 0.127 270 0.069 0.018

189 0.155 0.136 272 0.193 0.064

193 0.010 – 274 0.028 0.009

195 0.183 0.418 278 0.055 –

197 0.097 0.009 282 0.010 0.036

BM2113 284 0.003 0.018

124 0.059 – 286 0.114 0.218

128 0.066 0.236 288 0.052 –

130 0.107 0.273 290 0.128 0.182

132 0.003 – 292 0.238 0.009

134 0.166 0.082 294 0.083 0.427

136 0.128 0.064 296 0.028 –

138 0.045 0.127 298 – 0.009

140 0.124 0.027 300 – 0.009

142 0.100 0.009

144 0.100 0.173

146 0.034 0.009

152 0.069 –

грамме Structure v.2.3.4 для четырех выборок – ABR, HOL, 
ALA и YAK – был рассчитан также критерий Q, который 
характеризует принадлежность каждой отдельной особи 
к соответствующей группе (виду). Параметр Q ≥ 75 % 
в выборке ABR был характерен для 88.9 % (40/45) осо-
бей, точность классификации 92.6 ± 5.8 %; HOL – 68.0 % 
(34/50), точность 92.4 ± 6.2 %; ALA – 82.0 % (41/50), 
точность 93.2 ± 5.6 %; YAK – 96.4 % (53/55), точность 
97.7 ± 3.4 %. Для улучшения точности дифференциации 
особей голштинской породы необходимо расширить пе-
речень анализируемых STR-локусов, в первую очередь 
ETH3, TGLA126 и TGLA122.

В совокупности точность дифференциации с использо-
ванием STR-локусов BM1818, BM1824, BM2113, CSSM66 
и ILSTS006 в пределах двух групп составила: YAK 
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(B. grun niens) – 98.8 ± 3.4 %, COW (B. taurus) – 99.1 ± 1.2 %. 
Таким образом, точность дифференциации сохраняется 
даже при анализе только пяти из 15 STR-локусов.

Ранее в ИОГен РАН были исследованы гибриды яка с 
крупным рогатым скотом и по результатам анализа спек-
тра ISSR (inter simple sequence repeats) в популяциях яка 
и гибридов F1 выявлен видоспецифичный для яка паттерн 
из восьми ISSR-фрагментов (Stolpovsky et al., 2014). Так-
же с использованием микросателлитного анализа изучен 
аллелофонд яков и их гибридов с B. taurus, на основании 
которого установлено высокое генетическое разнообразие 
для гибридов F1 в сравнении с исходными видами (Аль-
Кейси, 2011). В нашем исследовании гибридных особей 
между B. grunniens и B. taurus не выявлено.

Заключение
В настоящем исследовании оценивался дифференци-
рующий потенциал 15 STR-локусов (ETH3, INRA023, 
TGLA227, TGLA126, TGLA122, SPS115, ETH225, 
TGLA53, BM2113, BM1824, ETH10, BM1818, CSSM66, 
ILSTS006, CSRM60) для решения задачи по дифферен-
циации особей B. grunniens и B. taurus, а также для вы-
явления гибридных особей между этими видами.

По данным анализа субпопуляционной структуры ис-
следуемых групп, выполненного нами на основе результа-
тов генотипирования по 15 STR-локусам, точность клас-
сификации особей B. grunniens составила 99.1 ± 1.2 %, 
а особей B. taurus – 99.6 ± 0.4 %. При генотипировании 
только пяти STR-локусов (BM1818, BM1824, BM2113, 
CSSM66, ILSTS006), дифференцирующий потенциал 

которых по данным FST был наибольшим и варьиро-
вал в пределах 0.030–0.063, точность классификации 
для B. grunniens составила 98.8 ± 3.4 %, для B. taurus – 
99.1 ± 1.2 %.

Таким образом, анализ даже небольшого количества 
STR-локусов позволяет решать задачу по дифференциа-
ции домашнего яка и особей трех пород крупного рогатого 
скота (абердин-ангусская, голштинская и алатауская), 
разводимых в Кыргызстане. В то же время актуализация 
оценки точности дифференциации может потребовать 
проведения аналогичных исследований в среднесрочной 
перспективе.
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Аннотация. Здоровое долголетие человека – глобальная цель мировой системы здравоохранения. В то же вре-
мя неуклонное старение населения стало серьезным вызовом для систем здравоохранения многих стран мира, 
в том числе из-за возросшего риска развития многих тяжелых нейродегенеративных заболеваний, включая бо-
лезнь Альцгеймера (БА) и болезнь Паркинсона (БП). Определение причин и процессов, влияющих на старение и 
продолжительность жизни человека, а также выявление механизмов развития возрастных патологий – перво-
степенная фундаментальная задача, стоящая перед научным сообществом. В настоящее время основные усилия 
направлены на идентификацию качественных характеристик генома, детерминирующих признак. Вместе с тем 
при их оценке существует множество проблем, затрудняющих установление ассоциаций. Количественные при-
знаки обременены таковыми проблемами в меньшем объеме, но в большинстве случаев упускаются при про-
ведении современных геномных исследований, посвященных вопросам старения и долголетия. Несмотря на 
наличие широкого круга возможностей проведения анализа геномных данных по количественным признакам, 
большинство возможностей не используется, что наряду с недоступностью опубликованных данных ведет к по-
тере этой важной информации. Настоящий обзор посвящен описанию количественных признаков, важных для 
понимания процесса старения и необходимых для анализа в дальнейших геномных исследованиях, и является 
рекомендацией для включения описанных признаков в анализ. Рассматривается взаимосвязь количественных 
характеристик ядерного и митохондриального генома со старением, долголетием и возрастными нейродегене-
ративными заболеваниями, таких как частота обширных делеций митохондриальной ДНК (mtDNA), время полу-
распада mtDNA, частота замен A>G в тяжелой цепи mtDNA, количество копий mtDNA, длина теломер,  частота 
соматических мутаций. В целом можно отметить, что есть достаточно серьезные причины полагать, что различ-
ные количественные характеристики генома могут быть прямо или косвенно ассоциированы с теми или иными 
аспектами старения и продолжительности жизни. Но имеющихся данных недостаточно для окончательных вы-
водов и выявления причинно-следственных связей.
Ключевые слова: количественные параметры генома; старение; долголетие; нейродегенеративные заболева-
ния; mtDNA; длина теломер; соматические мутации.
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Abstract. Healthy human longevity is a global goal of the world health system. Determining the causes and processes 
influencing human longevity is the primary fundamental goal facing the scientific community. Currently, the main ef-
forts of the scientific community are aimed at identifying the qualitative characteristics of the genome that determine 
the trait. At the same time, when evaluating qualitative characteristics, there are many challenges that make it difficult 
to establish associations. Quantitative traits are burdened with such problems to a lesser extent, but they are largely 
overlooked in current genomic studies of aging and longevity. Although there is a wide repertoire of quantitative trait 
analyses based on genomic data, most opportunities are ignored by authors, which, along with the inaccessibility of 
published data, leads to the loss of this important information. This review focuses on describing quantitative traits im-
portant for understanding aging and necessary for analysis in further genomic studies, and recommends the inclusion 
of the described traits in the analysis. The review considers the relationship between quantitative characteristics of the 
mitochondrial genome and aging, longevity, and age-related neurodegenerative diseases, such as the frequency of 
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extensive mitochondrial DNA (mtDNA) deletions, mtDNA half-life, the frequency of A>G replacements in the mtDNA 
heavy chain, the number of mtDNA copies; special attention is paid to the mtDNA methylation sign. A separate sec-
tion of this review is devoted to the correlation of telomere length parameters with age, as well as the association of 
telomere length with the amount of mitochondrial DNA. In addition, we consider such a quantitative feature as the 
rate of accumulation of somatic mutations with aging in relation to the lifespan of living organisms. In general, it may 
be noted that there are quite serious reasons to suppose that various quantitative characteristics of the genome may 
be directly or indirectly associated with certain aspects of aging and longevity. At the same time, the available data are 
clearly insufficient for definitive conclusions and the determination of causal relationships.
Key words: genome quantification; aging; longevity; neurodegenerative disorders; mtDNA; telomere length; somatic 
mutations.

For citation: Volobaev V.P., Kunizheva S.S., Uralsky L.I., Kupriyanova D.A., Rogaev E.I. Quantifying human genome pa-
rameters in aging. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2023;27(5):495-501. 
DOI 10.18699/VJGB-23-60

Введение
Долголетие человека – это труднопрогнозируемый при-
знак. Влиять на него могут факторы окружающей среды, 
образ жизни, случайные события и индивидуальные ге-
нетические особенности. Вклад генетического фактора в 
развитие фенотипа долголетия доказывают исследования, 
показавшие значительно большие шансы на долголетие у 
лиц из семей долгожителей (van den Berg, 2020). Опреде-
ление конкретных генетических детерминант, связанных 
с долгожительством, существенно затруднено. В настоя
щее время на различных выборках и разными исследова-
тельскими группами доказано значение для долголетия 
человека только двух генов, APOE и FOXO3A (Deelen et 
al., 2019). Данные для иных генов отличаются для разных 
выборок, что, вероятно, связано как с популяционными 
различиями, так и с эффектом множественного сравнения. 

Важнейшим фактором, определяющим долголетие, яв
ляется состояние здоровья организма. Старение мозга с 
возможным развитием цереброваскулярных и нейродеге-
неративных патологических процессов – основная причи-
на инвалидности и смерти пожилых людей (Debette et al., 
2019). Возрастассоциированные заболевания головного 
мозга, как и сам признак старения, характеризуются слож-
ностью генетической детерминации и противоречивостью 
опубликованной информации. В отличие от качественных 
характеристик генома, количественные параметры, такие 
как длина теломер, количество копий митохондриального 
ДНК, частота гетерозиготных вариантов митохондриаль
ного ДНК, частота соматических мутаций и т. д., в мень-
шей степени подвержены влиянию популяционных и 
статистических факторов. В то же время, несмотря на их 
очевидную важность, таким событиям уделяется мало 
внимания при изучении генетических основ долгожи-
тельства. Это наряду с противоречивостью имеющихся 
данных актуализирует проведение новых исследований.

Цель настоящего обзора – анализ существующей ин
формации о количественных генетических особенно
стях, влияющих на старение и продолжительность жизни 
человека.

Количественные характеристики изменений  
в структуре mtDNA в связи со старением
В последние годы возник большой интерес к роли mtDNA 
как фактора, определяющего процессы старения и про-
должительности жизни ассоциированного с возрастом 
заболевания. Митохондриальную дисфункцию рассматри-

вают как один из ключевых биомаркеров старения (Miwa 
et al., 2022), а изменение количественных и качествен
ных характеристик mtDNA непосредственно связывают 
с продолжительностью жизни. Ввиду пространственной 
близости с электронтранспортной цепью mtDNA подвер
гается повреждающему воздействию свободных радика-
лов, что наряду с ограниченной способностью к репа-
рации изза того что mtDNA не защищена гистонами и 
значительную часть времени при репликации находится 
в одноцепочечной форме определяет уязвимость структу
ры mtDNA к повреждению и распаду. Все это опосредует 
то, что количество химических модификаций и скорость 
накопления мутаций в mtDNA значительно выше, чем в 
ДНК ядра клетки. 

Повреждение и делетирование участков mtDNA могут 
вызывать дисфункцию митохондрий в связи с увеличе-
нием доли молекул, содержащих обширную делецию 
(mtDNAdel), так как mtDNA с обширной делецией обла
дает репликативным преимуществом перед mtDNA ди
кого типа (Kowald, Kirkwood, 2018). Репликативное пре-
имущество, вероятно, определяется меньшим размером 
реплицируемой молекулы, что приводит к более высокой 
скорости ее репликации (Diaz, 2002) и в то же время к 
пониженным шансам повреждения молекулы активными 
формами кислорода, а значит менее активной митофагией 
органел, обогащенных mtDNAdel, по сравнению с нор-
мальными органоидами (de Grey, 1997). Причем если в 
активно пролиферирующих тканях клетки, содержащие 
дисфункциональные митохондрии, подлежат элиминации 
и замещению, то ткани, характеризующиеся высоким 
числом постмитотических клеток, накапливают бремя та
ких мутаций, что, вероятно, приводит к снижению функ
циональных параметров ткани (Herbst et al., 2017). 

Показано, что доля mtDNAdel в мышечной ткани увели-
чивается с 50 по до 86 лет примерно в 19 раз – с 0.008 до 
0.15 % (Herbst et al., 2021b), схожее явление обнаружено 
и в нервной ткани (Nido et al., 2018). Отмечено также, 
что значительное накопление mtDNAdel наблюдается у 
пациентов с болезнью Паркинсона в нейронах черной 
субстанции (Bender et al., 2006; Grünewald et al., 2016) 
и полосатого тела (Ikebe et al., 1990). Существует также 
мнение, что накопление mtDNAdel в дофаминергических 
нейронах может запускать нейропротекторные механизмы 
(Perier et al., 2013).

Состояние неоднородности mtDNA, при котором в ми-
тохондриях существует несколько клонов mtDNA, имею
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щих различие в последовательности нуклеотидов, назы
вается гетероплазмией. Известно, что гетероплазмия мо
жет возникать как de novo во время онтогенеза, так и 
путем наследования по материнской линии (Sallevelt et 
al., 2017). Гетероплазмии, повидимому, могут быть ас-
социированы со старением макроорганизма (Just et al., 
2015). К примеру, в работе R. Zhang c коллегами отмече-
но, что в среднем у лиц в возрасте старше 70 лет число 
гетероплазмий mtDNA составило на 58.5 % больше, чем 
у лиц моложе 40 лет (Zhang et al., 2017). Этот факт при-
обретает большую значимость, если учитывать, что име-
ются существенные доказательства связи гетероплазмии 
mtDNA с нейродегенеративными заболеваниями, непо-
средственно ассоциированными с продолжительностью 
жизни: БА (Tranah et al., 2012) и БП (Hudson et al., 2013). 
В то же время существуют сообщения, показывающие по
ложительную роль гетероплазмии для долголетия (Rose 
et al., 2010; Sondheimer et al., 2011), что, вероятно, объ-
ясняется тем, что гетероплазмия mtDNA представляет 
собой резервуар генетической изменчивости, которая 
мо жет привнести новые функции и увеличить способ-
ность клеток справляться с экологическими и физио-
логическими стрессовыми факторами в течение жизни. 
Можно предположить, что имеют место оба эти явления 
и их значение для долголетия определяется локализацией 
накопления соматических мутаций mtDNA, а также тем, 
что положительным влиянием могут в большей степени 
обладать врожденные гетероплазмии, а приобретенные 
имеют значительные шансы нести негативные свойства.

Еще одним митохондриальным маркером, вероятно, 
ассоциированным с продолжительностью жизни, может 
быть частота накопления митохондриальных сомати-
ческих мутаций mtDNA (mtSNV) A>G в тяжелой цепи 
mtDNA. В недавнем исследовании (Mikhailova et al., 2022) 
определена положительная корреляция частоты замен 
AH>GH (Н – тяжелая цепь) с продолжительностью жизни 
разных видов млекопитающих: чем более долгоживущим 
является вид, тем большая частота AH>GH замен у него на-
блюдается. В то же время авторы предполагают, что такое 
накопление нуклеотидов GH произошло в результате ок-
сидативного мутагенеза и представляет собой следствие, 
а не причину процессов старения.

Время полураспада mtDNA – также, повидимому, 
важный фактор, определяющий скорость наступления 
дисфункции ткани. Предположено, что продолжитель-
ность жизни клеток зависит от времени полураспада 
mtDNA (Poovathingal et al., 2012; Chan et al., 2013). При 
проведении моделирования влияния времени полурас  
па да на период выживания клеток определено, что уме
ренное увеличение периода полураспада mtDNA оказы
ва ет глубокое влияние на увеличение времени выжива
ния клеток, тем самым снижая репликативное преиму
ще ство mtDNA с обширной делецией (Holt, Davies, 2021). 
Не менее важно то, что уменьшение периода полурас-
пада mtDNA существенно влияет на процесс накопления 
mtSNV в тканях, характеризующихся высоким числом 
постмитотических клеток. Показано, что если период по-
лураспада равняется трем месяцам, то патогенные mtSNV, 
приобретенные в клеткепредшественнике нейрона на 
ранней стадии развития и присутствующие в постмито

тической популяции нейронов со средней частотой 1 %, 
к 70 годам жизни человека в большинстве нейронов будут 
содержаться с частотой ~14 % (Li et al., 2019). Соответ-
ственно, изменение скорости полураспада в меньшую 
сторону приводит к сдерживанию митохондриальной 
ге тероплазмии и наоборот.

Помимо мутационных событий, важный количествен
ный признак – число копий mtDNA (mtDNAcn). Измене-
ние mtDNAcn обычно служит отражением реак ции ми-
тохондрий на окислительный стресс, а также общей 
дисфункции. В различных исследованиях получены ре
зультаты, свидетельствующие о снижении mtDNAcn по 
мере старения человека (Herbst et al., 2017, 2021a). Обна-
ружено, что снижение количества копий mtDNA в цельной 
крови происходит с возрастом, а более низкое число копий 
mtDNA сопряжено с ухудшением со стояния здоровья (Lee 
et al., 2010; MengelFrom et al., 2014). Высокий уровень 
mtDNAcn, вероятно, в целом свя зан с лучшим состоянием 
здоровья у лиц старшего возраста, включая более высокий 
уровень когнитивной функции, и сниженной смертностью 
(Kim et al., 2013; MengelFrom et al., 2014). Снижение по-
казателя mtDNAcn значительно ассоциировано с риском 
развития возрастных нейродегенеративных заболеваний, 
таких как деменция, БП, БА и др. (Yang et al., 2021). 

Следует отметить, что выявлены как системные тенден
ции к снижению показателя mtDNAcn у лиц с БА, так и 
локальное снижение mtDNAcn на 30–50 % в лобной доле 
коры больших полушарий и гиппокампа по сравнению 
со здоровым контролем (Coskun et al., 2004; Rice et al., 
2014). В то же время описано повышение mtDNAcn у па
циентов африканского происхождения с болезнью Пар
кинсона (MüllerNedebock et al., 2022).

В исследованиях при изучении изменения mtDNAcn 
в лейкоцитах крови долгожителей как модели здорового 
старения получены противоречивые результаты. Y.H. He 
с коллегами (2014) показали значительное увеличение 
количества mtDNAcn у столетних людей по сравнению 
с пожилыми, но в исследовании N. van Leeuwen с кол-
легами (2014) не наблюдали таковой закономерности, 
что, возможно, связано с различными методическими 
подходами. Нужно заметить, что в разных тканях может 
быть различная возрастная динамика mtDNAcn, к при-
меру, если в образцах скелетной мускулатуры отмечена 
обратная корреляция, то в образцах печени или черной 
субстанции – наоборот, положительная корреляция (Dölle 
et al., 2016; Wachsmuth et al., 2016).

Показатель mtDNAcn, повидимому, связан с парамет
ром длины теломер (TL) (Qiu et al., 2015; Tyrka et al., 
2015; Dolcini et al., 2020). Предполагается, что данная 
взаимосвязь базируется на отрицательной корреляции 
уровня mtDNAcn и уровня активных форм кислорода 
(ROS) и дальнейшего негативного воздействия ROS на 
длину теломер (Melicher et al., 2018).

Длина теломер как причина  
или следствие долголетия
Длина теломер – хорошо известный биомаркер старения 
(Sanders, Newman, 2013). Хотя в модельных клеточных 
культурах связь между TL и старением культуры неоспо-
рима (Victorelli, Passos, 2017), в случае многоклеточных 
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организмов выводы не столь однозначны (Blackburn et al., 
2015). Предполагается, что динамика укорочения теломер, 
а не общая длина теломер, может служить количествен-
ным биомаркером продолжительности жизни макроор-
ганизмов (Vera et al., 2012). Например, в перекрестных 
исследованиях на пяти видах птиц показано, что коротко-
живущие виды птиц с возрастом теряют больше теломер-
ных повторов, чем виды с большей продолжительностью 
жизни (Haussmann et al., 2003). Аналогичная корреляция 
наблюдается у млекопитающих, это позволяет высказать 
предположение, что долгоживущие животные обладают 
эффективными механизмами защиты от репликативного 
старения, такими как более высокая активность теломе-
разы на протяжении всей жизни (Haussmann et al., 2007).

У человека короткая длина теломер связана с высокой 
смертностью от различных возрастных патологий, в том 
числе некоторых нейродегенеративных заболеваний, та-
ких как деменция (Levstek et al., 2021). Однако сообщения 
о роли длины TL для риска развития БА неоднозначны. 
Существуют работы, в которых показано, что у людей с БА 
длина TL ниже, чем в контрольных выборках (Tho mas et 
al., 2008; Forero et al., 2016), в то же время P. Tho mas с 
коллегами отметили, что в некоторых тканях, таких как 
гиппокамп, наблюдается обратная зависимость. Что при-
мечательно, прослеживается негативное влияние более 
длинных теломер на динамику и тяжесть заболевания 
(Mo vérareSkrtic et al., 2012; Mahoney et al., 2019). Особо 
интересно то, что короткая TL является хорошим про-
гностическим маркером для определения риска развития 
БА в долгосрочной перспективе у индивидов, не несущих 
APOE ε4 (Hackenhaar et al., 2021). Более того, TL связана 
с когнитивной функцией как у престарелых людей, так 
и у лиц среднего возраста (Hägg et al., 2017; Gampawar 
et al., 2022).

Подсчитано, что теломеры лейкоцитов у взрослых лю-
дей укорачиваются со средней скоростью 24.7 п. н. в год 
(Müezzinler et al., 2013). На TL и скорость истощения те-
ломер может влиять ряд различных факторов. Например, 
показано, что TL выше у пожилых женщин, по сравнению 
с мужчинами (Benetos et al., 2001) и у афроамериканцев, 
по сравнению с европеоидами (Hunt et al., 2008). Кроме 
того, надо отметить, что, помимо большого количества 
исследований, в которых обнаружены отрицательная кор
реляция TL с возрастом и ассоциация данного параметра 
со смертностью в старшей возрастной группе, существуют 
работы, в которых данные закономерности не подтверж-
дены (Sanders, Newman, 2013). 

Изначально предполагалось, что подобное несоответ-
ствие связано с особенностями проведения конкретных 
исследований, таких как методология формирования вы-
борок, наличие стратификации популяционных групп, 
тип изучаемой ткани и методы изучения показателя. Так, 
например, в обширном исследовании TL в различных 
тканях определено, что в 21м типе ткани наблюдается 
отрицательная корреляция TL с возрастом (наиболее 
сильные корреляции для цельной крови и желудочной 
ткани), в то время как для тканей семенников, яичников, 
мозжечка, влагалища, скелетных мышц, щитовидной 
железы и гастроэзофагеального соединения корреляции 
не найдено (Demanelis et al., 2020).

