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Н.А. Колчанов Ю.Г. Матушкин

Уважаемые коллеги, дорогие чита-
тели!
Представляем вашему вниманию 

очередной выпуск «Вавиловского жур-
нала генетики и селекции», посвящен
ный биоинформатике и системной ком
пьютерной биологии. Эти научные на-
правления находятся сейчас в состоянии 
стремительной трансформации, что обу 
словлено вступлением наук о жизни в 
эпоху больших данных. Стремительное 
развитие омиксных технологий: геноми
ки, транскриптомики, протеомики, мета
боломики, а также других высокопроиз
водительных технологий изучения моле  
кулярногенетических основ функциони-
рования живых систем привело к инфор-
мационному взрыву в генетике, которая 
является основным источником больших 
данных в мировой науке, обогнав другие 
науки и технологии по скорости и объ-
емам накопления  экспериментальной ин
формации.

Важнейшим результатом анализа, ин
терпретации, осмысливания больших ге-
нетических данных стало формирование 
новой парадигмы, в рамках которой глав-
ными объектами генетики являются не 
отдельные гены, а генные сети – группы 
координированно функционирующих ге-
нов, взаимодействующих друг с дру гом 
через свои продукты, такие как РНК, бел  
ки, метаболиты и другие вещества. Имен
но генные сети обеспечивают формиро-

вание всех фенотипических признаков организмов (моле-
кулярных, биохимических, клеточных, физиологических, 
морфологических, поведенческих, ментальных и т. д.) на 
основе информации, закодированной в их геномах (Кол-
чанов и др., 2000, 2013; Ananko et al., 2002).

Реконструкция генных сетей – очень сложная задача, 
требующая поиска, извлечения и интеграции информации, 
рассеянной среди десятков миллионов научных статей, 
тысяч фактографических баз данных и миллионов па-
тентов, содержащих биологические, медицинские, фар-
макологические, химические и другие знания. Решение 
этой задачи потребовало разработки компьютерных про-
граммных систем для автоматизированного извлечения 
генетических знаний из упомянутых источников, исполь-
зующих комбинацию традиционного анализа текста и 
методов машинного обучения (Ivanisenko V.A. et al., 2019; 
Ivanisenko T.V. et al., 2022). На сегодняшний день более 
70 000 генных сетей и их основных компонентов (путей 
передачи сигналов, сетей белокбелковых, ДНКбелковых, 
РНКбелковых взаимодействий, метаболических путей) 
были реконструированы и представлены в базах данных 
(Pico et al., 2008; Caspi et al., 2020; Kanehisa et al., 2023).

Накопление больших данных привело к пониманию 
огромной сложности регуляции генных сетей на базо-
вых уровнях их организации, проявляющейся в том, что 
любой элементарный фундаментальный биохимический 
или молекулярнобиологический процесс в генной сети 
контролируется, как правило, десятками, а иногда и сот-
нями элементарных регуляторных процессов, относится 
ли это к ферментативной активности белков, регуляции 
транскрипции генов или к «регуляции сложных мета-
болических путей» (Колчанов и др., 2008). Указанное 
обстоятельство создает огромные сложности при рекон-
струкции молекулярных механизмов повреждающего 
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влияния геномной изменчивости на фенотипические 
характеристики организмов и клинические симптомы 
заболеваний, в том числе потому, что регуляторные про  
цессы часто характеризуются высокой степенью нелиней
но сти (Costanzo et al., 2019; Trifonova et al., 2021; Pratap et 
al., 2022) и динамической неустойчивостью по отноше-
нию к изменению начальных данных и констант физико
химических и молекулярнобиологических процессов, 
лежащих в основе функционирования генных сетей и 
ре гуляторных систем (Khlebodarova et al., 2018).

Обработка, анализ и интерпретация потоков больших 
генетических данных требуют разработки современных 
методов искусственного интеллекта, ориентированных 
на живые системы. Одним из ключевых событий, ини-
циировавших в последние годы бурное развитие методов 
искусственного интеллекта, стала разработка новой архи-
тектуры нейронных сетей, называемых трансформерами, 
ориентированных на обработку символьных последо-
вательностей, включая тексты на естественных языках 
(Vas wani et al., 2017). Главная особенность трансформеров 
состоит в том, что порядок входных последовательностей 
при обработке не играет никакой роли. Это обеспечивает 
широкие возможности для распараллеливания, позволяя 
производить глубокое обучение моделей сразу на терабай-
тах данных, за гораздо меньшее время, чем было возможно 
ранее при классической архитектуре нейронных сетей.

Отметим несколько выдающихся достижений данного 
подхода. Важнейшее значение имеет создание качествен-
ных систем машинного перевода с одного естественного 
языка на другой (Jiao et al., 2023; Wang et al., 2023). Зна-
чение этого результата для науки, технологий, культуры, 
искусства, развития человеческих коммуникаций трудно 
переоценить. 

На основе трансформерных моделей достигнут огром
ный успех в решении одной из центральных задач моле
кулярной биологии, над которой бились физики, хими-
ки, биологи в течение 60 лет, а именно в предсказании 
пространственной структуры глобулярных белков по 
их аминокислотным последовательностям. Для реше-
ния этой задачи были разработаны нейронные сети 
AlphaFold (Thornton et al., 2021) и Rosetta (https://www.
rosettacommons.org/), предсказывающие 3D координаты 
тяжелых атомов белков с точностью, близкой к экспери-
ментальной. Сеть была обучена на сотнях тысяч белков с 
известной пространственной структурой и десятках мил
лионов аминокислотных последовательностей. 

Благодаря методам машинного обучения, использую-
щим трансформерные подходы, открылась возможность 
моделирования динамики сложных молекулярнобиоло-
гических структур, содержащих очень большое (до 109) 
количество атомов (Pandey et al., 2022). Эти результаты 
имеют исключительное значение не только для фунда-
ментальной науки, но и для широкого круга областей с 
громадным потенциалом фактического применения, таких 
как биотехнологии, генетика, медицина, фармакология, 
создание новых материалов и множество других. 

После 2017 г., когда появились первые публикации по 
трансформерным технологиям, отмечена экспоненциаль-
ная динамика роста количества публикаций с использова-

нием методов искусственного интеллекта (Eraslan et al., 
2019; Boudry et al., 2022). Еще один подход к машинному 
обучению, получивший широкое распространение и раз-
витие в последние годы, – это графовые нейронные сети 
(GNN), которые на основе векторного представления вер  
шин графов с учетом их локального окружения дают ка
чественно новые возможности для анализа сложных сете
вых структур (Hamilton et al., 2017). Применение GNN 
эффективно для описания, анализа и моделирования ши
рочайшего круга сетевых систем – как природных, так и 
антропогенных и технических: генных сетей, сетей меж-
молекулярных взаимодействий, сетей знаний, социальных 
и др. (Ektefaie et al., 2023).

В заключение следует отметить, что принципиальным 
ограничением для широкого применения методов искус-
ственного интеллекта в практически значимых областях 
человеческой деятельности является непрозрачность при
нимаемых им решений. В ряде работ (Ma et al., 2018) по
казано, что стратегический путь преодоления этого недо-
статка – разработка гибридных информационных систем 
нового поколения, интегрирующих классические методы 
биоинформатики, системной компьютерной биологии и 
новые технологии искусственного интеллекта на основе 
онтологического описания предметных областей иссле-
дований. Только такой подход, как нам представляется, 
может обеспечить как скорость и качество обработки 
больших генетических данных с помощью методов ис-
кусственного интеллекта, так и прозрачность получаемых 
на его основе результатов. 
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Аннотация. Ранее было показано, что уровень экспрессии генов человека положительно коррелирует с аффин-
ностью ТВР к промоторам этих генов. В свою очередь, однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) в промоторах 
генов человека могут влиять на аффинность белка TBP к ДНК и, как следствие, на экспрессию генов. В ИЦиГ 
СО РАН разработан метод предсказания аффинности TBP к промоторам генов на основе трехшагового механиз-
ма связывания, включающего скольжение ТВР по ДНК, остановку ТВР в месте связывания, фиксацию комплекса 
ТВР–промотор за счет изгиба спирали ДНК. Метод показал высокую корреляцию теоретических предсказаний 
с измеренными значениями при многократной экспериментальной проверке независимыми группами иссле-
дователей. На основе этой модели в ИЦиГ СО РАН ранее были разработаны веб-сервисы SNP_TATA_Z-tester и 
SNP_TATA_Comparator, позволяющие вычислять статистическую оценку вызванного SNP изменения аффинности 
связывания TBP с промотором гена человека и прогнозировать изменение экспрессии, которые могут быть свя-
заны с генетической предрасположенностью к заболеваниям или фенотипическими особенностями организма. 
В настоящей работе проведена интеграция в единой базе данных информации об однонуклеотидных полимор-
физмах в промоторах генов человека, полученной путем автоматической экстракции из различных гетероген-
ных источников данных, а также результатов оценки аффинности TBP к промотору с использованием трехшаго-
вой модели связывания и оценки их влияния на экспрессию генов для промоторов дикого типа и промоторов с 
однонуклеотидным полиморфизмом. Показана возможность использования базы данных Human_SNP_TATAdb 
для аннотации и выявления кандидатных SNP-маркеров заболеваний. Представлены результаты полногеном-
ного анализа данных, включая особенности распределения генов по количеству транскриптов, распределение 
SNP, влияющих на аффинность TBP к ДНК по позициям внутри промоторов, а также закономерности, связываю-
щие между собой аффинность TBP к промотору, специфичность сайта связывания TBP с промотором и другие 
характеристики промоторов. Результаты полногеномного анализа показали, что аффинность TBP к промотору 
и специфичность его сайта связывания статистически связаны с другими характеристиками промоторов, важ-
ными для функциональной классификации промоторов и исследования особенностей дифференциальной экс-
прессии генов.
Ключевые слова: ТАТА-бокс; аффинность; TBP; однонуклеотидный полиморфизм; база данных; полногеномный 
анализ.
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Abstract. It was previously shown that the expression levels of human genes positively correlate with TBP affinity 
for the promoters of these genes. In turn, single nucleotide polymorphisms (SNPs) in human gene promoters can 
affect TBP affinity for DNA and, as a consequence, gene expression. The Institute of Cytology and Genetics SB RAS 
(ICG) has developed a method for predicting TBP affinity for gene promoters based on a three-step binding mecha-
nism: (1) TBP slides along DNA, (2) TBP stops at the binding site, and (3) the TBP-promoter complex is fixed due to 
DNA helix bending. The method showed a high correlation of theoretical predictions with measured values during 
repeated experimental testing by independent groups of researchers. This model served as a base for other ICG web 
services, SNP_TATA_Z-tester and SNP_TATA_Comparator, which make a statistical assessment of the SNP-induced 
change in the affinity of TBP binding to the human gene promoter and help predict changes in expression that may 
be associated with a genetic predisposition to diseases or phenotypic features of the organism. In this work, we 
integrated into a single database information about SNPs in human gene promoters obtained by automatic extrac-
tion from various heterogeneous data sources, as well as the estimates of TBP affinity for the promoter obtained 
using the three-step binding model and predicting their effect on gene expression for wild-type promoters and 
promoters with SNPs. We have shown that Human_SNP_TATAdb can be used for annotation and identification of 
candidate SNP markers of diseases. The results of a genome-wide data analysis are presented, including the distri-
bution of genes with respect to the number of transcripts, the distribution of SNPs affecting TBP-DNA affinity with 
respect to positions within promoters, as well as patterns linking TBP affinity for the promoter, the specificity of the 
TBP binding site for the promoter and other characteristics of promoters. The results of the genome-wide analysis 
showed that the affinity of TBP for the promoter and the specificity of its binding site are statistically related to other 
characteristics of promoters important for the functional classification of promoters and the study of the features of 
differential gene expression.
Key words: TATA box; affinity; TBP; single nucleotide polymorphism; database; genome-wide analysis.
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Введение
Разработка методов предсказания влияния мутаций на 
уровень экспрессии генов различных организмов имеет 
важное значение для решения задач в области биотехноло-
гии, селекции растений, медицины и так далее. Мутации 
в геноме человека могут быть ассоциированы со множе-
ством физиологических особенностей и заболеваний, и 
знание о наличии и причине их безусловно необходимо 
для активно развивающегося подхода персонализирован-
ной медицины. Самым распространенным типом мутаций 
в геноме человека являются однонуклеотидные полимор-
физмы (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) – отличия 
последовательности ДНК размером в один нуклеотид. 
Однонуклеотидные полиморфизмы могут локализоваться 
в различных функциональных районах генома, от чего 
зависит характер их проявления. Наиболее изучены му-
тации в кодирующих районах гена, они непосредственно 
влияют на структуру транскрибируемой мРНК и синте-
зируемого белка. Однако полногеномные ассоциативные 
исследования (GWAS) показали, что большинство одно-
нуклеотидных полиморфизмов, которые в значительной 
степени связаны с предрасположенностью к заболеванию, 
лежит в некодирующих областях (Hindorff et al., 2009; 
French, Edwards, 2020; Chandra et al., 2021), а более 90 % 
из них расположены в регуляторных элементах (Maurano 
et al., 2012). Одним из наиболее изученных регуляторных 
районов на данный момент является район TATA-бокса в 
промоторе, от последовательности которого зависит срод-
ство к нему белка TBP (TATA Binding Protein), – ключевого 
фактора инициации транскрипции. Мутации в этом районе 
могут влиять на связывание белка TBP с промотором и, 
как следствие, на экспрессию гена (Савинкова и др., 2007). 

В ИЦиГ СО РАН разработан метод предсказания аф-
финности TBP к промоторам генов на основе трехшаго-
вого механизма связывания (Пономаренко и др., 2008). 
Метод показал высокую корреляцию теоретических пред-
сказаний с измеренными значениями аффинности при 
мно гократной экспериментальной проверке независи-
мыми группами исследователей (Delgadillo et al., 2009; 
Sa vin ko va et al., 2013; Oshchepkov et al., 2022). На осно-
ве этой модели в ИЦиГ СО РАН разработан веб-сервис 
SNP_TATA_Z-tester (Рассказов и др., 2013), позволяющий 
вычислять статистическую оценку вызванного SNP изме-
нения аффинности связывания TBP с промотором гена 
человека и прогнозировать изменение экспрессии. С по-
мощью этого веб-сервиса мы ранее выявили кандидатные 
SNP-маркеры аутоиммунных заболеваний (Ponomarenko 
et al., 2016а), поведенческих расстройств (Chadaeva et al., 
2016), хронопатологий (Ponomarenko et al., 2016б) и дру-
гих заболеваний.

В настоящей работе проведена интеграция в единой 
базе данных информации об однонуклеотидных полимор-
физмах в промоторах генов человека, полученной путем 
автоматической экстракции из различных гетерогенных 
источников данных, а также результатов оценки аффинно-
сти TBP к промотору и специфичности сайта связывания 
TBP с использованием трехшаговой модели связывания и 
оценки их влияния на экспрессию генов для промоторов из 
референсного генома и промоторов с однонуклеотидным 
полиморфизмом. 

Ключевым вариантом использования базы данных 
Human_SNP_TATAdb является аннотация промоторов и 
генов с целью поиска кандидатных SNP-маркеров забо-
леваний. Учитывая, что к настоящему времени уже вы-

https://link.springer.com/article/10.1007/s00439-023-02519-3#ref-CR72
https://link.springer.com/article/10.1007/s00439-023-02519-3#ref-CR35
https://link.springer.com/article/10.1007/s00439-023-02519-3#ref-CR152
https://link.springer.com/article/10.1007/s00439-023-02519-3#ref-CR159
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полнено много исследований, в которых проводилась та-
кого рода аннотация, мы привели в качестве примера один 
из вариантов.

Представлены результаты полногеномного анализа дан-
ных, включая особенности распределения генов по коли-
честву транскриптов, распределение SNP, влияющих на 
аффинность TBP к ДНК по позициям внутри промоторов, 
а также закономерности, связывающие между собой аф- 
 финность TBP к промотору, специфичность сайта связы-
вания TBP с промотором и другие характеристики про-
моторов, важные для функциональной классификации 
промоторов и исследования особенностей дифференци-
альной экспрессии генов. 

Материалы и методы 
Ниже представлены этапы работы по интеграции данных 
и создания базы данных (рис. 1). Данные о генах и их атри-
бутах, стартах транскрипции и транскриптах получены с 
веб-сервиса Ensembl (Birney et al., 2004). Для доступа к 
сервисам и базам данных использована библиотека Bio-
conductor языка R со следующими пакетами:
1. biomaRt1 – пакет, который обеспечивает интерфейс для 

коллекции баз данных Ensembl, позволяя извлекать 
большие объемы данных унифицированным способом 
и использовать при анализе данных в Bioconductor.

2. BSgenome.Hsapiens.NCBI.GRCh382 – пакет, обеспечива-
ющий доступ к последовательностям генома Homo sa
piens (Human), предоставленным NCBI (GRCh38.p13).

3. SNPlocs.Hsapiens.dbSNP155.GRCh383 – пакет для 
доступа к dbSNP 155, включающий информацию о 
949 021 448 SNP в хромосомах 1–22, X, Y и MT. 
Для выявления старта транскрипции необходимо ис-

пользовать транскрипты с качественной аннотацией, кото-
рая включает эту информацию и для которых доказана их 
биологическая релевантность. При описании транскрип-
тов в Ensembl для определения наиболее качественно ан-

1 https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/biomaRt.html
2 https://bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/
BSgenome.Hsapiens.NCBI.GRCh38.html
3 https://bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/SNPlocs.
Hsapiens.dbSNP155.GRCh38.html

нотированных ставят специальные метки. Мы включили в 
базу данных только те транскрип ты, качество аннотации 
которых соответствует метке GENCODE Basic4. В соот-
ветствии со спецификацией En sembl GENCODE Basic 
содержит по крайней мере один транскрипт для каждого 
гена в генетическом наборе GENCODE независимо от 
биотипа, т. е. каждый ген представлен в базовом наборе 
GENCODE. Для генов, кодирующих белок, в базовый на-
бор GENCODE включены только полноразмерные транс-
крипты, кодирующие белок. 

Для заданных координат старта транскрипции опре-
деляются координаты и нуклеотидные последовательно-
сти соответствующего им промотора ([–90; –1] от старта 
транскрипции). Данные о SNP получены с использовани-
ем базы данных dbSNP5 (Sherry et al., 2001). Для каждого 
промотора выделены SNP, локализованные в пределах 
[–90; –1] от старта транскрипции. Минорные варианты 
по следовательности промотора созданы автоматически 
путем вне сения в основные варианты последовательно-
стей соответствующих замен нуклеотидов из базы данных 
dbSNP (вып. 155). Для выявления TATA-содержащих про-
моторов использована весовая матрица Бухера (Bucher, 
1990). 

Аффинность TBP к ДНК рассчитывали с применением 
трехшаговой модели связывания, разработанной ранее в 
ИЦиГ СО РАН (Ponomarenko et al., 2008) и реализован-
ной нами многопоточной высокопроизводительной вер-
сии программы SNP_TATA_Z-tester. Эта программа также 
позволяет оценить статистическую значимость изменения 
аффинности белка TBP к промотору при точечных за-
менах нуклеотидов (SNP) в промоторе с использованием 
z-критерия. 

Аффинность, или сродство, TBP описывается констан-
той ассоциации комплекса TBP/ДНК. Однако в настоящее 
время вместо константы ассоциации обычно используют 
обратную меру – константу диссоциации Kd. В этом слу-
чае аффинность TBP к ДНК, измеренная в наномолях на 
литр (нМ/л), будет равна А = 109/Kd. Чем меньше Kd, тем 
4 https://www.ensembl.org/info/genome/genebuild/transcript_quality_tags.
html
5 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Рис. 1. Схема потока данных для инициализации базы данных Human_SNP_TATAdb. 

GRCh38

dbSNP

Используемые 
источники  
геномных 

данных

Получаем 
список  

транскриптов 
и генов

Получаем 
последова-
тельности 

промоторов 
[–90;–1]

Заменяем 
нуклеотид в 
промоторе

Формируем 
запрос

Выбираем 
SNP из 

диапазона 
[–90;–1]

Транскрипты

Промоторы

SNP_TATA_Z-tester Human_SNP_TATAdb

Промоторы 
с мутацией

SNP

Ensembl



Human_SNP_TATAdb – база данных о SNP,  
изменяющих сродство ТАТА-связывающего белка

С.В. Филонов, Н.Л. Подколодный, О.А. Подколодная … 
Д.А. Рассказов, А.Г. Богомолов, М.П. Пономаренко

2023
27 • 7

731КОМПЬЮТЕРНАЯ ГЕНОМИКА / COMPUTATIONAL GENOMICS

выше сродство TBP к промотору и сильнее взаимодей-
ствие TBP с промотором. 

Второй вариант, представленный в базе данных, – ло-
гарифмическая форма аффинности α = 9*ln(10) – ln(Kd), 
которая удобна для сравнения показателей аффинности 
TBP к промотору, так как имеет близкое к нормальному 
распределение. При увеличении α возрастают сродство 
TBP к промотору и сила их взаимодействия. 

Расчеты аффинности проведены для референсных по-
следовательностей ДНК всех промоторов и минорных 
вариантов последовательностей этих промоторов с од-
ним однонуклеотидным полифорфизмом. Для каждой 
минорной последовательности оценивали отклонение 
аффинности TBP к промотору от аффинности, полученной 
для последовательности ДНК промотора из референсного 
генома. При этом определяли уровень статистической 
значимости этих изменений. 

Ранее показано, что аффинность TBP к промотору ста-
тистически достоверно коррелирует с уровнем экспрессии 
соответствующего транскрипта (Mogno et al., 2010). По-
этому при статистически достоверном увеличении или 
уменьшении аффинности TBP в базе данных указывается 
оценка соответствующего изменения уровня экспрессии 
транскрипта. На основе оценок аффинности белка TBP 
к промотору введены дополнительные характеристики, 
например специфичность сайта связывания белка TBP 
с промотором, который можно использовать для класси-
фикации промотора и биологической аннотации групп 
промоторов или генов. 