При изучении долгожителей в качестве модели здоро-
вого старения была выдвинута гипотеза, что TL в пер вую 
очередь зависит от физиологического состояния орга-
низма, а не от возраста. Показано, что у «высокоэффек-
тивных» (с малым количеством заболеваний и высокой 
физической активностью) долгожителей TL значимо пре-
вышала TL у «малоэффективных» (высокое количество 
заболеваний и низкая физическая активность). В связи 
с чем было сделано предположение, что, вероятно, не 
фактор длины теломер влияет на способность дожить до 
100 лет, а состояние здоровья, ассоциированное с длиной 
теломер (Terry et al., 2008; Tedone et al., 2019). В пользу 
этой теории также свидетельствует исследование TL у 
однополых близнецов старше 70 лет, в котором выявлена 
четкая связь между TL лейкоцитов крови и физическим 
здоровьем, в том числе между близнецами (Bendix et 
al., 2011). Таким образом, изучение динамики теломер у 
долгожителей имеет особое значение, поскольку у них 
могут быть выработаны механизмы, которые активно от
кладывают старение и обеспечивают эффективную защиту 
от негативных последствий процессов старения.

Соматические мутации и их роль в долголетии
Современная теория старения предполагает, что накоп
ление мутаций ДНК в соматических клетках (copy num-
ber variations, CNV) с возрастом приводит к снижению 
клеточной функции за счет инактивации или нарушения 
работы важных генов (Kennedy et al., 2012). Действитель-
но, показано, что с возрастом происходит накопление 
соматических мутаций, причем с дифференцированной 
скоростью для различных тканей. Так, например, в базаль-
ных клетках проксимальных бронхов человека скорость 
накопления мутаций составляет ~29 CNV на клетку в год 
(copy number variations per cell per year, CNVs/pcpy) (Huang 
et al., 2022), в нейронах префронтальной коры и гиппо-
кампа 16–21 CNVs/pcpy (Lodato et al., 2018; Miller et al., 
2022), в подкожных преадипоцитах – 18 CNVs/pcpy, пре-
адипоцитах висцеральной жировой ткани – 27 CNVs/pcpy 
(Franco et al., 2019), в Тклетках памяти ∼25 CNVs/pcpy, 
в наивных Влимфоцитах ∼15 CNVs/pcpy, в гемопоэти-
ческих стволовых клетках и клеткахпредшественниках 
∼16 CNVs/pcpy (Machado et al., 2022), в сперматогониях 
∼2 CNVs/pcpy (Milholland et al., 2017). 

Яркой иллюстрацией значения СNV для продолжитель-
ности жизни являются исследования скорости накопления 
мутаций в криптах толстого кишечника у млекопитающих 
с разной продолжительностью жизни (Cagan et al., 2022). 
Если для человека показатель равнялся ∼47 CNVs/pcpy, 
то для жирафов при продолжительности жизни 25–35 лет 
∼99 CNVs/pcpy, хорьков при продолжительности жизни 
14 лет ∼496 CNVs/pcpy, мышей при продолжительности 
жизни два года ∼796 CNVs/pcpy. То есть хорошо просле
живается зависимость продолжительности жизни и ско-
рости накопления мутаций. 

В то же время отмечено, что частота соматических му
таций у человека в старости намного ниже, чем требует
ся для потери функции гена в значительном количестве 
клеток, что свидетельствует о косвенной связи между 
показателями (Vijg, Dong, 2020). При изучении боль-
шой выборки китайских долгожителей, по сравнению с 
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контрольной, обнаружено, что в выборке долгожителей 
уровень CNV был значительно выше, чем в контрольной 
выборке. Это подтверждает то, что частота CNV прямо не 
влияет на вероятность превышения популяционной нормы 
продолжительности жизни (Zhao et al., 2018). С другой 
стороны, при исследовании столетних долгожителей из 
Италии получены другие данные: у долгожителей уровень 
CNV был значительно ниже, чем в контрольной группе 
(Garagnani et al., 2021). С учетом противоречивых резуль-
татов, полученных в этих двух исследованиях, необходимо 
проведение дополнительных изысканий по этому вопросу.

Заключение
Таким образом, существуют основания предполагать на-
личие значительной связи между динамикой старения, 
продолжительностью жизни, здоровым старением, риском 
развития нейродегенеративных заболеваний и различны-
ми количественными характеристиками генома. В то же 
время в большинстве случаев не определено, что является 
причиной, а что – следствием. Это наряду с единичным 
характером имеющихся публикаций актуализирует про-
ведение дополнительных исследований.
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Аннотация. Одно из наиболее актуальных направлений современной генетики и геномики человека – раз-
работка новых биомаркеров для прогнозирования и раннего выявления заболеваний человека, а также для 
мониторинга ответа на терапию. До недавнего времени считалось, что функция генов Y-хромосомы человека 
ограничена определением пола и контролем сперматогенеза. Благодаря созданию крупных баз данных, полу-
ченных на основе метода поиска ассоциаций (GWAS), произошел переход к использованию больших выборок 
при анализе генетических изменений в норме и при патологиях, в том числе стало возможно оценить связь 
мозаичной анеуплоидии по Y-хромосоме в соматических клетках с более короткой продолжительностью жизни 
у мужчин по сравнению с женщинами. На основе данных Британского биобанка (UK Biobank) была обнаружена 
ассоциация между мозаичной потерей Y-хромосомы (mLOY) в лейкоцитах периферической крови с возрастом 
мужчин старше 70 лет, а также с рядом онкологических, сердечных, метаболических, нейродегенеративных и 
психических заболеваний. В результате mLOY в клетках периферической крови стала рассматриваться в ка-
честве потенциального маркера биологического возраста мужчин и как маркер определенных возрастных 
болезней. На сегодняшний день определено множество ассоциаций между mLOY и генами, выявленными на 
основании данных GWAS и транскриптомов в пораженных тканях, однако не установлены ни точная причина 
возникновения mLOY, ни влияние и последствия этого феномена на уровне всего организма. В частности, не-
ясно, влияет ли анеуплоидия по Y-хромосоме в клетках крови на развитие патологий, проявляющихся в других 
органах, например на мозг при болезни Альцгеймера, или представляет собой нейтральный биомаркер общей 
геномной нестабильности. В обзоре рассмотрены основные патологии и генетические факторы, ассоциирован-
ные с mLOY, и гипотезы их взаимосвязи. Особое внимание уделено последним исследованиям, посвященным 
mLOY в клетках мозга при болезни Альцгеймера.
Ключевые слова: мозаичная потеря Y-хромосомы (mLOY); болезнь Альцгеймера; GWAS; возрастные заболева-
ния; онкологические заболевания.
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Mosaic loss of the Y chromosome in human neurodegenerative 
and oncological diseases
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Abstract. The development of new biomarkers for prediction and early detection of human diseases, as well as for 
monitoring the response to therapy is one of the most relevant areas of modern human genetics and genomics. Until 
recently, it was believed that the function of human Y chromosome genes was limited to determining sex and control-
ling spermatogenesis. Thanks to occurance of large databases of the genome-wide association study (GWAS), there 
has been a transition to the use of large samples for analyzing genetic changes in both normal and pathological condi-
tions. This has made it possible to assess the association of mosaic aneuploidy of the Y chromosome in somatic cells 
with a shorter lifespan in men compared to women. Based on data from the UK Biobank, an association was found 
between mosaic loss of the Y chromosome (mLOY) in peripheral blood leukocytes and the age of men over 70, as 
well as a number of oncological, cardiac, metabolic, neurodegenerative, and psychiat ric diseases. As a result, mLOY in 
peripheral blood cells has been considered a potential marker of biological age in men and as a marker of certain age-
related diseases. Currently, numerous associations have been identified between mLOY and genes based on GWAS 
and transcriptomes in affected tissues. However, the exact cause of mLOY and the impact and consequences of this 
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phenomenon at the whole organism level have not been established. In particular, it is unclear whether aneuploidy of 
the Y chromosome in blood cells may affect the development of pathologies that manifest in other organs, such as the 
brain in Alzheimer’s disease, or whether it is a neutral biomarker of general genomic instability. This review examines 
the main pathologies and genetic factors associated with mLOY, as well as the hypotheses regarding their interplay. 
Special attention is given to recent studies on mLOY in brain cells in Alzheimer’s disease.
Key words: mosaic loss of Y chromosome (mLOY); Alzheimer’s disease; GWAS; age-related diseases; oncological 
 diseases.
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Введение
Анеуплоидия по Y-хромосоме в соматических клетках, 
возникающая с возрастом, впервые была выявлена 50 лет 
назад с помощью кариотипирования клеток крови (Ja cobs 
et al., 1963) и отнесена к обычному возрастному фе номе-
ну накопления постзиготических генетических аберраций 
как половых хромосом, так и аутосом, не связанных с 
заболеваниями (Pierre, Hoagland, 1972). Несколько позже 
было проведено кариотипирование клеток костного мозга 
у больных мужчин с острым миелоидным лейкозом, ми-
елодиспластическим синдромом (МДС), миелопролифе-
ративным заболеванием (МПЗ) и здоровых доноров, для 
того чтобы оценить вклад LOY (потеря Y-хромосомы) в 
злокачественность заболевания (Pierre, Hoagland, 1972; 
Loss of the Y chromosome…, 1992). 

Несмотря на то что анеуплоидия характерна для многих 
видов опухолей, частота встречаемости и уровень mLOY 
как у пациентов с онкогематологическими заболеваниями, 
так и у здоровых доноров зависят от возраста мужчины, а 
не от злокачественности заболевания, и поэтому mLOY не 
может рассматриваться как маркер злокачественного кло-
на. Вследствие этого в течение нескольких десятилетий 
ученые не относили mLOY к разряду жизненно важных 
факторов, в том числе исходя из факта, что женщины 
жизнеспособны без Y-хромосомы.

Позже гипотеза об отсутствии связи mLOY с заболе-
ваниями была опровергнута в ряде работ, в которых ис-
пользован метод флуоресцентной гибридизации in situ 
(FISH). Установлено, что частота встречаемости mLOY 
повышена в различных солидных опухолях (van Dekken 
et al., 1990; Sandberg, 1992; König et al., 1994; Takahashi et 
al., 1994), при аутоиммунном тиреоидите, онкогематоло-
гических заболеваниях (Persani et al., 2012) и первичном 
билиарном циррозе (Lleo et al., 2013). В последние годы 
с появлением методов секвенирования нового поколения 
и крупных баз данных GWAS с подробным клиническим 
описанием доноров, включая базу данных Британского 
биобанка, стало возможно с высокой точностью статисти-
чески оценить частоту mLOY. Выявлено, что у 40 % муж-
чин старше 70 лет Y-хромосома отсутствует в более 5 % 
периферических иммунных клеток крови, а также что 
mLOY в периферической крови связана с повышенным 
риском смертности от всех причин (Thompson et al., 2019). 

За последнее десятилетие были обнаружены устойчи-
вые ассоциации между mLOY в крови и разнообразными 
возрастными заболеваниями, включая гематологические 
(Forsberg et al., 2014; Cáceres et al., 2020) и негематологи-
ческие виды рака (Forsberg et al., 2012, 2014; Cáceres et 
al., 2020), при которых частота mLOY варьирует от 15 

до 80 % (Zhang et al., 2007; Bianchi, 2009; Silva Veiga et 
al., 2012; Duijf et al., 2013), дегенерацию желтого пятна 
(Forsberg et al., 2014; Cáceres et al., 2020; Duan et al., 2022), 
сердечно-сосудистые заболевания (Sano et al., 2022) и 
нейродегенеративные заболевания (Dumanski et al., 2016; 
Vermeulen et al., 2022). Дополнительно было установлено 
влияние таких внешних факторов, как курение и загряз-
нение окружающей среды, на уровень mLOY в клетках 
крови (Dumanski et al., 2015; Qin et al., 2019). 

На основании этих результатов выдвинуто предположе-
ние, что биологическое значение Y-хромосомы выходит 
за рамки определения пола и сперматогенеза, и она может 
участвовать патологических процессах, молекулярно-био-
логическую основу которых еще предстоит изучить. Наи-
большее количество исследований mLOY при патологиях 
связано с онкологическими заболеваниями и болезнью 
Альцгеймера, которые мы рассмотрим подробнее.

Патологии, связанные с mLOY

LOY в клетках солидных опухолей
Мозаичная потеря Y-хромосомы (mLOY) была зареги-
стрирована методом FISH в опухолях различных типов 
рака желудка, где встречаемость варьировала от 61 до 
69 % (Hunter et al., 1993; Beuzen et al., 2000), в 33–36 % 
случаев новообразований поджелудочной железы (Chia-
Hsien Cheng et al., 2001; Kowalski et al., 2007), 23–34 % 
случаев рака мочевого пузыря (Sauter et al., 1995; Minner 
et al., 2010) и в 12.7 % рака груди у мужчин (Agahozo et 
al., 2020). Достаточно хорошо изучены с помощью метода 
FISH mLOY при различных типах почечно-клеточного 
рака, где встречаемость LOY варьирует от 77 % при па-
пиллярном почечно-клеточном раке до 39 % при наиболее 
распространенном типе – светлоклеточном почечно-кле-
точном раке (Büscheck et al., 2021). 

В частности, было выдвинуто предположение, что абер-
рации Y-хромосомы могут быть причиной более частого 
возникновения светлоклеточного почечно-клеточного 
рака у мужчин по сравнению с женщинами. Действи-
тельно, помимо ранее известных вариаций числа копий 
в аутосомах, связанных с этим заболеванием, с помощью 
анализа полногеномных данных и мультиплексной ПЦР 
показано, что у более чем 30 % пациентов мужско го пола 
обнаруживается LOY в опухолевых клетках (Ar se neault et 
al., 2017). Удивительно, но в опухолевых образцах рака 
предстательной железы встречаемость LOY оказалась 
очень низкой. Так, на выборке, состоящей из 2053 об раз-
цов от пациентов, подвергшихся простатэктомии, только 
в 12 выявлена анеуплоидия по Y-хромосоме (Stahl et al., 
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2012). Такая низкая частота встречаемости может объяс-
няться тем, что mLOY отображает общую хромосомную 
нестабильность опухолевых клеток, которая в случае рака 
простаты ниже относительно многих других типов рака 
(de Matos et al., 2019).

В связи с распространенностью LOY в крови было ожи-
даемо выявить повышенную частоту встречаемости LOY в 
образцах костного мозга у пациентов с различными гема-
тологическими нарушениями. При исследовании 237 об-
разцов от пациентов – больных с МПЗ, МДС, острым 
миелоидным лейкозом (ОМЛ), хроническим миелоидным 
лейкозом, множественной миеломой и лимфомой, LOY 
была обнаружена только в 10 % случаев (Zhang et al., 2007).

К сожалению, прогностический потенциал LOY в опу-
холях до конца неясен. При раке шеи и головы LOY в 
клетках опухоли может быть индикатором резистентно-
сти к терапии (Hollows et al., 2019). В случае инвазивных 
уротелиальных раков LOY в опухолях не была связана 
с выживаемостью, повышенным риском рецидивов или 
повышенным риском прогрессирования (Minner et al., 
2010). Например, в случае рака простаты не обнаружено 
значимых ассоциаций между потерей Y-хромосомы в 
клетках опухоли и возрастом пациента, стадией развития 
опухоли и риском ее рецидива, но значительно связано с 
высоким уровнем Глисона и, соответственно, с плохим 
прогнозом исхода заболевания (Stahl et al., 2012).

Таким образом, отсутствие Y-хромосомы является рас-
пространенным событием для опухолей, но отличается 
в частоте встречаемости для разных типов рака; и пока 
накоплено недостаточно данных для детального понима-
ния причин таких отличий. Другими словами, наличие и 
уровень mLOY в опухоли еще нельзя рассматривать как 
маркер злокачественности или считать важной информа-
цией для прогноза лечения и рецидива.

mLOY в периферической крови при гематологических 
и негематологических онкозаболеваниях
Исследование крупной когорты на основе базы данных 
Уппсальского лонгитюдного исследования взрослых муж-
чин (ULSAM) показало, что мужчины с mLOY в крови 
имели повышенный риск диагностики рака и смертности 
от различных негематологических видов рака (Forsberg 
et al., 2014). Проведен анализ, включающий данные для 
всех случаев солидных опухолей, представленных в Бри-
танском биобанке, результаты которого подтвердили связь 
частоты встречаемости mLOY и наличия опухоли (Loft-
field et al., 2019). Ассоциация mLOY в крови с риском 
развития рака в других органах описана в нескольких 
независимых исследованиях на меньших выборках, на-
при мер, повышенная частота mLOY, по сравнению с воз-
растной нормой, была показана для рака простаты и ко-
ло ректального рака (Noveski et al., 2016).

Потеря Y-хромосомы в лейкоцитах также может высту-
пать как маркер опухолевого клона при гематологических 
заболеваниях. Например, найдены ассоциации mLOY c 
прогнозом более тяжелого течения при таких лейкозах, 
как ОМЛ (Holmes et al., 1985), хронический миелоидный 
лейкоз (Lippert et al., 2010) и хронический лимфоцитарный 
лейкоз (Chapiro et al., 2014). Однако в случае МДС, не 
перешедшего в ОМЛ, наличие mLOY может быть благо-

приятным фактором для выздоровления (García-Isidoro 
et al., 1997). Еще одно выявленное условие устойчивой 
ассоциации с МДС и возможностью прогнозирования его 
течения – наличие mLOY в очень высокой доле (более 
75 %) клеток крови (Wiktor et al., 2000; Ouseph et al., 2021). 

Попытка сузить область поиска до специфических 
типов клеток в случае МДС была предпринята в работе 
(Gan ster et al., 2015), где проанализировано соотношение 
уровня mLOY в клетках CD34+, связанных с МДС, и 
mLOY – в клетках CD3+, не связанных с МДС. В резуль-
тате было показано, что уровень mLOY и в CD34+, и в 
CD3+-клетках зависит от возраста у мужчин без гемато-
логических заболеваний, а в случае клеток CD34+ был 
значительно выше у пациентов с МДС по сравнению с 
пожилыми контрольными мужчинами без гематологиче-
ских патологий. Эти данные свидетельствуют о том, что 
уровень LOY в крови имеет возрастную основу, но также 
связан с МДС. Кроме того, чтобы отличить возрастные 
изменения от повышенной mLOY при МДС, С. Ganster 
с коллегами (2015) определили границу уровня LOY в 
CD34+ в периферической крови, составляющую 21.5 %.

Интересные данные на китайской когорте были полу-
чены в исследовании mLOY при раке легких, где она 
является защитным фактором от развития рака легких, 
но только у некурящих пациентов (Qin et al., 2019). Это 
единственное сообщение о возможном протективном 
факторе mLOY, которое сложно интерпретировать. 

Дополнительно следует отметить результаты анализа 
данных из Британского биобанка, противоречащие вы-
шеизложенным, которые привели к выводу, что mLOY 
прежде всего ассоциирована с возрастом и курением, но 
не с распространенными видами рака (Zhou et al., 2016). 
Это заключение было подвергнуто критике, поскольку в 
выборке были использованы данные не только для лейко-
цитов, но и для клеток буккального эпителия (Forsberg et 
al., 2019). Позже было показано, что при анализе mLOY 
добавление данных для буккального эпителия нивелирует 
результат, полученный для mLOY в лейкоцитах (Zhou et 
al., 2016). Таким образом, несмотря на некоторые раз-
ногласия в результатах исследований, можно сделать вы-
вод, что mLOY в крови человека обладает значительным 
потен циалом в качестве одного из биомаркеров злокаче-
ственных заболеваний, особенно при уровне выше 20 %.

Механизм возникновения mLOY
Результаты цитологических исследований указывают 
на то, что потеря Y-хромосомы в соматических клетках 
происходит во время деления. Наиболее распространена 
версия, что mLOY связана с механизмом, включающим 
формирование микроядра с изолированной Y-хромосомой 
после неправильной сегрегации хромосом во время митоза 
с последующим разрушением образовавшегося микроядра 
путем аутофагии, что приводит к появлению клеток 45,X0 
у пожилых мужчин (Guttenbach et al., 1994; Ly et al., 2019; 
Guo et al., 2020). Возрастные факторы, такие как укороче-
ние теломер и дисфункция центромер, могут усиливать на-
рушения сегрегации хромосом. По сравнению с мозаичной 
анеуплоидей по аутосомам и Х-хромосоме, mLOY – более 
частое событие, по-видимому, вследствие ее общего гете-
рохроматинизированного статуса и небольшого размера 
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(Clark, 2014; Wright et al., 2017). Кроме того, Y-хромосома 
человека обогащена повторяющимися последователь-
ностями, которые, возможно, играют роль в нарушении  
сегрегации во время митоза (Jobling, Tyler-Smith, 2017).

Остается неясным, на какой стадии дифференцировки 
лейкоцитов человека происходят потеря Y-хромосомы и 
запуск клонирования клеток с кариотипом 45,X0. Одна 
из гипотез связана с первичной потерей Y-хромосомы 
в гематопоэтических предшественниках. Этот процесс 
может быть объединен с клональным гемопоэзом с не-
определенным потенциалом (CHIP), который определя-
ется как обнаружение соматических мутаций в генах, 
обычно связанных с миелоидными новообразованиями, 
в периферической крови индивидов без признаков гема-
тологического злокачественного новообразования. CHIP 
возникает из-за старения гемопоэтических стволовых 
клеток, которые накопили мутации, приводящие к про-
лиферативному преимуществу по сравнению со своими 
сверстниками и, как следствие, к клональной экспансии 
(Genovese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014). 

Клональный гемопоэз с неопределенным потенциа-
лом – возрастной феномен, регулярно наблюдаемый у 
здоровых пожилых людей с частотой до 10 % в возрасте 
70 лет, однако он также связан с повышенным риском 
гематологических злокачественных новообразований и 
сердечно-сосудистых заболеваний (Genovese et al., 2014; 
Jaiswal et al., 2014, 2017). Версия, является ли mLOY од-
ним из проявлений, сопутствующим СHIP, рассмотрена в 
работе (Ljungström et al., 2022), где был проведен анализ 
частоты мутаций и mLOY в моноцитах мужчин 65–90 лет. 
Результаты свидетельствуют о частом сосуществовании 
mLOY и CHIP в моноцитах. В другой работе также было 
показано совместное появление LOY и CHIP в клетках 
костного мозга, полученных от пациентов, направленных 
на клиническое обследование костного мозга (Ouseph et 
al., 2021). Надо отметить, что при исследовании моноци-
тов также обнаружены случаи с LOY без CHIP и наоборот. 
Но размер выборок в этих работах был очень ограничен 
(24 и 73 участника), и полученный результат требует под-
тверждения в дальнейших исследованиях. Необходимо 
принимать во внимание, что CHIP наблюдается у 10 %, а 
mLOY – у 40 % 70-летних мужчин.