Cпецифичность сайта связывания TBP с промотором 
гена соответствует максимальной нормированной аф-
финности TBP к промотору гена относительно средней 
аффинности TBP по каждой позиции скользящего окна 
(Ponomarenko et al., 2015), не включая 10 позиций бли-
жайших к старту транскрипции (всего 55 значений). 
Специфичность Z рассчитывали следующим образом: 

Z = αmax – α
σα

,  σα =  1
54 ∑55

    1 (αi – α) ,

где αi – оценка аффинности TBP к промотору в позиции i,  
α – среднее значение αi, σα– несмещенная оценка средне-
квадратичного отклонения αi, Z – специфичность сайта 
связывания белка TBP с промотором. 

Еще один важный показатель, описывающий вызванное 
SNP изменение аффинности TBP к промотору, – нату-
ральный логарифм отношения Kd для референсных (wt) 
и минорных (mt) аллелей рассматриваемого SNP:

ksnp = ln (Kd, wt /Kd, mt).

Положительные или отрицательные значения ksnp ука-
зывают на то, что экспрессия гена для минорного аллеля 
соответственно выше или ниже, чем для случая рефе-
ренсного варианта. Этот показатель использовался для 
выявления кандидатных SNP-маркеров, которые могут 
быть связаны с генетической предрасположенностью к за-
болеваниям; в частности, сделаны предсказания, которые 
согласуются с клиническими данными о недостаточной 
экспрессии этого гена у пациентов с вариабельным имму-
нодефицитом, инсультом и преэклампсией (Ponomarenko 
et al., 2017).

Результаты и обсуждение

База данных
В ИЦиГ СО РАН разработана база данных Human_SNP_
TATAdb (рис. 2). Базу данных заполняли в соответствии 
со сценарием интеграции данных и инициализации базы 
данных (см. рис. 1). База данных реализована на осно-
ве СУБД MySQL6 версии 8.0 и включает 6 основных 
таблиц (chromosomes, genes, transcripts, snps, promoters, 
promoters_has_snps), 10 вспомогательных таблиц и сло-
варей (см. рис. 2). Работа с базой данных осуществляется 
через SQL-запросы. 

Таблица chromosomes включает идентификатор хромо-
сомы, длину, количество нуклеотидов и вид организма. 

Таблица genes содержит информацию об идентифика-
торах гена в разных базах данных, в том числе в Ensembl, 
символьное имя гена, ссылку на хромосому, цепь, биотип 
гена. 

Таблица transcripts включает информацию об иденти-
фикаторах транскрипта, координаты транскрипта в гено-
ме, биотип транскрипта и ссылку на промотор и ген. 

Таблица snps включает следующую информацию: иден-
тификаторы SNP, позиции SNP в геноме, ссылка на хро-
мосому и аллель. За один SNP здесь и далее принимается 
однозначный вариант изменения генома. Полиморфизмы, 
имеющие один rs идентификатор, но допускающие не-
сколько вариантов замены нуклеотида, считаются по ко-
личеству таких вариантов. 

Необходимо отметить, что одна и та же нуклеотидная 
замена может попадать в разные промоторы гена и по-
разному изменять уровень аффинности белка TBP к этим 
промоторам, и поэтому в базе данных заданы две таблицы 
для описания промоторов promoters и promoters_has_snps с 
отношением 1:N (на один промотор может оказывать вли-
яние несколько SNP), а таблицы snps и promoters_has_snps 
также связаны отношением 1:N (один SNP может входить 
в несколько промоторов). 

В таблицу promoters включена следующая информация: 
идентификатор промотора, последовательность ДНК, со-
ответствующая району [–90; –1] от старта транскрипции, 
координаты старта и конца промотора в геноме, аффин-
ность белка TBP к промотору с ошибкой, ссылка на ген. 

Таблица promoters_has_snps содержит информацию об 
идентификаторе промотора, ссылку на SNP, координаты 
SNP в промоторе и относительно старта транскрипции, 
последовательность промотора дикого типа и промотора 
с SNP, аффинность TBP к промотору с ошибкой, характер 
изменения экспрессии гена при мутации в промоторе, уро-
вень значимости статистического теста.

Таблица source_snp_dbs включает информацию, которая 
необходима для автоматизированного обновления базы 
данных Human_SNP_TATAdb: об ис точниках данных, вер-
сии баз данных, ссылки на базы дан ных.

Типы отношений между таблицами задают ограниче-
ния, которые соответствуют природе данных и поэтому 
важны для сохранения целостности базы данных, а также 
обеспечивают дополнительный контроль данных и умень-
шают возможность ошибок. В частности, у каждого гена 

6 https://www.mysql.com/
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может быть один или несколько промоторов, каждый 
про мотор может регулировать экспрессию одного или 
несколько транскриптов. 

В итоге база данных содержит информацию о: 
• 62 603 генах, из которых 19 314 кодируют белки;
• 117 414 транскриптах, из которых 63 141 кодирует  

белки;
• 5 305 816 вариантов SNP в промоторах генов в интерва-

ле [–90; –1] от старта транскрипции, из них 3 199 285 в 
промоторах белок кодирующих генов;

• для 445 875 вариантов SNP в промоторе белок коди-
рующего гена предсказано, что они статистически зна-
чимо ( p-value < 0.05) изменяют уровень аффинности 
TBP к этому промотору. 

Варианты использования  
базы данных Human_SNP_TATAdb
Представленные в базе данных аффинность белка TBP к 
промотору, специфичность сайта связывания TBP с про-
мотором и оценки изменения этих характеристик при 

Рис. 2. Схема базы данных Human_SNP_TATAdb.
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однонуклеотидном полиморфизме важны для поиска мар-
керов генетической предрасположенности заболеваний, 
выявления и функциональной интерпретации классов 
про моторов, схожих по механизму регуляции ранней ста-
дии инициации транскрипции и так далее. 

База данных Human_SNP_TATAdb также может быть 
использована для аннотации генов или группы генов в 
терминах аффинности TBP к промотору или специфич-
ности сайта связывания TBP с промотором. Чтобы опре-
делить характеристику гена, связанную со спецификой 
связывания TBP с промоторами гена с целью проведения 
GO-анализа, можно использовать средние значения аф-
финности TBP к промоторам гена или аффинности TBP 
к промотору, соответствующему единственному для гена 
транскрипту, который определен экспертами Ensembl в 
качестве канонического и задается в базе данных меткой 
Ensembl Canonical7, который в целом наиболее консерва-
тивен, наиболее экспрессируем, имеет самую длинную ко-
дирующую последовательность и представлен в других 
ключевых ресурсах, таких как NCBI и UniProt. Мы поме-
чаем соответствующий ему промотор как канонический и 
используем такие характеристики, как аффинность TBP к 
каноническому промотору и специфичность сайта связы-
вания TBP с каноническим промотором, для аннотации 
гена или группы генов.

Корреляционный анализ показал, что между аффин-
ностью TBP к каноническому промотору гена и средней 
аффинностью промоторов гена наблюдается сильная ли-
нейная зависимость (R = 0.88, d.f. = 19 308), поэтому оба 
варианта дают сходные результаты. Однако использование 
аффинности TBP к ка ноническому промотору гена, по-
видимому, биологически более обосновано. Безусловно, 
ключевым вариантом применения базы данных Human_ 
SNP_TATAdb являет ся аннотация генов и поиск кандидат-
ных SNP-маркеров предрасположенности к заболеваниям. 

Учитывая, что к настоящему времени уже выполнено 
много исследований, в которых проводилась такого рода 
аннотация, мы приведем в качестве примера использова-
ние базы данных Human_SNP_TATAdb для аннотации и 
выявления кандидатных SNP-маркеров атерогенеза, ате ро-
склероза и атеропротекции работу (Bogomolov et al., 2023).

Предварительно были отобраны 1068 генов человека, 
связанных с этими заболеваниями. Информация о SNP в 
промоторах этих генов человека, результатах оценки аф-
финности TBP к промоторам и оценки их влияния на экс-
прессию генов для промоторов дикого типа и промоторов 
с однонуклеотидным полиморфизмом получена из базы 
данных Human_SNP_TATAdb. Эта информация была до-
полнена аннотацией отобранных генов, подготовленной 
экспертами, и сформировано представление базы данных, 
ориентированное на анализ генов, связанных с атерогене-
зом, атеросклерозом и атеропротекцией, внешний доступ 
к которой осуществляется через веб-интерфейс8. 

Анализ in silico всех 5112 SNP в их промоторах выявил 
330 кандидатов в маркеры SNP, статистически значимо из-
меняющих аффинность ТАТА-связывающего белка (TBP) 
к этим промоторам. Далее сравнили соответствующие 
частоты SNP, которые увеличивают и уменьшают срод-
7 https://www.ensembl.org/info/genome/genebuild/canonical.html
8 http://www.sysbio.ru/Human_SNP_TATAdb

ство ТВР к промоторам одних и тех же генов. Сравнение 
было сделано для анализа того, находятся ли эти гены под 
действием естественного отбора или нейтрального дрей-
фа. Мы обнаружили, что естественный отбор действует 
против недостаточной экспрессии хаб-генов атерогенеза, 
атеросклероза и атерозащиты и благодаря усиленной ате-
ропротекции способствует улучшению здоровья человека 
(Bogomolov et al., 2023).

Примеры использования  
базы данных Human_SNP_TATAdb  
для полногеномного анализа 
Разработанная база данных позволяет проводить анализ 
полногеномной статистики и распределения указанных 
показателей в различных группах промоторов, например 
ТАТА-содержащих. Для полногеномного анализа мы ис-
пользовали белок кодирующие гены и транскрипты, ото-
бранные по значениям полей ‘gene_biotype’ и ‘transcript_ 
biotype’ равными ‘protein_coding’. 

Альтернативные промоторы и аффинность TBP/ДНК
Следует отметить, что один ген может иметь несколько 
транскриптов, инициация транскрипции которых проис-
ходит с использованием разных промоторов, для которых 
оценивается аффинность белка TBP. Как видно из рис. 3, 
наибольшее число белок кодирую щих генов (29.77 % 
генов) имеет единственный транскрипт и, как следствие, 
один промотор. Пять процентов белок кодирующих ге-
нов имеют не менее 9 белок кодирующих транскриптов. 
Анализ распределения генов по числу транскриптов по-
казал, что среднее число транскриптов на ген – 3.27, а ме-  
диана – 2 транскрипта на ген. Максимальное число (87) 
белок кодирующих транскриптов наблюдается у гена 
Mapk10 (mitogenactivated protein kinase 10). 

Наш анализ показал, что распределение средней аффин-
ности TBP к каноническим промоторам в группах генов, 
разбитых по числу транскриптов, близко к равномерно-
му. Таким образом, нет необходимости нивелировать эф-
фекты, обусловленных разным числом транскриптов у 
гена при проведении анализа данных с использованием 
аффинности TBP. 

Распределение SNP, изменяющих экспрессию генов  
по позициям промотора
Распределение SNP, статистически значимо изменяющих 
экспрессию генов по позициям от старта транскрипции, 
имеет ярко выраженное отклонение от равномерного 
(рис. 4). В районе [–35; –20], соответствующем обычному 
расположению TATA-бокса, число таких SNP заметно 
выше, чем в других районах промотора.

Число SNP, уменьшающих экспрессию генов в районе 
[–35; –20], соответствующие расположению TATA-бокса, 
более чем в полтора раза выше, чем в других районах 
промотора. Это может быть связано с тем, что SNP в этом 
районе, как правило, разрушают TATA-бокс. 

Число SNP, увеличивающих экспрессию генов, выше на 
флангах наиболее частых локализаций TATA-бокса. Пики 
локализованы в –24 и –32 позициях от старта транс крип-
ции. Следует отметить, что распределение всех SNP по по-
зициям промоторов белок кодирующих генов равномер но. 

http://www.sysbio.ru/Human_SNP_TATAdb
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Это говорит о том, что увеличение на флангах ТАТА-бок-
са чиcла SNP, увеличивающих экспрессию генов, может 
иметь функциональное значение. 

Аффинность TBP к TATA-содержащим  
и ТАТА-не содержащим промоторам  
белок кодирующих генов
Анализ зависимости показателей аффинности TBP/ДНК, 
измеренной в логарифмической шкале (α = 9*ln(10) – 
– ln(Kd) для TATA-содержащих и TATA-не содержащих 
промоторов белок кодирующих генов (рис. 5), показал, 
что в группе TATA-содержащих промоторов наблюдается 
более высокая аффинность TBP/ДНК, что соответствует 
более сильному сходству TBP к промотору.

Функциональные SNP, влияющие на аффинность TBP 
 к ДНК промоторов и специфичность  
сайта связывания белка TBP
Проведен анализ зависимости доли SNP, статистически 
значимо влияющих на аффинность TBP к ДНК промото-
ров белок кодирующих генов, от специфичности сайта 

связывания белка TBP (рис. 6). Показано, что SNP в про-
моторах с низкой специфичностью сайта связывания TBP 
с промотором, как правило, приводят к увеличению экс-
прессии генов, а в промоторах с высокой специфичностью 
доля SNP, понижающих экспрессию, повышена. 

Анализ таблицы сопряженности показал, что низкие 
значения специфичности сайта связывания TBP с промо-
тором (Spec < 2.5) чаще наблюдаются на промоторах без 
TATA-бокса (TATA–) (χ2 = 10 385, p-value < 1.0e–228). 

Заключение
В настоящей работе описана база данных Human_SNP_
TATAdb, которая включает информацию о SNP в промо-
торах генов человека, по лученную путем автоматической 
экстракции из различ ных гетерогенных источников дан-
ных, результатах оцен ки аффинности TBP к промотору с 
использованием трехшаговой модели связывания и оцен-
ки их влияния на экспрессию генов для промоторов дикого 
типа и промоторов с однонуклеотидным полиморфизмом. 

Представленные в базе данных аффинность белка TBP 
к промотору, специфичность сайта связывания TBP с про-

Рис. 3. Распределение белок кодирующих генов по числу транскриптов.
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Рис. 4. Распределение числа SNP, увеличивающих (excees) и уменьшающих (deficiency) аффинность TBP к ДНК промоторов 
белок кодирующих генов в зависимости от позиции SNP относительно старта транскрипции.
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мотором и оценки изменения этих характеристик при SNP 
важны для поиска кандидатных маркеров генетической 
предрасположенно сти заболеваний, выявления и функ-
циональной интерпретации классов промоторов, схожих 
по механизму ре гуляции ранней стадии инициации транс-
крипции, и так далее. База данных Human_SNP_TATAdb 
также может быть использована для аннотации генов или 
групп генов в терминах аффинности TBP к промотору 
или специфичности сайта связывания TBP с промотором. 

Результаты полногеномного анализа показали, что аф-
финность TBP к промотору и специфичность его сайта 
связывания статистически связаны с другими характе-
ристиками промоторов, важными для функциональной 
классификации промоторов и исследования особенностей 
дифференциальной экспрессии генов. Использование 

Рис. 5. Распределение промоторов белок кодирующих генов по аффинности TBP в группах TATA-содержащих промоторов 
и промоторах без TATA-бокса. Оценка аффинности TBP к промотору по оси x задается в логарифмической шкале. 

Рис. 6. Доля SNP в промоторах, повышающих и понижающих экс-
прессию белок кодирующих генов в зависимости от специфичности 
сайта связывания TBP к ДНК промотору.

Таблица сопряженности специфичности сайта связывания 
TBP с промотором и наличия TATA-бокса в промоторе

Специфичность TATA– TATA+ Всего

Spec < 2.5 29114 10379 39493

Spec ≥ 2.5 14538 9109 23647

Всего 43652 19488 63140
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базы данных Human_SNP_TATAdb для аннотации генов 
и выявление кандидатных SNP-маркеров атерогенеза, 
атеросклероза и атеропротекции – один из примеров, в 
результате которого становятся доступны новые знания о 
влиянии различных одиночных полиморфизмов на пред-
расположенность к тем или иным заболеваниям.
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Аннотация. Развитие технологий секвенирования нового поколения открыло новые возможности для гено-
типирования различных организмов, включая растения. Метод генотипирования путем секвенирования (GBS) 
применяется для идентификации генетической изменчивости и более быстрого генотипирования образцов, а 
также является более экономически эффективным методом в сравнении с полногеномным секвенирова нием. 
GBS продемонстрировал свою надежность и гибкость для ряда видов и популяций растений. Этот метод был 
применен для генетического картирования, выявления молекулярных маркеров, геномной селекции, в иссле-
довании генетического разнообразия, идентификации сортов, а также в исследованиях в области биологии 
 охраны природы и эволюционной экологии. Однако сокращение времени и стоимости секвенирования при-
вело к необходимости разработки качественного биоинформатического анализа для постоянно расширяюще-
гося количества секвенированных данных. Для этих целей были разработаны биоинформатические конвейеры 
анализа данных, полученных методом GBS. Вследствие схожести этапов обработки существующие конвейеры 
в основном различаются комбинацией программных пакетов, специфически подобранных для обработки дан-
ных как для определенных, так и для любых организмов. Несмотря на качественно подобранные пакеты про-
грамм, конвейеры имеют некоторые недостатки, например отсутствие возможности автоматизации процесса 
расчета (каждый этап нужно запускать вручную), что значительно снижает скорость исследования. В большин-
стве конвейеров отсутствует возможность автоматической установки всех необходимых программных паке-
тов, а также нет возможности отключения ненужного или пройденного этапа. В настоящей работе нами был 
разработан биоинформатический конвейер GBS-DP для анализа данных, полученных методом GBS. Конвейер 
применим для любых видов организмов. Реализация конвейера на платформе Snakemake позволила полно-
стью автоматизировать процесс расчета и установки необходимых программных пакетов. Конвейер позволяет 
обрабатывать большие объемы данных (более 400 образцов).
Ключевые слова: генотипирование путем секвенирования; биоинформатический конвейер; ячмень.
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Abstract. The development of next-generation sequencing technologies has provided new opportunities for geno-
typing various organisms, including plants. Genotyping by sequencing (GBS) is used to identify genetic variability 
more rapidly, and is more cost-effective than whole-genome sequencing. GBS has demonstrated its reliability and 
flexibility for a number of plant species and populations. It has been applied to genetic mapping, molecular marker 
discovery, genomic selection, genetic diversity studies, variety identification, conservation biology and evolutio nary 
studies. However, reduction in sequencing time and cost has led to the need to develop efficient bioinformatics analy-
ses for an ever-expanding amount of sequenced data. Bioinformatics pipelines for GBS data analysis serve the purpose. 
Due to the similarity of data processing steps, existing pipelines are mainly characterised by a combination of software 
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packages specifically selected either to process data for certain organisms or to process data from any orga nisms. 
However, despite the usage of efficient software packages, these pipelines have some disadvantages. For example, 
there is a lack of process automation (in some pipelines, each step must be started manually), which significantly 
reduces the performance of the analysis. In the majority of pipelines, there is no possibility of automatic installation of 
all necessary software packages; for most of them, it is also impossible to switch off unnecessary or completed steps. 
In the present work, we have developed a GBS-DP bioinformatics pipeline for GBS data analysis. The pipeline can be 
applied for various species. The pipeline is implemented using the Snakemake workflow engine. This implementation 
allows fully automating the process of calculation and installation of the necessary software packages. Our pipeline is 
able to perform analysis of large datasets (more than 400 samples).
Key words: genotyping by sequencing (GBS); bioinformatic pipeline; hordeum.
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Введение
Генетическое разнообразие является важнейшей основой 
для изучения устойчивости растений к биотическим и 
абиотическим стрессам и создания новых высокоадаптив-
ных и урожайных сортов сельскохозяйственных культур. 
Изучение генетического разнообразия осуществляется с 
использованием различных методов генетического ана
лиза. На сегодняшний день один из наиболее перспектив
ных методов – применение молекулярных маркеров (ДНК
мар керов) (Канукова и др., 2019). Это генетические мар
ке ры, анализируемые на уровне ДНК (Хлесткина, 2013). 
С их помощью можно выявлять генетическое разнообра-
зие популяций, подвидов, видов, эффективно определять 
хозяйственно ценные признаки еще на начальном этапе 
селекции на уровне ДНК (Сухарева, Кулуев, 2018).

Для генетического анализа особенно удобны SNP мар
керы (Хлесткина, 2013). SNP (singlenucleotide poly mor
phism – однонуклеотидный полиморфизм) – это одно-
нуклеотидная позиция в геномной ДНК, для которой в 
по пуляции встречаются различные вариации последова-
тельности (аллелей) (Сухарева, Кулуев, 2018). SNP широ
ко используют для изучения аллельного полиморфизма, 
тестирования чистоты семян, анализа гаплотипа и родо
словных, а также для генотипирования и построения ге
нетических карт.

Получить информацию об SNPмаркерах в настоящее 
время можно для любого растения в масштабе полного 
генома благодаря технологиям высокопроизводительного 
секвенирования нового поколения. Идентификация SNP 
возможна с помощью стратегий полногеномного секве-
нирования (WGS) и генотипирования путем секвениро-
вания (GBS) (Scheben et al., 2017). Цель полногеномного 
секвенирования – получить короткие фрагменты после-
довательности полного генома и на этой основе путем их 
выравнивания на референсный геном или полногеномной 
сборки оценить вариации ДНК. Это сложная и дорого-
стоящая задача, цена за один геном превышает 2000$ и 
зависит от размера и сложности генома, желаемого уровня 
полноты и вычислительных ресурсов (Narum et al., 2013). 
Например, секвенирование полного генома ячменя до 
уровня хромосом обходится примерно в 60,000$ (Monat 
et al., 2019). Выделяют также методы полногеномного 
секвенирования с более низкой глубиной прочтения, 
стоимость которых в разы меньше: 100–400$ за геном. 
Однако, как утверждают авторы (Bimber et al., 2016), при 
этом снижается точность получаемых данных о генотипах.

Метод генотипирования путем секвенирования более 
быстрый и экономически эффективный, чем WGS. На-
пример, стоимость секвенирования фрагментов генома 
яч меня в эксперименте GBS не превышает 30$ (Monat et 
al., 2019). В методе GBS выделяют два подхода секвени
рования. В первом для фрагментации образцов ДНК ис-
пользуются ферменты рестрикции, специфичные для кон-
кретных сайтов, после чего производится секвенирование 
полученных фрагментов (Glaubitz et al., 2014). Во втором 
к обоим концам фрагментов ДНК лигируются уникальные 
последовательности адаптеров, один из которых содер
жит уникальную последовательность «штрихкод», после 
чего производится секвенирование данных маркирован
ных фрагментов ДНК (Elshire et al., 2011). Поскольку при 
сек венировании фрагменты ДНК прочитываются только 
вблизи сайтов рестрикции, в методе GBS не происходит 
прочтения полногеномной последовательности ДНК. За 
счет этого процесс секвенирования существенно удешев-
ляется, однако количество SNP, которые можно идентифи-
цировать, оказывается меньше, чем при полногеномном 
секвенировании. Тем не менее данных, полученных при 
помощи протокола GBS, оказывается вполне достаточно, 
чтобы с приемлемой точностью характеризовать генети-
ческое разнообразие популяций сельскохозяйственных 
растений.

Метод GBS продемонстрировал свою надежность и 
гибкость для ряда видов и популяций растений. Он был 
применен для выявления молекулярных маркеров для ге-
нетического картирования и геномной селекции (Poland et 
al., 2012), в исследовании генетического разнообразия (Lu 
et al., 2013; Peterson et al., 2014), идентификации сортов 
(Wang et al., 2020; Rajendran et al., 2022), а также иссле-
дованиях в области биологии охраны природы и эволю-
ционной экологии (Narum et al., 2013). GBS существенно 
сокращает как стоимость, так и время, необходимое для 
секвенирования исследуемых образцов. Это потребовало 
разработки качественного биоинформатического анализа 
для постоянно расширяющегося количества секвениро-
ванных данных. В результате были разработаны биоин-
форматические конвейеры анализа данных, полученных 
методом GBS. Существующие конвейеры имеют схожую 
схему анализа данных, которая включает: проверку каче-
ства сырых прочтений, демультиплексирование, карти-
рование на референсный геном и поиск полиморфизмов.

Этап картирования на геном делится на два типа: на 
основе референсного генома (Glaubitz et al., 2014; Tor
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ka maneh et al., 2017; Wickland et al., 2017) и на основе 
«имитации» референсного генома (Mock Reference) (Melo 
et al., 2016). В первом случае после контроля качества 
сырых прочтений последовательности картируются на 
референсный геном с целью выявления полиморфизмов 
(Torkamaneh et al., 2017). Однако если референсный геном 
отсутствует или имеет низкое качество сборки, применяют 
метод «имитации» референсного генома. Этот метод про-
изводит кластеризацию исследуемых прочтений для выяв-
ления консенсусных последовательностей (центроидов), 
на основе которых осуществляется сборка генома (Melo 
et al., 2016). Вследствие схожести этапов обработки дан-
ных, существующие конвейеры в основном различаются 
комбинацией программ. Подобные комбинации программ 
должны учитывать различные геномные характеристи-
ки, такие как количество выявленных полиморфизмов, 
сложность генома, степень гетерозиготности, доля по-
вторяющихся последовательностей во всем геноме. Так-
же более современные конвейеры позволяют подбирать 
параметры для исследуемых организмов (Torkamaneh et 
al., 2017; Wickland et al., 2017), тогда как более ранние 
конвейеры имеют некоторые ограничения. Например, в 
программе TASSEL надо указывать ограничение длины 
последовательностей, что приводит к потере значитель-
ного количества коротких сырых прочтений (Glaubitz et 
al., 2014; Melo et al., 2016). Изза постоянного роста ко-
личества секвенированных библиотек конвейеры должны 
предоставлять возможность обработки большого объема 
данных за один запуск. Важным аспектом конвейеров 
является также автоматизация процесса обработки и про-
стота установки программы.

В настоящей работе мы разработали биоинформатиче-
ский конвейер GBSDP для анализа данных, полученных 
методом GBS. Конвейер включает схему обработки GBS 
данных, предложенную в работе (Jayakodi et al., 2020), и 

применим для любых видов организмов. Конвейер по-
зволяет обрабатывать большие объемы данных (более 
400 образцов) и реализован с помощью программного 
менеджера Snakemake (Köster, Rahmann, 2012).

Материалы и методы
Биоинформатический конвейер GBS-DP анализа дан-
ных, полученных методом GBS, представлен на рис. 1.

На вход конвейера подается путь к набору библиотек 
прочтений и путь к референсному геному. Библиотеки 
про чтений должны быть в формате FASTQ, референсный 
геном – в формате FASTA. В случае если библиотеки име
ют баркодирование, необходимо предварительно их де-
мультиплицировать.

Конвейер состоит из трех основных этапов: предобра-
ботка данных, поиск полиморфизмов, анализ генетиче
ского разнообразия. Предобработка данных включает про
верку качества сырых прочтений, удаление адаптеров и 
построение индекса референсного генома. Поиск поли-
морфизмов состоит из картирования предобработанных 
прочтений на референсный геном, сортировки картиро-
ванных прочтений и поиска однонуклеотидных полимор-
физмов. Анализ генетического разнообразия разделяется 
на два варианта обработки данных: если полученные дан
ные превышают занимаемый объем памяти в 1 Тб и если 
полученные данные не превышают занимаемый объем па  
мяти в 1 Тб. Более детальное описание каждого этапа при
ведено ниже.

Предобработка данных. На этом этапе производится 
контроль качества, удаление адаптеров сырых прочтений 
и построение индекса референсного генома. Контроль ка
чества и удаление адаптеров производятся программой 
cutadapt (Martin, 2011). Для прочтений каждой библиотеки 
удаляются адаптеры, список которых пользователь должен 
внести в файл конфигураций. 

Этап 1: Предобработка данных
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Рис. 1. Блок-схема биоинформатического конвейера GBS-DP обработки данных GBS.
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На этом этапе конвейер выполняет построение индек
са референсного генома с помощью программы bwa index 
(Li H., 2013).

Поиск полиморфизмов состоит из картирования пред
обработанных прочтений на референсный геном, сорти-
ровки картированных прочтений и поиска однонуклео-
тидных полиморфизмов.

Картирование предобработанных прочтений произво-
дится программой bwa mem (Li H., 2013) с параметрами 
“–k 19 –w 100”.

Результаты картирования, полученные в формате SAM, 
переводятся в формат BAM и сортируются комбинацией 
программ samtools view и samtools sort соответственно 
(Danecek et al., 2021). В отсортированных файлах про
изводится поиск полиморфизмов (SNP, вставок и деле
ций (индел)) с помощью комбинации программ samtools 
mpileup и bcftools call (Danecek et al., 2021). Ранее было по-
казано на примере генома пшеницы (Yao et al., 2020), что 
комбинация программ “Samtools/mpileup + BWAmem”, 
которая использована в нашем конвейере, превос ходит 
другие комбинации программ картирования и идентифи-
кации полиморфизмов.

Анализ генетического разнообразия разделяется на 
два варианта обработки данных: если полученные дан-
ные превышают занимаемый объем памяти в 1 Тб и если 
полученные данные не превышают занимаемый объем 
памяти в 1 Тб.

Выбор соответствующей опции осуществляется автома-
тически и связан с увеличенной нагрузкой на оперативную 
память компьютера при работе с большими данными (если 
суммарный размер полученных файлов VCF превышает 
1 Тб). Вариант обработки для данных с общим объемом 
меньше 1 Тб включает три этапа:
1) результаты поиска полиморфизмов в формате VCF для 

каждой библиотеки индексируются с помощью про-
граммы bcftools index (Danecek et al., 2021);

2) проиндексированные файлы объединяются в общий 
файл формата VCF в программе bcftools merge (Dane
cek et al., 2021). Этот файл содержит данные о поли-
морфизмах всех исследуемых образцов для всех хро  
мосом;

3) полученный общий файл формата VCF конвертируется 
в формат GDS (Genomic Data Structure) с помощью па-
кета R – SeqArray (Zheng et al., 2017). Данный формат 
позволяет значительно сократить объем оперативной 
памяти, затрачиваемой на обработку результатов поиска 
полиморфизмов, за счет перевода табличного формата 
в бинарный. 
Вариант обработки для данных с общим занимаемым 

объемом больше 1 Тб включает четыре этапа:
1) результаты поиска полиморфизмов в формате VCF для 

каждой библиотеки разбиваются на хромосомы с по-
мощью программы bcftools view (Danecek et al., 2021);

2) полученные файлы с полиморфизмами для каждой хро-
мосомы индексируются с использованием программы 
bcftools index (Danecek et al., 2021);

3) далее файлы с полиморфизмами объединяются для 
каждой хромосомы. В результате получаются файлы, 
содержащие информацию о полиморфизмах во всех 
библиотеках для отдельной хромосомы;

4) файлы для отдельных хромосом в формате VCF конвер-
тируются в формат GDS. После этого полученные фай-
лы формата GDS для каждой хромосомы объединяются 
в общий файл с помощью функции snpgdsCombineGeno 
пакета SNPRelate (Zheng et al., 2017).
Схема построения филогенетического дерева и класте

ризации для обоих вариантов идентичная. Следует от
ме тить, что при оценке функционального значения SNP 
важно также учитывать функциональное значение поли
морфных локусов, находящихся с ним в неравновесии по 
сцеплению (LD) (Пономаренко, 2018). Два аллеля раз
личных локусов находятся в неравновесии по сцеплению, 
когда частота состоящего из них гаплотипа значимо отли-
чается от частоты, ожидаемой при случайной сегрегации 
(Gabriel et al., 2002). Величина LD зависит от ряда фак-
торов: величины и скорости дрейфа генов, генетических 
примесей в популяции, мутаций и рекомбинаций, размера 
популяции (Аульченко, Аксенович, 2006). Обычно LD оце-
нивается коэффициентом неравновесности сцепления (D), 
однако эта мера не всегда удобна, поскольку диапазон его 
возможных значений зависит от частот аллелей, к которым 
он относится. Это затрудняет сравнение уровня неравно-
весия по сцеплению между разными парами аллелей. Та-
ким образом, производится нормировка коэффициента D 
на основе коэффициента корреляции Пирсона r2, который 
варьирует от 0 до 1. Чем ближе значение r2 к 0, тем боль
ше вероятность, что выявленные SNP случайны.

Для полученного общего файла, содержащего инфор-
мацию о полиморфизмах для всех библиотек по всем 
хромосомам в формате GDS, анализируется параметр LD. 
Расчет производится с помощью пакета R – SNPRelate 
(Zheng et al., 2017), функция snpgdsLDpruning. 

Для анализа главных компонент, отфильтрованных SNP, 
применяется пакет R – SNPRelate, для построения фило-
генетического дерева – тоже пакет SNPRelate, но с ис-
пользованием метода иерархической кластеризации.

Системные требования и установка. Конвейер GBS
DP реализован с применением программного менеджера 
Snakemake v6.0.0 (Köster, Rahmann, 2012), инструмента 
для создания конвейеров анализа данных, реализован-
ного на языке Python. Созданные в этой среде конвейеры 
можно легко масштабировать для серверных, кластерных, 
сетевых и облачных сред без необходимости изменять 
определение рабочего процесса. Snakemake совместим с 
системой Conda, что позволяет без труда устанавливать 
новые программы, необходимые для конвейера. Конвейер 
разработан для операционной системы Linux. Для запуска 
требуется минимум 10 Гб оперативной памяти (чем боль-
ше данных, тем больше требуется оперативной памяти). 
Для запуска конвейера в файле конфигураций, необходи
мо указать путь к сырым прочтениям и путь к референс
ному геному, после чего можно запускать программу. Код 
и пошаговая инструкция запуска конвейера доступны 
по адресу: https://github.com/artempronozin95/GBSDP
bioinformaticspipelineforgenotypingbysequencingdata
processing/tree/main.

Данные для тестового анализа. Для тестового при-
менения конвейера GBSDP в настоящей работе был ис-
пользован проект PRJEB39633 из базы данных European 
Nucleotide Archive (ENA) (Leinonen et al., 2011), который 
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содержит библиотеки GBS для популяции ячменя, полу-
ченной в результате скрещивания шестирядного ячменя 
сорта Morex и мутантной линии luteostriansP1 (lst/LST ) 
(Li M. et al., 2021). Библиотеки были получены с помощью 
комбинации ферментов рестрикции MspI и PstI (Wendler 
et al., 2015). Всего проект PRJEB39633 содержит 679 би-
блиотек для 272 генотипов; на один генотип в среднем 
приходится три библиотеки, поэтому перед проведением 
анализа прочтения библиотеки для одного генотипа объ-
единялись.

Мы использовали референсный геном ячменя 51й 
версии (IBSC_v2), загруженный с базы данных Ensembl 
plants (Bolser et al., 2016).

Результаты
Время, затраченное для обработки данных на различных 
этапах выполнения конвейера GBSDP для разного коли-
чества библиотек ячменя (10, 50, 100, 150, 200 и 272 шт.), 
приведено в электронном Приложении1. Характеристи
ки вычислительного узла: процессор AMD EPYC 74521, 
32 ядра, объем памяти 1 Tб. Для анализа мы использова ли 
100 Гб оперативной памяти и 20 ядер процессора. Наи
большее время было затрачено на формирование общего 
файла, содержащего полиморфизмы. Однако можно заме-
тить, что на формирование общего файла для 200 библио-
тек было затрачено меньше времени, чем для 150 библио-
тек; это связано с включением режима обработки больших 
данных, который ускоряет процесс расчета.

Конвейер предоставляет результаты оценки базовых 
характеристик секвенированных библиотек. Длина про-
чтения для каждой библиотеки равна 107 нк. Средняя 
глубина прочтения варьирует в пределах 2–8, что является 
допустимым значением для метода GBS (рис. 2, а). Более 
30 % библиотек содержат свыше 1 000 000 прочтений (см. 
рис. 2, б ). В среднем для одной библиотеки покрытие ре
ференсного генома ячменя (4 225 577 519 нк.) фрагментами 
ДНК составляет 3 % от общей длины. 

Также конвейер предоставляет результаты поиска по-
лиморфизмов между исследуемыми генотипами. Для 
272 исследуемых образцов выявлено 447 409 SNP. Общее 
количество индел 46 557. Медиана значения транзиции/
трансверсию = 1.75, что указывает на преобладание тран-
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx23.pdf

зиций. Параметр LD (r2) был выбран равным 0.5. После 
применения фильтра LD осталось 45 402 полиморфных 
и независимых SNP.

Распределение обнаруженных SNP по хромосомам по-
казало, что больше SNP выявлено для хромосом 3, 6 и 7 
(рис. 3). Основными результатами конвейера являются 
анализ главных компонент генотипов на основе выяв-
ленных SNP (рис. 4) и построение  филогенетического 
де рева. Результаты анализа главных компонент на основе 
45 402 SNP показывают, что внутри исследованной попу-
ляции на диаграмме рассеяния в пространстве двух пер-
вых компонент четко выделяется несколько кластеров (см. 
рис. 4). Однако суммарная доля дисперсии, приходящаяся 
на две эти компоненты, невелика (20 %), что может сви-
детельствовать об общем высоком уровне генетического 
разнообразия в полученной популяции растений. 

Филогенетическое дерево, построенное иерархическим 
методом кластеризации, так же как и при кластеризации 
методом главных компонент, приведено на рис. 5. На де-
реве выделяются три больших кластера, что согласуется 
с данными, представленными на рис. 4.

Обсуждение
Благодаря снижению стоимости и сокращению времени, 
необходимого для секвенирования методом GBS, появи-
лось множество экспериментов, проведенных этим ме
тодом. Например, база данных генетических профилей 
ячменя IPK Gatersleben (Milner et al., 2019) содержит 
22 626 образцов, полученных методом GBS. Такое количе-
ство образцов требует быстрого и качественного способа 
обработки данных. На сегодняшний день уже существуют 
конвейеры, позволяющие обрабатывать результаты GBS. 
Однако, несмотря на качественно подобранные пакеты 
программ и возможность подстраивать параметры под ис
следуемые организмы, данные конвейеры имеют неко-
торые недостатки. Так, для GBSSNPCROP и TASSEL 
нельзя автоматизировать процесс расчета (каждый этап 
нужно запускать вручную), что значительно снижает ско-
рость исследования. GBeaSy не позволяет одновременно 
исследовать сразу несколько библиотек сырых прочтений. 
Во всех существующих конвейерах нет возможности от-
ключения ненужного или пройденного этапа. Например, 
если нет возможности предоставить данные по баркодам 
для исследуемых библиотек, то ни один из перечислен-
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Рис. 2. Распределение средней глубины прочтений (а) и количества прочтений (б ).
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ных конвейеров работать не будет. Также в большинстве 
конвейеров отсутствует возможность автоматической 
установки всех необходимых программных пакетов.

Разработанный нами конвейер основан на методе, пред-
ложенном M. Jayakodi с коллегами (Jayakodi et al., 2020). 
Авторы подобрали программы таким образом, чтобы 
предоставлять наиболее точный результат по поиску по-
лиморфизмов. Однако этот метод хорошо применим для 
малых данных – до 50 библиотек. С увеличением количе-

ства библиотек увеличивается нагрузка на оперативную 
память и на занимаемый объем на жестком диске, что 
приводит к нежелательным ошибкам и прерыванию про-
цесса расчета. Нами был предложен подход для расчета 
больших данных. Результаты применения данного подхода 
представлены в электронном Приложении и на рис. 6.

Как видно из рис. 6, предложенный нами подход зна-
чительно ускоряет процесс расчета для больших данных, 
однако для малых данных разница в скорости расчета не
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Рис. 3. Распределение выявленных SNP по хромосомам.
Ось Х – координаты SNP на хромосомах, ось Y – количество SNP, соответствующих данным координатам. Шаг 108 нк.
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Рис. 4. Диаграмма рассеяния генотипов для популяции ячменя, полученной в результате скрещивания сорта Morex 
и мутантной линии luteostrians-P1 (lst/LST) для двух главных компонент, полученных при анализе генетического раз-
нообразия конвейером GBS-DP.
В скобках рядом с названиями компонент указана доля от общей дисперсии. 
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велика. Поэтому режим активируется только на данных, 
общий объем найденных полиморфизмов которых пре-
вышает 500 Гб. 

Разработанный нами конвейер использует программ-
ный менеджер Snakemake. Данный метод реализации ав-
томатически учитывает выполненные задачи для каждого 
образца, что позволяет исключить дублирование задач, а 

также дает возможность возобновить процесс расчета с 
момента его остановки (например, вследствие ошибки). 
Модульная структура дает более удобный функционал 
манипуляции этапами конвейера (удаление, добавление, 
перемещение, отключение). Также Snakemake имеет воз-
можность автоматической установки всех необходимых 
программ для работы конвейера. 

Tree scale: 0.1

Рис. 5. Филогенетическое дерево 272 библиотек ячменя, построенное методом иерархической кластеризации.
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Заключение
Методы генотипирования путем секвенирования проде-
монстрировали свою надежность и гибкость для ряда ви-
дов и популяций растений. Они сократили как стоимость, 
так и время, необходимое для секвенирования исследуе-
мых образцов, что позволило проводить секвенирование 
в еще большем объеме. В настоящей работе нами был 
предложен биоинформатический конвейер GBSDP, кото-
рый позволяет обрабатывать данные широкомасштабного 
секвенирования, проведенного методом GBS. Результаты 
демонстрируют достаточно высокую скорость работы 
конвейера как для больших данных (более 400 библиотек), 
так и для малых (30 библиотек). Конвейер предоставляет 
также анализ выявленных полиморфизмов.
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Аннотация. Выявление механизмов генетического контроля формирования пространственных структур остает-
ся одной из актуальных задач биологии развития. Для ее решения используются как экспериментальные, так и 
теоретические подходы и методы, в том числе методология генных сетей, а также методы математического и ком-
пьютерного моделирования. Реконструкция и анализ генных сетей, обеспечивающих становление признака, по-
зволяют интегрировать существующие экспериментальные данные, выявить ключевые звенья и внутрисетевые 
связи, обеспечивающие функционирование сетей. Для получения динамических характеристик исследуемых 
систем, предсказания их состояния и поведения привлекаются методы математического и компьютерного моде-
лирования. Одним из примеров пространственной морфологической структуры является щетиночный рисунок 
дрозофилы со строго определенным расположением на голове и теле мухи его составляющих – механорецепто-
ров (внешних сенсорных органов). Механорецептор развивается из единственной родительской клетки (РКСО), 
которая выделяется из клеток эктодермы имагинального диска. Ее отличает от окружения наибольшее содержа-
ние пронейральных белков (ASC) – продуктов комплекса пронейральных генов achaete-scute (AS-C). Статус РКСО 
обеспечивается реконструированной нами ранее генной сетью, ключевым объектом которой является комплекс 
генов AS-C. Контроль активности комплекса осуществляется ее подсетью – центральным регуляторным конту-
ром в составе семи генов (AS-C, hairy, senseless (sens), charlatan (chn), scratch (scrt), phyllopod (phyl), extramacrochaete 
(emc)) и одноименных белков. Кроме того, в состав центрального регуляторного контура входят вспомогательные 
белки Daughterless (DA), Groucho (GRO), Ubiquitin (UB) и Seven-in-absentia (SINA). В работе приведены результаты 
компьютерного моделирования различных режимов функционирования контура. Показано, что клетка детер-
минируется как РКСО при повышении содержания ASC примерно в два с половиной раза относительно уровня в 
клетках окружения. Выявлена иерархия влияния мутаций в генах контура на динамику накопления белков ASC. 
Наиболее значим главный компонент центрального регуляторного контура – AS-C. Мутации, снижающие содер-
жание ASC более чем на 40 %, приводят к запрету выделения родительской клетки сенсорного органа.
Ключевые слова: центральный регуляторный контур; генная сеть; математическая модель; компьютерное 
 моделирование; дрозофила; achaete-scute комплекс; мутации.
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Abstract. Identification of the mechanisms underlying the genetic control of spatial structure formation is among the 
relevant tasks of developmental biology. Both experimental and theoretical approaches and methods are used for this 
purpose, including gene network methodology, as well as mathematical and computer modeling. Reconstruction and 
analysis of the gene networks that provide the formation of traits allow us to integrate the existing experimental data 
and to identify the key links and intra-network connections that ensure the function of networks. Mathematical and 
computer modeling is used to obtain the dynamic characteristics of the studied systems and to predict their state and 
behavior. An example of the spatial morphological structure is the Drosophila bristle pattern with a strictly defined 
arrangement of its components – mechanoreceptors (external sensory organs) – on the head and body. The mecha-
noreceptor develops from a single sensory organ parental cell (SOPC), which is isolated from the ectoderm cells of the 
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imaginal disk. It is distinguished from its surroundings by the highest content of proneural proteins (ASC), the products 
of the achaete-scute proneural gene complex (AS-C). The SOPC status is determined by the gene network we previously 
reconstructed and the AS-C is the key component of this network. AS-C activity is controlled by its subnetwork – the 
central regulatory circuit (CRC) comprising seven genes: AS-C, hairy, senseless (sens), charlatan (chn), scratch (scrt), phyl-
lopod (phyl), and extramacrochaete (emc), as well as their respective proteins. In addition, the CRC includes the acces-
sory proteins Daughterless (DA), Groucho (GRO), Ubiquitin (UB), and Seven-in-absentia (SINA). The paper describes the 
results of computer modeling of different CRC operation modes. As is shown, a cell is determined as an SOPC when the 
ASC content increases approximately 2.5-fold relative to the level in the surrounding cells. The hierarchy of the effects of 
mutations in the CRC genes on the dynamics of ASC protein accumulation is clarified. AS-C as the main CRC component 
is the most significant. The mutations that decrease the ASC content by more than 40 % lead to the prohibition of SOPC 
segregation.
Key words: central regulatory circuit; gene network; mathematical model; computer modeling; drosophila; achaete-
scute complex; mutations.
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Введение
Современные представления о контроле биологических 
процессов, в том числе дифференцировки клеток, роста 
и развития организмов, создание пространственных 
структур и др. объединены в концепции генных сетей. 
В соответствии с этой концепцией генные сети – это мо
лекулярногенетические системы, обеспечивающие фор
мирование всех фенотипических характеристик организ
мов (молекулярных, биохимических, структурных, мор
фологических, этологических, физиологических, когни
тивных и др.) на основе информации, закодированной в 
их геномах. Согласно определению, данному в работе 
(Колчанов и др., 2013), генные сети представляют собой 
группы координированно функционирующих генов, взаи
модействующих друг с другом как через свои первичные 
продукты (РНК и белки), так и через разнообразные мета
болиты и другие вторичные продукты функционирования 
генных сетей.