Мозаичная потеря Y-хромосомы выделяется среди анеу-
плоидий в лейкоцитах по остальным хромосомам более 
высокой частотой встречаемости и, по-видимому, может 
быть биомаркером общей хромосомной нестабильности, 
характерной для общего старения организма и для многих 
заболеваний человека. Однако использование mLOY в 
диагностических и прогностических целях преждевре-
менно ввиду отсутствия точных механистических данных 
о природе этого явления. Еще предстоит найти ответ на 
вопросы: зависит ли наблюдаемый уровень mLOY от со-
бытий de novo или от высокой клональности, и как оба 
возможных механизма связаны со стадиями различных 
заболеваний.

Генетические факторы mLOY
Y-хромосома человека, по последней версии (T2T-
CHM13v2.0, далее T2T-Y) сборки генома человека, имеет 
длину более 62 млн пар оснований (Rhie et al., 2022). Она 

состоит из трех основных областей: концы хромосомы 
содержат псевдоаутосомные области (PAR1 и PAR2), го-
мологичные концевым участкам X-хромосомы, а остав-
шаяся часть (около 95 %) представляет собой специфич-
ную мужскую область Y-хромосомы MSY (male-specific 
region of the Y chromosome), которая не рекомбинирует 
(Colaco, Modi, 2018), в результате чего в MSY происходит 
накопление повторяющихся последовательностей. 

По версии T2T-Y сборки, Y-хромосома содержит 693 ан-
нотированных гена и 888 транскриптов, из которых 107 
(493 транскрипта) – белок-кодирующие. В дополнение к 
наличию всех генов, аннотированных в GRCh38-Y, сборка 
T2T-Y содержит 110 собственных генов, среди которых 42 
предсказаны как белок-кодирующие. Гены Y постоянно 
деградируют, что может быть обусловлено отсутствием 
рекомбинации на этой хромосоме. Наличие большого 
числа повторов, в свою очередь, способствует хромосом-
ным перестройкам и внутрихромосомной рекомбинации 
(Jobling, Tyler-Smith, 2003; de Knijff, 2022). С приходом 
эры GWAS варианты Y-хромосомы, к сожалению, не во-
шли во множество таких исследований из-за отсутствия 
рекомбинации и высокого содержания повторов (Xue, 
Tyler-Smith, 2017; Parker et al., 2020), вследствие чего 
Y-хромосома намного хуже охарактеризована в молеку-
лярно-генетическом аспекте по сравнению с остальными 
хромосомами человека.

Для выявления молекулярно-генетических факторов, 
лежащих в основе возникновения у определенной доли 
мужчин mLOY, используются прежде всего данные GWAS 
для аутосом. Первая обнаруженная генетическая ассоциа-
ция с mLOY была связана с однонуклеотидной вариацией 
rs2887399 вблизи гена TCL1A (Zhou et al., 2016). Продукт 
этого гена, белок TCL1A, участвует в канцерогенезе, в 
основном за счет хромосомных перестроек (Laine et al., 
2000). Сильная ассоциация между rs2887399 и mLOY 
была воспроизведена в последующих исследованиях на 
других когортах (Wright et al., 2017; Thompson et al., 2019). 
Всего на сегодняшний день c использованием данных 
Британского биобанка стало известно о более чем 150 ге-
нетических вариантах в аутосомах, ассоциированных с 
mLOY (Thompson et al., 2019), среди которых варианты в 
генах, связанных с общей регуляцией клеточного цикла 
(CCND2, CCND3, CDKN1B, CDKN1C, CDK5RAP1, ATM ), 
структурой хроматина при митозе (NCAPG2, SMC2), 
структурой и функцией кинетохора и веретена деления 
(CENPN, CENPU, PMF1, ZWILCH, SPDL1). 

Обнаружены ассоциации с генами восприимчивости к 
раку, а также с соматическими факторами роста опухоли 
и мишенями противоопухолевой терапии. К таким генам 
относятся, например, гены, кодирующие белки, которые 
участвуют в распознавании реагирования на поврежде-
ния ДНК (SETD2, DDB2, PARP1, ATM, TP53 и CHEK2) 
и в апоптотических процессах (PMAIP1, SPOP, LTBR, 
SGMS1, TP53INP1, DAP, гены семейства BCL-2). Эти 
ассоциации были подтверждены на японской и европей-
ской популяционных выборках, суммарно содержащих 
данные для более 750 тыс. мужчин (Thompson et al., 2019), 
и позже эти варианты были успешно использованы для 
предсказания mLOY методом оценки полигенного риска 
(Riaz et al., 2021).
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Mosaic loss of the Y chromosome in human 
neurodegenerative and oncological diseases

Выявленные генетические вариации в генах, ключе-
вых для клеточного цикла, дают основание предполо-
жить, что благодаря им клетки без Y-хромосомы могут 
избегать молекулярных процессов, которые уничтожают 
анеуплоидные клетки, в результате чего происходят их 
пролиферация и накопление в ткани. Тем более в самой 
Y-хромосоме нет генов, связанных с выживанием со-
матических клеток или митозом, поэтому ее отсутствие 
не должно быть связано с ограничениями для деления 
клетки (Maan et al., 2017). С другой стороны, многие из 
наиболее часто наблюдаемых мутаций, ассоциированные 
с LOY, связаны c общей геномной нестабильностью. 
Действительно, на основании данных GWAS крупного 
когортного исследования показано, что мозаичность по 
аутосомным хромосомам чаще встречается у мужчин с 
LOY (Zhou et al., 2016).

Большинство обнаруженных генетических вариантов, 
связанных с mLOY, часто расположено вблизи генов, из-
вестных как кодирующие факторы роста опухоли, мишени 
для лечения рака или способствующие восприимчиво-
сти к раку. Это одно из объяснений ассоциации mLOY с 
негематологическими видами рака, причем выявленные 
локусы ассоциированы не только с различными типами 
рака мужских органов (рак простаты и герминогенная 
опухоль яичек), но и с не зависящими от пола типами 
рака (рак легких, колоректальный рак, глиома и почечно-
клеточный рак), а также связаны с повышенным риском 
развития специфичных для женщин негематологических 
видов рака (рак молочной железы, яичников и эндометрия) 
(Thompson et al., 2019). Исходя из этих результатов, можно 
сделать вывод, что mLOY отражает определенное общее 
аутосомно-детерминированное состояние организма.

Помимо выяснения первопричины mLOY, задачей ге-
нетических исследований этого феномена является уста-
новление последствий мозаичного отсутствия всех генов 
половой хромосомы в лейкоцитах на пожилой мужской 
организм. Одна из гипотез заключается в том, что можно 
рассматривать потерю определенных генов в связи с кло-
нальным отсутствием Y-хромосомы как причину запуска 
молекулярно-биологических процессов, ведущих к воз-
растным патологиям. В частности, можно предположить, 
что потеря генов в областях PAR1 и PAR2 может повлиять 
на уровень экспрессии этих генов. 

Таким примером является ген CD99, расположенный в 
области PAR1 Y- и X-хромосом, не подлежащий Х-инак-
тивации у женщин (Sharp et al., 2011), что может указывать 
на важность его сбалансированной экспрессии. Ген CD99, 
наиболее высоко экспрессируемый в клетках крови, ко-
дирует трансмембранный гликопротеин CD99, который 
играет важную роль в функционировании иммунной си-
стемы и влияет на ключевые свойства лейкоцитов (Sohn 
et al., 2001; Schenkel et al., 2002; Brémond et al., 2009; 
Pasello et al., 2018). Действительно, методом CITESeq, 
позволяющим, помимо секвенирования РНК, получить 
информацию о поверхностных белках единичных кле-
ток, установлено пониженное содержание белка CD99 в 
единичных лейкоцитах без Y-хромосомы, что может ука-
зывать на связь LOY с иммунными функциями организма 
в лейкоцитах, которое зависит от гомологичных участков 
половых хромосом (Mattisson et al., 2021).

Другой ген Y-хромосомы, который напрямую может 
влиять на развитие злокачественной опухоли, – KDM6C, 
расположен в MSY-области и кодирует гистоновую де-
метилазу. Ген KDM6C имеет функционально сходный 
X-сцепленный гомолог KDM6A, дефицит которого, в 
частности, связан с прогрессированием светлоклеточного 
почечно-клеточного рака (Arseneault et al., 2017). Интерес 
представляют также гены Y-хромосомы, функционально 
соответствующие опухолевым суппрессорам: KDM5B и 
KDM5D (деметилазы гистонов), DDX3Y (РНК-геликаза), 
EIF1AY (фактор инициации трансляции), RPS4Y1 (субъ-
единица рибосомы), ZFY (фактор транскрипции) (Dun ford 
et al., 2017; Willis-Owen et al., 2021).

Развитие омиксных исследований дало возможность 
более детально рассмотреть потенциальные дополни-
тельные функции генов Y-хромосомы. Так, на основании 
протеомных исследований обнаружено, что ген DDX3Y, 
расположенный в MSY-области Y-хромомсомы, может 
модулировать дифференцировку нейронов (Vakilian et 
al., 2015), а гаплогруппа Y-хромосомы может быть риск-
фактором рака предстательной железы (Cannon-Albright 
et al., 2014). Установлено, что SRY (область MSY, опре-
деляющая пол), возможно, является онкогенным факто-
ром (Murakami et al., 2014), более того, SRY участвует в 
молекулярно-генетическом пути, связанном с легочной 
артериальной гипертензией (Yan et al., 2018).

Получены первые свидетельства о возможном влиянии 
mLOY на экспрессию аутосомных генов. В частности, 
на основании данных секвенирования транскриптов 
единичных клеток (scRNAseq) обнаружено повышение 
экспрессии известного онкогена TCL1A. Продукт этого 
гена, белок TCL1, – стимулятор клеточной пролиферации 
(Thompson et al., 2019). В опухолях с mLOY наблюдается 
повышенная экспрессия генов, которые участвуют в ре-
зистентности как к лучевой терапии, так и к химиотера-
певтическим препаратам на основе цисплатина (Hollows 
et al., 2019), что отчасти может объяснять связь mLOY с 
прогнозом лечения. 

Таким образом, генетические исследования свидетель-
ствуют о том, что mLOY детерминирован как высокополи-
генное явление. К сожалению, на основании данных GWAS 
сложно проследить, влияют ли однонуклеотидные и струк-
турные вариации в самой Y-хромосоме на риск появле-
ния mLOY. В частности, для популяционных иссле дова-
ний актуально будет выяснить, как связаны гаплогруппы 
Y-хромосомы с различными показателями mLOY. Исхо-
дя из генетических факторов, установленных в ре зультате 
поиска ассоциаций, можно сделать вывод, что на mLOY 
влияют, во-первых, увеличение частоты ошибок во время 
митоза, а во-вторых, нарушение распознавания хромосом-
ного дисбаланса и ухудшение апоптотической регуляции.

mLOY и болезнь Альцгеймера
Болезнь Альцгеймера (БА) – прогрессирующее и необ-
ратимое нейродегенеративное заболевание центральной 
нервной системы, ответственное за ~70 % всех случаев де-
менции. В результате генетических исследований найде ны 
мутации в генах PSEN1, PSEN2 и APP, которые являются 
основной причиной семейной БА (Sorbi et al., 1995; Mas-
ters et al., 2015). Известно множество вариаций в генах –  
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факторах риска развития спорадической болезни Альцгей-
мера. Среди них аллель аполипопротеина Е4 (ApoE4) – 
наибольший генетический фактор риска, при этом гомо-
зиготное носи тельство ApoE4 в 14 раз увеличивает склон-  
ность к развитию БА (Yamazaki et al., 2019). Хотя про-
должительность жизни мужчин в сред нем меньше, чем 
у женщин, данное возрастное летальное заболевание у 
мужчин развивается реже, и поэтому влияние мужской 
половой хромосомы на патогенез БА было малоожидае-
мо. Однако результаты первого исследования «случай-
контроль» mLOY у больных БА с использованием базы 
данных European Alz heimer’s Disease Initiative stage 1, 
ULSAM и Перспективного исследования сосудистой си-
стемы у пожилых жителей Уппсалы (PIVUS), показали, 
что mLOY статистически значимо в среднем в 2.8 раза 
чаще встречается в лейкоцитах у мужчин с БА по срав-
нению с контрольной выборкой без патологий мозга 
(Du manski et al., 2016). Эти результаты были основаны 
на анализе данных секвенирования с высоким качеством 
606 образцов ДНК крови больных БА и 1005 – контроль-
ной выборки всех возрастов. 

Чтобы минимизировать непосредственное влияние на 
результат фактора возраста как на риск развития БА, так 
и mLOY, было получено отдельное подтверждение ассо-
циации БА и mLOY на двух подвыборках с узкими воз-
растными рамками: мужчин в возрасте 70–75 и 75–80 лет 
(Dumanski et al., 2016). Обнаруженная ассо циация со-
хранялась и при учете влияния других возрастных за бо-
леваний (сердечно-сосудистых, диабета), а также вредных 
привычек (прием алкоголя и курения). Данные лонгитюд-
ных исследований, в которых участники тестировались 
несколько раз с временным интервалом около 10 лет, по-
зволили оценить, является ли mLOY фактором риска для 
болезни Альцгеймера. Так, за время наблюдения ULSAM 
и PIVUS зарегистрировано 140 единичных случаев БА. 
Результаты анализа данных для этих индивидов, с поправ-
кой на возраст взятия пробы крови и возрастные заболе-
вания, показали, что mLOY – достоверный фактор риска 
БА, увеличивающий вероятность ее диагноза в 6.8 раза.

Поскольку гаплотип ApoE4 – один из важнейших 
факторов риска развития БА, а также единственный на 
сегодняшний день подтвержденный на множестве неза-
висимых выборок генетический фактор, влияющий на 
продолжительность жизни (Nebel et al., 2011), его вклад 
все чаще оценивают в исследованиях, связанных с воз-
растными заболеваниями. Известно, что наличие гаплоти-
па ApoЕ4 может повлиять на фенотипическое проявление 
других генетических вариантов (Kuznetsova et al., 2022). 
В случае mLOY было показано, что, во-первых, гаплотип 
ApoE2/3/4 не влияет на уровень mLOY в лейкоцитах 
(Dumanski et al., 2016). Во-вторых, оценка совместного 
влияния ApoE4 и mLOY дала отрицательный результат, 
из чего авторы сделали вывод, что риск возникновения 
БА от этих факторов проявляется независимо. 

Однако некоторые исследования приводят к выводу, 
что возможен интегративный эффект mLOY и генов, свя-
занных с развитием БА. Так, установлено влияние гапло-
типа ApoE4 на наличие mLOY в клетках дорсолатераль-
ной префронтальной коры (Graham et al., 2019), а в ис-
следовании нейронов, полученных из индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток человека от пациента 
с семейной БА с мутацией в гене PSEN1, продемонстри-
ровано, что LOY усиливает токсические эффекты Aβ42, 
приводящие к нарушению дифференцировки нейронов 
и преждевременной гибели клеток (Mendivil-Perez et al., 
2019). На японской популяции была показана статисти-
чески значимая связь mLOY с вариацией, расположен-
ной вблизи ассоциированного с тяжестью деменции гена 
SPON1 (Sherva et al., 2014; Terao et al., 2019).

Попытка ответить на ключевой вопрос, служит ли 
LOY причиной или следствием возрастных заболева-
ний, была также предпринята для болезни Альцгеймера. 
Количественное сравнение частоты LOY показало, что в 
лейкоцитах процент mLOY выше, чем в нейронах (Gra ham 
et al., 2019) и также связан с возрастом мужчины. Иссле-
дования на клеточных ли ниях выявили, что отсутствие 
Y-хромосомы наблюдается чаще в фибробластах, чем 
нейроноподобных клетках iPS. Однако, если учитывать, 
что LOY может зависеть от про лиферативной способ-
ности клеток, то микроглия и клетки-предшественники 
олигодендроцитов могут быть более склонны к накоп ле-
нию LOY, чем терминально диф ференцированные ней-
рональные клетки. 

На основании данных scRNAseq и секвенирования 
РНК единичных ядер продемонстрировано (Vermeulen 
et al., 2022) обогащение LOY в микроглии, в отличие 
от нейронов, астроцитов и олигодендроцитов, причем 
в микроглии уровень mLOY был значительно выше у 
пациентов с болезнью Альцгеймера. При сравнительном 
анализе микроглии различных отделов головного мозга 
показано, что в соматосенсорной коре головного мозга 
мужчин с БА 21 % микроглии был классифицирован как 
LOY по сравнению с 1.81 % в контроле, тогда как в энто-
ринальной области коры частота LOY составила 32.7 % 
у больных и 3.27 % в контроле. По мнению авторов, по-
вышенный уровень LOY в энторинальной области коры 
больных БА представляет особый интерес, поскольку эта 
часть головного мозга первой поражается при БА (Gó mez-
Isla et al., 1996; Kobro-Flatmoen et al., 2021).

По результатам нескольких исследований становится 
все более очевидным, что частота встречаемости mLOY 
повышена в случае БА и онкологических заболеваний, а 
также является их риск-фактором (Forsberg et al., 2014; 
Dumanski et al., 2016; Noveski et al., 2016). Двойственный 
путь развития определенных триггеров, приводящих либо 
к раку, либо к БА, отмечен в нескольких работах (Behrens 
et al., 2009; Lanni et al., 2021). Действительно, показано, 
что мозаичное отсутствие Y-хромосомы в крови – конку-
рентный риск-фактор между появлением БА и солидными 
видами рака (Dumanski et al., 2016). 

Таким образом, можно сделать вывод, что mLOY в 
крови как специфичный для мужчин фактор риска как БА, 
так и рака может по крайней мере частично объяснить, 
почему мужчины в среднем живут меньше женщин.

Последние работы позволяют нам сделать первое пред-
ставление об изменениях в экспрессии генов в клетках моз-
га при mLOY (Graham et al., 2019). Так, анализ с исполь-
зованием популяционной выборки дифференциальной 
экспрессии генов в клетках микроглии с Y-хромосомой и 
ее отсутствием выявил 193 гена с нарушенной регуляцией 
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при потере Y-хромосомы (Bellenguez et al., 2022). В этот 
список входят гены, играющие роль в старении, основных 
функциях глиомы и воспалении. С помощью пересечения 
списка аутосомных генов с нарушенной экспрессией, под-
верженных влиянию mLOY в лейкоцитах и микроглии, 
были найдены гены TMEM176B, S100Z, TMEM71, CD226, 
B2M, SCMH1, LITAF и IL15, преимущественно связанные 
с иммунным ответом и воспалением. 

Для генов половых хромосом, расположенных в об-
ластях PAR, была установлена связь между mLOY и 
экспрессией гена CD99, ранее выявленная в лейкоцитах, 
что аргументирует гипотезу о возможном нарушении 
функционирования иммунной системы, связанном на-
прямую с отсутствием Y-хромосомы. При mLOY, помимо 
гена CD99, дисрегуляции в микроглии подвергаются гены 
GTPBP6, IL3RA, SLC25A6, P2RY8, AKAP17A, DHRSX и 
CSF2RA, расположенные в области PAR1 Y-хромосомы. 
В частности, установлено, что ген CSF2RA, участвующий 
в молекулярно-биологическом пути, связанном с нейро-
дегенерацией, в головном мозге экспрессируется только в 
микроглии и ассоциированных с головным мозгом макро-
фагах. Поскольку такое исследование проводила только 
одна группа исследователей, то полученные результаты 
требуют подтверждения в независимых исследованиях.

Обнаружение связи mLOY в клетках мозга с БА побу-
дило к изучению мозаичной потери Y-хромосомы в случае 
других психических заболеваний. Получены данные об 
отсутствии или слабой связи с шизофренией (Hirata et al., 
2018), а также данные о выраженной ассоциации mLOY 
с суицидальными наклонностями, причем в последнем 
случае уровень mLOY в крови был повышен почти в 3 
раза. Интересно отметить, что в дорсолатеральной пре-
фронтальной коре постмортального мозга индивидов, 
покончивших жизнь суицидом, изменений уровня mLOY 
не обнаружено, однако эти данные имеют ограниченную 
достоверность в связи с небольшим размером выборки 
(Kimura et al., 2018).

Заключение
Многочисленные исследования, проведенные в крупных 
когортах, показали, что содержание LOY в клетках крови 
является значительным фактором риска смертности и раз-
личных заболеваний у мужчин. Исходя из накопленных 
данных об ассоциациях mLOY с различными патология-
ми, становится все более вероятным, что анализ LOY мо-
жет стать чувствительным биомаркером для БА, солидных 
опухолей и онкогематологических заболеваний, а также 
общей геномной нестабильности. Однако следует учиты-
вать, что на сегодняшний день ни в одном исследовании не 
представлено прямых доказательных фактов, как именно 
возникает, как воздействует и какие последствия вызывает 
mLOY. С точки зрения предиктивного потенциала не-
обходимо понимание, служит  ли мозаичное отсутствие 
Y-хромосомы барометром, отражающим наличие патоло-
гий, или, наоборот, mLOY возникает de novo и участвует 
в патогенезе. В связи с этим предстоит ответить на целый 
ряд вопросов, например: если LOY имеет патогенный 
эффект, то проявляется ли он в нетрансформированных 
клетках крови или в перерожденных клонах в случае 
онкогематологических заболеваний? 

Другой вопрос, требующий решения, заключается в 
том, как LOY в нормальных клетках крови может быть 
связана с патологическими процессами в других органах, 
приводящими к опухолям в других органах или к нейро-
дегенерации в мозге. На сегодняшний день наиболее при-
влекательна гипотеза иммунного надзора, объясняющая 
механизмы, лежащие в основе ассоциаций между LOY 
в клетках крови и усиленной неопластической пролифе-
рацией клеток в опухоли в другой части организма или 
возникновением болезни Альцгеймера. 

Сравнение данных для mLOY в разных популяциях 
яаляется сложным из-за малого количества таких иссле-
дований на сегодняшний день и различий в методиках. 
Большинство полученных данных этнически ограничено 
и может не подтвердиться на мало представленных в базах 
данных популяциях, например африканских или ближне-
восточных. На основании двух исследований, сделанных 
в одной и той же научной группе, можно предварительно 
заключить, что встречаемость mLOY у мужчин в евро-
пейских популяциях выше, чем в африканской популяции 
(Loft field et al., 2018, 2019). Однако необходимо отметить, 
что пока такое сравнение единично.