Реконструкция генных сетей осуществляется на основе 
анализа экспериментальных данных и дает наиболее пол
ное и систематизированное описание рассматриваемой 
биологической системы или процесса (Schlitt et al., 2003; 
Zhu et al., 2007; EmmertStreib, Glazko, 2011; Chasman 
et al., 2016). Важным атрибутом генных сетей являются 
регуляторные контуры, позволяющие обеспечивать пра
вильное их функционирование и выполнение программы 
формирования фенотипического признака. 

Для выяснения структурнофункциональной органи
зации генных сетей, архитектуры внутрисетевых связей, 
выявления ключевых элементов и модулей, закономерно
стей динамики их функционирования и эволюции широко 
используют методы математического и компьютерного 
моделирования, позволяющие получить наиболее полное 
представление об устройстве и поведении сетей.

Одним из примеров генных сетей, отвечающих за раз
витие упорядоченных пространственных структур в ходе 
онтогенеза, являются реконструированные нами ранее 
генные сети Neurogenesis:prepattern, Neuro gene sis:deter mi
nation и Neurogenesis:asymmetric division, совместно обес
печивающие определенную композицию механорецепто
ров – органов периферической нервной системы – на го
лове и теле дрозофилы (Furman, Bukharina, 2022). Анализ 
сетей выявил важнейшее связующее звено, управляющее 

их функционированием, – центральный регуляторный 
контур (ЦРК). От корректной работы ЦРК в рамках сети 
Neurogenesis:determination зависит реализация ключевого 
события морфогенеза каждого механорецептора, состоя  
щего в определении единственной родительской клетки 
сенсорного органа (РКСО), которая обособляется в преде
лах пронейрального кластера – группы эпидермальных 
клеток имагинального диска (Furman, Bukharina, 2022). 
Родительская клетка отличается от окружения содержа
нием пронейральных белков ASC, кодируемых одноимен
ным генным комплексом (achaete-scute complex, AS-C) 
(Reeves, Posakony, 2005). Повышенное содержание ASC 
является фактором детерминации нейральной судьбы 
клетки. Именно регуляцию наработки этих белков до 
уровня, необходимого для приобретения клеткой статуса 
РКСО, и осуществляет ЦРК, обеспечивая как развитие 
отдельного механорецептора, так и формирование их 
совокупности – так называемого щетиночного рисунка 
(Furman, Bukharina, 2022).

К сожалению, несмотря на многолетнюю историю изу
чения, морфогенез механорецепторов все еще далек от 
исчерпывающего описания и в основном охарактери
зован лишь качественно: известны участники процесса 
(гены и белки) и сформировано общее представление 
об их взаимодействии, тогда как большинство его ко
личественных параметров, как и относительный вклад 
участвующих генов, экспериментально не установлены. 
Следует заметить, что с неполнотой данных исследовате
ли биологических систем встречаются достаточно часто, 
и решить проблему их восполнения можно с помощью 
ме тодов математического и компьютерного моделирова
ния. Модель с правильно подобранными параметрами 
не только позволяет оценить текущее состояние системы 
или протекания процесса, но и обладает прогностической 
ценностью. Численные эксперименты, проводимые на ос
нове математических моделей, дают возможность изучить 
режимы функционирования системы, а также составить 
прогноз ее будущих состояний и, изменяя параметры 
или добавляя новые допущения, предсказать ее новые 
функции. Во многих случаях моделирование становится 
единственным способом понять происходящие в системе 
процессы, характеристики которых невозможно измерить 
непосредственно в биологическом эксперименте.
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Моделирование морфогенеза механорецепторов на эта
пе выделения РКСО из клеток пронейрального кластера 
предпринималось и ранее, однако при этом авторы огра
ничивались обобщенными характеристиками и общими 
схемами внутри и межклеточных взаимодействий групп 
генов либо без детализации их состава и конкретизации 
вклада отдельных участников, либо с минимальным их 
уточнением (Marnellos, Mjolsness, 1998; Meir et al., 2002; 
Ghysen, Thomas, 2003; Hsu et al., 2006; Corson et al., 2017; 
Yasugi, Sato, 2022). До сих пор отсутствует целостное 
представление о механизмах внутриклеточных взаимо
действий при формировании РКСО, не определены коли
чественные характеристики для содержания белков ASC, 
критичные для детерминации нейральной судьбы клетки, 
и неясна степень влияния составляющих ЦРК элементов 
на экспрессию генов AS-С.

В задачу настоящей работы входило построение ма
тематической модели функционирования ЦРК с учетом 
роли входящих в него генов, определяющих динамику 
содержания белков ASC, детально описывающей внутри
клеточные события в презумптивной РКСО, и проведение 
компьютерных экспериментов для проверки устойчивости 
модели и ее соответствия экспериментальным данным.

Материал и методы
Объектом моделирования являлся ЦРК. Схема ЦPК 
представлена на рис. 1. В состав контура, помимо проней
ральных генов AS-C и кодируемых ими белков ASC, вхо
дят гены hairy, senseless (sens), charlatan (chn), scratch 
(scrt), phyllopod ( phyl), extramacrochaete (emc) и соот
ветствующие им белки. Кроме того, ЦРК включает бел
ки Daughterless (DA), Groucho (GRO), Ubiquitin (UB) и 
Seveninabsentia (SINA). Все компоненты связаны с AS-С 
отношениями активации–репрессии.

Cодержание пронейральных белков ASC в родитель
ской клетке устанавливается через авто и трансрегуляцию 
активности генов AS-C. Активирующая авторегуляция 
осуществляется гетеродимерами ASC/DA, а репрессор
ная – гетеродимерами ASC/EMC. Трансрегуляция генов 
комплекса с активирующим эффектом осуществляется 
белками Senseless и Charlatan, а с негативным эффектом – 
комплексами Hairy/GRO и ASC/EMC (Cabrera, Alonso, 
1991; Van Doren et al., 1992, 1994; Cabrera et al., 1994; 
Vaessin et al., 1994; Nolo et al., 2000; Escudero et al., 2005) 
(см. рис. 1).

Существуют также дополнительные механизмы, позво
ляющие исключить репрессорное воздействие Hairy/GRO 
и ASC/EMC на AS-C. Так, активация гена scratch гетеро
димерами ASC/DA влечет репрессию транскрипционной 
активности hairy (Roark et al., 1995) и, как следствие, 
усиление экспрессии AS-C. Активация гена chn приводит 
к репрессии транскрипции генов hairy и emc (Yamasaki et 
al., 2011) и к тому же эффекту – повышению экспрессии 
AS-C (см. рис. 1).

Экспрессия генов sens, scrt и chn и, соответственно, 
наработка одноименных белков регулируется гетероди
мерами ASC/DA, инициирующими их транскрипцию 
(Cab rera, Alonso, 1991; Vaessin et al., 1994; Nolo et al., 2000; 
Es cu dero et al., 2005) (см. рис. 1).

Для функционирования ЦРК необходимы и участники 
системы деградации белков – убиквитин (Ubiquitin – UB) 
и E3 убиквитин лигаза Seveninabsentia (SINA), а также 
адапторный белок Phyllopod (PHYL) (Pi et al., 2001; Chang 
et al., 2008). 

Модель. Разработанная динамическая модель регуля
ции активности комплекса achaete-scute представлена в 
виде системы обыкновенных дифференциальных уравне
ний кинетического типа (1) (Bukharina et al., 2020):

dx
dt  = kx 

σ1(D · x) + σ4(z) + σ6(w)
(1 + G · y) (1 + E · x)

 – (1 + p(t – τ) · U · S)mx · x,

dy
dt  = ky 

Cy
(d1 + u) (d2 + w) – my · y,

dE
dt  = ke 

Ce
(d3 + w) (d2 + w) – me · E,

 
dz
dt  = kz s4(D · x) – mz · z,                                                      (1)

du
dt  = ku s5(D · x) – mu · u,

dw
dt  = kw s6(D · x) – mw · w,

dp
dt  = kp 

s7(D · x) · h (t – τ) · (t – τ)2

(L + h (t – τ) · (t – τ)2) (1 + G · y) (1 + E · x) – mp · p.

Функции в этой системе описывают содержание бел
ков ЦРК в клетке: x(t) – содержание ASC, y(t) – Hairy, 

Рис.  1.  Схема центрального регуляторного контура генных сетей, 
поддерживающих развитие макрохет дрозофилы.
AS-C – комплекс генов achaete-scute, ASC – белки achaete-scute комплекса, 
da – daughterless, gro – groucho, sens – senseless, emc – extramacrochaete, 
chn – charlatan, scrt – scratch. Стрелками зеленого цвета показаны акти-
ваторные воздействия (сплошная линия – прямые, штриховая – опосре-
дованные), стрелки красного цвета с обрубленными концами обозначают 
репрессорные воздействия (сплошная линия  – прямые, штриховая – 
опосредованные). Ранее опубликованная схема (Golubyatnikov et al., 2015) 
была дополнена системой деградации белков ASC.
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E(t) – Extramacrochaete, z(t) – Senseless, u(t) – Scratch, 
w(t) – Charlatan, p(t) – Phyllopod.

В последнем уравнении системы (1) сглаженная функ
ция Хевисайда h (t – τ) описывает процесс отложенного 
появления белка PHYL с временной задержкой τ.

Для учета мутационных изменений генов, входящих в 
ЦРК, в модели задаются неотрицательные коэффициенты 
мутаций kx, ky, ke и т. д., отражающие степень влияния 
мутации на наработку соответствующего белка. Значение 
каждого из них не может превосходить 1; k = 1 соответ
ствует нормальному функционированию гена, тогда как 
k = 0 означает полную инактивацию гена и отсутствие 
кодируемого им белка.

Параметры x0, y0, z0, u0, w0, p0 и E0 соответствуют со
держанию белков ASC, Hairy, SENS, SCRT, CHN, PHYL 
и EMC соответственно в исходном состоянии модели
руемого ЦРК, когда пронейральный кластер уже сформи
рован, во всех составляющих его клетках наблюдается 
экспрессия генов AS-C, и все они еще имеют равные 
нейральные потенции.

Значения параметров D, G, S, U в системе (1) предпо
лагаются постоянными, поскольку концентрации описы
ваемых ими белков Daughterless (DA), Groucho (GRO), 
Seveninabsentia (SINA) и Ubiquitin (UB) практически 
не меняются в процессе формирования родительской 
клетки. Постоянными предполагаются и параметры Cy 
и Ce, d1, d2, d3.

Положительные коэффициенты mx , my , me , mz , mu , mw , 
mp учитывают скорости деградации соответствующих 
белков.

Положительное слагаемое во втором уравнении си
стемы (1) описывает отрицательные связи SCRT–Hairy и 
CHN–Hairy (см. рис. 1). Сигмоидные функции σl, l = 1, 4, 6 
в первом уравнении системы (1), и сигмоидные функ
ции si , i = 4, 5, 6, 7 в соответственно четвертом, пятом, 
шестом и седьмом уравнениях этой системы отражают 
положительные связи, изображенные на рис. 1 (зеленые 
стрелки):

σl (q) = 
al q

nl

bl + qnl ,  

si (q) = 
αi q

vi

βi + qvi . 

Здесь αi, βi, νi и al, bl, nl – положительные параметры, q ≥ 0 
(Bukharina et al., 2015).

В модели предусмотрена возможность выбора времен
ного интервала функционирования ЦРК (T ) и времени 
появления в клетке белка PHYL (τ). Функционирование 
ЦРК продолжается до деления клетки, поэтому время T 
напрямую зависит от τ: чем позднее появляется PHYL, 
тем позднее клетка вступает в деление и тем дольше функ
ционирует ЦРК. Начальное условие для уравнения с за
паздыванием для функции p (t) (0 ≤ τ ≤ t).

Программное обеспечение. Для проведения числен
ных экспериментов с рассматриваемой моделью ЦРК и 
визуализации результатов был разработан программный 
комплекс на основе пакета Shiny, предназначенного для 
создания на базе языка программирования R интерактив
ных вебприложений с графическим интерфейсом пользо

вателя (https://shiny.rstudio.com/), и пакета deSolve (http://
desolve.rforge.rproject.org/), включающего большое ко
ли чество методов интегрирования дифференциальных 
уравнений, в том числе с запаздывающими аргументами, 
и метод lsoda, автоматически переключающийся между 
жесткими и нежесткими системами, что позволяет оп
тимально сочетать точность вычислений и общее время 
счета.

Разработанное вебприложение (https://genenetssimula 
tion.shinyapps.io/crcascmodeler/) позволяет исследовать 
режимы функционирования ЦРК при различных пара
метрах системы (1), выдавая результаты в виде графиков. 
Параметры системы задаются на основе существующих 
данных биологических экспериментов.

Результаты и обсуждение
Рассмотрим результаты моделирования различных режи
мов функционирования ЦРК. 

Моделирование функционирования ЦРК  
в презумптивной родительской клетке 
механорецептора при отсутствии мутаций  
входящих в него генов
На рис. 2 представлен результат компьютерного модели
рования функционирования ЦРК в будущей РКСО в норме 
(отсутствие мутаций во всех входящих в ЦРК генах). Па
раметры системы (1) подбирались с учетом имеющихся в 
литературе экспериментальных данных (Reeves, Posakony, 
2005; Chang et al., 2008, Giri et al., 2022):

D = 1.6; G = 1; mx = 0.3; U = 1.1; S = 5.5;
a1 = 2.9; n1 = 1; b1 = 1; a4 = 5.8; n4 = 1; b4 = 5.6;
a6 = 6; n6 = 1; b6 = 5.7;
Cy = 14.1; d1 = 4.1; d2 = 4.7; my = 0.5;
Ce = 2.9; d3 = 7.5; me = 0.4;         (2)
α4 = 3; ν4 = 1.9; β4 = 1.2; mz = 1.6;
α5 = 14.8; ν5 = 1.1; β5 = 14.8; mu = 2.3;
α6 = 2; ν6 = 1; β6 = 1; mw = 1;
α7 = 4.5; ν7 = 3.1; β7 = 0.5; mp = 0.6; L = 1.1;
x0 = 0.8; y0 = 1.6; E0 = 1.1; z0 = 0.4; u0 = 0; w0 = 0; p0 = 0;
T = 28; τ = 12.

Коэффициенты k во всех уравнениях системы (1) равны 1.
Известно, что детерминация РКСО для механорецеп

торов различной локализации занимает разное время (Cu 
 bas et al., 1991; Huang et al., 1991; Usui, Kimura, 1993). Вре
менной отрезок T = 28 ч выбран как близкий к максималь
ному интервал, необходимый для определения нейраль
ной судьбы клетки (Huang et al., 1991). Предполагается, 
что функционирование центрального регуляторного кон
тура начинается еще на стадии формирования проней
ральных кластеров, за 35–40 ч до образования пупариума, 
когда в клетках имагинального диска впервые отмечается 
экспрессия генов AS-C (Cubas et al., 1991; Skeath, Carroll, 
1991). За начало отсчета принимается момент, когда про
нейральный кластер уже сформирован, во всех составляю
щих его клетках наблюдается экспрессия генов AS-C, и 
все они еще имеют равные нейральные потенции. 

Характер изменения содержания белков ASC на графи
ке (см. рис. 2) качественно соответствует картине, наблю
даемой в эксперименте (Reeves, Posakony, 2005; Chang 
et al., 2008). Известно, что содержание белков ASC, по

https://shiny.rstudio.com/
http://desolve.r-forge.r-project.org/
http://desolve.r-forge.r-project.org/
https://gene-nets-simulation.shinyapps.io/crc-asc-modeler/
https://gene-nets-simulation.shinyapps.io/crc-asc-modeler/
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степенно нарастая, достигает некоторого критического 
уровня, после чего судьба клетки определяется однознач
но – она становится РКСО. В приведенном численном экс
перименте мы получили плавное увеличение содержания 
белков в течение приблизительно 10 ч до уровня, превы
шающего исходный примерно в 3.7 раза – от 0.8 до 2.95.

Достигнув максимума, содержание белков ASC через 
некоторое время начинает снижаться и к моменту начала 
деления РКСО падает практически до нуля. Этот процесс 
обусловлен запуском дополнительного механизма регуля
ции, связанного с деградацией белков ASC (Chang et al., 
2008). При выбранных параметрах модель прогнозирует 
начало резкого снижения содержания ASC примерно че
рез 15 ч с достижением нулевых значений в течение по
следующих приблизительно 3 ч.

Существенно, что на отрезке времени, ограниченном 
моментом деления клетки, модель исключает возмож
ность возникновения циклических процессов: это озна
чает, что детерминация нейральной судьбы клетки явля
ется необратимой. Это также соответствует известным 
литературным данным (Reeves, Posakony, 2005; Chang 
et al., 2008).

Согласно (Huang et al., 1991; Audibert et al., 2005; Ka
wa mori et al., 2013), выделение РКСО из пронейральных 
кластеров для механорецепторов различной локализации 
в норме занимает от 9–12 до 28–30 ч. При этом деление 
РКСО всех механорецепторов происходит более или ме
нее синхронно и приходится на 0–3 ч после окукливания 
(Huang et al., 1991; Ayeni et al., 2016).

С целью проверки устойчивости модели к изменению 
временных отрезков, на протяжении которых в клетках 
пронейрального кластера происходит накопление белков 
ASC, необходимое для достижения статуса РКСО и ее 
перехода к делению (от 9 до 30 ч), была проведена серия 
дополнительных численных экспериментов. При этом 
значение параметра τ (время появления белка PHYL, кри
тичное для перехода клетки к делению) изменялось таким 
образом, чтобы значения параметра T (время перехода 
РКСО к делению) находились в промежутке от 9 до 30 ч:

а) T = 9; τ = 2.1;
б) T = 18; τ = 4;
в) T = 18; τ = 6;
г) T = 22; τ = 9;
д) T = 28; τ = 12.

Дополнительно были проведены эксперименты, в кото
рых значение τ принималось равным 0 (т. е. белок PHYL 
появлялся одномоментно с белками ASC), а параметр T 
выбирался произвольно и был равен или превышал 30 ч. 
Прочие параметры модели в экспериментах сохранялись 
неизменными и соответствовали набору параметров (2).

Графики, иллюстрирующие динамику содержания бел
ков в родительской клетке механорецептора при выбран
ных временных параметрах, приведены на рис. 3. Видно, 
что профили графиков а–д (кривые различных оттенков 
красного цвета) сходны между собой и с графиком на 
рис. 2. Различаются кривые только продолжительностью 
фазы, при которой содержание белка ASC находится 
на максимальном уровне. Существенно, что характер 
кривой сохраняется в выбранном диапазоне значений τ 
и соответствующих значений T, что свидетельствует об 
устойчивости предложенной модели функционирования 
ЦРК. Для случая τ = 0, имитирующего эффект отсутствия 
задержки появления PHYL – участника деградации бел
ков ASC, вид графика (кривая e черного цвета на рис. 3) 
значительно отличается от остальных. Вначале наблюда
ется небольшой рост содержания ASC (всего в пределах 
16–17 % от первоначального уровня), а затем падение 
(примерно вполовину первоначального значения) с вы
ходом на плато на низком уровне, хотя и отличном от 0, но 
явно недостаточном для детерминации клетки как РКСО.

Полученный результат косвенно подтверждает вы
двинутое ранее предположение, что именно отсроченное 
по явление белка PHYL является необходимым условием 
детерминации родительской клетки (Furman, Bukharina, 
2022).

Рассматриваемая модель позволяет получить пред
ставление о динамике содержания ASC в презумптивной 
РКСО. Манипулируя параметром τ, можно оценить ми
нимальное превышение содержания в ней белков ASC 
относитель но уровня в окружающих клетках, необходи
мое и доста точное для приобретения нейрального статуса. 
При этом необходимо учитывать экспериментально уста
новленный факт, что на этот процесс отводится не менее 
9 ч (Huang et al., 1991; Audibert et al., 2005; Kawamori et 
al., 2013). На рис. 4 приведены графики, отображающие 
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Рис.  3.  Динамика содержания белков ASC в презумптивной роди-
тельской клетке механорецептора для различных временных пара-
метров.
Значения параметров для графиков а–д приведены в тексте. Для графи-
ка е τ = 0, T = 30 ч. Вертикальными штриховыми линиями обозначены мо-
менты деления клеток.
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Рис.  2.  Динамика содержания белков ASC в презумптивной роди-
тельской клетке механорецептора в норме. 
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результат моделирования для значений τ, равных 0 ч (кри
вая черного цвета), 0.5 ч (красная кривая), 1 ч (синяя), 
2.1 ч (зеленая кривая).

Значение τ = 2.1 ч – первое, при котором выполняются 
два условия перехода клетки к делению: 1) произошло 
падение содержания белков ASC до нулевой отметки и 
2) время T составило примерно 9 ч. Таким образом, можно 
предполагать, что повышения содержания ASC в клетке 
примерно в два с половиной раза от исходного уровня 
уже достаточно, чтобы клетка пошла по пути нейральной 
дифференцировки. 

Приведенные данные были получены для описания 
функционирования ЦРК в норме. Но модель позволяет 
также оценить относительный вклад генов ЦРК в его 
функционирование через учет мутаций в каждом из них.

Моделирование функционирования ЦРК  
в родительской клетке механорецептора  
при наличии мутаций в генах AS-C
Из экспериментальных данных известно, что мутации ге
нов achaete-scute выражаются в отсутствии части, а в ряде 
случаев даже всех механорецепторов стандартного набора 
(Agol, 1931; Dubinin, 1932; Cabrera et al., 1994; Roark et al., 
1995; Pi et al., 2001; Escudero et al., 2005; Acar et al., 2006; 
Usui et al., 2008; GarcıaBellido, de Celis, 2009).

Для оценки влияния мутаций генов AS-C на функцио
нирование ЦРК был проведен ряд численных экспери
ментов, в которых использовались следующие значения 
параметров системы (1):

D = 1.6; G = 1; mx = 0.3; U = 1.1; S = 5.5;
a1 = 2.9; n1 = 1; b1 = 1; a4 = 5.8; n4 = 1; b4 = 5.6;
a6 = 6; n6 = 1; b6 = 5.7;
Cy = 14.1; d1 = 4.1; d2 = 4.7; my = 0.5;
Ce = 2.9; d3 = 7.5; me = 0.4; 
α4 = 3; ν4 = 1.9; β4 = 1.2; mz = 1.6;
α5 = 14.8; ν5 = 1.1; β5 = 14.8; mu = 2.3;
α6 = 2; ν6 = 1; β6 = 1; mw = 1;
α7 = 4.5; ν7 = 3.1; β7 = 0.5; mp = 0.6; L = 1.1;
y0 = 1.6; E0 = 1.1; z0 = 0.4; u0 = 0; w0 = 0; p0 = 0;
T = 28; τ = 12.

Коэффициенты k во всех уравнениях системы (1), кроме 
первого, принимались равными 1.

Значения kxi и x0i приведены в табл. 1. Значение пара
метра kxi меняется от 0 (полное отсутствие белка) до 1 (со
держание белка в норме) и с биологической точки зре ния 

отражает степень влияния мутации в AS-C на содержание 
белков ASC. Чем меньше значение kxi , тем меньше со
держание белка в клетке. Параметр x0i задает начальное 
содержание белков ASC. В численных экспериментах 
принятое значение для x01 составляет 0.8, что соответст
вует норме (kx1 = 1) (см. рис. 2). Коэффициенты kxi за  
дают пропорциональное снижение значений содержания 
белков x0i по формуле x0i = x01· kxi .

Результаты численных экспериментов представлены 
на рис. 5. Согласно приведенным выше данным, при от
сутствии мутаций в генах ЦРК детерминация клетки как 
РКСО становится возможной при увеличении содержания 
ASC не менее чем в ~2.5 раза относительно начального 
значения (см. рис. 4). Исходя из этого можно оценить 
минимальное значение kxi , при котором выполняется 
указанное условие. На рис. 5 область значений для содер
жания белков ASC, допускающих детерминацию РКСО, 
показана бирюзовым цветом. Кривые содержания белков 
ASC, попадающие в эту область, соответствуют значениям 
kxi , при которых сохраняется возможность детерминации 
клетки как РКСО. 

Необходимый уровень содержания белков ASC до
стигается при значениях kxi ≥ 0.6. Значение параметра 
kx3 = 0.6 соответствует снижению содержания белка ASC 
на 40 % относительно начальных значений для нормы. 
С биологической точки зрения это означает, что снижение 
содержания в клетке белков ASC более чем на 40 % запре
щает ее дифференцировку по нейральному пути развития 
и, следовательно, влечет отсутствие механорецептора.
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Рис. 4. Оценка минимального уровня содержания белка ASC в пре-
зумптивной РКСО, достаточного для приобретения клеткой нейраль-
ного статуса.
Значения временных параметров для графиков приведены в тексте.

Таблица 1. Значения параметров kxi  и  x0i  
при моделировании влияния мутаций в AS-C  
на содержание одноименных белков в презумптивной РКСО

Пара-
метры

Номер эксперимента

1  
(норма)

2 3 4 5 6 7 8 9

kxi 1 0.9 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0

x0i 0.8 0.72 0.48 0.4 0.32 0.24 0.16 0.08 0
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Рис.  5.  Динамика содержания белков ASC в презумптивной роди-
тельской клетке механорецептора при наличии мутаций в комплексе 
генов achaete-scute.
Цветом показана область, где содержание белка ASC достаточно для де-
терминации РКСО.
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Моделирование функционирования ЦРК  
в презумптивной РКСО при наличии мутаций  
входящих в его состав генов
Компоненты ЦРК объединены внутриклеточной системой 
прямых и обратных связей (см. рис. 1), строго регламен
тирующей наработку и деградацию белков ASC. Следо
вательно, мутации в каждом из них должны влиять на 
содержание этих белков в клетке и иметь определенный 
фенотипический эффект. Действительно, эксперименталь
но было показано, что мутации в генах ЦРК проявляются 
в отклонениях от канонической архитектуры щетиночно
го рисунка – изменениях числа и/или позиционирования 
механорецепторов. Рассматриваемая модель с учетом му
тационных изменений генов ЦРК позволяет оценить сте 
 пень и характер их влияния на динамику содержания бел
ков ASC. Были проведены численные эксперименты, в ко
торых коэффициенты ky (для hairy), ke (для emc), kz (для 
sens), ku (для scrt), kw (для chn), kp (для phyl) полагались 
равными 0, что соответствует ситуации полного отсут
ствия соответствующих белков.

Ряд параметров сохранялся неизменным:
D = 1.6; G = 1; mx = 0.3; U = 1.1; S = 5.5;
a1 = 2.9; n1 = 1; b1 = 1; a4 = 5.8; n4 = 1; b4 = 5.6;
a6 = 6; n6 = 1; b6 = 5.7;
Cy = 14.1; d1 = 4.1; d2 = 4.7; my = 0.5;
Ce = 2.9; d3 = 7.5; me = 0.4; 
α4 = 3; ν4 = 1.9; β4 = 1.2; mz = 1.6;
α5 = 14.8; ν5 = 1.1; β5 = 14.8; mu = 2.3;
α6 = 2; ν6 = 1; β6 = 1; mw = 1;
α7 = 4.5; ν7 = 3.1; β7 = 0.5; mp = 0.6; L = 1.1;
T = 28; τ = 12;
kx = 1; x0 = 0.8.
Переменные параметры представлены в табл. 2, где зна

чения k, равные 0 или 1, означают наличие или отсутствие 
мутации в гене, а параметры y0, z0, u0, w0, p0 и E0 задают 
начальное содержание белков Hairy, SENS, SCRT, CHN, 
PHYL и EMC соответственно.

Результаты проведенных численных экспериментов 
представлены на рис. 6. Сравнение профилей кривых на 
рис. 6 выявляет некую иерархию генов ЦРК по влиянию 
на содержание белков ASC, что отражается в размахе 
отклонений от кривой, характеризующей динамику этих 
белков в норме, т. е. при отсутствии мутаций во всех ге
нах, входящих в ЦРК. Влияние определенного гена тем 
сильнее, чем больше это отклонение. 

Наиболее сильное влияние оказывают гены emc и 
hairy, поскольку мутации в них значительно отклоняют 

уровень ASC относительно его нормальных показателей 
в бóльшую сторону. Это биологически оправданный ре
зультат, так как EMC и Hairy репрессируют AS-C (Moscoso 
del Prado, GarciaBellido, 1984), и снятие этой репрессии 
должно проявляться увеличением содержания ASC. Фе
нотипическое проявление мутаций состоит в развитии 
дополнительных механорецепторов (Ingham et al., 1985; 
de Celis et al., 1991). Возможно, одновременное резкое 
и быстрое нарастание ASC в клетках пронейрального 
кластера приводит к рассогласованию межклеточных 
взаимодействий, опосредованных сигнальными путями, 
и формированию в пронейральном кластере не одной, как 
в норме, а нескольких родительских клеток.

Таблица 2. Значения изменяющихся параметров при моделировании влияния мутаций в генах ЦРК.на содержание белков ASC

Мутация в гене kу ke kz ku kw kp y0 E0 z0 u0 w0 p0

hairy – 0 1 1 1 1 1 0 1.1 0.4 0 0 0

emc – 1 0 1 1 1 1 1.6 0 0.4 0 0 0

sens –  1 1 0 1 1 1 1.6 1.1 0 0 0 0

scrt – 1 1 1 0 1 1 1.6 1.1 0.4 0 0 0

chn – 1 1 1 1 0 1 1.6 1.1 0.4 0 0 0

phyl – 1 1 1 1 1 0 1.6 1.1 0.4 0 0 0
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Рис.  6.  Динамика содержания белков ASC в презумптивной роди-
тельской клетке механорецептора при наличии мутаций в генах ЦРК.
Знак «–» после названий генов означает наличие мутаций в этих генах.
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Мутация в chn проявляется в заметном снижении уров
ня ASC (соответствующая кривая лежит ниже кривой 
для нормы). Эффект связан с тем, что мутация в гене chn 
приводит к отсутствию одноименного белка, напрямую 
активирующего гены AS-C и репрессирующего гены emc 
и hairy (Escudero et al., 2005; Yamasaki et al., 2011). При 
этом наработка белков ASC не может достигнуть требуе
мых значений.

Менее выраженное снижение уровня белков вызывают 
мутации в генах sens и scrt, что также согласуется с из
вестными данными о функциях этих генов в системе ЦРК 
и проявлениях мутаций в этих генах: белок SENS известен 
как коактиватор активности AS-C, следовательно, мутация 
приведет к некоторому снижению наработки ASC. Белок 
SCRT репрессирует ген hairy, вследствие чего возможно 
увеличение уровня ASC, которое, тем не менее, не дости
гает нормальных значений изза действия других прямых 
репрессоров активности генов AS-C (см. рис. 1) (Roark et 
al., 1995; Nolo et al., 2000).

При мутации гена phyl уровень ASC ожидаемо остает ся 
на достигнутом плато, поскольку в этом случае не на ра
батывается белок PHYL, ответственный за его деграда  
цию (Chang et al., 2008). РКСО не может перейти к деле
нию, и фенотипически эффект должен проявиться в от
сутствии механорецептора в положенной позиции. Этот 
вывод под тверждается экспериментальными данными 
(Pi et al., 2001).

Заключение
За десятилетия изучения системы формирования щети
ночного узора на голове и теле дрозофилы накоплен 
огромный фактологический материал и выявлены отдель
ные механизмы, лежащие в основе ее функционирования. 
Между тем конкретные детали морфогенеза механорецеп
торов до конца не ясны до сих пор. 

Ранее нами было показано, что развитие отдельного ме
ханорецептора и становление рисунка в целом регламенти
руются центральным регуляторным контуром, определя
ющим экспрессию генов AS-C и наработку одноименных 
белков в родительской клетке. С учетом всех выявленных 
компонентов ЦРК и характера связей между ними была 
разработана математическая модель его функционирова
ния, позволившая отойти от чисто качественного описания 
системы контроля содержания белков ASC и выявить ее 
новые количественные характеристики.

В частности, из проведенных численных эксперимен
тов в рамках принятой математической модели следует, 
что клетка детерминируется как РКСО при повышении 
содержания ASC примерно в два с половиной раза отно
ситель но уровня в клетках пронейрального кластера. По
казано, что разные элементы контура поразному влияют 
на содержание белков ASC в презумптивной клетке меха
норецептора. Наиболее значимое влияние оказывает глав  
ный компонент ЦРК – комплекс AS-C, и мутации, сни
жающие содержание ASC более чем на 40 %, приводят 
к запрету выделения РКСО. Мутации в остальных генах 
контура в разной степени изменяют уровень белков ASC. 
Наиболее выраженный эффект наблюдается при мутациях 
в генах emc и hairy.

Таким образом, модель показывает, что ЦРК как си
стема чувствителен к изменению внутренних взаимодей
ствий и его полноценное функционирование, результатом 
которого становится определенная динамика изменения 
в уровне белков ASC, возможно лишь при согласованной 
работе всех составляющих регуляторного контура. 
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Бифуркационный анализ мультистабильности  
и гистерезиса в модели ВИЧ-инфекции
И.В. Миронов1, 2, М.Ю. Христиченко1, 3, Ю.М. Нечепуренко1, 3, Д.С. Гребенников2, 3, Г.А. Бочаров2, 3 

1 Институт прикладной математики им. М.В. Келдыша Российской академии наук, Москва, Россия
2 Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Министерства здравоохранения Российской Федерации,  

Москва, Россия
3 Институт вычислительной математики им. Г.И. Марчука Российской академии наук, Москва, Россия

  gbocharov@gmail.com

Аннотация. Инфекционное заболевание, вызванное вирусами иммунодефицита человека первого типа (ВИЧ-1), 
оста ется серьез ной угрозой здоровью людей. Существующий подход к лечению ВИЧ-1 основан на применении вы-
сокоактивной антиретровирусной терапии, имеющей побочные эффекты для здоровья и высокую стоимость. Для 
практической медицины актуальной является задача поиска методов функционального лечения, связанных с интен-
сификацией иммунного контроля размножения вирусов и заражения клеток-мишеней с последующим снижением 
уровня вирусной нагрузки и восстановления иммунного статуса. Исследования в области иммунотерапии ВИЧ-1 
находятся на стадии концептуальной разработки в силу сложности совокупности процессов, регулирующих дина-
мику инфекции и иммунного ответа. По этой причине чрезвычайно актуальным является использование методов 
математического моделирования динамики ВИЧ-1 инфекции для теоретического анализа возможностей снижения 
вирусной нагрузки путем воздействия на иммунную систему без применения антивирусной терапии. Целью иссле-
дования было изучение, во-первых, свойств би-, мультистабильности и гистерезиса на примере содержательной 
модели ВИЧ-1 инфекции, которая описывает важнейшие блоки процессов взаимодействия вирусов и организма че-
ловека, а именно: распространение инфекции в продуктивно и латентно зараженных клетках, появление мутантов и 
развитие Т-клеточного иммунного ответа, и, во-вторых, возможностей перевода клинической картины заболевания 
из более тяжелого состояния в более легкое. В данной работе проведен численный анализ условий существования 
стационарных решений математической модели ВИЧ-1 инфекции для наборов параметров, отвечающих фенотипи-
чески различным вариантам течения инфекционного заболевания. Для этого использованы разработанные автора-
ми методы бифуркационного анализа моделей, представляющих собой системы обыкновенных дифференциальных 
уравнений и дифференциальных уравнений с запаздыванием. В качестве бифуркационного параметра рассматрива-
ется константа скорости активации макрофагов. Определены области в пространстве параметров модели, в частно-
сти, для скорости активации клеток врожденного иммунитета (макрофагов), при которых имеют место свойства би-, 
мультистабильности и гистерезиса, и исследованы особенности кинетики перехода между устойчивыми положе ния-
ми равновесия. В целом результаты бифуркационного анализа модели ВИЧ-1 инфекции формируют теоретическую 
основу для разработки комбинированных иммунотерапевтических воздействий для лечения ВИЧ-1. Результаты про-
веденного исследования модели ВИЧ-1 инфекции для параметров процессов, отвечающих разным фенотипам ди-
намики заболевания (типичное, длительно не прогрессирующее и быстро прогрессирующее), указывают на то, что 
для эффективного функционального лечения больных ВИЧ-инфекцией требуется развитие персонализированного 
подхода, учитывающего как свойства популяции квазивидов ВИЧ-1, так и иммунный статус пациента.
Ключевые слова: математическая модель; ВИЧ-инфекция; обыкновенные дифференциальные уравнения; бифурка-
ционный анализ; стационарные решения; бистабильность; мультистабильность; гистерезис; оптимальное управление.
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Abstract. The infectious disease caused by human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) remains a serious threat to hu-
man health. The current approach to HIV-1 treatment is based on the use of highly active antiretroviral therapy, which has 
side effects and is costly. For clinical practice, it is highly important to create functional cures that can enhance immune 
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control of viral growth and infection of target cells with a subsequent reduction in viral load and restoration of the immune 
status. HIV-1 control efforts with reliance on immunotherapy remain at a conceptual stage due to the complexity of a set 
of processes that regulate the dynamics of infection and immune response. For this reason, it is extremely important to 
use methods of mathematical modeling of HIV-1 infection dynamics for theoretical analysis of possibilities of reducing 
the viral load by affecting the immune system without the usage of antiviral therapy. The aim of our study is to examine 
the existence of bi-, multistability and hysteresis properties with a meaningful mathematical model of HIV-1 infection. 
The model describes the most important blocks of the processes of interaction between viruses and the human body, 
namely, the spread of infection in productively and latently infected cells, the appearance of viral mutants and the develop-
ment of the T cell immune response. Furthermore, our analysis aims to study the possibilities of transferring the clinical 
pattern of the disease from a more severe state to a milder one. We analyze numerically the conditions for the existence 
of steady states of the mathematical model of HIV-1 infection for the numerical values of model parameters correspond-
ing to phenotypically different variants of the infectious disease course. To this end, original computational methods of 
bifurcation analysis of mathematical models formulated with systems of ordinary differential equations and delay differ-
ential equations are used. The macrophage activation rate constant is considered as a bifurcation parameter. The regions 
in the model parameter space, in particular, for the rate of activation of innate immune cells (macrophages), in which the 
properties of bi-, multistability and hysteresis are expressed, have been identified, and the features cha rac terizing transi-
tion kinetics between stable equilibrium states have been explored. Overall, the results of bifurcation analysis of the HIV-1 
infection model form a theoretical basis for the development of combination immune-based therapeutic approaches to 
HIV-1 treatment. In particular, the results of the study of the HIV-1 infection model for parameter sets corresponding to 
different phenotypes of disease dynamics (typical, long-term non-progressing and rapidly progressing courses) indicate 
that an effective functional treatment (cure) of HIV-1-infected patients requires the development of a personalized ap-
proach that takes into account both the properties of the HIV-1 quasispecies population and the patient’s immune status.
Key words: mathematical model; HIV infection; ordinary differential equations; bifurcation analysis; stationary solutions; 
bistability; multistability; hysteresis; optimal control.
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Введение
Инфекционное заболевание человека, вызванное виру-
сами иммунодефицита первого типа (ВИЧ-1), остается 
серьезной угрозой здоровью людей во всем мире, с числом 
заражений и смертельных исходов от сопутствующих 
осложнений порядка 1.5×106 и 0.65×106 соответственно 
(Lan dovitz et al., 2023). Существующий подход к лечению 
ВИЧ-1 связан с постоянным применением средств вы-
сокоактивной антиретровирусной терапии (Gand hi et al.,  
2023), подавляющих различные стадии внутриклеточного 
цикла размножения вирусов и таким образом снижаю-
щих вирусную нагрузку в организме больного. Однако 
реализация антиретровирусной терапии характеризуется 
побочными эффектами для здоровья пациентов, прерыва-
нием режима приема препаратов и высокой стоимостью 
лечения (Tri c key et al., 2022). По этой причине актуальной 
стала задача поиска новых методов лечения (Rasmussen, 
Søgaard, 2018; Niessl et al., 2020), в том числе связанных с 
активацией иммунного контроля процессов размножения 
вирусов и заражения клеток-мишеней, включая физиоло-
гические ме ханизмы обновления клеточного гомеостаза 
(Grossman et al., 2020), в рамках системного подхода в 
им мунологии (Ludewig et al., 2012, Villani et al., 2018). 
Исследования в области иммунотерапии ВИЧ-1 находятся 
на стадии концептуальной разработки в силу сложности 
совокупности процессов, ре гулирующих динамику ин-
фекции и иммунного ответа (Lan dovitz et al., 2023). В этой 
связи использование методов математического моделиро-
вания динамики ВИЧ-1 инфекции является инструментом 
теоретического анализа возможностей снижения вирус ной 
нагрузки путем воз действия на иммунную систему без 
применения антивирусной терапии (Bocharov et al., 2022).