Несмотря на множество вопросов, которые в связи с по-
пулярностью темы, скорее всего, будут активно решаться, 
уже сейчас можно заключить, что mLOY играет роль в 
определении здоровья пожилых мужчин.
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Роль генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада и сиртуинов 
в развитии хронической обструктивной болезни легких
Г.Ф. Корытина1, 2 , Л.З. Ахмадишина1, В.А. Маркелов1, 2, Ю.Г. Азнабаева2, О.В. Кочетова1, Т.Р. Насибуллин1,  
А.П. Ларкина1, Н.Н. Хуснутдинова1, Н.Ш. Загидуллин2, Т.В. Викторова2  

1 Институт биохимии и генетики – обособленное структурное подразделение Уфимского федерального исследовательского центра  
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Аннотация. Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – многофакторное заболевание дыха-
тельной системы, развивающееся в результате комплексного взаимодействия молекулярно-генетических 
и средовых факторов, тесно связанных с образом жизни. Цель исследования – анализ комбинированного 
вклада генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада (PIK3R1, AKT1, MTOR, PTEN) и сиртуинов (SIRT1, SIRT3, SIRT6) 
в риск развития хронической обструктивной болезни легких. В работе использованы образцы ДНК 1245 
индивидов. Полиморфные варианты генов SIRT1 (rs3758391, rs3818292), SIRT3 (rs3782116, rs536715), SIRT6 
(rs107251), AKT1 (rs2494732), PIK3R1 (rs10515070, rs831125, rs3730089), MTOR (rs2295080, rs2536), PTEN (rs701848, 
rs2735343) анализировали методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Логистическую ре-
грессию использовали для выявления ассоциации полиморфных локусов в различных моделях. Проводили 
линейный регрессионный анализ для оценки вклада генотипов изучаемых локусов в вариабельность по-
казателей функции внешнего дыхания и индекса курения. Установлена ассоциация генов: SIRT1 (rs3818292) 
(P = 0.001, OR = 1.51 для генотипа AG), SIRT3 (rs3782116) (P = 0.0055, OR = 0.69) и SIRT3 (rs536715) (P = 0.00001, 
OR = 0.50) в доминантной модели; SIRT6 (rs107251) (P = 0.00001, OR = 0.55 для генотипа СT), PIK3R1: (rs10515070 
(P = 0.0023, OR = 1.47 для генотипа AT), rs831125 (P = 0.00001, OR = 2.28 для генотипа AG), rs3730089 (P = 0.0007, 
OR = 1.73 для генотипа GG)) и PTEN: (rs701848 (P = 0.0015, OR = 1.35 в лог-аддитивной модели) и rs2735343 
(P = 0.0001, OR = 1.64 для генотипа GC)). Обнаружена вариабельность показателей функции легочного дыха-
ния в зависимости от полиморфных вариантов генов SIRT1 (rs3818292), SIRT3 (rs3782116), PIK3R1 (rs3730089) и 
MTOR (rs2536). Идентифицированы ген-генные сочетания, ассоциированные с ХОБЛ; наибольший риск раз-
вития ХОБЛ определялся сочетанием аллеля G гена PIK3R1 (rs831125) с генотипом GG гена SIRT3 (rs536715) 
(OR = 3.45). Полученные результаты полигенного анализа указывают на взаимодействие генов, кодирующих 
сиртуины SIRT3, SIRT2, SIRT6 и PI3KR1, PTEN, MTOR, и находят подтверждение в функциональной взаи мосвязи 
сиртуинов и PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада.
Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких; PI3K/AKT/mTOR-сигнальный каскад; сиртуины; 
клеточное старение; окислительный стресс.
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Role of PI3K/AKT/mTOR signaling pathway and sirtuin genes  
in chronic obstructive pulmonary disease development
G.F. Korytina1, 2 , L.Z. Akhmadishina1, V.A. Markelov1, 2, Y.G. Aznabaeva2, O.V. Kochetova1, T.R. Nasibullin1,  
A.P. Larkina1, N.N. Khusnutdinova1, N.Sh. Zagidullin2, T.V. Victorova2

1 Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Ufa, Russia 
2 Bashkir State Medical University, Ufa, Russia

  guly_kory@mail.ru

Abstract. Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a multifactorial disease of the respiratory system which 
develops as a result of a complex interaction of genetic and environmental factors closely related to lifestyle. We 
aimed to assess the combined effect of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway (PIK3R1, AKT1, MTOR, PTEN) and 
sirtuin (SIRT1, SIRT3, SIRT6) genes to COPD risk. SNPs of SIRT1 (rs3758391, rs3818292), SIRT3 (rs3782116, rs536715), 
SIRT6 (rs107251), AKT1 (rs2494732), PIK3R1 (rs10515070, rs831125, rs3730089), MTOR (rs2295080, rs2536), PTEN 
(rs701848, rs2735343) genes were genotyped by real-time polymerase chain reaction (PCR) among 1245 case and 
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control samples. Logistic regression was used to detect the association of SNPs in different models. Linear regres-
sion analyses were performed to estimate the relationship between SNPs and lung function parameters and smok-
ing pack-years. Significant associations with COPD were identified for SIRT1 (rs3818292) (P = 0.001, OR = 1.51 for 
AG), SIRT3 (rs3782116) (P = 0.0055, OR = 0.69) and SIRT3 (rs536715) (P = 0.00001, OR = 0.50) under the dominant 
model, SIRT6 (rs107251) (P = 0.00001, OR = 0.55 for СT), PIK3R1: (rs10515070 (P = 0.0023, OR = 1.47 for AT), rs831125 
(P = 0.00001, OR = 2.28 for AG), rs3730089 (P = 0.0007, OR = 1.73 for GG)), PTEN: (rs701848 (P = 0.0015, OR = 1.35 
under the log-additive model), and rs2735343 (P = 0.0001, OR = 1.64 for GC)). A significant genotype-dependent 
variation of lung function parameters was observed for SIRT1 (rs3818292), SIRT3 (rs3782116), PIK3R1 (rs3730089), 
and MTOR (rs2536). Gene-gene combinations that remained significantly associated with COPD were obtained; 
the highest risk of COPD was conferred by a combination of G allele of the PIK3R1 (rs831125) gene and GG of SIRT3 
(rs536715) (OR = 3.45). The obtained results of polygenic analysis indicate the interaction of genes encoding sir-
tuins SIRT3, SIRT2, SIRT6 and PI3KR1, PTEN, MTOR and confirm the functional relationship between sirtuins and the 
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway.
Key words: chronic obstructive pulmonary disease; PI3K/AKT/mTOR signaling pathway; sirtuins; cellular  senescence; 
oxidative stress.
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Введение
Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – 
мно гофакторное заболевание дыхательной системы, за-
трагивающее дистальные отделы респираторных путей 
(бронхи, бронхиолы) и легочную паренхиму, с развитием 
эмфиземы легких (Чучалин и др., 2022). Это заболевание 
развивается в результате комплексного взаимодействия 
молекулярно-генетических и средовых факторов, тесно 
связанных с образом жизни, и курение считается основ-
ной причиной возникновения ХОБЛ (Ragland et al., 2019). 
Опубликованные данные свидетельствуют о том, что па то-
генез ХОБЛ может включать нарушение регуляции стрес-
совых реакций, препятствующих клеточному старению, с 
широким кругом сигнальных каскадов и их регуляторов 
(Ryter et al., 2018). 

PI3K/AKT/mTOR-внутриклеточный сигнальный путь – 
один из универсальных путей контроля роста, метабо лиз-
ма и пролиферации клеток (Ersahin et al., 2015). Клю че-
выми компонентами сигнального пути являются: фос фа-
тидилинозитол-3-киназа (PI3K), серин/треониновая про-
теинкиназа (AKT) и серин/треонин киназа (mammalian 
target of rapamycin) (mTOR) (Ersahin et al., 2015). Переда-
ча сигналов через PI3K/AKT/mTOR-сигнальный каскад 
имеет решающее значение для клеточного старения. Этот 
сигнальный каскад ингибируется тирозинфосфотазами 
PTEN (phosphatase and tensin homolog) и SHIP-1 (inositol 
polyphosphate-5-phosphatase D). Оба фермента имеют чув-
ствительные к окислению остатки цистеина в активном 
сайте (Worby, Dixon, 2014). 

Окислительный стресс – основной механизм, который 
вызывает ускоренное старение за счет его повреждающе-
го воздействия на ДНК и активации PI3K/AKT/mTOR-
сигнального каскада (Wang et al., 2013). При ХОБЛ и дру- 
 гих возраст-ассоциированных заболеваниях экспрессия 
генов, кодирующих эндогенные антиоксидантные моле-
кулы, снижается, что еще больше увеличивает уровень 
окислительного стресса и приводит к активации кле-
точного старения (Kirkham, Barnes, 2013). В качестве 

потенциальных факторов, замедляющих старение, рас-
сматриваются НАД-зависимые протеин-деацетилазы из 
семейства сиртуинов (Ito, Barnes, 2009). 

Цель настоящего исследования – анализ комбинирован-
ного вклада генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада 
(PIK3R1, AKT1, MTOR, PTEN ) и сиртуинов (SIRT1, SIRT3, 
SIRT6) в риск развития хронической обструктивной бо-
лезни легких.

Материалы и методы
В работе использовали образцы ДНК неродственных 
индивидов, татар по этнической принадлежности, про-
живающих на территории Республики Башкортостан. 
Исследование одобрено комитетом по этике Института 
биохимии и генетики – обособленного структурного под-
разделения Уфимского федерального исследовательско-
го центра РАН (протокол № 17 от 07.12.2010). От всех 
включенных в исследование участников получено ин-
формированное добровольное согласие. Группа больных 
включала 621 индивида (из них 539 мужчин (86.79 %) 
и 82 женщины (13.21 %)), средний возраст составил 
64.42 ± 10.71 лет. Среди больных ХОБЛ курильщиков и 
бывших курильщиков – 510 (82.13 %), некурящих – 111 
(17.87 %). Индекс курения у курильщиков и бывших 
курильщиков составил 45.34 ± 23.84 пачек/лет. Группа 
контроля включала 624 индивида (из них 555 мужчин 
(88.94 %) и 69 женщин (11.06 %)), средний возраст был 
59.67 ± 12.31, курильщики и бывшие курильщики – 526 
(84.29 %) и некурящие – 98 (15.71 %)); индекс курения у 
курильщиков составлял 38.75 ± 24.87 пачек/лет. 

У всех больных исследовали функцию внешнего ды-
хания методом спирометрии, оценивали жизненную 
емкость легких (ЖЕЛ), форсированную жизненную ем-
кость легких (ФЖЕЛ), объем форсированного выдоха за 
первую секунду (ОФВ1), соотношение объема форсиро-
ванного выдоха в 1 с и жизненной емкости легких (ОФВ1/
ЖЕЛ). В группе больных показатели (в % от нормы) 
составляли: ОФВ1 = 40.75 ± 18.33; ФЖЕЛ = 45.01 ± 18.22;  
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ЖЕЛ = 49.32 ± 14.34; ОФВ1/ФЖЕЛ = 59.5 ± 12.34. Кри-
терии включения и исключения из групп исследования 
подроб но описаны нами ранее (Korytina et al., 2019).

Генотипирование. ДНК выделяли из лейкоцитов пе-
ри ферической крови с использованием фенольно-хло-
роформной экстракции. Для нашего исследования были 
выбраны следующие полиморфные локусы: SIRT1 
(rs3758391, rs3818292), SIRT3 (rs3782116, rs536715), 
SIRT6 (rs107251), AKT1 (rs2494732), PIK3R1 (rs10515070, 
rs831125, rs3730089), MTOR (rs2295080, rs2536), PTEN 
(rs701848, rs2735343) (Приложение 1)1. 

Критерии отбора полиморфных локусов: имеющие функ-  
циональную значимость и/или ассоциацию с много фак-
торными заболеваниями человека, частота редкого аллеля 
(MAF) ≥ 5 % в популяциях европеоидов, по данным базы 
the National Center for Biotechnology Information (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Функциональная 
значимость полиморфных локусов исследовали по базам 
RegulomeDB Version 1.1 (https://regulomedb.org), SNPinfo 
Web Server (https://snpinfo.niehs.nih.gov) и HaploReg v3 
(Ward, Kellis, 2016). Данные представлены в Приложе-
нии 2. Полиморфные варианты генов анализировали при 
помощи полимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени коммерческими наборами с флуоресцентной детек-
цией (https://www.oligos.ru, OOO «ДНК-Синтез», Россия) 
на приборе BioRad CFX96™ (Bio-Rad Laboratories, Inc, 
США). Методы анализа подробно описаны нами ранее 
(Korytina et al., 2019).

Статистическую обработку данных  выполняли с ис-
пользованием пакетов прикладных программ IBM SPSS 
Statistics v22.0 и PLINK v. 1.07 (Purcell et al., 2007). 
Подробное описание стандартных методов статистиче-
ского анализа представлено в (Korytina et al., 2019). Ана-
лиз ассоциаций сочетаний аллелей/генотипов с ХОБЛ 
осуществляли с помощью программы APSampler 3.6.1  
(http://sourceforge.net/projects/apsampler/). Поправку на 
множественное тестирование проводили с помощью 
ме то да оцен ки доли ложноположительных результатов 
FDR (false dis covery rate) (Benjiamini–Hochberg), при 
использова нии программы (http//www.sdmproject.com/
utilinies/?show=FDR) и получали новое значение Рcor- FDR. 
Частоты га плотипов, стандартные коэффициенты сцеп-
ления для LD (D′) были рассчитаны в программе Haplo-
view 4.2. 

Результаты
Прежде чем приступить к анализу ассоциации генов-кан-
дидатов с развитием ХОБЛ, осуществили проверку соот-
ветствия распределения частот генотипов полиморфных 
локусов равновесию Харди–Вайнберга, а также оценку 
частоты редкого аллеля как для смешанной выборки 
больных и контроля, так и отдельно для каждой группы 
(см. Приложение 1). Выявленные частоты генотипов всех 
исследованных полиморфных локусов в группе конт-
роля были в соответствии равновесию Харди–Вайн-
берга: SIRT1 (rs3758391) (PX-B = 0.24), SIRT1 (rs3818292)  
(PX-B = 0.47), SIRT3 (rs3782116) (PX-B = 0.5), SIRT3 
(rs536715) (PX-B = 0.75), SIRT6 (rs107251) (PX-B = 0.67), 
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx18.pdf

AKT1 (rs2494732) (PX-B = 0.2), PIK3R1 (rs10515070) 
(PX-B = 0.65), PIK3R1 (rs831125) (PX-B = 0.25), PIK3R1 
(rs3730089) (PX-B = 0.22), MTOR (rs2295080) (PX-B = 0.15), 
MTOR (rs2536) (PX-B = 0.24), PTEN (rs701848) (PX-B = 0.85), 
PTEN (rs2735343) (PX-B = 0.06).

Обнаружены статистически значимые различия по 
распределению частот генотипов и/или аллелей между 
группами больных ХОБЛ и контролем для полиморф-
ных локусов генов SIRT1 (rs3818292), SIRT3 (rs3782116, 
rs536715), SIRT6 (rs107251), AKT1 (rs2494732), PIK3R1 
(rs10515070, rs831125, rs3730089), PTEN (rs701848, 
rs2735343) (табл. 1). Cтатистически значимые ассоциации 
исследованных полиморфных локусов с развитием ХОБЛ 
резюмированы в табл. 2.

Установлена ассоциация локуса SIRT1 (rs3818292) с 
ХОБЛ в доминантной модели (Padj = 0.0066, OR = 1.40), 
риск развития заболевания возрастал у носителей гетеро-
зиготного генотипа (Padj = 0.001, OR = 1.51). Полиморф-
ные варианты локусов rs3782116 и rs536715 гена SIRT3 
ассоциировали с ХОБЛ; так, для rs3782116 статистически 
значимой была ассоциация с гетерозиготным генотипом 
(Padj = 0.0052, OR = 0.69) и в доминантной модели (Padj = 
= 0.0055, OR = 0.69). Ассоциация с локусом rs536715 под-
тверждалась в доминантной (Padj = 0.00001, OR = 0.50) 
и аддитивной (Padj = 0.00001, OR = 0.66) моделях и с 
гетерозиготным генотипом (Padj = 0.00001, OR = 0.48). Не-
обходимо отметить, что риск развития заболевания был 
в обоих случаях связан с частым аллелем G (rs3782116 – 
OR = 1.21 95 % CI 1.03–1.43 и rs536715 – OR = 1.58 95 % CI 
1.32–1.91) гомозиготным генотипом GG (rs3782116 –  
OR = 1.44 95 % CI 1.16–1.81 и rs536715 – OR = 1.99 95 % 
CI 1.58–2.51). 

Нами проведен анализ сцепления локусов rs3758391 и 
rs3818292 гена SIRT1, rs3782116 и rs536715 гена SIRT3, 
который показал отсутствие неравновесия по сцеплению 
между локусами гена SIRT1 (D′ = 0.168, r2 = 0.097) и 
гена SIRT3 (D′ = 0.28, r2 = 0.011). Исходя из полученных 
данных, анализ ассоциации гаплотипов исследованных 
локусов с ХОБЛ не проводили. Локус SIRT6 (rs107251) ас-
социировал с ХОБЛ с доминантной модели (Padj = 0.0005, 
OR = 0.65), но более значимой была ассоциация с гетеро-
зиготным генотипом СT (Padj = 0.00001, OR = 0.55). Мар-
кером риска выступал гомозиготный по частому аллелю 
генотип CC (OR = 1.54 95 % CI 1.23–1.93). 

Выявлены статистически значимые ассоциации поли-
морфных локусов rs10515070, rs831125, rs3730089 гена 
PIK3R1 с развитием ХОБЛ. Риск развития заболевания 
был связан с гетерозиготными генотипами исследован-
ных полиморфных локусов гена PIK3R1: rs10515070 
(Padj = 0.0023, OR = 1.47), rs831125 (Padj = 0.00001, OR = 
= 2.28) и генотипом GG rs3730089 (Padj = 0.0007, OR = 
= 1.73). Локусы rs10515070, rs831125, rs3730089 пока-
зали отсутствие неравновесия по сцеплению; так, для 
rs10515070 и rs831125 составили: D′ = 0.02, r2 = 0.00, 
для rs10515070 и rs3730089 – D′ = 0.127, r2 = 0.008, для 
rs831125 и rs3730089 – D′ = 0.155, r2 = 0.005.

Анализ ассоциации гаплотипов гена PIK3R1 не прово-
дили. Установлены статистически значимые ассоциации 
полиморфных локусов rs701848 и rs2735343 гена PTEN 
с ХОБЛ. Ассоциация локуса rs701848 подтверждена в 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx18.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx18.pdf
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Таблица 1. Распределение частот генотипов и аллелей полиморфных локусов  
генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада и сиртуинов в группах больных ХОБЛ и здоровых индивидов

Ген, локус Редкий 
аллель 

Генотипы, аллели ХОБЛ, n (%) 
(N = 621)

Здоровые индивиды, n (%) 
(N = 624)

P

SIRT1
rs3758391
T>C

C TT/TC/CC 184/265/172
(29.63/42.67/27.70)

168/294/162
(26.92/47.12/25.96)

0.283

T/C 633/609
(50.97/49.03)

630/618
(50.48/49.52)

0.84

SIRT1
rs3818292
A>G

G AA/AG/GG 322/273/26
(51.85/43.96/4.19)

375/213/36
(60.10/34.13/5.77)

0.001

A/G 917/325
(73.83/26.17)

963/285
(77.16/22.84)

0.059

SIRT3
rs3782116
G>A

A GG/GA/AA 294/230/97 
(47.34/37.04/15.62)

239/287/98
(38.30/45.99/15.71)

0.003

G/A 818/424
(65.86/34.14)

765/483
(61.30/38.70)

0.02

SIRT3
rs536715
G>A

A GG/GA/AA 424/148/49
(68.28/23.83/7.89)

324/249/51
(51.92/39.90/8.17) 

0.00001

G/A 996/246
(80.19/19.81)

897/351
(71.88/28.13)

0.00001

SIRT6
rs107251
C>T

T CC/CT/TT 396/160/65
(63.77/25.76/10.47)

333/243/48
(53.37/38.94/7.69) 

0.0001

C/T 952/290
(76.65/23.35)

909/339
(72.84/27.16) 

0.032

AKT1
rs2494732
T>C

C TT/CT/CC 193/313/115
(31.08/50.40/18.52) 

159/329/136
(25.48/52.72/21.79) 

0.062

T/C 699/543
(56.28/43.72) 

647/601
(51.84/48.16) 

0.029

PIK3R1
rs10515070
T>A

A TT/TA/AA 175/351/95
(28.18/56.52/15.30) 

228/293/103
(36.54/46.96/16.51) 

0.001

T/A 701/541
(56.44/43.56)

749/499
(60.02/39.98) 

0.077

PIK3R1
rs831125 
A>G

G AA/AG/GG 299/274/48
(48.15/44.12/7.73) 

441/161/22
(70.67/25.80/3.53)

0.00001

A/G 872/370
(70.21/29.79)

1 043/205
(83.57/16.43) 

0.00001

PIK3R1
rs3730089 
G>A

G AA/AG/GG 230/257/134
(37.04/41.38/21.58) 

270/269/85
(43.27/43.11/13.62) 

0.0001

A/G 717/525
(57.73/42.27) 

809/439
(64.82/35.18) 

0.0001

MTOR
rs2295080 
T>G

G TT/TG/GG 220/304/97
(35.43/48.95/15.62) 

218/318/88 
(34.94/50.96/14.10) 

0.686

T/G 744/498
(59.90/40.10) 

754/494
(60.42/39.58) 

0.825

MTOR
rs2536
T>C

C TT/TC/CC 580/41/0
(93.40/6.60/0) 

567/55/2
(90.87/8.81/0.32) 

0.124

T/C 1 201/41
(96.70/3.30) 

1 189/59
(95.27/4.73) 

0.087

PTEN
rs701848 
T>C

C TT/CT/CC 156/324/141
(25.12/52.17/22.71) 

212/306/106
(33.97/49.04/16.99) 

0.0001

T/C 636/606
(51.21/48.79) 

730/518
(58.49/41.51) 

0.0001

PTEN
rs2735343 
G>C

C GG/GC/CC 169/355/97
(27.21/57.17/15.62) 

217/280/127
(34.78/44.87/20.35) 

0.0001

G/C 693/549
(55.80/44.20)

714/534
(57.21/42.79) 

0.52

Примечание. P – значимость различий между группами по частотам аллелей и генотипов (тест χ2  на гомогенность выборок).
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Таблица 2. Статистически значимые ассоциации полиморфных локусов  
генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада и сиртуинов с ХОБЛ

Ген, локус Редкий 
аллель

N Генотип/модель ORadj (CI 95 %) Padj Pcor-FDR

SIRT1
rs3818292
A>G

G 1245 AA
AG+GG доминантная

1.00
1.40 (1.10–1.78)

0.0066 0.0093

AA+GG
AG

1.00
1.51 (1.18–1.94)

0.001 0.0024

лог-аддитивная 1.21 (0.99–1.49) 0.063 0.068
G 1.19 (0.99–1.44) 0.059 0.062

SIRT3
rs3782116
G>A

A 1245 GG
GA+AA доминантная

1.00
0.69 (0.53–0.90)

0.0055 0.008

AA+GG
AG

1.00
0.69 (0.53–1.90) 

0.0052 0.008

лог-аддитивная 0.84 (0.7–1.00) 0.055 0.061
A 0.82 (0.69–0.96) 0.02 0.03

SIRT3
rs536715
G>A

A 1245 GG
GA+AA доминантная

1.00
0.50 (0.39–0.65) 

0.00001 3.85e-05

AA+GG
AG

1.00
0.48 (0.36–0.62) 

0.00001 3.85e-05

лог-аддитивная 0.66 (0.55–0.80) 0.00001 3.85e-05
A 0.63 (0.52–0.76) 0.00001 3.85e-05

SIRT6
rs107251
C>T

T 1245 CC
CT+TT доминантная

1.00
0.65 (0.51–0.83) 

0.0005 0.0015

CC+TT
CT

1.00
0.55 (0.42–0.71) 

0.00001 3.85e-05

лог-аддитивная 0.84 (0.70–1.00) 0.051 0.059
T 0.82 (0.68–0.97) 0.032 0.039

PIK3R1
rs10515070
T>A

A 1245 TT
TA+AA доминантная

1.00
1.47 (1.13–1.92) 

0.0042 0.007

TT+AA
TA

1.00
1.47 (1.15–1.88)

0.0023 0.0044

лог-аддитивная 1.17 (0.98–1.41) 0.087 0.09
A 1.15 (0.98–1.36) 0077 0.088

PIK3R1
rs831125 
A>G

G 1245 AA
AG+GG доминантная

1.00
2.61 (1.99–3.42)

0.00001 3.85e-05

AA+GG
AG

1.00
2.28 (1.73–3.00)

0.00001 3.85e-05

лог-аддитивная 2.19 (1.74–2.75) 0.00001 3.85e-05
G 2.16 (1.78–2.62) 0.00001 3.85e-05

PIK3R1
rs3730089 
G>A

G 1245 AA
AG+GG доминантная

1.00
1.30 (1.02–1.66) 

0.037 0.045

AA+AG
GG рецессивная 

1.00
1.73 (1.26–2.39)

0.0007 0.0018

лог-аддитивная
G

1.31 (1.11–1.55)
1.35 (1.15–1.58)

0.0014
0.0001

0.003
0.00033

PTEN
rs701848 
T>C

C 1245 TT
TC+CC доминантная

1.00
1.52 (1.15–2.02) 

0.0035 0.006

TT+TC
CC рецессивная

1.00
1.44 (1.04–1.99)

0.028 0.036

лог-аддитивная 1.35 (1.12–1.63) 0.0015 0.003
C 1.34 (1.14–1.57) 0.0001 0.00033

PTEN
rs2735343 
G>C

C 1245 GG
GC+CC доминантная

1.00
1.42 (1.09–1.87) 

0.01 0.013

GG+CC
GC

1.00
1.64 (1.28–2.12)

0.0001 0.00033

лог-аддитивная 1.06 (0.88–1.27) 0.53 0.53
C 1.06 (0.9–1.24) 0.52 0.522

Примечание. N – количество индивидов, включенных в регрессионный анализ; Padj – значимость для теста отношения правдоподобия лог-ре грес-
сионной модели с учетом возраста, пола, статуса и индекса курения; ORadj – отношение шансов с учетом всех факторов; CI 95 % – 95 % доверительный 
интервал для OR; Pcor-FDR – значимость теста после коррекции FDR; лог-аддитивная модель на дозу редкого аллеля – увеличение дозы редкого аллеля 
в ряду: гомозигота по частому аллелю (0) – гетерозигота, (1) – гомозигота по редкому аллелю (2).
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Таблица 3. Ассоциация полиморфных вариантов генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада и сиртуинов  
с показателями функции внешнего дыхания и индексом курения

Ген, локус Генотипы M ± SE P beta (CI 95 %)

Жизненная емкость легких (ЖЕЛ)

MTOR
rs2536 T>C

TT
CT

53.76 (1.03)
64.79 (4.02)

0.013 0.00
11.03 (2.38–19.67)

PIK3R1
rs3730089 G>A

AA+GG
AG

56.5 (1.31)
51.4 (1.51)

0.013 0.00
–5.10 (–9.09…–1.11)

SIRT3
rs3782116 G>A

GG+AG
AA 

53.31 (1.1)
62.59 (3.06)

0.0015 0.00
9.28 (3.61–14.95)

Форсированная жизненная емкость легких (ФЖЕЛ)

SIRT1
rs3818292 A>G

AA
AG+GG 

56.06 (1.45)
51.06 (1.51)

0.017 0.00
–5.00 (–9.10…–0.90)

AA+GG
AG

55.52 (1.39)
51.35 (1.59)

0.04 0.00
–4.17 (–8.31…–0.03)

MTOR
rs2295080 T>G

TT+GG
GT

57.42 (1.61)
52.09 (1.75)

0.025 0.00
–5.34 (–9.99…–0.68)

PIK3R1
rs3730089 G>A

AA+AG
GG

53.15 (1.13)
61.18 (2.57)

0.0026 0.00
8.03 (2.83–13.23)

SIRT3
rs3782116 G>A

GG+AG
AA 

54.6 (1.2)
63.95 (3.23)

0.0028 0.00
9.36 (3.27–5.45)

GG+AA
AG

58.28 (1.5)
52.61 (1.73)

0.016 0.00
–5.67 (–10.24…–1.10)

Индекс курения у курильщиков (пачки/лет)

PIK3R1
rs10515070 T>A

TT+AA
AT

31.61 (1.3)
31.00 (1.11)

0.025 0.00
–3.30 (–6.17…–0.42)

PIK3R1
rs831125 A>G

AA+GG
AG

30.85 (1.08)
32.48 (1.61)

0.0082 0.00
–4.37 (–7.60…–1.14)

SIRT1
rs3818292 A>G

AA
AG+GG 

32.00 (1.13)
31.03 (1.25)

0.036 0.00
–3.04 (–5.88…–0.20)

Примечание. M ± SE – средние значения и стандартная ошибка среднего; P – уровень значимости для уравнения регрессии; beta (CI 95 %) – коэффи-
циент регрессии и 95 % доверительный интервал для коэффициента. 

доминантной (Padj = 0.0035, OR = 1.52), рецессивной 
(Padj = 0.028, OR = 1.44) и лог-аддитивной (Padj = 0.0015, 
OR = 1.35) моделях. Ассоциация локуса rs2735343 с ХОБЛ 
установлена в доминантной модели (Padj = 0.01, OR = 1.42) 
и для гетерозиготного генотипа (Padj = 0.0001, OR = 1.64). 
Неравновесие по сцеплению между локусами rs701848 и 
rs2735343 гена PTEN не выявлено (D′ = 0.234, r2 = 0.035), 
анализ ассоциации гаплотипов гена PTEN не проводили.

Ассоциация исследованных полиморфных локусов  
с показателями функции внешнего дыхания  
и индексом курения
Снижение показателей функции внешнего дыхания яв-
ляется ключевой клинической характеристикой обструк-
ции дыхательных путей при ХОБЛ и указывает на про-
грессирование заболевания. Проведен анализ вариабель-
ности количественных показателей функции внешнего  
дыхания: жизненной емкости легких, форсированной 
 жизненной емкости легких и объема форсированного вы-
доха в 1 с в зависимости от полиморфных ва риантов 
изу ченных генов (табл. 3). Снижение показателя ЖЕЛ 
было ассоциировано с гетерозиготным генотипом гена 
PIK3R1 (rs3730089) (P = 0.013), генотипом TT гена MTOR 

(rs2536) (P = 0.013). Значимое увеличение ЖЕЛ установ-
лено для носителей генотипа AA гена SIRT3 (rs3782116) 
(P = 0.0015).

Высокие значения ФЖЕЛ наблюдались у носителей 
генотипов AA гена SIRT1 (rs3818292) (P = 0.017), GG 
гена PIK3R1 (rs3730089) (P = 0.025) и AA гена SIRT3 
(rs3782116) (P = 0.0028). Тогда как для индивидов с гетеро-
зиготным генотипами генов SIRT1 (rs3818292) (P = 0.04), 
MTOR (rs2295080) (P = 0.025) и SIRT3 (rs3782116) 
(P = 0.016) отмечено снижение данного показателя (см. 
табл. 3). Увеличение индекса курения, характеризующего 
интенсивность и стаж курения (индекс курения, в пачках/
лет), установлено у носителей гетерозиготного генотипа 
гена PIK3R1 (rs831125) (P = 0.0082) и генотипа AA гена 
SIRT1 (rs3818292) (P = 0.036). 

Анализ ген-генных комбинаций 
Проведен поиск информативных ген-генных комбинаций 
с использованием программы APSampler, идентифициро-
ваны сочетания аллелей и генотипов, ассоциированных с 
ХОБЛ. В анализ включали локус SIRT2 (rs10410544), ис-
следованный нами ранее (Korytina et al., 2019). Выявлено 
2324 паттерна, ассоциированных с ХОБЛ. В табл. 4 пред-
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Таблица 4. Ген-генные комбинации полиморфных локусов генов PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада и сиртуинов,  
значимо ассоциированные с развитием ХОБЛ

Комбинации ХОБЛ
(частота)

Контроль
(частота)

P PFDR OR CI (95 %)

Рисковые 

PIK3R1 (rs831125) G + SIRT3 (rs536715) GG 0.36 0.12 1.06e-14 2.45e-11 3.45 2.49–4.78

PIK3R1 (rs831125) G + MTOR (rs2536) T 0.53 0.29 7.65e-13 1.77e-09 2.71 2.05–3.57

PIK3R1 (rs831125) G + PTEN (rs2735343) C 0.39 0.17 7.7e-13 1.79e-09 3.06 2.23–4.18

PIK3R1 (rs831125) GA + SIRT3 (rs536715) G + PTEN (rs2735343) C 0.31 0.14 9.07e-10 2.10e-06 2.86 2.02–4.04

SIRT3 (rs536715) GG + PTEN (rs2735343) СG 0.61 0.42 2.98e-09 6.92e-06 2.17 1.67–2.83

PIK3R1 (rs3730089) G + SIRT3 (rs536715) GG 0.46 0.29 1.14e-08 2.64e-05 2.09 1.62–2.72

PIK3R1 (rs3730089) G + SIRT6 (rs107251) CC 0.45 0.29 4.13e-08 9.60e-05 2.01 1.56–2.59

PIK3R1 (rs10515070) A + PTEN (rs701848) C + PTEN (rs2735343) C 0.39 0.23 1.11e-06 0.0025 2.10 1.54–2.85

Протективные 

PIK3R1 (rs831125) AA + PIK3R1 (rs3730089) A 0.34 0.61 1.11e-16 2.58e-13 0.32 0.24–0.42

PIK3R1 (rs831125) A + PIK3R1 (rs3730089) A + SIRT3 (rs3782116) A + 
SIRT3 (rs536715) A

0.03 0.22 2.7e-15 6.27e-12 0.13 0.07–0.24

PIK3R1 (rs831125) A + SIRT3 (rs3782116) A + SIRT3 (rs536715) A 0.06 0.25  1.07e-14 2.49e-11 0.18 0.11–0.29

PIK3R1 (rs831125) A + PIK3R1 (rs3730089) A + SIRT3 (rs3782116) AG + 
SIRT3 (rs536715) A 

0.02 0.17 3.82e-14 8.87e-11 0.09 0.04–0.20

PIK3R1 (rs3730089) A + SIRT3 (rs3782116) A + SIRT3 (rs536715) A 0.06 0.22 2.3e-13 5.36e-10 0.21 0.13–0.32

SIRT3 (rs3782116) A + SIRT3 (rs536715) A 0.08 0.26 6.52e-13 1.52e-09 0.25 0.17–0.38

SIRT3 (rs3782116) AG + SIRT3 (rs536715) GA 0.04 0.18 4.0e-11 9.29e-08 0.20 0.12–0.35

SIRT3 (rs536715) A + SIRT6 (rs107251) T 0.10 0.25 8.12e-11 1.89e-07 0.33 0.23–0.47

SIRT3 (rs536715) A + PTEN (rs2735343) GG 0.06 0.18 4.73e-09 1.09e-05 0.27 0.17–0.44

SIRT3 (rs536715) GA + SIRT6 (rs107251) TC 0.06 0.17 9.75e-09 2.26e-05 0.30 0.19–0.47

Примечание. P-value – уровень значимости по тесту Фишера; PFDR – значимость теста после коррекции FDR; OR – отношение шансов; 95 % CI – 95 % до-
верительный интервал для OR.

ставлены результаты наиболее значимых ген-генных со-
четаний с PFDR менее 0.05 и OR более 2.0 для комбинаций 
риска или OR менее 0.35 – для протективных комбинаций. 
Всего было найдено 19 ген-генных комбинаций, которые 
соответствовали выбранному критерию, из них 9 ассоции-
ровали с риском развития ХОБЛ, 10 были протективными. 
Большинство выявленных комбинаций риска включали 
аллель G или генотип GA гена PIK3R1 (rs831125) (четыре 
информативных сочетания). 

Наибольший риск развития ХОБЛ определялся соче-
танием данных вариантов гена PIK3R1 (rs831125) с ге-
нотипом GG гена SIRT3 (rs536715) (OR = 3.45); аллеля C 
гена PTEN (rs2735343) (OR = 3.06) и их комбинацией – 
генотип GA гена PIK3R1 (rs831125), аллель G гена SIRT3 
(rs536715) и аллель C гена PTEN (rs2735343) (OR = 2.86). 
Анализ ген-генных сочетаний исследованных поли морф-
ных локусов позволил обнаружить ассоциацию алле ля T 
гена MTOR (rs2536), который проявлял свой эффект 
только в комбинации c аллелем G гена PIK3R1 (rs831125) 
(OR = 2.71). Три из найденных комбинаций включали ал-
лель G гена PIK3R1 (rs3730089) в сочетании с генотипом 
GG гена SIRT3 (rs536715) (OR = 2.09) либо с генотипом 
CC гена SIRT6 (rs107251) (OR = 2.01).

Наиболее значимые комбинации, которые ассоциирова-
ли с пониженным риском развития ХОБЛ, включали ал-
лель A или генотип AA гена PIK3R1 (rs831125) и аллель A 
гена PIK3R1 (rs3730089) в сочетании с аллелем A или 
генотипом AG гена SIRT3 (rs3782116) и аллелем A локуса 
SIRT3 (rs536715) (см. табл. 4). Таким образом, полиморф-
ные локусы PIK3R1 (rs831125), PIK3R1  (rs3730089), SIRT3 
(rs536715) проявляли аллель-специфическое действие, 
когда аллель G гена PIK3R1 (rs831125), аллель G гена 
PIK3R1 (rs3730089) и аллель G и генотип GG гена SIRT3 
(rs536715) были частью комбинаций, предрасполагаю-
щей к развитию ХОБЛ, а альтернативные аллели этих же 
полиморфных локусов присутствовали в комбинациях, 
связанных со сниженным риском заболевания. 

Обсуждение 
В результате проведенного исследования установлены зна-
чимые ассоциации полиморфных вариантов генов SIRT1 
(rs3818292), SIRT3 (rs3782116, rs536715), SIRT6 (rs107251) 
с развитием ХОБЛ. Белок SIRT1 является наи более изу-
ченным членом семейства сиртуинов млекопитающих. 
Показано, что SIRT1 играет важную роль в сигнальных 
путях, вовлеченных в клеточное старение и гибель клеток 
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(Finkel et al., 2009). Он деацетилирует многие ключевые 
регуляторные белки и факторы транскрипции, участвую-
щие в репарации ДНК, воспалении, экспрессии антиок-
сидантных генов и клеточном старении, включая гены 
PI3K/AKT/mTOR-сигнального пути, транскрипционный 
фактор FOXO3a, белки p21, p16, Klotho (Cao et al., 2013). 

Увеличение экспрессии SIRT1 ингибирует TGF-β1/
SMAD3-сигнальный каскад и ослабляет эпителиально-ме-
зенхимальную трансформацию, что приводит к снижению 
уровня ремоделирования дыхательных путей при ХОБЛ 
(Zhang et al., 2022). Уровень SIRT1 снижен в перифери-
ческих легочных и циркулирующих мононуклеарных 
клетках периферической крови пациентов с ХОБЛ (Ra-
jendrasozhan et al., 2008). 

Нами установлено, что риск развития ХОБЛ выше у 
гетерозиготных носителей локуса SIRT1 (rs3818292). Бо-
лее того, этот же полиморфный вариант был связан со 
снижением показателя ФЖЕЛ, отражающего прогресси-
рование заболевания. Функциональный анализ пока зал, 
что SIRT1 (rs3818292) находится в сцеплении с поли-
морфным локусом в 5′-нетранслируемом регионе ДНК 
(rs3740051), изменяющим сайт связывания для транскрип-
ционного фактора NFKB. Нами не выявлено ассоциации 
полиморфного локуса rs3758391 гена SIRT1 с развитием 
ХОБЛ, что согласуется с данными, полученными для 
популяции китайцев Хань (Gao et al., 2018). По данным 
функционального анализа, rs3758391 находится в про-
моторной области гена SIRT1, вариант C нарушает сайты 
связывания для нескольких транскрипционных факто-
ров и регуляторных белков, влияя на экспрессию гена. 
Известна роль rs3758391 в развитии целого комплекса 
возраст-ассоциированных заболеваний (Wu et al., 2022).

Митохондриальная дисфункция в эпителиальных клет-
ках респираторных путей играет важную роль в патогенезе 
ХОБЛ (Zhang et al., 2022). Белок SIRT3 является основной 
митохондриальной деацетилазой, регулирующей работу 
многих ферментов, вовлеченных в энергетический мета-
болизм, компоненты дыхательной цепи, цикл трикарбо-
новых кислот, кетогенез и бета-окисление жирных кислот 
(Wu et al., 2022). 

Белок SIRT3 может напрямую контролировать про-
дукцию ак тивированных форм кислорода, деацетилируя 
марганцевую супероксиддисмутазу (SOD2), основной 
митохондриальный антиоксидантный фермент (Dikalova 
et al., 2017). Он участвует в регуляции работы фермента 
репарации ДНК OGG1, что приводит к увеличению по-
вреждения мтДНК и апоптозу альвеолярных эпителиаль-
ных клеток (Sun et al., 2018). Ряд исследований показал 
вклад SIRT3 в развитие различных многофакторных 
заболеваний (Wu et al., 2022). 

Нами изучена ассоциация двух функциональных 
поли морфизмов гена SIRT3 (rs3782116 и rs536715) с 
ХОБЛ. Функциональный анализ продемонстрировал, 
что rs3782116 локализован в области сайтов связывания 
с миРНК hsa-miR-328; полиморфные локусы rs3782116 и 
rs536715 располагаются в регионах ДНК, связывающихся 
с регуляторными белками. Ассоциация с ХОБЛ в нашей 
выборке установлена для обоих полиморфных локусов; 
риск развития заболевания был связан с частыми аллеля-  
ми G локусов rs3782116 и rs536715. Необходимо отметить, 

что гомозиготные носители редкого аллеля A полиморф-
ного локуса rs3782116 гена SIRT3 имели более высокие 
показатели ЖЕЛ и ФЖЕЛ. Ранее исследования полиморф-
ных локусов гена SIRT3 при ХОБЛ не проводили, в то 
же время имеются данные по ассоциации полиморфных 
локусов гена SIRT3 с заболеваниями, в патогенезе кото-
рых окислительный стресс и клеточное старение играют 
ключевую роль (Song et al., 2022). 

Нами получены значимые ассоциации локуса SIRT6 
(rs107251) с развитием ХОБЛ; частый аллель С является 
маркером риска ХОБЛ, в то время как гетерозиготный 
генотип маркирует устойчивость к заболеванию. Иссле-
дованный нами полиморфный локус rs107251 расположен 
в регионе ДНК, связывающемся с регуляторным белком 
SOX8, и находится в тесном сцеплении с rs350846, лока-
лизованным в 3′-нетраслируемом регионе гена SIRT6, сай-
те связывания для нескольких миРНК (hsa-miR-1207- 5p, 
hsa-miR-24, hsa-miR-34a, hsa-miR-644, hsa-miR-940). 
Белок SIRT6 участвует в регуляции стабильности генома, 
NF-κB сигналинга и гомеостаза глюкозы, проявляет актив-
ность АДФ-рибозилтрансферазы и гистондеацетилазы, 
играет роль в репарации ДНК и поддержании целостно-
сти теломерного хроматина (Kugel, Mostoslavsky, 2014). 
В работе (Takasaka et al., 2014) показано снижение уровня 
SIRT6 в эпителиальных клетках дыхательных путей па-
циентов с ХОБЛ, вызванное воздействием сигаретного 
дыма, что приводит к клеточному старению и нарушению 
процессов аутофагии. Ранее полиморфные локусы гена 
SIRT6 при ХОБЛ не исследовали, однако имеются данные 
по ассоциации с сердечно-сосудистыми заболеваниями, 
которые часто являются коморбидной патологией при 
ХОБЛ (Song et al., 2022). 