Ранее нами было отмечено, что разработка математи-
ческих моделей для описания и исследования динами-
ки инфекционных заболеваний имеет одной из целей ана-
лиз характеристик чувствительности динамики к воздей-
ствиям различной природы, например, по отношению к 
возмущениям параметров регуляторных процессов или 
состояния системы в фазовом пространстве (Bocharov et 
al., 2021). Результаты моделирования позволяют переве-
сти в рациональную плоскость проектирование комби-
нированных управляющих воздействий для коррекции 
неблагоприятного течения, в частности из области с вы-
сокой вирусной нагрузкой в область с низкой вирусной 
нагрузкой. Реализуемость соответствующих переходов 
определяется фундаментальными характеристиками мо-
делируемой системы – наличием бистабильности и/или 
мультистабильности и гистерезиса. Так, бистабильность 
как возможность системы «вирус–организм человека» со-  
существовать в двух устойчивых равновесных состояниях 
является основанием для поиска режимов функциональ-
ного лечения вирусной инфекции путем перехода из 
хро нического устойчивого стационарного состояния с бо-
лее высокой вирусной нагрузкой в более благоприятное 
устойчивое стационарное состояние с пониженной ви-
русной нагрузкой за счет активации компонент иммунной 
системы. Наличие свойства гистерезиса у бифуркаци-
онных кривых динамической системы делает значимой 
предысторию, в частности, ту ветвь, на которой находится 
стационарное состояние системы при изменении бифур-
кационных параметров (Христиченко и др., 2022).

Исследования по математическому моделированию ди-
намики ВИЧ-1 инфекции в организме человека активно 
развиваются в течение последних 30 лет (Perelson, Nel-
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son, 1999; Nowak, May, 2000). Направления исследований 
достаточно полно представлены в обзоре (Bocharov et al., 
2012). Главным образом работы сфокусированы  на изуче-
нии кинетики инфекции при реализации антиретровирус-
ной терапии на основе моделей малой размерности (Akın 
et al., 2020). Модели ВИЧ-1 инфекции, рассматривающие 
развитие противовирусного иммунного ответа, связаны 
также с решением задачи оценивания параметров инфек-
ции по данным отдельных пациентов (Banks et al., 2017). 
Концептуальные аспекты динамики ВИЧ-1 инфекции, 
та кие как мультистабильность и гистерезис, остаются не-
до статочно освещенными. Так, изучение стационарных 
состояний сводится к выяснению условий существова-
ния свободного от инфекции положения равновесия и 
состояния инфицированного организма в зависимости 
от параметров модели, комбинируемых в виде базового 
репродуктивного числа (Perelson, Nelson, 1999; Nowak, 
May, 2000).

Целью данного исследования было проведение мате-
матического анализа, во-первых, свойств би-, мультиста-
бильности и гистерезиса для модели ВИЧ-1 инфекции, 
которая описывает важнейшие блоки процессов взаимо-
действия вирусов и организма человека для наборов пара-
метров модели, отвечающих разным фенотипам динами ки 
заболевания (типичное, длительно не прогрессирующее 
и быстро прогрессирующее), и, во-вторых, возможностей 
перевода режима течения заболевания из более тяжелого 
состояния в более легкое.

В задачи исследования входили бифуркационный ана-
лиз модели течения инфекционного заболевания ВИЧ-1 
для определения областей значений параметров, в которых 
сосуществуют несколько положений равновесия, и изуче-
ние переходов между ними, которые характеризуются за-
висимостью от предыстории состояния системы «вирус–
организм человека» (свойство гистерезиса). В качестве 
математической модели для исследования стационарных 
режимов динамики ВИЧ-1 инфекции и переходов между 
ними мы выбрали модель, в рамках которой:
• описывается вся кинетика инфекционного заболевания 

от заражения ВИЧ-1 до фазы СПИД;
• рассматривается достаточно полный спектр процессов 

развития инфекции и иммунного ответа;
• выполнена калибровка параметров модели, соответ-

ствующих различным фенотипам динамики инфекции;
• введено описание антиретровирусной терапии;
• рассмотрена задача расчета оптимальной антиретрови-

русной терапии с учетом побочных эффектов.
Ранее данная модель использовалась нами для раз-

работки более полного описания иммунного ответа на 
ВИЧ-инфекцию, учитывающего нейроэндокринную ре-
гуляцию, в частности влияние гормонов (ТТГ, T3, T4) на 
иммунный ответ, и построение на ее основе оптимальной 
антивирусной терапии (Савинкова и др., 2019).

Настоящая работа состоит из четырех разделов. В раз-
деле «Материалы и методы» описаны рассматриваемая 
математическая модель инфекции ВИЧ-1 и численные 
методы, используемые для анализа модели. В разделе 
«Результаты» приведены результаты исследования ста-
ционарных состояний системы путем их трассирования 
по параметрам модели и результаты анализа изменений 

положения равновесия модели при терапевтических воз-
действиях, которые входят в правые части уравнений че-
рез слагаемые, описывающие заражение клеток-мишеней 
и размножение вирусов. Применение результатов работы 
для теоретической разработки новых подходов к лечению 
ВИЧ-1 рассмотрено в разделе «Обсуждение».

Материалы и методы
Определим основные понятия, которые будут нами ис-
пользоваться в дальнейшем. 
• Функциональное лечение ВИЧ-1 – подход к терапии 

хронической инфекции, связанный с активацией им-
мунного контроля процессов размножения вирусов и 
заражения клеток-мишеней, который позволяет не ис-
пользовать антиретровирусные препараты. 

• Би-(мульти)стабильность – свойство динамической 
системы иметь два (или более) устойчивых положения 
равновесия при одних и тех же значениях параметров.

• Гистерезис – свойство динамической системы, заклю-
чающееся в зависимости ее состояния от предысто-
рии при изменении значений параметров, что можно 
использовать для перехода из одного стационарного 
состояния в другое путем варьирования параметров.

Математическая модель ВИЧ-инфекции
Рассматриваемая математическая модель ВИЧ-инфек-
ции сформулирована в (Hadjiandreou et al., 2009) в виде си-
стемы из одиннадцати обыкновенных дифференциальных 
уравнений. Она описывает скорость изменения во вре-
мени следующих концентраций: вируса дикого типа V1, 
мутировавшего вируса V2, CD4+ Т-клеток T, зараженных 
CD4+ Т-клеток T1, зараженных мутировавшим вирусом 
CD4+ Т-клеток T2, латентно зараженных Т-клеток TL1, ла-
тентно зараженных мутировавшим вирусом Т-клеток TL2, 
макрофагов M, зараженных макрофагов M1, зараженных 
мутировавшим вирусом макрофагов M2, цитотоксических 
CD8+ Т-лимфоцитов CTL. Система включает в себя три 
блока уравнений: блок CD4+ T-клеток, блок макрофагов 
и CTL, блок вирусов дикого типа и мутантов.

Блок CD4+ T-клеток состоит из уравнения

dT
dt

 = s1 + 
 p1(V1 + V2)T
V1 + V2 + S1

 – (1 – u1)(k1V1 + k2M1)T –  
           (1)

– φ(k1V2 + k2M2)T + rT 1 – T + T1 + T2 + TL1 + TL2
Tmax

  – δ1T,  

где первый член описывает постоянный приток CD4+ 
Т-клеток из тимуса, второй – антиген-индуцированное 
деление, третий – убыль вследствие заражения вирусами 
дикого типа и зараженными ими макрофагами 1-й популя-
ции, четвертый – заражение мутировавшими вирусами и 
зараженными ими макрофагами 2-й популяции, пя тый – 
гомеостатическую пролиферацию, шестой – апоптоз, сле-
дующих двух уравнений

     dT1
dt

 = (1 – u1)ψ(k1V1 + k2M1)T + α1TL1 – δ2T1 – k3T1CTL  (2)
и
    dT2

dt
 = ψφ (k1V2 + k2M2)T + α1TL2 – δ2T2 – k3T2CTL,         (3)

где первый член описывает прирост популяции за счет за-
ражения вирионами и зараженными вирусами дикого типа 
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Таблица 1. Биологический смысл параметров модели и их допустимый диапазон значений

Параметр Биологический смысл Диапазон

s1 Константа скорости образования новых неинфицированных CD4+ Т-клеток 5–36 mm–3d–1

s2 Константа скорости образования новых макрофагов 0.03–0.015 mm–3d–1

s3 Константа скорости образования новых цитотоксических Т-лимфоцитов –

p1 Константа скорости активации, обеспечивающая прирост CD4+ T-клеток за счет  
иммунного ответа

0.01–5 d–1

p2 Константа скорости активации, обеспечивающая прирост численности макрофагов –

S1 Константа насыщения 1–188 mm–3

S2 Константа насыщения –

k1 Константа скорости инфицирования CD4+ Т-клеток 10–8 –10–2 mm3d–1

k2 Константа скорости инфицирования CD4+ Т-клеток 10–6 mm3d–1

k3 Константа скорости уничтожения инфицированных CD4+ Т-клеток цитотоксическими 
T-лимфоцитами

10–4 – 1 mm3d–1

k4 Константа скорости инфицирования макрофагов вирусами 4.7 · 10–9 – 10–3 mm3d–1

k5 Константа скорости уничтожения инфицированных макрофагов цитотоксическими 
T-лимфоцитами

–

k6 Константа скорости пролиферации цитотоксических T-лимфоцитов, связанная с текущим 
количеством инфицированных CD4+ Т-клеток

10–6–10–3 mm3d–1

k7 Константа скорости пролиферации цитотоксических T-лимфоцитов, связанная с текущим 
количеством инфицированных макрофагов

–

k8 Константа скорости продукции вирусов инфицированными CD4+ Т-клетками 2.4 · 10–1 – 5 · 102 d–1

k9 Константа скорости продукции вирусов инфицированными макрофагами 5 · 10–3 – 3 · 102 d–1

k10 Константа скорости уменьшения числа вирусов, связанная с расходом на инфицирование 
CD4+ Т-клеток

10–8 – 10–2 mm3d–1

k11 Константа скорости уменьшения числа вирусов, связанная с инфицированием  
макрофагов

4.7 · 10–9 – 10–3 mm3d–1

k12 Константа скорости элиминации вирусов, связанная с иммунным ответом –

δ1 Константа скорости естественной гибели неинфицированных CD4+ Т-клеток 0.01–0.02 d–1

δ2 Константа скорости естественной гибели инфицированных CD4+ Т-клеток 0.24–0.7 d–1

δ3 Константа скорости естественной гибели латентно зараженных CD4+ Т-клеток 0.02–0.069 d–1

δ4 Константа скорости естественной гибели макрофагов 0.005 d–1

δ5 Константа скорости естественной гибели зараженных макрофагов 0.005 d–1

δ6 Константа скорости естественной гибели цитотоксических T-лимфоцитов 0.015–0.05 d–1

δ7 Константа скорости естественной гибели вирусов 2.39–13 d–1

α1 Константа активации латентно инфицированных CD4+ T-клеток –

ψ Доля CD4+ Т-клеток, которые становятся продуктивно инфицированными,  
(1 – ψ) становятся латентно инфицированными

0.93–0.98

φ Коэффициент, отвечающий за снижение приспособленности мутировавшего вируса  
к заражению и способности к репликации 

0.1–0.9

r Константа скорости роста количества неинфицированных CD4+ Т-клеток 0.03 d–1

Tmax Максимальная концентрация CD4+ Т-клеток 1500–2000 mm–3

μ Доля вирусов, которая мутирует 3 · 10–5 –10–3

fi Коэффициент отношения эффективности действия лечения на макрофаги  
к эффективности действия лечения на CD4+ T-клетки

0.34
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или мутировавшими вирусами макрофагами, второй – 
переход латентно инфицированных клеток в продуктивно 
зараженные, третий – апоптоз, четвертый – уничтожение 
Т-киллерами, и следующих двух уравнений

         dTL1
dt

 = (1 – u1)(1 – ψ)(k1V1 + k2M1)T – α1TL1 – δ3TL1      (4)

и
        dTL2

dt
 = (1 – ψ)φ(k1V2 + k2M2)T – α1TL2 – δ3TL2,             (5)

где первый член описывает прирост популяции за счет 
заражения вирионами и зараженными вирусами дикого 
типа или мутировавшими вирусами макрофагами, вто-
рой – переход латентно инфицированных клеток в про-
дуктивно зараженные, третий – апоптоз.

Блок макрофагов и CTL состоит из уравнения

dM
dt

 = s2 + 
 p2(V1 + V2)M
V1 + V2 + S2

 – (1 – f1u1)k4V1M – φk4V2M – δ4M,   (6)

где первый член описывает постоянный приток клеток из 
костного мозга, второй – процесс активации макрофагов 
с возможностью их последующего деления вследствие 
хронического воспаления, вызванного ВИЧ-1 инфекцией, 
третий – заражение макрофагов вирусами дикого типа, 
четвертый – заражение макрофагов мутировавшими ви-
русами, пятый – апоптоз, следующих двух уравнений

                dM1
dt

 = (1 – f1u1)k4V1M – δ5M1 – k5M1CTL            (7)
и

              dM2
dt

 = φk4V2M – δ5M2 – k5M2CTL,                       (8)

где первый член описывает прирост численности по-
пуляции за счет заражения макрофагов вирионами, вто-
рой – апоптоз, третий – уничтожение Т-киллерами, и урав- 
нения

dCTL
dt

 = s3 + k6(T1 + T2)CTL + k7(M1 + M2)CTL – δ6CTL,    (9)

где первый член описывает постоянный приток клеток 
из тимуса, второй – клональную пролиферацию, индуци-
рованную зараженными CD4+ Т-клетками, третий – кло-
нальную пролиферацию, индуцированную зараженными 
макрофагами, четвертый – апоптоз.

Блок вирусов дикого типа и мутантов состоит из двух 
уравнений:

   dV1
dt

 = (1 – u2)(1 – μ)k8T1 + (1 – f2u2)(1 – μ)k9M1 +  

   + μφk8T2 + μφk9M2 – (k10T + k11M)V1 – k12V1M – δ7V1 
(10)

и

   dV2
dt

 = (1 – μ)φk8T2 + (1 – μ)φk9M2 + (1 – u2)μk8T1 +

   + (1 – f2u2)μk9M1 – (k10T + k11M)V2 – k12V2M – δ7V2,    
(11)

где первый член описывает продукцию вирусов зара-
жен ными Т-клетками, второй – продукцию вирусов за-
раженными макрофагами, третий – продукцию вирионов 
зараженными Т-клетками вследствие мутаций, четвер-
тый – продукцию вирионов зараженными макрофагами 

вследствие мутаций, пятый – поглощение вирусов клет-
ками при заражении клеток-мишеней, шестой – элими на-
цию вирусов системой врожденного иммунитета, седь-
мой – естественную гибель вирусов. Биологический смысл 
параметров системы и их допустимый диапазон из работы 
(Hadjiandreou et al., 2009) приведены в табл. 1.

Задача оптимального управления
В статье (Hadjiandreou et al., 2009) исследовалась воз-
можность оптимизации режима введения ингибиторов 
про теазы (RDV) и обратной транскриптазы (3TC, ZDV), 
концентрации которых описываются следующими урав-
нениями одинаковой структуры:

Ci (t) = Ci (tl)e–k i   e(t – tl) +
          (12)
           + 

Fi Di

V i   c
 

k i   a

k i   a + k i   e
 e–k i   e(t – tl) – e–k i   a(t – tl)     (i = 1, 2, 3),  

где i – индекс препарата, tl – время введения препаратов, 
Di – доза введенного препарата, Fi – абсолютная биодо-
ступность препарата, k i   a  – скорость всасывания препарата, 
k i   e = Cli /V i   c   – константа скорости элиминации препарата 
(Cli – скорость выведения, а V i   c  – объем распределения 
препарата). Значения всех указанных выше параметров 
приведены в табл. 2.

Управляющие переменные u1 и u2 зависели от концен-
трации этих препаратов следующим образом:

u1(t) = 
(C2(t)/IC 2   50) + (C3(t)/IC 3   50)

1 + (C2(t)/IC 2   50) + (C3(t)/IC 3   50)
,    

u2(t) = 
C1(t)

C1(t) + ωIC 1   50
, 

где Ci (t) – концентрация препарата i в плазме в момент 
времени t, а IC i   50 – средняя концентрация этого препарата, 
обеспечивающая 50 % ингибирование процессов раз-
множения вирусов. Параметр ω является коэффициентом 
пересчета между значением средней концентрации пре-
парата, обеспечивающей 50 % ингибирование процессов 
размножения вирусов IC_50, полученным in vitro, и ее 
же значением, полученным in vivo. В расчетах использо-
валось значение ω = 1. Целью оптимизации в исходной 
работе было достижение максимальной концентрации 

Таблица 2. Значения параметров  
для уравнения фармакокинетики (12)

Параметр RDV, C1 3TC, C2 ZDV, C3

D [mg] 600 150 300

ka [d–1] 2.4 12 12

Cl [L · d–1] 1.48 · 104 5.6 · 102 2.69 · 103

Vc [L] 28.7 91 112

F 1.0 0.86 0.64

τ [d] 0.5 0.5 0.5

IC50 [mg · L–1] 0.11 0.34 0.13
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CD4+ T-клеток (переменная T системы (1–11)) при ми-
нимальном индексе побочного воздействия препаратов 
(Joly, Pinto, 2006)

Se = 
N
∑
i = 1

ei 
Ci (t)

Ci
,     

где  ei = 
ei

max ei
     i

 ,  ei = ∑
j  Ji

qj hi,  j .   

Здесь Ji – множество побочных эффектов от препарата i,  
Ci – средняя концентрация препарата i в стационарном 
состоянии при стандартной дозировке, т. е. в соответствии 
с правилами применения антиретровирусной терапии, 
ei (ei) – величина (нормированная величина) побочного 
эффекта, вызванного препаратом i при стандартной до-
зировке, hi,  j – частота проявления побочного эффекта j 
при воздействии препарата i при стандартной дозировке, 
а qj  – относительная величина побочного эффекта j, т. е. 
его «нежелательность».

Задача оптимального управления формулировалась 
как задача максимизации функционала, описывающего 
концентрацию CD4+ Т-лимфоцитов и выраженность по-
бочных эффектов

  tf
∫ t0 [A1T – A2Se]dt → max

C1, C2, C3
,   T ≥ TAIDS , t0 ≤ t ≤ tf , 

где A1 = 1 и A2 = 1000 – весовые коэффициенты, t0 и tf – 
временные границы оптимизации, а условие T ≥ TAIDS не 
дает концентрации клеток опуститься ниже порога, соот-
ветствующего развитию СПИДа (200 клеток в 1 mm–3).

Было рассмотрено три набора значений параметров, 
соответствующих различным вариантам течения ВИЧ-
ин фекции: типичному течению (TP), быстро прогресси-
рующему течению (RP) и долго не прогрессирующему 
течению (LNTP). Значения параметров в этих наборах 
приведены в табл. 3 и 4.

В статье (Hadjiandreou et al., 2009) был найден более 
эффективный режим введения препаратов, основанный на 
результатах оптимизации, по сравнению с традиционным 
режимом лечения на примере модели для параметров па-
циента с типичным течением ВИЧ-инфекции с начальной 
концентрацией CD4+ Т-клеток, равной 350 mm–3. Так, 
при традиционной методике лечения пациента удавалось 
удерживать концентрацию CD4+ Т-клеток выше порога 
СПИДа около 2500 дней, а с применением лечения, осно-
ванного на оптимизации режима введения антиретро-
вирусных препаратов, – более 10 000 дней, c более чем 
в 4 раза меньшим индексом побочного воздействия Se.

Численные методы
Для численного интегрирования системы (1–11) мы ис-
пользовали неявную схему второго порядка BDF2 (Hai rer 
et al., 1987) на достаточно мелкой равномерной сетке, по-
строенной в полуинтервале t ≥ 0. Сходимость результатов 
по шагу сетки проверялась в ходе всех экспериментов, тре-
бующих интегрирования по времени. Для нахождения ста-
ционарных решений при заданных значениях параметров 
применялись методы символьных вычислений (Ged des 

Таблица 3. Значения параметров модели (1–11), соответствующие типичному течению ВИЧ-инфекции (TP)

Параметр Значение Параметр Значение Параметр Значение

s1 10 mm–3d–1 k5 3·10–6 mm3d–1 δ4 5·10–3 d–1

s2 0.15 mm–3d–1 k6 3.3·10–4 mm3d–1 δ5 5·10–3 d–1

s3 5 mm–3d–1 k7 6 ·10–9 mm3d–1 δ6 0.015 d–1

p1 0.16 d–1 k8 5.37·10–1 d–1 δ7 2.39 d–1

p2 0.15 d–1 k9 2.85·10–1 d–1 α1 3·10–4 d–1

S1 55.6 mm–3 k10 7.79·10–6 mm3d–1 ψ 0.97

S2 188 mm–3 k11 10–6 mm3d–1 φ 0.9

k1 3.87·10–3 mm3d–1 k12 4 ·10–5 mm3d–1 r 0.03 d–1

k2 10–6 mm3d–1 δ1 0.02 d–1 Tmax 1500 mm–3

k3 4.5·10–4 mm3d–1 δ2 0.28 d–1 μ 0.001

k4 5.22·10–4 mm3d–1 δ3 0.05 d–1 fi 0.34

Таблица 4. Значения параметров модели (1–11), различных при разных вариантах течения ВИЧ-инфекции

Параметр RP TP LTNP Параметр RP TP LTNP

p1 0.13 d–1 0.16 d–1 0.20 d–1 k5 2.64 · 10–6 mm3d–1 3 · 10–6 mm3d–1 6.6 · 10–6 mm3d–1

p2 0.1365 d–1 0.15 d–1 0.1638 d–1 k6 2.9 · 10–4 mm3d–1 3.3 · 10–4 mm3d–1 3.63 · 10–4 mm3d–1

S1 50.0 mm–3 55.6 mm–3 55.6 mm–3 k7 5.28 · 10–9 mm3d–1 6 · 10–9 mm3d–1 6.6 · 10–9 mm3d–1

S2 169.2 mm–3 188 mm–3 188 mm–3 k12 3.52 · 10–5 mm3d–1 4 · 10–5 mm3d–1 4.4 · 10–5 mm3d–1

k3 3.96 · 10–4 mm3d–1 4.5 · 10–4 mm3d–1 9.9 · 10–4 mm3d–1 r 0.03 0.03 0.072
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et al., 1992), реализованные в процедуре NSolve пакета 
Mathematica. Для трассирования решений по параметрам 
(т. е. для исследования зависимости стационарных реше-
ний системы (1–11) от параметров) использовался ориги-
нальный алгоритм, предложенный нами в (Nechepuren- 
 ko et al., 2020). Исследование асимптотической устой-
чивости заданного стационарного состояния сводилось 
к вычислению собственных значений линеаризованной 
относительно этого состояния системы и проверке, что 
все найденные собственные значения лежат строго в левой 
полуплоскости. Для вычисления собственных значений 
мы применили стандартный QR-алгоритм (Golub, Van 
Loan, 1989).

Результаты

Бифуркационный анализ
В этом разделе представлены результаты исследования 
зависимости стационарных решений модели динамики 
ВИЧ-инфекции от скорости активации макрофагов p2, 
приводящей к их делению, при трех наборах значений 
остальных параметров (см. Материалы и методы). Ранее 
на примере математической модели вирусного гепатита В 
нами была показана ключевая роль в реализации раз-
личных режимов динамики гепатита параметра скорости 
активации врожденного иммунитета (Khristichenko et al., 

2023), аналогом которого в данной модели является p2. 
Параметр p2 изменялся в интервале от 0.13 до 0.17. Диа-
пазон варьирования параметра p2 был выбран таким об-
разом, чтобы содержать значения, которые соответствуют 
кинетике активации врожденного иммунитета при трех 
различных режимах течениях заболевания (типичное, дли-
тельно не прогрессирующее и быстро прогрессирующее), 
приведенных в табл. 4.

Результаты трассирования приведены на рис. 1–3. Вер-
тикальная оранжевая пунктирная линия указывает зна-
чение параметра p2, взятое из соответствующего набора 
параметров, сплошными линиями показаны устойчивые 
стационарные состояния, штриховой – неустойчивые; раз-
ные цвета обозначают различные стационарные состоя-
ния. Следует отметить, что ведущие собственные значения 
линеаризованных уравнений, отвечающих неустойчивым 
стационарным состояниям, во всех рассмотренных слу-
чаях были вещественными. Таким образом, устойчивые 
периодические решения, которые могли бы быть в окрест-
ности неустойчивых стационарных состояний (Khris ti-
chenko, Nechepurenko, 2021), в рассмотренных случаях 
отсутствовали.
Бистабильность. Для типичного течения (см. рис. 1) 

видно, что бистабильность имеется при 0.138 < p2 < 0.144 
(черная и зеленая линии) и при 0.147 < p2 < 0.17 (зеленая и 
фиолетовая линии). Для быстро прогрессирующего тече-

Рис. 1. Стационарные состояния при трассировании по параметру p2 для типичного течения (TP). Имеют место биста-
бильность и гистерезис.
Cплошными линиями обозначены устойчивые стационарные состояния, штриховыми – неустойчивые, разные цвета обозначают 
различные стационарные состояния. Вертикальная оранжевая пунктирная линия указывает значение параметра  p2, соответ-
ствующее типичному прогрессирующему течению инфекции.
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Рис. 2. Стационарные состояния при трассировании по p2 для быстро прогрессирующего течения  (RP). Имеет место 
бистабильность.
Cплошными линиями обозначены устойчивые стационарные состояния, штриховыми – неустойчивые, разные цвета обознача-
ют различные стационарные состояния. Вертикальная оранжевая пунктирная линия указывает значение параметра p2, соот-
ветствующее быстро прогрессирующему течению инфекции.

Рис. 3. Стационарные состояния при трассировании по p2 для длительно не прогрессирующего течения (LTNP). Имеют 
место мультистабильность и гистерезис.
Cплошными линиями обозначены устойчивые стационарные состояния, штриховыми – неустойчивые, разные цвета обознача-
ют различные стационарные состояния. Вертикальная оранжевая пунктирная линия указывает значение параметра p2, соот-
ветствующее длительно не прогрессирующему течению инфекции.
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ния (см. рис. 2) бистабильность имеется при 0.135 < p2 < 
< 0.17 (черная и зеленая линии). Для длительно не про-
грессирующего течения (см. рис. 3) бистабильность име-
ется при 0.161 < p2 < 0.17 (cиняя и фиолетовая линии).  
Наличие двух различных устойчивых стационарных со-
стояний означает возможность более легкой либо более 
тяжелой формы заболевания у одного и того же пациента 
в зависимости от предыстории. Заметим, что для быстро 
прогрессирующего течения оба положения равновесия 
характеризуются истощением популяции CD4+ Т-клеток, 
при этом макрофаги являются доминирующим источни-
ком вирусов. Для таких пациентов задача лечения ста-
новится более сложной, поскольку необходимо найти 
из менения параметров системы, при которых появится 
положение равновесия с более высоким уровнем CD4+ 
Т-клеток.

В целом полученные оценки областей существования 
бистабильности вместе с характеристиками бифурка-
ционных диаграмм показывают, что по мере увеличения 
тяжести инфекционного процесса, т. е. при переходе от 
длительных непрогрессоров к типичным прогрессорам и 
далее к быстрым прогрессорам, увеличивается интервал 
значений параметра активации клеток врожденного имму-
нитета, в котором имеет место бистабильность. При этом 
меняется также характер бифуркационных диаграмм. Эти 
особенности отклика организма ВИЧ-инфицированного 
пациента следует учитывать и использовать при проекти-
ровании режимов иммуномодулирующих воздействий.
Мультистабильность. Свойство мультистабильности, 

как показано на рис. 3, имеет место в случае длительно не 
прогрессирующего течения при 0.146 < p2 < 0.161 (чер ная, 
синяя и фиолетовая линии). Эти устойчивые стационар-
ные состояния соответствуют различным по тяжести и 

выраженности иммунного ответа формам течения бо-
лезни. Таким образом, спектр возможных устойчивых ре-
жимов динамики ВИЧ-1 инфекции более разнообразен у 
длительных непрогрессоров.
Гистерезис. Наличие свойства гистерезиса для данной 

модели продемонстрировано на рис. 1. В частности, пове-
дение кривых показывает, что, если пациент, относящийся 
к типичным прогрессорам, изначально находился на ниж-
ней зеленой ветви при p2 = 0.14, то для перехода на черную 
ветвь, характеризующуюся более высокой концентрацией 
Т-клеток и более низкой вирусной нагрузкой, достаточно 
уменьшить p2 до значения, немного меньше го 0.138, что 
вызовет спонтанный переход в состояние, изображенное 
черной линией. После этого можно увели чить значение 
параметра p2 до исходного, оставаясь на черной ветви.

Гистерезис также имеет место при длительно не про-
грессирующем течении, что демонстрирует рис. 3. Со-
стояние, изображенное синей линией, при p2 = 0.155 
устойчиво, однако теряет устойчивость при p2, меньшем 
0.146, и при дальнейшем уменьшении значения параме-
тра система из менее благоприятного состояния (зеленая 
ветвь) перейдет в устойчивое состояние с более высокой 
концентрацией CD4+ Т-клеток и меньшей вирусной на-
грузкой, изображенное черной сплошной линией. После 
этого можно вернуться к первоначальному значению 
параметра, оставаясь в этом устойчивом стационарном 
состоянии.

Практически важным является вопрос о кинетике пе-
рехода между различными стационарными состояниями 
при использовании свойства гистерезиса. Для типичного 
развития заболевания продемонстрирован переход из 
менее благоприятного состояния в более благоприятное 
для системы с гистерезисом (рис. 4). Для реализации пе-
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Рис. 4. Демонстрация кинетики перехода от менее благоприятного стационарного состояния к более благоприятному при наличии гистерези-
са для типичного течения (TP), где p2 = 0.143 в областях 1 и 3 и p2 = 0.136 в области 2.
Красной сплошной линией показана динамика переменных модели, синими вертикальными пунктир ными – разбиение на области 1–3, горизонтальны-
ми сплошными линиями – устойчивые стационарные состояния переменных в этих областях. Здесь и на рис. 5–8 шкала по времени в сутках.
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ре хода требуется около 5000 суток при неизменных зна-
чениях других параметров системы. Эти результаты обо-
сновывают актуальность детального изучения таких пе-  
реходов.

Изменение стационарных состояний  
при однократном введении препаратов
Представляют самостоятельный интерес изменения ста-
ционарных состояний системы при оптимальном управ-
лении (Hadjiandreou et al., 2009). С этой целью мы исследо-
вали зависимость положений равновесия от времени при 
терапевтических воздействиях u1(t), u2(t), которые вхо-
дят в правые части уравнений модели через слагаемые, 
описывающие заражение клеток-мишеней и размножение 
вирусов. На рис. 5 видно появление двух новых стацио-
нарных состояний при t > 0.0005, т. е. изменение струк-
туры фазового пространства модели.

Графики, демонстрирующие изменения стационарных 
состояний при введении препаратов RDV, 3TC и ZDV, 
влияние которых моделируется с помощью функций 
C1(t), C2(t), C3(t) через переменные управления u1 и u2, 
представлены на рис. 6–8. Введение препаратов осущест-
вляется единожды в момент времени t = 0, сплошной 
линией обозначены устойчивые стационарные состояния, 
а штриховой – неустойчивые; разные цвета обозначают 
различные стационарные состояния. Результаты расчета 
указывают, что по мере изменения значений управляющих 
переменных появляются и потом исчезают как устойчи-
вые, так и неустойчивые положения равновесия. То есть 
применение методов оптимального управления приводит 
к изменению структуры фазового пространства модели.

Для всех трех вариантов течения вирусной инфекции 
для одной ветви стационарных решений имеет место сни-
жение на коротком временном интервале значений пере-
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и u2(t) при 0 ≤ t ≤ 0.001 для длительно не прогрессирующего течения (LTNP).

Сплошные линии на графике T(t) соответствуют устойчивым стационарным состояниям, штриховые – неустойчивым.
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Рис. 6. Стационарные состояния и управляющие воздействия для типичного течения (TP).
Здесь и на рис. 7 и 8: сплошными линиями обозначены устойчивые стационарные состояния, штриховыми – неустойчивые, раз-
личные цвета обозначают различные стационарные состояния.
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Рис. 7. Стационарные состояния модели и управляющие воздействия для длительно не прогрессирующего течения (LTNP).

Рис. 8. Стационарные состояния модели и управляющие воздействия для быстро прогрессирующего течения (RP).

менных, характеризующих число CD4+ Т-клеток, и повы-
шение вирусной нагрузки за счет увеличения численности 
мутантов на фоне снижения стационарных концентраций 
вирусов дикого типа. На второй устойчивой ветви имеет 
место обратный процесс. При этом в случае длительно 
не прогрессирующего течения ВИЧ-1 появляется третья 
ветвь устойчивого положения равновесия, характери-

зующаяся низкой вирусной нагрузкой, т. е. отвечающая 
благоприятной динамике. Таким образом, воздействие 
оптимального управления на характеристики положений 
равновесия существенно зависит от варианта течения бо-
лезни (параметров системы) и окрестности положения 
равновесия, в котором находится пациент в случае биста-
бильности.
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Bifurcation analysis of multistability  
and hysteresis in a model of HIV infection

Таким образом, имеет место одинаковый качествен-
ный характер отклика на возмущение правых частей 
уравнений. Структура фазового пространства меняется, 
появляются, а потом, по мере ослабления управляющего 
воздействия, исчезают как устойчивые, так и неустойчи-
вые стационарные состояния.

Обсуждение
Ситуация устойчивого сосуществования популяции 
ВИЧ-1 и иммунных процессов в организме человека в 
различных количественных соотношениях является прин-
ципиально важной для разработки новых стратегий тера-
пии ВИЧ-1, относящихся к категории функционального 
лечения (Bocharov et al., 2022). По существу, речь идет о 
возможности перевода системы «патоген–организм че-
ловека» из клинически более тяжелого состояния в более  
легкое устойчивое состояние за счет активации механиз-
мов иммунной защиты без дальнейшего применения анти-
ретровирусных препаратов, блокирующих размножение 
вирусов. Наличие би- или мультистабильности свиде-
тельствует о том, что путем возмущения соответствую-
щей траектории системы в фазовом пространстве можно 
осуществить перевод инфекционного заболевания в бо лее 
благоприятный режим. В качестве инструментов для по-
строения соответствующего управления существуют как 
классические методы оптимального управления (Had-
jiandreou et al., 2009; Bocharov et al., 2015), так и предло-
женные нами ранее методы на основе оптимальных воз-  
мущений (Нечепуренко, Христиченко, 2019; Khristichen-
ko, Nechepurenko, 2022). Вместе с тем возможна ситуация, 
когда для перевода системы в область би- или мультиста-
бильности требуется изменение кинетических параметров 
биологических и физиологических процессов. Наличие 
гистерезиса позволяет разрабатывать подходы к лечению, 
заключающемуся во временном параметрическом сдви-
ге с последующим возвращением к исходным значени-
ям измененных параметров. Выявленные нами свойства 
математической модели ВИЧ-1 инфекции, которая име-
ет достаточно типичную структуру, теоретически под-  
тверждают потенциальную возможность соответствую-
щих ком бинированных иммунотерапевтических воздей-
ствий (Lan dovitz et al., 2023).

Полученные оценки областей существования биста-
бильности вместе с характеристиками бифуркационных 
диаграмм показывают, что по мере увеличения тяжести 
инфекционного процесса, т. е. при переходе от длитель-
ных непрогрессоров к типичным прогрессорам и далее к 
быстрым прогрессорам, увеличивается интервал значений 
параметра активации клеток врожденного иммунитета, в 
котором имеет место бистабильность. При этом меняется 
также характер бифуркационных диаграмм. Эти особен-
ности отклика организма ВИЧ-инфицированного пациен-
та следует учитывать и использовать при проектировании 
режимов иммуномодулирующих воздействий.

Нами показано, что воздействие оптимального управ-
ления на характеристики положений равновесия суще-
ственно зависит от фенотипа ВИЧ-1 инфекции (парамет-
ров системы) и окрестности того положения равновесия, 
в котором находится пациент в случае би- или мульти-
стабильности. 

Заключение
В данной работе проведен расчет и численный анализ 
стационарных состояний системы уравнений математиче-
ской модели ВИЧ-1 инфекции для наборов параметров, от-
вечающих фенотипически различным вариантам те чения 
инфекционного заболевания: типичному, длительно не 
прогрессирующему и быстро прогрессирующему. Резуль-
таты бифуркационного анализа модели ВИЧ-1 инфекции 
ука зывают на то, что для эффективного функционального 
лечения больных ВИЧ-инфекцией требуется развитие пер-
сонализированного подхода, учитывающего как свойства 
популяции квазивидов ВИЧ-1, так и иммунный ста тус 
па циента, и формируют теоретическую основу для раз-
работки комбинированных иммунотерапевтических воз-
действий для лечения ВИЧ-1.
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Аннотация. Послеоперационный делирий (ПОД) является серьезным осложнением, приводящим к нару-
шению когнитивных функций пациентов, увеличению длительности госпитализации, а также повышению 
расходов на лечение пациента. Проблема ранней диагностики ПОД приобретает особую важность в случае 
кардиохирургических операций, поскольку частота развития такого осложнения у некоторых категорий 
пациентов превышает 50 %. Известно, что в развитие ПОД большой вклад вносят нейровоспаление, дисба-
ланс нейромедиаторов, нарушение нейроэндокринной регуляции и межнейрональных связей, однако мо-
лекулярно-генетические механизмы ПОД у пациентов, перенесших кардиохирургические операции, а также 
метаболомные диагностические маркеры, до сих пор плохо изучены. В данной работе с помощью метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрической детекцией (ВЭЖХ-МС/МС) был 
проведен анализ содержания ряда сфингомиелинов в плазме крови пациентов старше 65 лет, взятой после 
операции на сердце в условиях искусственного кровообращения. Найдено четыре статистически значимо 
различающихся по содержанию сфингомиелина у пациентов с ПОД по сравнению с пациентами, у которых 
не развился ПОД (контрольная группа). С помощью реконструкции генных сетей, описывающих генетиче-
скую регуляцию пути метаболизма сфинголипидов, определены 82 регуляторных белка, из которых 47 – ре-
гуляторы экспрессии генов, кодирующих ферменты метаболического пути, и 35 – регуляторы активности, 
деградации и транспорта ферментов данного пути. Анализ перепредставленности заболеваний, с которыми 
ассоциированы эти регуляторные белки, показал, что регуляторы можно разбить на две группы, ассоции-
рованные с сердечно-сосудистыми патологиями и с нервно-психическими заболеваниями соответственно. 
Регуляторы, ассоциированные с сердечно-сосудистыми патологиями, ожидаемо связаны с воздействием на 
ткани миокарда во время операции. Сделано предположение, что нарушение функции регуляторов, ассоции-
рованных с нервно-психическими заболеваниями, может специфически обусловливать развитие ПОД после 
кардиохирургической операции. Таким образом, выявленные регуляторные гены могут представлять основу 
для планирования дальнейших экспериментов по изучению нарушений на уровне экспрессии данных генов, 
а также нарушения функции кодируемых ими белков у пациентов с ПОД. Идентифицированные значимые 
сфинголипиды могут рассматриваться как потенциальные маркеры послеоперационного делирия.
Ключевые слова: ВЭЖХ-МС/МС; метаболомика; липидомика; послеоперационный делирий; кардиохирургия; 
биомаркеры; сфинголипиды; генные сети; ANDSystem.
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Abstract. Postoperative delirium (POD) is considered one of the most severe complications, resulting in impaired cog-
nitive function, extended hospitalization, and higher treatment costs. The challenge of early POD diagnosis becomes 
particularly significant in cardiac surgery cases, as the incidence of this complication exceeds 50 % in certain patient 
categories. While it is known that neuroinflammation, neurotransmitter imbalances, disruptions in neuroendocrine 
regulation, and interneuronal connections contribute significantly to the development of POD, the molecular, ge-
netic mechanisms of POD in cardiac surgery patients, along with potential metabolomic diagnostic markers, remain 
in adequately understood. In this study, blood plasma was collected from a group of patients over 65 years old after 
cardiac surgery involving artificial circulation. The collected samples were analyzed for sphingomyelin content and 
quantity using high-performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC-MS/MS) me thods. 
The analysis revealed four significantly different sphingomyelin contents in patients with POD compared to those 
who did not develop POD (control group). Employing gene network reconstruction, we perceived a set of 82 regulato-
ry enzymes affiliated with the genetic coordination of the sphingolipid metabolism pathway. Within this set, 47 are as-
sumed to be regulators of gene expression, governing the transcription of enzymes pivotal to the metabolic cascade. 
Complementing this, an additional assembly of 35 regulators are considered to be regulators of activity, degradation, 
and translocation dynamics of enzymes integral to the aforementioned pathway. Analysis of the overrepresentation 
of diseases with which these regulatory proteins are associated showed that the regulators can be categorized into 
two groups, associated with cardiovascular pathologies (CVP) and neuropsychiatric diseases (NPD), respectively. The 
regulators associated with CVP are expectedly related to the effects on myocardial tissue during surgery. It is hypo-
thesized that dysfunction of NPD-associated regulators may specifically account for the development of POD after 
cardiac surgery. Thus, the identified regulatory genes may provide a basis for planning further experiments, in order 
to study disorders at the level of expression of these genes, as well as impaired function of proteins encoded by them 
in patients with POD. The identified significant sphingolipids can be considered as potential markers of POD.
Key words: LC-MS/MS; metabolomics; lipidomics; postoperative delirium; cardiac surgery; biomarkers; sphingolipids; 
gene networks; ANDSystem.
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Введение
Послеоперационный делирий (ПОД) – серьезное ослож-
нение раннего послеоперационного периода. В сердечно-
сосудистой хирургии его частота составляет 52 % (Brown, 
2014). Развитие ПОД приводит к ухудшению прогноза, в 
том числе к увеличению длительности госпитализации, 
росту количества осложнений и летальности, нарушению 
когнитивных функций и физического состояния, а также 
повышению расходов на лечение пациента (Pisani et al., 
2009; Gottesman et al., 2010). Делирий и послеопераци-
онные когнитивные нарушения чаще всего возникают у 
пациентов старше 60 лет (Morimoto et al., 2009). Этому 
способствуют такие факторы, как гипоксия ЦНС, эмбо-
лии, выброс нейротрансмиттеров, системный воспалитель-
ный ответ и другие нарушения, включая метаболические 
(Wim mer-Greinecker et al., 1998; Cerejeira et al., 2010).

Метаболомика – это направление в биоаналитической 
химии, связанное с идентификацией и количественным 
определением низкомолекулярных метаболитов (<1500 Да). 
Метаболомный подход может быть использован для поис-
ка ассоциаций между метаболическими сигнатурами и 
фенотипами заболеваний. В частности, метаболомные 
методы позволяют детектировать низкомолекулярные ме-
таболиты, способные пересекать гематоэнцефалический 
барьер, что делает метаболомный анализ мощным ин-

стру ментом для выявления маркеров делирия (Ke et al., 
2019). Так, в ряде работ было показано, что нарушения 
энергетического метаболизма, биосинтеза аминокислот, 
дефицит омега-3 и омега-6 жирных кислот, а также дис-
функция глутамат-глутаминового цикла связаны с по-
слеоперационным делирием при несердечных операциях 
(Guo et al., 2019; Tripp et al., 2021).

Ранее в наших исследованиях применялись методы 
метаболомного скрининга и реконструкции генных сетей 
для поиска биомаркеров патологий. Так, с помощью ста-
тистического анализа метаболомных профилей церебро-
спинальной жидкости (ЦСЖ) и плазмы крови пациентов с 
глиомой высокой степени злокачественности, полученных 
c применением метода ВЭЖХ-МС/МС, нами обнаружены 
корреляции метаболомных профилей плазмы крови и 
ЦСЖ (Rogachev et al., 2021). Метаболомный анализ в со-
четании с реконструкцией генных сетей с применением 
ANDSystem для интерпретации метаболомных данных 
(Ivanisenko V.A. et al., 2015, 2019; Ivanisenko T.V. et al., 
2020, 2022) позволил установить ключевые белки SARS-
CoV-2, взаимодействия которых с белками человека могли 
приводить к нарушению метаболических процессов у 
пациентов с COVID-19 (Ivanisenko V.A. et al., 2022).