Ген PIK3R1 кодирует регуляторную субъединицу 1 фос-
фо инозитид-3 киназы, ключевого элемента PI3K/AKT/ 
mTOR-сигнального каскада (Ersahin et al., 2015). Нами 
исследованы три полиморфных локуса гена PIK3R1, 
rs10515070, rs831125, rs3730089, которые показали зна-
чимую ассоциацию с развитием ХОБЛ в нашей выборке. 
Носители редких аллелей данных полиморфных локусов 
имели высокий риск развития заболевания. Кроме того, 
нами обнаружена вариабельность показателей ЖЕЛ и 
ФЖЕЛ в зависимости от генотипов локуса rs3730089; 
так, у гетерозигот установлены более низкие показатели, 
что согласуется с результатами анализа ассоциации с раз-
витием заболевания. Функциональный анализ показал, 
что интронный вариант rs831125 локализован в сайте 
связывания регуляторных белков; rs3730089 является мис-
сенс-вариантом с «мягким» (benign) эффектом, соглас но 
базе PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), на-
ходится в участке связывания с регуляторными белками 
и влияет на сайты сплайсинга. Исследований, посвящен-
ных анализу ассоциации гена PIK3R1 с развитием ХОБЛ, 
ранее не проводилось. Имеются данные по ассоциации 
rs3730089 с сахарным диабетом 2-го типа (Karadoğan et 
al., 2018).

Фосфатаза PTEN регулирует активность фосфоинози-
тид-3 киназы (PI3K) (Worby, Dixon, 2014). Курение как 
основной фактор риска ХОБЛ провоцирует развитие 
окислительного стресса, который в свою очередь влияет 
на экспрессию PTEN (Cai et al., 2022). Нами исследова ны 
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два функциональных полиморфных локуса гена PTEN; 
rs70184 локализован в 3′-области гена PTEN и изменя-
ет сайты связывания для миРНК hsa-miR-1252 и hsa-
miR-1304; rs2735343, находясь в интронной области, влия-
ет на сайты связывания для нескольких регуляторных 
белков. 

Значимые ассоциации с ХОБЛ в нашей выборке выяв-
лены с локусами гена PTEN; так, у гомозиготных носите-
лей редкого аллеля C локуса rs701848 и гетерозиготных 
носителей по локусу rs2735343 риск развития ХОБЛ был 
существенно выше. 

Опубликованы данные по ассоциации локуса rs701848 
гена PTEN с развитием ХОБЛ; риск был значительно 
снижен для гомозиготных носителей аллеля T, что со-
гласуется с данными, полученными для нашей выборки 
(Hosgood et al., 2009). PTEN участвует в регуляции различ-
ных биологических процессов, включая пролиферацию 
клеток, апоптоз, воспалительные реакции, транскрипцию 
и геномную стабильность (Cai et al., 2022). Снижение 
уровня PTEN приводит к активации PI3K-сигналинга и 
усиле нию клеточного старения при ХОБЛ (Barnes et al., 
2019). Показано, что снижение активности PTEN при 
ХОБЛ увеличивает активность матриксной металлопро-
теазы MMP9 в клетках бронхиального эпителия, что в 
результате способствует прогрессированию воспаления 
и деградации внеклеточного матрикса (Vannitamby et al., 
2017).

Проведение анализа ген-генных сочетаний позволило 
выявить наличие значительного синергизма между поли-
морфными локусами генов, кодирующих фосфоинозитид-
3-киназу (PIK3R1) и митохондриальную деацетилазу 
(SIRT3), входящие в большинство значимых комбинаций, 
ассоциированных с повышенным риском развития ХОБЛ. 
Аллель С гена PTEN (rs2735343) был в составе четырех 
информативных комбинаций, ассоциированных с высо-
ким риском хронической обструктивной болезни легких. 

Полученные результаты полигенного анализа указы-
вают на взаимодействие генов, кодирующих сиртуины 
SIRT3, SIRT2, SIRT6 и PI3KR1, PTEN, MTOR, и находят 
подтверждение в функциональной взаимосвязи сиртуинов 
и PI3K/AKT/mTOR-сигнального каскада. 

Заключение
В результате проведенного исследования впервые в на-
шей работе показаны значимая ассоциация генов SIRT3 
(rs3782116, rs536715), SIRT6 (rs107251) и PIK3R1 
(rs10515070, rs831125, rs3730089) с ХОБЛ и наличие 
меж генных взаимодействий генов, кодирующих клю-
чевые компоненты PI3K/AKT/mTOR-сигнального ка-
скада, и сиртуинов. Это подтверждает предположение 
о существенной роли механизмов клеточного старения 
в формировании предрасположенности к хронической 
обструктивной болезни легких. 
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Аннотация. Одним из наиболее распространенных врожденных метаболических нарушений является семей-
ная гиперхолестеринемия. Это заболевание приводит к раннему развитию сердечно-сосудистых заболеваний 
атеросклеротического генеза. Семейная гиперхолестеринемия относится к моногенным заболеваниям с пре-
имущественно аутосомно-доминантным типом наследования. Редкие патогенные варианты в гене LDLR опре-
деляются в 75–85 % случаев у пациентов с выявленной молекулярно-генетической причиной заболевания, 
варианты в других генах встречаются с частотой менее 5 % (APOB, PCSK9, LDLRAP1, ABCG5, ABCG8 и др.). Отри-
цательный результат генетического скрининга патогенных вариантов генов рецептора липопротеинов низкой 
плотности и его лигандов не исключает диагноз «семейная гиперхолестеринемия». В 20–40 % слу чаев при моле-
кулярно-генетическом исследовании не удается определить изменения в вышеназванных генах. Цель настоя-
щей работы – поиск новых генов, ассоциированных с фенотипом семейной гиперхолестеринемии, с использо-
ванием современных высокотехнологичных методов секвенирования и машинного обучения. На осно вании 
выборки пациентов с семейной гиперхолестеринемией, сформированной по критериям Dutch Lipid Clinic Net-
work и включающей случаи заболевания, подтвержденные молекулярно-генетическим анализом, построены 
решающие деревья, которые позволили выделить из выборки случаи, требующие дополнительного молеку-
лярно-генетического анализа. Определены пять пробандов с наиболее тяжелым течением семейной гиперхо-
лестеринемии без патогенных вариантов в изученных генах для проведения полногеномного секвенирования 
на платформе HiSeq 1500 (Illumina). При выполнении полногеномного секвенирования у трех из пяти обследо-
ванных пациентов найдены редкие варианты: гетерозиготный вариант (rs760657350), локализованный в акцеп-
торном сайте сплайсинга гена PLD1: c.2430-1G>A, ранее не описанная однонуклеотидная делеция гена SIDT1: 
c.2426del (p.Leu809CysfsTer2), новый миссенс-вариант c.10313C>G (p.Pro3438Arg) гена LRP1B и вариант однону-
клеотидной делеции rs753876598: c.165del (p.Ser56AlafsTer11) гена CETP. Все варианты впервые описаны у про-
бандов с клиническим диагнозом «семейная гиперхолестеринемия». Идентифицированы ва риан ты, которые 
потенциально могут влиять на формирование фенотипа семейной гиперхолестеринемии.
Ключевые слова: семейная гиперхолестеринемия; полногеномное секвенирование; машинное обучение; SIDT1; 
LRP1B; PLD1; CETP.
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Abstract. One of the most common congenital metabolic disorders is familial hypercholesterolemia. Familial hyper-
cholesterolemia is a condition caused by a type of genetic defect leading to a decreased rate of removal of low-density 
lipoproteins from the bloodstream and a pronounced increase in the blood level of total cholesterol. This disease 
leads to the early development of cardiovascular diseases of atherosclerotic etiology. Familial hypercholesterolemia is 
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a monogenic disease that is predominantly autosomal dominant. Rare pathogenic variants in the LDLR gene are pre-
sent in 75–85 % of cases with an identified molecular genetic cause of the disease, and variants in other genes (APOB, 
PCSK9, LDLRAP1,  ABCG5,  ABCG8, and others) occur at a frequency of < 5 % in this group of patients. A negative result of 
genetic screening for pathogenic variants in genes of the low-density lipoprotein receptor and its ligands does not rule 
out a diagnosis of familial hypercholesterolemia. In 20–40 % of cases, molecular genetic testing fails to detect changes 
in the above genes. The aim of this work was to search for new genes associated with the familial hypercholesterolemia 
phenotype by modern high-tech methods of sequencing and machine learning. On the basis of a group of patients 
with familial hypercholesterolemia (enrolled according to the Dutch Lipid Clinic Network Criteria and including cases 
confirmed by molecular genetic analysis), decision trees were constructed, which made it possible to identify cases 
in the study population that require additional molecular genetic analysis. Five probands were identified as having 
the severest familial hypercholesterolemia without pathogenic variants in the studied genes and were analyzed by 
whole-genome sequencing on the HiSeq 1500 platform (Illumina). The whole-genome sequencing revealed rare va-
riants in three out of five analyzed patients: a heterozygous variant (rs760657350) located in a splicing acceptor site 
in the PLD1 gene (c.2430-1G>A), a previously undescribed single-nucleotide deletion in the SIDT1 gene [c.2426del 
(p.Leu809CysfsTer2)], new missense variant c.10313C>G (p.Pro3438Arg) in the LRP1B gene, and single-nucleotide dele-
tion variant rs753876598 [c.165del (p.Ser56AlafsTer11)] in the CETP gene. All these variants were found for the first time 
in patients with a clinical diagnosis of familial hypercholesterolemia. Variants were identified that may influence the 
formation of the familial hypercholesterolemia phenotype.
Key words: familial hypercholesterolemia; whole-genome sequencing; machine learning; SIDT1; LRP1B; PLD1; CETP.
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Введение
Одним из наиболее распространенных врожденных ме-
таболических нарушений является семейная гиперхоле-
стеринемия (СГХС) (Ежов и др., 2019). Это заболевание 
приводит к раннему развитию сердечно-сосудистых за-
бо леваний атеросклеротического генеза (Wiegman et al., 
2015; Santos et al., 2016; Borén et al., 2020). Семейная 
гиперхолестеринемия относится к моногенным заболева-
ниям с преимущественно аутосомно-доминантным типом 
наследования (Ежов и др., 2019). 

Редкие патогенные варианты в гене LDLR определяют-
ся в 75–85 % случаев у пациентов с установленной моле-
кулярно-генетической причиной заболевания, варианты 
в других генах встречаются у таких пациентов с частотой 
менее 5 % (APOB, PCSK9, LDLRAP1, ABCG5, ABCG8 и 
др.) (Nordestgaard et al., 2013; Iacocca, Hegele, 2017; Va-
silyev et al., 2020). Пациенты могут быть гомозиготными 
или гетерозиготными носителями патогенных вариантов, 
что определяет тяжесть заболевания и возраст начала про-
явлений сердечно-сосудистых осложнений (Vaezi, Amini, 
2022). Отрицательный результат генетического скрининга 
патогенных вариантов не исключает СГХС. В 20–40 % 
случаев при молекулярно-генетическом исследовании не 
удается определить изменения в вышеназванных генах. 
Риск развития ишемической болезни сердца среди па-
циентов с СГХС увеличивается в 20 раз при отсутствии 
лечения (Khera et al., 2016), поэтому актуален поиск новых 
подходов к выявлению пациентов на ранних стадиях раз-
вития этого заболевания и оценке предрасположенности 
к нему в семьях пациентов.

Для поиска новых случаев в одном из исследований был 
предложен классификатор для идентификации потенци-
альных пациентов с СГХС с применением данных элек-
тронной медицинской карты. При использовании данных 
пациентов с подтвержденной СГХС (n = 197) и случаев без 
СГХС (n = 6590) был обучен классифика тор решающих 
деревьев. Классификатор получил поло жительное про-

гностическое значение (PPV) 0.88 и чув ствительность 0.75 
при длительном тестировании. Этот классификатор был 
эффективен при поиске пациентов-кандидатов для даль-
нейшего скрининга СГХС. Такие стратегии, управляемые 
машинным обучением, могут привести к эффективному 
выявлению пациентов с наибольшим риском заболевания 
(Banda et al., 2019).

Цель работы – поиск новых генов, ассоциированных с 
фенотипом семейной гиперхолестеринемии, с приме не-
нием современных высокотехнологичных методов се кве-
нирования и машинного обучения.

Материалы и методы
Группа пациентов с семейной гиперхолестеринемией 
(МКБ10 Е78.0, Е78.2, n = 102) сформирована в клини-
ко-диагностическом отделении Научно-исследователь-
ского института терапии и профилактической медицины 
( НИИТПМ) – филиала ИЦиГ СО РАН. Исследование 
было одобрено Этическим комитетом НИИТПМ (№ 68 от 
04.06.2019). От каждого участника исследования получено 
информированное согласие. Диагноз СГХС был поставлен 
с помощью клинических липидных критериев Dutch Lipid 
Clinic Network (DLCN) (WHO-Human genetics DoNDP…, 
1999). Согласно этим критериям, для пациентов с СГХС 
осуществлена балльная оценка (Приложение)1. Проведе-
ны клиническое обследование пациентов, ультразвуковая 
диагностика, выполнен забор крови для биохимического 
(липидный профиль, показатели общей биохимии) и мо-
лекулярно-генетического исследований.

Пробы крови для биохимических исследований заби-
рали однократно из локтевой вены утром натощак через 
12 ч после приема пищи. Уровни общего холестерина сы-
воротки, триглицеридов, холестерина липопротеинов низ-
кой плотности (ХС-ЛНП) и холестерина высокой плот-
ности (ХС-ЛВП), а также глюкозы в крови определяли 
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx19.pdf
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энзиматическими методами на автоматическом биохими-
ческом анализаторе KoneLab300i (Финляндия) с исполь-
зованием реактивов TermoFisher (Финляндия). ХС-ЛНП 
рассчитывали по формуле Фридвальда, при ХС-ЛНП бо-
лее 4.5 ммоль/л применяли метод прямого определения 
ХС-ЛНП. Статистическую обработку результатов выпол-
няли в программе SPSS for Windows 23.0.

Для выделения ДНК из крови применяли метод фенол-
хлороформной экстракции (Sambrook, Russell, 2006). 
Качество извлеченной ДНК оценено с помощью систе мы 
капиллярного электрофореза Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies, Inc., СШA).

Выполнено таргетное секвенирование ДНК пациентов с 
СГХС с использованием системы NimbleGen SeqCap Tar-
get Enrichment System (Roche, Базель, Швейцария) на плат-  
форме MiSeq (Illumina, Калифорния, США). Авторская 
панель включала 43 гена: LDLR,  APOB, PCSK9, LDLRAP1,  
CETP, LPL, HMGCR, NPC1L1, PPARA, MTTP, LMF1, 
SAR1B, ABCA1, ABCG5, ABCG8, CYP7A1, STAP1, LIPA, 
PNPLA5,  APOA1, APOA5,  APOC2,  APOE, LCAT,  ANGPTL3, 
LIPC,  APOA4,  APOC3, SREBF1, LMNA, PPARG, PLIN1, 
POLD1, LPA, SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD5, 
SMAD6, SMAD7, SMAD9, LIPG. 

На следующем этапе исследования была сформирована 
выборка из 42 пациентов с СГХС без патогенных вариан-
тов в изученных генах, которым выполнена мультиплекс-
ная лигазозависимая амплификация (MLPA) для опреде-
ления структурных изменений (делеции, дупликации) 
промотора и экзонов гена LDLR с помощью набора SALSA 
MLPA KIT P062 (MRCHolland, Амстердам, Нидерланды). 

На основании выборки семейной гиперхолестерине-
мии, сформированной по критериям DLCN и включающей 
случаи заболевания, подтвержденные молекулярно-гене-
тическим анализом, построены решающие деревья, кото-
рые позволили выделить из выборки случаи, требую щие 
дополнительного молекулярно-генетического анализа. 
Разработана программа на языке Python 3.9, предназна-
ченная для построения ансамбля решающих правил для 
прогнозирования СГХС на базе машинного обучения в 
условиях ограниченной обучающей выборки. Решающие 
правила сохранялись в виде представления данных язы-
ка разметки для прогнозного моделирования (Predictive 
Model Markup Language). Решающие правила были по-
строены на основе размеченной базы данных пациентов 
с диагнозом СГХС (Свидетельство о регистрации про-
граммы для ЭВМ RU 2023660511, 2.05.2023).

С применением методов машинного обучения опре-
делены пять пробандов с наиболее тяжелым течением 
СГХС без патогенных вариантов в изученных генах для 
выполнения полногеномного секвенирования на платфор-
ме HiSeq 1500 (Illumina). Автоматизированную обра бот-
ку и аннотирование полученных данных секвенирова- 
 ния проводили на платформе NGS Wizard (genomenal.ru). 
Потенциальный эффект влияния новых миссенс-вариан-
тов на функцию/структуру белка оценивали с помощью 
данных инструментов прогнозирования in silico: CADD 
(https://cadd.gs.washington.edu/snv), PolyPhen2 (http://
genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) и MutationTaster (https://
www.mutationtaster.org/), а также данных о частоте этих 
вариантов в популяциях, согласно gnomAD. Таким обра-

зом, были отобраны варианты в генах, ассоциированных 
с метаболизмом липидов, приводящие к потере функции 
белка, и миссенс-варианты с частотой менее 0.01 %. Па-
тогенность новых вариантов оценивали в соответствии 
с рекомендациями Американского колледжа медицин-
ской генетики и геномики и Ассоциации молекулярной 
патологии (ACMG) (Richards et al., 2015). Анализ сетей 
белок-белковых взаимодействий выполняли в STRING 
(Szklarczyk et al., 2019).

Результаты
Методами таргетного секвенирования и MLPA опреде-
лены «патогенные» и «вероятно патогенные» варианты у 
47.5 % обследованных пробандов и у 85.7 % детей про-
бандов. Варианты в гене LDLR у пациентов с фенотипом 
СГХС, которые были выявлены в нашем исследовании, 
приведены в табл. 1. Все миссенс-варианты представлены 
в гетерозиготной форме. Варианты Cys352Tyr, Cys340Phe 
и Leu401His ранее описаны у пациентов с СГХС в России 
(Zakharova et al., 2005) и в других странах (Feuss ner et al., 
1996; Torres et al., 2014).

В исследованной выборке гетерозиготная форма забо-
левания в 73 % случаев была обусловлена редкими ва-
риантами в гене LDLR. Определены два новых вариан-
та NM_000527.5:c.266G>C, NP_000518.1:p.Cys89Ser 
и NM_000527.5:c.1123T>G, NP_000518.1:p.Tyr375Asp 
в гене LDLR. Два неродственных пробанда были но-
сителями компаунд-гетерозиготных вариантов гена 
LDLR, при этом клиническое течение заболевания у па-
циентов соответствовало гомозиготной форме заболева-
ния. В первом случае у пациентки 28 лет с диагнозом 
«определенная СГХС» были найдены редкие варианты 
NM_000527.5:c.796G>A, NP_000518.1:p.Asp266Asn и 
NM_000527.5:c.1054T>A, NP_000518.1:p.Cys352Ser в 
экзонах 5 и 7 гена LDLR (см. табл. 1). Во втором случае у 
пациентки 35 лет с диагнозом «определенная СГХС» ком-
паунд-гетерозиготу составляли два миссенс-варианта в 
экзонах 3 и 8 гена LDLR. Одна замена локализована в эк-
зоне 3 гена LDLR (NM_000527.5:c.266G>C, NP_000518.1: 
p.Cys89Ser), в котором ранее в этой позиции был опи-
сан редкий «вероятно патогенный» вариант rs875989894 
NM_000527.5:c.266G>A, NP_000518.1:p.Cys89Tyr у 
па циентов с СГХС (Day et al., 1997; Graham et al., 1999; 
Fou chier et al., 2005). 

Патогенность выявленного варианта также под-
тверждена анализом in silico (Mutation Taster score: 112, 
CADD score: 24.8 PolyPhen-2 score: 1.000). Другой новый 
миссенс-вариант локализован в экзоне 8 гена LDLR: 
NM_000527.5:c.1123T>G, NP_000518.1:p.Tyr375Asp (см. 
табл. 1). Этот миссенс-вариант приводит к замене амино-
кислоты в том же положении, в котором ранее были опи-
саны другие миссенс-варианты, расцененные как вероятно 
патогенные у пациентов с СГХС (Assouline et al., 1997; 
García-García et al., 2001; Damgaard et al., 2005; Mollaki 
et al., 2014). Патогенность варианта также подтверждена 
анализом in silico (Mutation Taster score: 160, CADD score: 
25.5, PolyPhen-2 score: 1.000). Оба обнаруженных вариан-
та, NM_000527.5:c.266G>C, NP_000518.1:p.Cys89Ser и 
NM_000527.5:c.1123T>G, NP_000518.1:p.Tyr375Asp, не 
аннотированы в базе данных gnomAD (v2.1.1). По сово-
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купности сведений они были расценены как вероятно 
патогенные варианты. 

В образцах ДНК пациентов без функционально значи-
мых замен в генах липидного метаболизма был выполнен 
MLPA анализ для определения структурных изменений 
(делеции, дупликации) в промоторе и экзонах гена LDLR. 
Данный анализ выявил делецию кодирующего участка 
гена LDLR в образцах ДНК двух неродственных пациен-
тов NM_000527.4:c.(2140+1_2141-1)_(2311+1_2312-1)del.

При молекулярно-генетическом исследовании у трех 
пациентов из двух неродственных семей (пробанд и сын 
пробанда из одной семьи и пробанд из другой семьи) 
определен вариант rs5742904 (NM_000384.3:c.10580G>A, 
NP_000375.3:p.Arg3527Gln) (ClinVar Variation ID:17890) 
в гене APOB (см. табл. 1). 

Редкие замены участка гена APOB, кодирующего сайт 
связывания с рецептором ЛНП, ассоциированы с разви-
тием гиперхолестеринемии. Один из вариантов данного 
участка, NP_000375.3:p.Arg3527Gln, приводит к развитию 
гиперхолестеринемии со сниженным клиренсом ЛНП 
вследствие дефекта структуры ЛНП, обеспечивающей 
сродство с рецептором ЛНП (Pullinger et al., 1995).

При анализе результатов таргетного высокопроизводи-
тельного секвенирования в гене LPL найден редкий па-
тогенный вариант rs118204077 (NM_000237.3:c.808C>T, 
NP_000228.1:p.Arg270Cys) в гетерозиготной форме 
(ClinVar Variation ID: 1548) (см. табл. 1). Этот вариант 

был идентифицирован у пациента 45 лет с гиперхоле-
стеринемией (12.4 ммоль/л) и гипертриглицеридемией 
(17.4 ммоль/л), DLCN – 5 баллов. Ранее в данном локусе 
были описаны варианты, ассоциированные с развитием 
гипертриглицеридемии (Ma et al., 1994; Surendran et al., 
2012), у пациентов с дефицитом липопротеинлипазы (He-
gele et al., 2018; Teramoto et al., 2018).

По результатам выполненных молекулярно-генетиче-
ских исследований, 52.5 % пациентов не были носителя-
ми патогенных вариантов в изученных генах липидного 
обмена. Из них с использованием алгоритма машинного 
обучения было выбрано пять человек с наиболее тяжелым 
течением СГХС для полногеномного секвенирования. 
У трех пациентов обнаружено четыре варианта в генах, 
ассоциированных с липидным метаболизмом, имеющих 
частоту редкого аллеля менее 0.01 %. Среди них два ва-
рианта были однонуклеотидными делециями: один затра-
гивал акцепторный сайт сплайсинга и один был миссенс-
вариантом (табл. 2).

В гене SIDT1, кодирующем трансмембранный белок 1 
семейства SID1, определен новый ранее не описанный 
вариант, который приводит к сдвигу рамки считыва-
ния, начиная с кодона 809 (NM_017699.3:c.2426de, 
NP_060169.2:p.Leu809CysfsTer2). Ген состоит из 30 эк-
зонов и находится в локусе 3q13.2 хромосомы 3 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/54847). Согласно данным 
gnomAD, варианты с потерей функции описаны в этом 

Таблица 1. Однонуклеотидные варианты в генах LDLR, APOB, LPL у пациентов с фенотипом СГХС

Номер варианта Аминокислотная замена Частота редкого аллеля, 
gnomAD (v2.1.1)

Интерпретация вариантов нуклеотидной 
последовательности согласно базам данных 
ClinVar, LOVD 

LDLR

rs121908038 p.Leu401His НД Вероятно патогенный

rs137853964 p.Val827Ile A = 0.000919

rs28942078 p.Val429Met A = 0.000012 Патогенный

rs539080792 p.Glu337Lys A = 0.000106

rs570942190 p.Arg416Trp T = 0.000024

rs755757866 p.Cys340Tyr T = 0.000008 Вероятно патогенный

rs761954844 p.Cys329Tyr A = 0.000025

rs879254566 p.Asp178Glu НД Патогенный

rs879254721 p.Glu308Lys НД

rs879254980 p.Glu558Ter НД

rs879255191 – НД Вероятно патогенный

rs875989907 p.Asp266Asn A = 0.000012 Патогенный

rs879254769 p.Cys352Ser НД Вероятно патогенный

НД/rs875989894 p.Cys89Ser НД Новый вариант

НД p.Tyr375Asp НД

APOB

rs5742904 p.Arg3527Gln T = 0.000294 Патогенный

LPL

rs118204077 p.Arg270Cys C = 0.000008 Патогенный

Примечание. НД – нет данных; номера белковых последовательностей, которые были использованы при аннотации вариантов: LDLR (NP_000518.1), 
APOB (NP_000375.3), LPL (NP_000228.1).
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гене, но ни один из них не был аннотирован как патоген-
ный или вероятно патогенный, согласно данным ClinVar 
и литературы. Для этого гена показан pLI score = 0, что 
подтверждает устойчивость гена к вариантам с потерей 
функции. По совокупности данных мы расценили этот 
вариант как имеющий неопределенную клиническую 
значимость (критерий патогенности PM2). 

Описан новый миссенс-вариант в гене LRP1B (LDL 
receptor related protein 1B) c.10313C>G p.Pro3438Arg в 
гетерозиготном состоянии. Ген локализован в локусе 
2q22.1-q22.2 хромосомы 2, состоит из 92 экзонов и коди-
рует один из рецепторов семейства рецепторов липопро-
теинов низкой плотности (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene/53353). Для этого варианта отсутствуют данные о 
частоте в gnomAD. Патогенность варианта также под-
тверждена анализом in silico (Mutation Taster score: 103, 
CADD score: 33, PolyPhen-2 score: 1.000). Большинство 
ва риантов в этом гене являются доброкачественными 
(данные ClinVar, доступ: февраль 2023) либо вариантами 
с неопределенной клинической значимостью. По сово-
купности данных мы расценили этот вариант как вариант 
с неопределенной клинической значимостью (критерии 
патогенности PM2, PP3, BP1).

У одного из пациентов определен редкий гетеро-
зиготный вариант в акцепторном сайте сплайсинга 
(NM_002662.5:c.2430, –1G>A) в гене фосолипазы D1 
(PLD1). Вариант зарегистрирован в контрольной выбор-
ке gnomAD: 5 мутантных аллелей на 282 768 хромосом 
(гомозиготы не обнаружены). Ген PLD1 кодирует фосфа-
тидилхолин-специфическую фосфолипазу, которая ка-
тализирует гидролиз фосфатидилхолина с образованием 
фосфатидной кислоты и холина (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene/5337). Этот ген расположен в локусе 3q26.31 и 
содержит 35 экзонов. Фосфолипаза D (PLD) и продукт 
ее ферментативной реакции, фосфатидная кислота (PA), 
регулируют клеточную адгезию иммунных клеток (макро-
фагов и нейтрофилов) к коллагену (Speranza et al., 2014). 

Известно, что биаллельные варианты с потерей функ-
ции гена PLD1 являются причиной врожденных пороков 
легочного и трехстворчатого клапанов, правого желудочка 
и выводного тракта правого желудочка сердца и неона-
тальной кардиомиопатии (Ta-Shma et al., 2017; Lahrouchi 
et al., 2021). По совокупности данных мы расценили эту 

замену как носительство вероятно патогенного варианта 
в отношении врожденных пороков развития сердца (PM2, 
PVS1). В отношении СГХС мы отнесли обнаруженную 
замену к категории вариантов с неизвестной клинической 
значимостью (критерий патогенности PM2).

У одного из обследованных пациентов выявлена ге-
терозиготная однонуклеотидная делеция rs753876598, 
(NM_000078.3:c.165del) в гене CETP (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/gene/1071). Вариант аннотирован в базе дан-
ных ClinVar (ID1675625), зарегистрирован в контрольной 
выборке gnomAD: 4 мутантных аллеля на 282 774 хромо-
сом (гомозиготы не найдены). Известно, что варианты с 
потерей функции этого гена влияют на уровень ХС-ЛВП 
(Millwood et al., 2018; Li et al., 2021). По совокупности 
критериев оценки патогенности (PM2, PVS1) мы расце-
нили этот вариант как вероятно патогенный. Ген CETP 
кодирует белок плазмы, который катализирует обмен 
триглицеридов и сложных эфиров холестерина между 
липопротеиновыми частицами (Oliveira, Raposo, 2020). 

Обсуждение
Высокопроизводительное секвенирование используется 
не только для молекулярно-генетической диагностики 
СГХС, но и в качестве инструмента выявления вариантов, 
которые могут быть вовлечены в метаболизм липидов и их 
влияния на фенотип пациентов с СГХС (Miroshnikova et 
al., 2021). В настоящем исследовании идентифицированы 
16 вариантов (15 однонуклеотидных замен и 1 делеция), 
которые ранее были классифицированы в базах ClinVar 
или LOVD как патогенные или вероятно патогенные, а 
также два новых миссенс-варианта в гене LDLR, расце-
ненные как патогенные. При проведении полногеномного 
анализа мы обнаружили четыре дополнительных вариан-
та в генах, ассоциированных с метаболизмом липидов, 
удовлетворяющих критериям поиска. Два из этих четырех 
вариантов ранее были описаны, два были новыми.

Один из генов, в которых были найдены редкие вариан-
ты у пациентов с СГХС, – PLD1, кодирует  фермент фос-
фолипазу D1. Фосфолипаза D1 гидролизует мембранно-
липидный фосфатидилхолин с образованием фосфатид-
ной кислоты (Bowling et al., 2021). Фосфатидная кислота – 
промежуточный метаболит в синтезе всех мембранных 
глицерофосфолипидов, играет важную структурную роль 

Таблица 2. Редкие варианты, определенные у пациентов с фенотипом СГХС в генах липидного обмена  
при полногеномном секвенировании 

Ген Положение  
(GRCh38/hg38)

Положение  
в кДНК (номер  
транскрипта)

Аминокислотная  
замена (номер белковой  
последовательности)

Генотип Частота минорного аллеля dbSNP ID

gnomAD (v2.1.1) RuSeq

SIDT1 chr3:113627646 GT>G (NM_017699.3) 
c.2426del

(NP_060169.2)
p.Leu809CysfsTer2

Гетерозигота – – Новый

LRP1B chr2:140442605 G>C (NM_018557.3)
c.10313C>G

(NP_061027.2) 
p.Pro3438Arg

– – Новый

PLD1 chr3:171645024 G>A (NM_002662.5)
c.2430, –1G>A

– 0.00001768 0.0002457 rs760657350

CETP chr16:56963054 GC>G (NM_000078.3)
c.165del

(NP_000069.2)
p.Ser56AlafsTer11

0.00001415 0.0002081 rs753876598
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в живых клетках, способствуя биогенезу мембран (Tan-
guy et al., 2018). Кроме того, показана роль фосфатидной 
кислоты, а также фосфолипазы D1 в экзоцитозе (Tanguy 
et al., 2022). 

Альтернативный сплайсинг мРНК PLD1 приводит к по-
явлению множества вариантов транскриптов, обладающих 
как каталитическими, так и регуляторными свойствами 
(Nelson, Frohman, 2015). Обнаружено, что рецессивные 
ва рианты в гене PLD1 ассоциированы с тяжелыми право-
сторонними врожденными пороками сердца в двух семьях 
(Ta-Shma et al., 2017). У мышей, нокаутов по Pld1, наблю-
далось умеренное нарушение функции легочного и трех-
створчатого клапана (Ta-Shma et al., 2017). Рецессивные 
варианты PLD1 также ассоциированы с изолированными 
неонатальными кардиомиопатиями (Lahrouchi et al., 2021). 
Миссенс-варианты PLD1 были сверхпредставлены у че-
ловека в областях белка, критических для каталитической 
активности, что приводило к значительному снижению 
ферментативной активности большинства мутантных бел-
ков (Lahrouchi et al., 2021). На клеточных линиях также 
показано, что повышенная экспрессия PLD1 увеличивала 
образование липидных капель, тогда как нокдаун PLD1 
с помощью siRNA ингибировал этот процесс (Andersson 
et al., 2006).

Обнаруженный нами вариант (NM_002662.5:c.2430, 
–1G>A) у пробанда с СГХС без признаков врожденных 
пороков сердца находился в гетерозиготном состоянии. 
С учетом низкой частоты распространенности варианта 
и возможной его роли в субклеточном транспорте и об-
разовании липидных капель данная замена интересна для 
последующего анализа у лиц с нарушениями липидного 
обмена.

Еще один редкий вариант найден в гене LRP1B (receptor 
related protein 1B, родственный рецептору белок 1). Белок 
LRP1B относится к семейству рецепторов липопротеи-
нов низкой плотности (Strickland et al., 2002). Он играет 
роль в катаболизме липопротеинов, в связи с этим изу че-
ние редких вариантов гена LRP1B у лиц с СГХС является 
перспективным. Большинство из недавно идентифициро-
ванных лигандов LRP1B – хорошо известные факторы 
свертывания крови и метаболизма липопротеи нов, что 
предполагает его возможное участие в атеросклеротиче-
ском процессе (Lee, 2019). 

Белок SIDT1 представляет собой многопроходный 
трансмембранный белок, принадлежащий к трансмем-
бранному семейству SID1, с определенной гомологией 
последовательностей с Caenorhabditis elegans ChUP-1, 
холестерин-связывающим белком, расположенным во 
внутриклеточных везикулах (Valdes et al., 2012). Показана 
его экспрессия в эндолизосомах (Nguyen et al., 2019). Для 
гена SIDT1 ранее было продемонстрировано участие в 
транспорте холестерина (Méndez-Acevedo et al., 2017), 
но в контексте изучения фенотипа семейной гиперхоле-
стеринемии он не рассматривался. Найденный нами ва- 
риант, вероятнее всего, не участвует в формировании кли-
нического фенотипа СГХС, так как оценка с помощью 
критериев ACMG позволяет отнести его к вариантам с 
неопределенной клинической значимостью, но для одно-
значной оценки его ассоциации с фенотипом СГХС тре-
буются дополнительные данные. 

Ген CETP кодирует белок CETP, переносящий эфиры 
холестерина. Данный белок регулирует концентрацию и 
размер частиц ЛПВП в крови и играет важную роль в об-
ратном транспорте холестерина (Barter, Kastelein, 2006). 
Обнаружено, что повышенная активность CETP приво-
дит к снижению уровня ЛПВП и связана с более высо-
ким риском сердечно-сосудистых заболеваний (Barter, 
2011; Iwanicka et al., 2018). Варианты в гене CETP могут 
изменять липидный профиль крови (Wuni et al., 2022). 
В осуществленных нами ранее исследованиях одного из 
вариантов гена CETP была подтверждена его ассоциация 
с изменениями липидного профиля крови и риском раз-
вития инфаркта миокарда в популяции Западной Сибири 
(Semaev et al., 2019). При построении карты функцио-
наль ных и физических ассоциаций предсказанным функ-  
циональным партнером для белка СЕТР был белок APOB, 
мутации в котором служат одной из причин развития 
семейной гиперхолестеринемии. 

Для оценки патогенетических эффектов обнаруженных 
вариантов в формировании клинического фенотипа СГХС 
требуется проведение дополнительного сегрегационного 
и функционального анализов. Выявление новых пато-
генных вариантов позволит улучшить оценку риска раз-
вития СГХС и ее осложнений среди пациентов и членов 
их семей. 

Заключение
Сочетание методов машинного обучения и полногеномно-
го секвенирования у пробандов с клиническим диагнозом 
СГХС дало возможность выявить редкие варианты в генах 
SIDT1, LRP1B, PLD1, CETP, которые потенциально могут 
влиять на фенотип заболевания. 
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Аннотация. Этиология гипертонической болезни неочевидна, поскольку одновременно оказываются задей-
ствованы различные системы организма, тем или иным образом связанные с регуляцией артериального дав-
ления: симпатическая нервная, ренин-ангиотензин-альдостероновая и гипоталамо-гипофизарно-надпочечнико-
вая системы, почечные и эндотелиальные механизмы. На патогенез гипертонической болезни влияет множество 
как генетических, так и средовых факторов, что обусловливает популяционную гетерогенность заболевания у 
людей. В связи с этим возникает необходимость в проведении исследований на экспериментальных моделях – 
инбредных линиях животных. Таковой является линия крыс НИСАГ (ISIAH), воспроизводящая наследственную 
индуцированную стрессом артериальную гипертензию, максимально приближенную к артериальной гиперто-
нии у людей. Для определения специфических маркеров заболеваний используются «омиксные» технологии, в 
том числе метаболомные, которые дают представление о профиле концентраций низкомолекулярных соедине-
ний – аминокислот, липидов, углеводов, фрагментов нуклеиновых кислот – в биологических образцах, доступных 
для клинического анализа (кровь и моча). В настоящей работе проведен анализ метаболомного профиля сыво-
ротки крови самцов крыс линии НИСАГ с генетической стресс-зависимой формой артериальной гипертензии 
по сравнению с нормотензивной линией крыс WAG. С применением метода спектроскопии ядерно-магнитного 
резонанса (ЯМР-спектроскопия) в образцах сыворотки крови было идентифицировано 56 метаболитов, при этом 
для 18 метаболитов выявлены достоверные различия по концентрации в сыворотке крови между линиями крыс. 
Статистический анализ полученных данных показал, что гипертензивный статус крыс НИСАГ характеризуется со-
четанным повышением концентраций лейцина, изолейцина, валина, мио-инозитола, изобутирата, глутамата, глу-
тамина, орнитина и креатинфосфата и понижением концентраций 2-гидроксиизобутирата, бетаина, тирозина и 
триптофана. Такие изменения концентраций метаболитов ассоциированы с характерными для гипертензивного 
статуса изменениями в регуляции метаболизма глюкозы (метаболомные маркеры – лейцин, изолейцин, валин 
и мио-инозитол), синтеза оксида азота (орнитин) и катехоламинов (тирозин) и с воспалительными процессами 
(метаболомные маркеры – бетаин, триптофан). Таким образом, идентификация метаболомного профиля стресс-
зависимой формы артериальной гипертонии представляется важным результатом, полезным для разработки 
персонализированного подхода к профилактике и лечению гипертонической болезни.
Ключевые слова: артериальная гипертензия; крысы НИСАГ (ISIAH); метаболомные маркеры.
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Abstract. The etiology of essential hypertension is intricate, since it employs simultaneously various body systems re-
lated to the regulation of blood pressure in one way or another: the sympathetic nervous system, renin-angiotensin-
aldosterone and hypothalamic-pituitary-adrenal systems, renal and endothelial mechanisms. The pathogenesis of hy-
pertension is influenced by a variety of both genetic and environmental factors, which determines the heterogeneity of 
the disease in human population. Hence, there is a need to perform research on experimental models – inbred animal 
strains, one of them being ISIAH rat strain, which is designed to simulate inherited stress-induced arterial hypertension 
as close as possible to primary (or essential) hypertension in humans. To determine specific markers of diseases, various 
omics technologies are applied, including metabolomics, which makes it possible to evaluate the content of low-mole-
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cular compounds – amino acids, lipids, carbohydrates, nucleic acids fragments – in biological samples available for clini-
cal analysis (blood and urine). We analyzed the metabolic profile of the blood serum of male ISIAH rats with a genetic 
stress-dependent form of arterial hypertension in comparison with the normotensive WAG rats. Using the method of 
nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR spectroscopy), 56 metabolites in blood serum samples were identified, 
18 of which were shown to have significant interstrain differences in serum concentrations. Statistical analysis of the 
data obtained showed that the hypertensive status of ISIAH rats is characterized by increased concentrations of leucine, 
isoleucine, valine, myo-inositol, isobutyrate, glutamate, glutamine, ornithine and creatine phosphate, and reduced con-
centrations of 2-hydroxyisobutyrate, betaine, tyrosine and tryptophan. Such a ratio of the metabolite concentrations is 
associated with changes in the regulation of glucose metabolism (metabolic markers – leucine, isoleucine, valine, myo-
inositol), of nitric oxide synthesis (ornithine) and catecholamine pathway (tyrosine), and with inflammatory processes 
(metabolic markers – betaine, tryptophan), all of these changes being typical for hypertensive status. Thus, metabolic 
profiling of the stress-dependent form of arterial hypertension seems to be an important result for a personalized ap-
proach to the prevention and treatment of hypertensive disease.
Key words: arterial hypertension; ISIAH rats; metabolic markers.
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Введение
Гипертоническая болезнь – это комплексное мультифак-
торное заболевание, определяемое как генетическими 
факторами, так и средой, а также эффектами взаимодей-
ствия генотип–среда. В настоящее время в распоряже-
нии клинической медицины имеется обширный список 
антигипертензивных препаратов, которые также можно 
комбинировать (Laurent, 2017). Однако фактически ис-
пользуется лишь небольшая часть из них: вазодилататоры, 
диуретики, блокаторы некоторых рецепторов и ионных 
каналов. Они воздействуют на конечные звенья патогене
за артериальной гипертензии и обычно не адресуются к 
исходным причинным механизмам заболевания. Этим от-
части можно объяснить то, что успешно достичь целевых 
значений артериального давления (АД) и контролировать 
их удается в среднем только у 30 % больных гипертони-
ческой болезнью (Thoenes et al., 2010). 

Для повышения эффективности терапии необходимы 
объективные критерии, позволяющие с уверенностью 
устанавливать индивидуальные особенности этиологии 
и патогенеза заболевания. В первую очередь рассматри-
ваются генетические маркеры. Гены, ассоциированные с 
артериальной гипертензией, выявлены в многочисленных 
исследованиях, включая полногеномный анализ огром-
ного числа полиморфизмов. Однако эти полиморфные 
локусы берут на себя лишь небольшой процент (2–3 %) 
изменчивости по уровню АД в тестируемых популяциях 
(Hoffmann et al., 2017). Очевидно, превалирует вклад 
средовых факторов, а также эффектов взаимодействия 
генотипа со средой. Большое значение могут иметь также 
неаддитивные межгенные взаимодействия и эпигенети-
ческие влияния (Toland et al., 2008; Niu et al., 2009; Friso 
et al., 2015).

В последние десятилетия одновременно с анализом 
генома и транскриптома развиваются метаболомные и 
протеомные исследования. Метаболомный профиль био
логических тканей отражает результат влияния на мета
болизм как генов, так и среды, что дает возможность по
лучить интегральную оценку многофакторных влияний. 
Поэтому поиск метаболомных маркеров наряду с гене-
тическими позволяет более полно описать картину пато-
генетических процессов, происходящих у конкретного 

человека, а также проводить кластеризацию пациентов 
по разным формам гипертензивных состояний. Знание о 
метаболических путях, лежащих в основе того или иного 
типа артериальной гипертензии, даст возможность более 
рационально проводить ее терапию (Byrd, 2016).

Число комплексных метаболомных исследований пато-
генеза артериальной гипертензии пока невелико. Однако 
у пациентов с гипертонической болезнью обнаружены 
специфические изменения липидного профиля сыворотки 
крови (Brindle et al., 2003), изменение углеводного обме-
на – повышение уровней глюкозы и галактозы и снижение 
концентрации фруктозы (Liu Y. et al., 2011), повышение 
концентрации альфа1кислого гликопротеина – маркера 
воспалительных процессов (De Meyer et al., 2008). По
лучены некоторые данные о метаболомном профиле ли-
нии крыс со спонтанной гипертонией (SHR): снижение с 
возрастом концентраций некоторых аминокислот (серин, 
метионин, орнитин, фенилаланин) и повышение содер-
жания свободных жирных кислот в плазме крови (Aa et 
al., 2010), сниженные, по сравнению с нормотензивным 
контролем, уровни цитрата и альфакетоглутарата в моче 
в возрасте 8 недель (Akira et al., 2008), увеличение содер-
жания таурина и креатина в моче в возрасте 12 и 26 не дель 
(Akira et al., 2005). 

В настоящем исследовании мы впервые провели ана
лиз метаболомного профиля сыворотки крови у экспери
ментальных животных с наследственной стрессчув стви
тельной артериальной гипертензией, каковы ми являются 
крысы линии НИСАГ.

Материалы и методы
Экспериментальные животные – самцы крыс линии 
НИСАГ (Inherited StressInduced Arterial Hypertension, 
ISIAH) с наследственной индуцированной стрессом арте
риальной гипертензией (n = 10), контрольные нормотен-
зивные самцы крыс линии WAG (Wistar Albino Glaxo) 
(n = 10), все в возрасте 3–4 месяцев. Экспериментальные 
животные содержались в стандартных условиях конвен-
ционального вивария Института цитологии и генетики 
СО РАН, получали полнорационный корм («Чара», Рос
сия) и питьевую воду ad libitum. Все процедуры с живот-
ными соответствовали этическим стандартам, утверж-
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денным правовыми актами РФ, принципам Базельской 
декларации и рекомендациям Межинститутской комиссии 
по биологической этике при Институте цитологии и гене-
тики СО РАН (протокол № 127 от 08.09.2022).

Мониторинг АД проводили с использованием при-
бора для неинвазивного измерения АД (BIOPAC, США) 
методом tailcuff (при помощи специальной хвостовой 
манжеты) с предварительной адаптацией животных к 
данной процедуре в течение 3–4 дней.

Образцы сыворотки крови получали при эвтаназии 
экспериментальных животных методом декапитации. 
Собранную периферическую кровь отстаивали в течение 
1 часа для формирования первичного сгустка, затем цен-
трифугировали (+4 °С, 3000 об/мин, 20 мин), получен ную 
сыворотку крови хранили при –70 °С.

Экстракцию метаболитов из образцов сыворотки 
крови осуществляли в ЦКП «Массспектрометрические 
исследования» Международного томографического цент
ра СО РАН, в лаборатории протеомики и метаболомики. 
Экстракцию метаболитов производили с использовани ем 
смеси метанолхлороформвода в соотношении 1:1:1, со-
гласно ранее разработанному протоколу (Zelentsova et al., 
2020; Fomenko et al., 2022). Объем сыворотки для иссле-
дования составлял 300 мкл. Лиофилизованные экстракты 
разводили в 600 мкл дейтерированного фосфатного буфе-
ра (50 мМ, pH 7.2) с добавлением внутреннего стандарта 
DSS (2×10–5 М 3(триметилсилил)пропан1сульфонат 
натрия).

Спектры ЯМР получены на ЯМРспектрометре Avan ce 
III HD 700 MHz (Bruker BioSpin, Германия), оборудован-
ном криомагнитом Ascend с полем 16.44 Тесла. Параметры 
съемки описаны в более ранних работах (Ze lentsova et 
al., 2020; Fomenko et al., 2022). Для обработки спектров 
и интегрирования сигналов применяли программу 
MestReNova v12.0. 

Идентификацию метаболи тов в исследуемых образ
цах проводили с помощью базы данных Human Meta bo
lome Database (https://hmdb.ca/) и собственных данных о 
метаболомном составе биологических жидкостей человека 
и животных (Tsentalovich et al., 2020; Fomenko et al., 2022).

Статистическую обработку метаболомных данных 
выполняли с использованием пакета программ Statistica 8 
(http://statsoft.ru/) и на вебплатформе MetaboAnalyst 5.0 
(https://www.metaboanalyst.ca/) (Pang et al., 2021), с приме-
нением многомерного анализа (метод главных компонент) 
и непараметрического метода оценки межгрупповых раз-
личий (Uкритерий Манна–Уитни). Значения при р < 0.05 
считали статистически значимыми.

Результаты 
Анализ ЯМРспектров позволил определить концентра-
ции 56 метаболитов в сыворотке крови крыс НИСАГ 
(АД = 205.6 ± 7.3 мм рт. ст.) и WAG (АД = 136.6 ± 3.1 мм 
рт. ст.). Для 18 из них было показано наличие достоверных 
межлинейных различий по концентрации в сыворотке 
крови (см. таблицу).

Концентрации метаболитов сыворотки крови крыс НИСАГ и WAG 
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Лейцин 106.29** 104.72    9.65 99.89 108.94 138.70 135.55 26.61 129.40 156.83

Изолейцин    58.66**    58.64    5.82 52.98 59.57 93.26 95.46 25.46 75.59 114.66

Валин 142.48** 139.02 13.54 134.73 145.72 207.97 210.07 44.06 177.35 238.86

Изобутират       6.59**       6.34    1.02 5.67 7.13 8.55 8.89 1.61 7.75 9.76

2-гидроксиизобутират    28.87*    28.61    3.18 25.85 31.46 16.29 16.28 3.30 13.85 17.63

Глутамат 159.25*** 159.60 12.76 150.60 166.95 208.58 197.27 22.40 194.68 222.23

Глутамин 687.06** 694.13 54.04 664.59 711.75 894.53 968.68 147.72 773.79 1007.59

Аспарагин    55.78*    51.00 12.07 47.29 67.57 72.87 76.02 13.92 59.06 78.80

2’-дезоксиуридин    70.53***    73.91    7.65 65.59 76.82 49.77 50.29 8.99 43.98 54.92

Креатинфосфат       7.99**       8.24    2.70 6.92 10.30 21.11 22.68 9.75 16.72 27.83

Орнитин    47.34***    48.02    4.22 44.13 49.70 86.21 89.47 14.19 80.54 93.64

Бетаин 139.64** 138.45 23.52 123.96 160.52 98.62 88.76 29.18 83.20 97.21

Мио-инозитол    89.79***    88.96    8.78 83.53 98.59 132.74 127.83 25.71 114.09 143.01

Триптофан 110.88*** 110.77 11.31 101.11 119.81 85.64 86.93 6.27 80.82 91.54

Тирозин    92.50**    92.87    8.39 84.27 98.39 78.42 77.15 10.17 71.00 85.05

Гистидин    66.68**    66.43    5.90 61.44 71.38 76.00 77.21 6.72 70.80 80.52

1-метилгистидин       9.71**    10.67    1.88 8.11 11.04 19.05 16.59 10.09 12.00 21.19

Метионин сульфоксид    36.88***    37.56    3.63 33.76 39.72 45.16 45.56 2.18 43.40 46.45

* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

http://statsoft.ru/
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У крыс НИСАГ концентрации лейцина, изолейцина, 
валина, изобутирата, глутамата, глутамина, аспарагина, 
креатинфосфата, орнитина, миоинозитола, гистидина, 
1метилгистидина, метионинсульфоксида в сыворотке 
крови были достоверно выше, чем у крыс WAG, а кон-
центрации 2гидроксиизобутирата, 2′дезоксиуридина, 
бетаина, триптофана и тирозина у крыс НИСАГ были 
сни жены по сравнению с нормотензивным контролем.

Для того чтобы выделить метаболиты, связанные с на
личием повышенного АД у крыс линии НИСАГ, был про-
веден многомерный анализ. С помощью метода главных 
компонент выявлено два основных фактора (две оси), 
отвечающих в совокупности за 47.2 % общей вариации 
концентраций исследуемых метаболитов в сыворотке 
крови.

Как видно из рис. 1, экспериментальные животные 
кластеризованы по признаку принадлежности к гипер 
или нормотензивной линии в пространстве двух глав-
ных компонент. Проекции этих кластеров на ось первой 
компоненты практически не перекрываются, в то время 
как проекции их на ось второй главной компоненты сов
падают. Таким образом, первую главную компоненту 
можно охарактеризовать как ось наличия/отсутствия ги
пертензивного статуса. Для установления связи концен-
траций определяемых метаболитов с гипертензивным 
статусом необходимо рассмотреть их распределение по 
отношению к первой главной компоненте. Об этом можно 
судить по «нагрузкам», которые делают метаболиты на 
первую главную компоненту. 

Положительные нагрузки на ось первой компоненты 
дали 2гидроксиизобутират, триптофан, тирозин, бетаин, 
2′дезоксиуридин; отрицательные нагрузки имели ор-
нитин, валин, изолейцин, лейцин, изобутират, глутамат, 
глутамин, аспарагин, креатинфосфат, миоинозитол, гис
тидин, 1метилгистидин, метионин сульфоксид (рис. 2). 
Таким образом, перечисленные метаболиты в значитель-
ной степени ответственны за кластеризацию групп экс-
периментальных животных по уровню их АД.

Рис. 1. Расположение гипертензивных крыс линии НИСАГ и нормо-
тензивных крыс линии WAG в координатах главных компонент (PC 1 
и PC 2), полученных при анализе метаболомного профиля сыворотки 
крови с использованием веб-платформы MetaboAnalyst 5.0.

Рис. 2. Нагрузки на первую главную компоненту метаболитов, концентрации которых в сыворотке крови достоверно различались у крыс 
линий НИСАГ и WAG. 
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Обсуждение

Протеиногенные аминокислоты с разветвленным 
строением алифатической боковой цепи  
(ВСАА, branched-chain amino acids)
Аминокислоты группы ВСАА – лейцин, изолейцин и 
валин – незаменимые, они участвуют в процессах синте-
за и деградации белков, а также являются сигнальными 
молекулами в метаболизме глюкозы, активируя комплекс 
mTORC1, который фосфорилирует субстрат инсулинового 
рецептора IRS1 (Yoshizawa, 2012; Yoon, 2016). Повышен-
ные концентрации аминокислот группы ВСАА в плазме 
крови, согласно ряду исследований, ассоциированы с 
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ожи рением, инсулинорезистентностью, снижением толе-
рантности к глюкозе и диабетом 2го типа (Newgard et al., 
2009; Wang et al., 2011; Roberts et al., 2014). Показано, что 
лейцин, изолейцин и валин участвуют в гипоталамической 
регуляции метаболизма глюкозы в печени (ArrietaCruz 
et al., 2016). 

Проспективные когортные исследования с участием 
большого числа пациентов (2243 (Hu et al., 2016) и 27 041 
(Tobias et al., 2018)) свидетельствуют, что повышенные 
кон центрации аминокислот группы ВСАА в плазме кро ви 
положительно коррелируют с риском развития сердечно
сосудистых заболеваний (инсульт, инфаркт миокарда, ко
ронарная болезнь). У крыс линии НИСАГ ранее уже было 
обнаружено снижение уровня иммунореактивного инсу-
лина в крови и толерантности к глюкозе, вероятно, вслед-
ствие генетически обусловленной повышенной активно-
сти симпатоадреналовой и тиреоидной систем (Shorin et 
al., 1990; Buzueva et al., 2006). Активация симпатической 
иннервации поджелудочной железы снижает продукцию 
инсулина βклетками, действуя через α2адренорецепторы 
(van Duk et al., 1995), а тиреоидные гормоны оказывают 
влияние на продукцию инсулина через регуляцию секре-
ции инсулиноподобного фактора роста 1 (Cavaliere et al., 
1987). Эти данные согласуются с результатами настоя
щего исследования: концентрации лейцина, изолейцина 
и валина в сыворотке крови достоверно повышены у крыс 
НИСАГ по сравнению с контролем (см. таблицу), что 
дает основание предположить, что аминокислоты группы 
ВСАА могут рассматриваться в качестве метаболических 
маркеров наследственной индуцированной стрессом ар-
териальной гипертензии.

Мио-инозитол
Некоторые изомеры инозитола, в частности миоинози-
тол, обладают инсулиноподобными свойствами и могут 
снижать инсулинорезистентность у пациентов с метабо-
лическим синдромом (Giordano et al., 2011; Croze, Soula
ge, 2013). Показано, что концентрация миоинозитола в 
плазме крови ассоциирована с уровнем АД у пациентов 
с гипертензией (Yang et al., 2016), а применение миоино-
зитола в составе пищевой добавки в течение полугода сни
зило концентрации биомаркеров сердечнососудистых за 
 болеваний у женщин в менопаузе и с метаболическим син
дромом в анамнезе (D’Anna et al., 2014). Предполагается, 
что производные инозитола воздействуют на IP3рецеп
тор, который регулирует сократимость гладкомышечных 
стенок сосудов через кальциевые каналы Lтипа (Abou
Saleh et al., 2013). Повышенный уровень миоинозитола 
в сыворотке крови крыс линии НИСАГ с наследственной 
стрессиндуцированной гипертензией может свидетель-
ствовать о его участии в патогенезе гипертензивного ста
туса крыс данной линии.

Короткоцепочечные жирные кислоты  
(short-chain fatty acids, SCFA)
Короткоцепочечные жирные кислоты (муравьиная, уксус-
ная, пропионовая, масляная, изомасляная, валериановая, 
изовалериановая и др.) образуются в толстом кишечнике 
при ферментации клетчатки, являются важным источни-
ком энергии для колоноцитов, а также имеют противо-

воспалительные и противоопухолевые свойства (Andoh 
et al., 2003; Fernández et al., 2016). Кислоты группы SCFA, 
вступая в реакции ацилирования, могут модифицировать 
гистоны, таким образом регулируя экспрессию генов, во
влеченных в механизмы развития метаболического син 
дрома, диабета 2го типа, ишемического поражения тканей 
(Sabari et al., 2017; Chen et al., 2020). Снижение образова-
ния короткоцепочечных жирных кислот, продуцируемых 
бактериями кишечника, приводит к его дисфункции, вос-
палению, почечной недостаточности и, как следствие, по  
вышению артериального давления (Kim et al., 2018; Fe
li zardo et al., 2019). У крыс линии SHR со спонтанной 
гипертензией повышенное АД было ассоциировано с по
ниженным содержанием в микробиоте кишечника бакте-
рий, продуцирующих ацетат и бутират (Yang et al., 2015). 

Исследована также взаимосвязь между уровнем АД и 
содержанием различных кислот группы SCFA у соле чув
ствительных крыс Dahl: высокая солевая нагрузка при
вела к повышению концентрации ацетата, пропионата и 
изобутирата в образцах фекалий (Bier et al., 2018). Меха-
низмы такой взаимосвязи пока подробно не изучены, но 
существуют свидетельства того, что короткоцепочечные 
жирные кислоты могут воздействовать на сосуды и почки 
через эндотелиальные рецепторы, связанные с Gбелка
ми, что приводит к изменению уровня АД (Natarajan et al., 
2016). У гипертензивных крыс НИСАГ также наблюдает
ся изменение баланса кислот SCFA и их производных 
при сравнении с нормотензивным контролем: достоверно 
повышено содержание в крови изобутирата и понижено 
содержание 2гидроксиизобутирата (см. таблицу). 

Глутамат, глутамин
Показаны ассоциации концентраций глутамата и глута-
мина, а также активности печеночной аспартатамино-
трансферазы с инсулинорезистентностью и развитием 
метаболического синдрома (Sookoian, Pirola, 2012). Суще
ствуют свидетельства того, что содержание глутамата в 
плазме крови положительно коррелирует с уровнем АД, 
индексом массы тела, концентрацией инсулина и тригли
церидов. Соотношение глутамин/глутамат имеет обрат-
ную связь с этими параметрами (Liu X. et al., 2019). Учи-
тывая, что у крыс НИСАГ в данном исследовании повыше  
ны уровни как глутамата, так и глутамина по отношению к 
контрольным крысам WAG, но при этом содержание глу-
тамина (894.53 нмоль/мл) в несколько раз превышает со-
держание глутамата (208.58 нмоль/мл), определение при
чины межлинейных различий в концентрациях глутамата 
и глутамина требует дополнительных исследований.

Глутамат и глутамин также участвуют в метаболизме 
аргинина и орнитина, которые задействованы в цикле об-
разования мочевины и оксида азота (Wilson et al., 2001). 
Концентрация орнитина в плазме крыс НИСАГ повыше
на по отношению к контролю. Известно, что введение 
αдифлюорометилорнитина привело к восстановлению 
эндотелиальной функции и предотвратило повышение АД 
у спонтанно гипертензивных крыс линии SHR (Demou
geot et al., 2005). В более раннем исследовании на этой же 
линии крыс αдифлюорометилорнитин снизил интенсив-
ность сокращения аорты и хвостовой артерии в ответ на 
электрическую стимуляцию и введение норадреналина, 
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при этом также наблюдались уменьшение толщины стенки 
артерий и снижение содержания полиаминов в сосудах 
(Soltis et al., 1994).

Метаболиты, связанные  
с воспалительными процессами
В исследовании с участием здоровых добровольцев 
(323 человека) и пациентов, перенесших ишемический 
инсульт (323 человека), обнаружено, что холин, как и его 
метаболит – бетаин, способствует снижению риска воз-
никновения сердечнососудистых осложнений (Zhong et 
al., 2021). Показано также, что длительное применение хо
лина и бетаина в качестве пищевой добавки снижало уро
вень АД у больных гипертензией (Golzarand et al., 2021). 
Внутрижелудочное введение бетаина крысам, у которых 
была смоделирована легочная гипертензия, при вело к 
снижению АД в правом желудочке и легочной артерии, 
уменьшению степени гипертрофии желудочка и ремоде-
лированию стенки артерии, предположительно, за счет 
противовоспалительного действия; также бетаин снизил 
уровни MCP1, ET1, NFκB, TNFα, IL1β (Yang et al., 
2018).

Триптофан – незаменимая ароматическая аминокисло-
та. В организме млекопитающих метаболизм триптофа
на осуществляется по трем частично пересекающимся 
направлениям. Основной путь – кинурениновый – окис-
ление и разрушение индольного кольца с образованием 
производных: кинуреновой и антраниловой кислот. Одна 
из 60 молекул триптофана при этом превращается в ни-
котиновую кислоту (витамин B3, ниацин). Второй путь – 
серотониновый – превращение в серотонин и мелатонин. 
Третий путь – индольный – образование индольных про
изводных, которые затем выводятся с мочой (Richard et 
al., 2009). Показано, что нарушения в звеньях кинурени-
нового пути приводят к развитию сердечнососудистых 
заболеваний, в том числе к повышению АД (Song et al., 
2017; Verheyen et al., 2017). Предполагают, что триптофан 
и кинуренин способствуют вазодилатации посредством 
участия в аденилатциклазной и гуанилатциклазной сис
темах вторичных внутриклеточных посредников, запус
кая каскад реакций, приводящих к активации рецепторов 
оксида азота и снижению концентрации ионов Ca2+ в 
гладкомышечных стенках сосудов (Lincoln et al., 1990; 
Stasch et al., 2006; Wang et al., 2010).

Концентрации бетаина и триптофана достоверно сни-
жены в сыворотке крови гипертензивных крыс линии 
НИСАГ по сравнению с нормотензивным контролем, что 
может говорить о том, что воспалительные процессы игра-
ют роль в установлении и поддержании гипертензивного 
статуса крыс НИСАГ. В последнее время появляется все 
больше свидетельств о важной роли воспаления сосуди-
стой стенки в патогенезе гипертензивных состояний, в 
том числе с участием интерлейкинов IL1β и IL18 (Patrick 
et al., 2021).

Метаболиты, связанные  
с энергетическими процессами
Креатинфосфат является источником быстро мобилизуе-
мой энергии в тканях, где энергетический обмен наиболее 
интенсивен, – скелетных мышцах, миокарде, мозге. Ввиду 

того, что прямой транспорт АТФ через митохондриальную 
мембрану затруднен, креатинфосфат служит как «чел-
нок», участвуя в транспорте химической энергии между 
митохондриями и местами использования энергии. АТФ с 
участием митохондриальной креатинкиназы фосфорили-
рует креатин в креатинфосфат, который направляется, на-
пример, к миофибриллам. Под действием креатинкиназы 
миофибрилл креатинфосфат фосфорилирует АДФ в АТФ 
с образованием креатина, который снова возвращается к 
митохондриям, и цикл повторяется (Bessman, Carpenter, 
1985).

Изменения в содержании и соотношении креатина и 
фосфокреатина в тканях могут быть сигналом различных 
патологий (Strumia et al., 2012). Показано, что снижение 
соотношения креатинфосфат/АТФ коррелирует со сте-
пенью тяжести сердечной недостаточности (Neubauer et 
al., 1992) и с выраженностью гипертрофии миокарда (Ye 
et al., 2001). Известно также, что введение экзогенного 
креатинфосфата оказывает кардиопротективное действие 
на ишемизированный миокард (Scattolin et al., 1993; Azova 
et al., 2015; Zhang et al., 2015). В нашем исследовании у 
крыс НИСАГ концентрация креатинфосфата в сыворотке 
крови была повышена почти в три раза по сравнению с 
нормотензивным контролем. Для определения причины 
такого различия в периферических концентрациях креа
тинфосфата требуются дополнительные исследования, 
включающие оценку содержания креатинфосфата и соот-
ношения креатинфосфат/АТФ в миокарде гипертензивных 
крыс НИСАГ.

Метаболиты, связанные с синтезом катехоламинов
Тирозин – ароматическая аминокислота, из которой под 
воздействием фермента тирозингидроксилазы синтези
руются катехоламины: дофамин, адреналин, норадре-
налин. Катехоламины являются главными эффекторами 
симпатоадреналовой системы, влияют на сердечный вы
брос и сосудистое сопротивление (Lee et al., 2016). Ос-
новные показатели функции симпатоадреналовой систе  
мы – концентрации катехоламинов и активность тирозин
гидроксилазы (Yamabe et al., 1973; Moura et al., 2005), но 
содержание тирозина также может рассматриваться в ка
честве маркера нарушений синтеза катехоламинов: так, в 
метаболомном исследовании образцов мочи пациентов с 
гипертоническим нефросклерозом обнаружено снижение 
уровней тирозина и дофамина (Ovrehus et al., 2019). 

Ранее было показано, что продукция адреналина над-
почечниками и норадреналина в мозге повышена у крыс 
НИСАГ по сравнению с крысами WAG (Markel et al., 2007; 
Redina et al., 2021), это позволяет предположить, что сни-
женный уровень тирозина в сыворотке крови крыс НИСАГ 
является маркером изменений в синтезе катехоламинов.

Заключение
Метаболомный профиль сыворотки крови, маркирую-
щий наличие стрессзависимой формы арте риальной 
гипертензии, можно описать следующим образом: на-
блюдаются повышение содержания в сыворотке крови 
лейцина, изолейцина, валина, миоинозитола, изобути-
рата, глутамата, глутамина, орнитина, креатинфосфата и 
снижение концентраций 2гидроксиизобутирата, бетаи на, 
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триптофана, тирозина. Повышенные концентрации лейци-
на, изолейцина, валина и миоинозитола ассоциированы 
с метаболизмом глюкозы и инсулинорезистентностью, 
наблюдаемой у крыс линии НИСАГ (Shorin et al., 1990; 
Пивоварова и др., 2020). Орнитин играет важную роль в 
образовании мочевины, а также связан с метаболизмом 
аргинина и продукцией вазоактивного фактора – оксида 
азота, следовательно, рассмотрение его в качест ве мета-
боломного маркера патогенеза гипертонической бо лезни 
представляется вполне обоснованным. Бетаин характери-
зуется как соединение с противовоспалительным эффек-
том при различных патологиях (Zhao et al., 2018), поэтому 
уменьшение его концентрации в сыворотке крыс НИСАГ 
может маркировать участие воспалительного процесса в 
патогенезе артериальной гипертонии. Такую же роль не
гативного маркера воспалительного процесса  может вы
полнять триптофан в сыворотке крови (Sorgdra ger et al., 
2019), снижение его у крыс НИСАГ может оказывать про
воспалительный эффект. 

Полученные результаты являются отправной точкой 
для более детального изучения связи указанных метабо-
ломных маркеров с развитием гипертензивного статуса на 
определенных этапах патогенеза стрессзависимой формы 
артериальной гипертонии.
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