Сфингомиелины являются одними из основных фосфо-
липидов, составляющих гидрофобный матрикс плазма-
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тических мембран клеток млекопитающих, однако в от-  
вет на стресс сфингомиелины могут расщепляться сфин-
гомиелиназой на фосфатидилхолин и церамид,  которые 
выполняют сигнальную функцию. Изменения в метабо-
лизме сфингомиелинов могут влиять на баланс нейроме-
диаторов в мозгу, нарушение нейронных связей и индук-
цию нейровоспаления, что делает их важным объектом 
для изучения механизмов патогенеза делирия (Wang, Shen, 
2018; Xiao et al., 2023).

В настоящей работе с помощью ВЭЖХ-МС/МС был 
проведен анализ содержания девяти фосфолипидов, от-
носящихся к классу сфингомиелинов, в плазме крови 
пациентов, перенесших операцию на сердце. Найдено 
четыре статистически значимо различающихся сфингоми-
елина по содержанию у пациентов с ПОД по сравнению 
с пациентами, у которых не развился ПОД (контрольная 
группа).

Для объяснения возможных механизмов нарушений ме-
таболизма сфинголипидов с помощью ANDSystem нами 
были реконструированы генные сети, описывающие ге-
нетическую регуляцию пути KEGG Sphingolipid metabo-
lism (hsa: 00600). Анализ генных сетей позволил выявить 
35 регуляторов транспорта, активности и деградации фер-
ментов данного пути, а также 47 регуляторов экспрессии 
генов, кодирующих эти ферменты.

Материалы и методы
Пациенты. В исследование были включены пациенты 
старше 65 лет, которым проводилась кардиохирургическая 
операция в условиях искусственного кровообращения. 
Критериями исключения были: экстренное вмешатель-
ство, операция на аорте, гемодинамически значимые сте-
нозы сонных артерий, болезнь Паркинсона, цирроз пече ни 
(Чайлд В или С), прием антихолинергических препаратов, 
антидепрессантов, противоэпилептических и химиотера-
певтических препаратов. Набор пациентов осуществлялся 
с июня 2019 г. по январь 2021 г. Всего в исследование было 
включено 39 пациентов (половозрастная характеристика 
представлена в табл. 1). В течение 5 дней после операции 
пациенты оценивались на наличие послеоперационного 
делирия при помощи теста CAM-ICU (Confusion Assess-
ment Method for the Intensive Care Unit). Первый тест про-
водился через 6–8 ч после операции, далее – два раза в 
сутки. Наличием делирия считалось, если тест CAM-ICU 
был положительным хотя бы один раз.

Исследование одобрено этическим комитетом На-
ционального медицинского исследовательского центра 
им. Е.Н. Мешалкина (Новосибирск, Россия).

Отбор образцов крови и пробоподготовка. Образцы 
крови были взяты у пациентов через 24 ч после прове-
дения кардиохирургической операции. Венозную кровь 
собирали в пробирки BD Vacutainer® KEDTA объемом 
10 мл, содержащие ЭДТА калия в качестве антикоагу-
лянта. Плазму отделяли от клеток крови центрифугиро-
ванием в течение 15 мин при 2000 g и 4 °С, разделяли на 
аликвоты и хранили в замороженном виде при –80 °С до 
дальнейшего использования.

Все образцы обрабатывали одновременно в соответ-
ствии с протоколом, описанным в работе (Li et al., 2017): 
к 100 мкл плазмы крови прибавляли 400 мкл охлажденной 

смеси метанола и ацетонитрила (1:1). Образцы встряхива-
ли на шейкере, затем центрифугировали 15 мин при +4 °С 
и 16 000 об/мин. Супернатант переносили в стеклянную 
вставку для виалы и анализировали. По той же методике 
готовили два образца контроля качества, полученных пу-
тем смешивания равных объемов образцов плазмы крови 
от пациентов с ПОД и группы контроля.

Анализ методом ВЭЖХ-МС/МС проводили на хрома-
тографе Shimadzu LC-20AD Prominence, оснащенном гра-
диентным насосом, автодозатором SIL-20AC (Shima dzu, 
Япония), термостатируемым при 10 °С, и термостатом для 
колонок CTO-10ASvp с температурой 35 °С. Хроматогра-
фическое разделение выполняли на монолитной колонке с 
сорбентом на основе 1-винил-1,2,4-триазола (Basov et al., 
2024). Монолитный материал синтезировали в стеклян ных 
трубках с внутренним диаметром 2 мм, как описано ра-
нее (Patrushev et al., 2020). В качестве подвижной фазы А 
был взят водный 20 мМ раствор карбоната аммония, до-
веденный до pH = 9.8 25%-м водным раствором аммиака 
и содержащий 5 об. % ацетонитрила; подвижной фазой Б 
служил чистый ацетонитрил. Градиент элюирования был 
следующим: 0 мин – 0 % Б, 1 мин – 0 % Б, 6 мин – 98 % Б, 
16 мин – 98 % Б, после чего колонка уравновешивалась в 
течение 3 мин. Скорость потока составляла 300 мкл/мин, 
объем пробы – 2 мкл.

Детекцию метаболитов проводили на масс-спектромет-
ре API 6500 QTRAP (AB SCIEX, США), оснащенном ис-
точником электрораспылительной ионизации, работаю-
щим в режиме положительной ионизации. Метаболиты 
детектировали в режиме мониторинга множественных 
реакций (multiple reaction monitoring, MRM).

Основные масс-спектрометрические параметры были 
следующими. Напряжение на источнике ионов 5500 В. 
Температура газа-осушителя 475 °C, давление газа CAD – 
«высокое», давление газа GS1, GS2 и газа завесы – 33, 33 
и 30 psi соответственно. Потенциал декластеризации (DP) 
составлял 91 В, потенциал входа (EP) – 10 В, а потенциал 
выхода из ячейки соударений (CXP) – 10 В. Переходы 
ионов-предшественников и фрагментных ионов, назва-
ния метаболитов, время пребывания и соответствующие 
энергии столкновений представлены в Приложении S11. 
Управление прибором и сбор информации осуществля-
лись с помощью программного обеспечения Analyst 1.6.3 
(AB SCIEX, Фремингем, США). Хроматограммы обраба-
тывали в программе MultiQuant 2.1 (AB SCIEX).

Предварительная обработка и статистический ана-
лиз данных. Исходные данные были предварительно 
обработаны для заполнения пропущенных значений со-
1 Приложения S1–S10 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx24.xlsx

Таблица 1. Половозрастная характеристика пациентов

Группа Пол 
(М/Ж)

Возраст, лет

мин. макс. средний медиана станд. 
отклон.

Контроль 11/16 65 75 69.6 70 3.0

ПОД 5/7 65 79 69.7 69.5 4.3

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx24.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx24.xlsx
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держания метаболитов в анализируемых пробах следую-
щим образом. В случае, если число проб с пропусками 
не превышало 5 % от общего числа по 39 пациентам, в 
качестве значения содержания метаболита бралась меди-
ана, рассчитанная по остальным пробам. Такой подход 
обусловлен робастностью медианы к выбросам. Стати-
стические различия по содержанию метаболитов в пробах 
плазмы крови в группе пациентов с ПОД и группе без 
ПОД оценивали с использованием непараметрического 
критерия Манна–Уитни.

Реконструкция и анализ генных сетей. Список генов, 
кодирующих ферменты, участвующие в метаболическом 
пути Sphingolipid metabolism (ID: hsa00600), был извлечен 
из базы данных KEGG (https://www.kegg.jp/kegg/pathway.
html, Kanehisa, 2002; Kanehisa et al., 2022). Реконструкцию 
регуляторной генной сети осуществляли с использовани-
ем программно-информационной системы ANDSystem 
(Ivanisenko V.A. et al., 2015, 2019; Ivanisenko T.V. et al., 
2020, 2022). Работу с базой знаний ANDSystem проводи-
ли в программном модуле ANDVisio. Анализ перепред-
ставленности биологических процессов (Gene Ontology) 
и за болеваний, связанных с белками регуляторной ген-
ной сети, выполняли с помощью веб-инструмента DAVID 
(https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp, Huang D.W. et al., 2009).

Результаты

Исследование содержания сфинголипидов в плазме 
крови пациентов с помощью метода ВЭЖХ-МС/МС
Поскольку нарушение метаболизма сфингомиелинов мо-
жет вносить вклад в развитие делирия, целью нашего ана-
лиза было изучение их роли в осложнении ПОД на основе 
исследования их содержания в плазме крови пациентов 
после кардиохирургической операции. В частности, про-
веден сравнительный анализ экспрессии SM в плазме 
крови пациентов, перенесших операцию на сердце. Мета-
болиты данного класса, которые статистически значимо 
различались по содержанию в пробах, взятых в группе 
пациентов с ПОД, по сравнению с группой пациентов, у 
которых не развился ПОД, представлены в табл. 2.

Согласно критерию Манна–Уитни, из девяти анали-
зируемых сфингомиелинов четыре (SM(d18:1/22:2 OH), 
SM(d18:1/24:0), SM(d18:1/24:1) и SM(d18:1/22:2)) пока-
зали статистически значимые (p-value < 0.05) различия 
между исследуемыми группами пациентов. Мы предпо-
ложили, что нарушение метаболизма сфинголипидов мо-
жет быть связано с нарушением метаболического пути их 
биосинтеза. Для проверки данной гипотезы с помощью 
программно-информационной системы ANDSystem мы 
провели реконструкцию и анализ генной сети, описываю-
щей регуляцию экспрессии генов, кодирующих ферменты 
метаболического пути KEGG Sphingolipid metabolism, а 
также регуляцию транспорта, активности и деградации 
данных ферментов.

Реконструкция регуляторной генной сети
Для реконструкции регуляторной генной сети из базы 
данных KEGG был извлечен список генов, кодирующих 
ферменты, участвующие в метаболизме сфинголипидов 
Sphingolipid metabolism (hsa00600). Полученный список 

содержал 43 гена человека (Приложение S2). Реконструк-
ция графа генной сети проводилась в модуле «Мастер за-
просов» ANDVisio.

Следует отметить, что в генной сети мы рассматривали 
только регуляторные связи, направленные от белков-регу-
ляторов к ферментам метаболического пути. Результиру-
ющая генная сеть содержала 43 гена человека, 125 белков 
(43 фермента метаболического пути и 82 регуляторных 
белка) и 159 взаимодействий между ними (см. рисунок). 
Различные типы взаимодействий между участниками ген-
ной сети были представлены в следующем соотношении: 
28 связей, соответствующих типу «регуляция активно-
сти», 2 – «регуляция деградации», 4 – «протеолиз», 8 – 
«регуляция транспорта», 43 – «экспрессия», 74 связи – 
«регуляция экспрессии».

Чтобы исследовать связи регуляторных белков с пато-
логиями, мы проанализировали перепредставленность 
заболеваний и биологических процессов Gene Ontology 
с помощью веб-инструмента DAVID. В качестве входных 
данных подавался список, состоящих из 82 генов, коди-
рующих регуляторные белки генной сети. Результаты 
ана лиза перепредставленности заболеваний и биологи-
ческих процессов приведены в Приложениях S3 и S4 
соответственно.

Все регуляторные белки, представленные в генной 
сети (см. рисунок), могут быть разбиты на две группы: 
1) регуляторы экспрессии генов и 2) регуляторы актив-
ности, стабильности, транспорта и др., которые можно 
назвать регуляторами функции белков. Для исследования 
особенностей ассоциированных с ними заболеваний и 
биологических процессов был проведен анализ перепред-
ставленности отдельно для каждой группы белков (При-
ложения S5–S8).

Обсуждение
Согласно литературным данным, сфингомиелины (SM) 
игра ют важную роль в функционировании нервной сис-
темы, и изменение их метаболизма может вносить вклад 
в развитие делирия путем индукции нейровоспаления, 
изменения баланса нейромедиаторов и нарушения ней-
ронных связей (Wang, Shen, 2018; Xiao et al., 2023). Про-

Таблица 2. Статистическая значимость различий  
между группой пациентов с ПОД и контрольной группой  
по содержанию метаболитов в образцах плазмы крови  
при сравнении по критерию Манна–Уитни

Метаболит p-value

SM(d18:1/22:2 OH) 0.0273

SM(d18:1/24:0) 0.0430

SM(d18:1/24:1) 0.0462

SM(d18:1/22:2) 0.0496

SM(d18:1/18:0) 0.0750

SM(d18:1/22:1) 0.1483

SM(d18:1/20:1) 0.3693

SM(d18:1/20:0) 0.5129

SM(d18:1/24:2) 0.5943

https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html
https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html
https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp
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веденный нами метаболомный анализ с применением 
ВЭЖХ-МС/МС плазмы крови пациентов, перенесших 
кардиохирургические операции, позволил выявить четыре 
из девяти сфингомиелинов, содержание которых стати-
стически значимо отличалось в анализируемых образцах 
пациентов с ПОД по сравнению с пациентами, у которых 
ПОД не развился (см. табл. 2).

Для изучения потенциальных механизмов нарушений 
метаболизма сфинголипидов с помощью ANDSystem была 
реконструирована генная сеть (см. рисунок), описываю-
щая регуляцию экспрессии генов и функции кодируемых 
ими ферментов – участников метаболического пути KEGG 
«Метаболизм сфинголипидов» (Sphingolipid metabolism, 
hsa: 00600). Анализ сети показал, что в регуляции метабо-
лического пути участвуют 82 регуляторных белка, нару-
шение функции которых могло оказывать влияние на на-
рушение метаболизма сфинголипидов. На основе анализа 
обогащенности списка генов, кодирующих данные белки, 
генами, ассоциированными с заболеваниями, было опре-
делено 168 статистически значимо перепредставленных 
заболеваний.

Список заболеваний был разделен на пять групп для 
удобства представления результатов (табл. 3). Наиболее 
значимым оказалось заболевание из группы патологий 
сердечно-сосудистой системы, что, вероятно, обусловле-
но кардиохирургической операцией, которую перенесли 
пациенты в связи с патологией сердца. Проведенная опе-
рация и медицинские процедуры, такие как искусственное 
кровообращение, также могут объяснять наличие сре ди 
выявленных значимых патологий групп «воспаление», 

«па тологии почек» и «оперативное вмешательство» (Staf-
ford-Smith et al., 2008; Squiccimarro et al., 2019). По-ви-
димому, эти патологии связаны с обеими группами паци-
ентов (как с ПОД, так и без него) тем, что каждый из них 
перенес операцию на сердце.

Особый интерес в контексте развития послеоперацион-
ного делирия представляет группа патологий «нервно-пси-
хические заболевания». В частности, в работе (Huang H. 
et al., 2022) рассмотрена роль нейровоспаления в разви-
тии послеоперационного делирия. Авторы выделяют ней-
ровоспаление и нарушение ГЭБ как одни из основных 
патофизиологических факторов возникновения делирия. 
Связь нервно-психических патологий с ПОД тоже широ-
ко обсуждается в научной литературе. Например, O’Sulli-
van с коллегами предположили, что связь между делирием 
и депрессивным расстройством может быть обусловле-
на общими патофизиологическими механизмами, вклю-  
чающими нарушения стрессовых и воспалительных ре-
акций, моноаминовой и мелатонинергической сигнализа-
ции (O’Sul livan et al., 2014). Согласно результатам нашего 
анализа, на молекулярно-генетическом уровне данные 
патофизиологические механизмы могут затрагивать гене-
тическую регуляцию пути метаболизма сфинголипидов. 
Список регуляторных генов из генной сети, ассоцииро-
ванных с группой «нервно-психические заболевания», 
приведен в Приложении S9.

Статистический анализ перепредставленности биоло-
гических процессов Gene Ontology на основе списка ре гу-
ляторных генов позволил выявить 67 значимых биологи-
ческих процессов (БП, см. Приложение S4), которые были 

Protein Transport regulation
Activity regulation
Expression regulation
Expression
Degradation regulation

Gene

Генная сеть регуляции пути метаболизма сфинголипидов.



Применение генных сетей к анализу метаболомных данных 
пациентов с послеоперационным делирием

В.А. Иванисенко, Н.В. Басов, А.А. Макарова …  
В.В. Ломиворотов, Н.А. Колчанов, А.Г. Покровский

2023
27 • 7

773СИСТЕМНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / SYSTEMS COMPUTATIONAL BIOLOGY

подразделены на семь групп (табл. 4). Среди значимых 
оказались фундаментальные регуляторные процессы, 
включающие регуляцию транскрипции, регуляцию про-
лиферации, активацию клеточных сигнальных путей 
и др. Такой результат был ожидаем, поскольку участники 
генной сети являются регуляторами экспрессии генов и 
функций кодируемых ими ферментов. Анализируемый 
нами набор регуляторов оказался обогащен генами, во-
влеченными в процесс пролиферации клеток сердечно-
сосудистой системы (см. табл. 4 и Приложение S10), что 
можно объяснить активацией восстановительных про-
цессов после оперативного вмешательства. Помимо ука-
занных, выделим более специфически связанные с дели-
рием БП, такие как воспалительные процессы, ответ на 
стрессовые факторы и регуляция апоптоза (Steiner, 2011; 
Vutskits, Xie, 2016).

Заметим, что регуляторные связи в генной сети можно 
разделить на две группы: регуляция экспрессии генов 
и регуляция функции (активности, деградации и транс-
порта) белковых продуктов их экспрессии. По этой при-
чи не интересен вопрос, существуют ли характерные осо-
бенности, связанные с молекулярными механизмами 
развития делирия, для регуляторов из этих двух отдельно 
взятых групп. Для поиска ответа мы проанализировали 
перепредставленности заболеваний и биологических про-
цессов отдельно для регуляторов экспрессии, а также для 
регуляторов функции белков (см. Приложения S5–S8).

Неожиданным для нас стало, что среди регуляторов 
функции белков в десятке наиболее значимых патологий 
оказались нервно-психические заболевания (например, 

шизофрения, биполярные расстройства, аутизм), которые, 
по данным литературы, специфически связаны с делирием 
(García-Bueno et al., 2016a, b). Интересно, что в литературе 
обсуждается связь болевого фактора перед операцией с 
депрессивными симптомами и последующим развитием 
ПОД (O’Sullivan et al., 2014). При рассмотрении регулято-
ров экспрессии генов среди значимых патологий преобла-
дала группа патологий сердечно-сосудистой системы, что 
вполне ожидаемо с учетом анамнеза пациентов. В связи 
с этим можно предположить особую роль делирия в про-
явлении патологических механизмов через регуляцию 
активности белковых продуктов и, в меньшей степени, 
регуляцию экспрессии генов. Отметим, что в результате 
анализа перепредставленности БП существенных раз-
личий между двумя группами регуляторов не выявлено.

Важной структурной характеристикой графа генных 
сетей, определяющей особенности их функционирова-
ния, является центральность вершин. Один из ее пока-
зателей – центральность вершин по степени, которая ха-
рактеризует отношение количества связей заданной вер-  
 шины к общему количеству связей в графе и широко при-
меняется в анализе генных сетей. Среди вершин графа, 
соответствующих ферментам, наибольшим количеством 
связей (регуляция активности, деградации, транспорта) 
с регуляторными белками обладал фермент сфингомие-
линаза (ASM, см. рисунок). Данный фермент расщепляет 
сфингомиелины на фосфатидилхолин и церамид, которые 
выполняют сигнальную функцию. Функция фермента 
ASM модулировалась десятью регуляторными белками, из 
которых шесть имели тип связей «регуляция активности» 

Таблица 3. Статистическая значимость перепредставленности заболеваний на основе анализа списка генов-регуляторов

Группа патологий Количество  
патологий в группе

Наиболее значимая патология FDR Количество 
генов

Патологии сердечно-сосудистой системы 23 Гипертония 7.7 × 10–6 12

Патологии почек    8 Острая почечная недостаточность 7.3 × 10–6 10

Воспалительные процессы    4 Воспаление 7.3 × 10–6 11

Оперативное вмешательство    2 Повреждение при реперфузии 1.4 × 10–5    9

Нервно-психические заболевания 26 Депрессивное расстройство 2.1 × 10–4 12

Примечание. False Discovery Rate (FDR) и количество генов, ассоциированных с патологией, приведены для наиболее статистически значимой патологии.

Таблица 4. Статистическая значимость перепредставленности биологических процессов  
на основе анализа списка генов-регуляторов

Группа биологических процессов (БП) Количество 
БП в группе

Наиболее значимый БП FDR Количество 
генов

Регуляция апоптоза 7 Положительная регуляция апоптоза 4.1 × 10–7 14

Ответ на стрессовые факторы 3 Клеточный ответ на механический стимул 4.1 × 10–7    9

Регуляция клеточных сигнальных путей 9 Положительная регуляция активности MAP-киназ 4.0 × 10–7    9

Регуляция транскрипции 8 Положительная регуляция транскрипции  
с промотора RNA-pol. II

3.9 × 10–7 23

Регуляция пролиферации клеток 
сердечно-сосудистой системы

7 Положительная регуляция ангиогенеза 6.8 × 10–5    9

Регуляция клеточной пролиферации 3 Положительная регуляция клеточной пролиферации 0.0014 12

Воспалительные процессы 5 Положительная регуляция воспалительного ответа 0.0046    6

Примечание. False Discovery Rate (FDR) и количество генов, ассоциированных с БП, приведены для наиболее статистически значимого БП.
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(ASM3B, Hsp70, KLRB1, TNFA, TNR6, VEGFA), три белка 
(CASP8, SORT, TNR5) – «регуляция транспорта»; также 
была представлена одна связь с белком CASP7 с типом 
«протеолиз». Отметим, что среди регуляторных белков 
присутствовали каспаза-8 (CASP8) и фактор некроза опу-
холи альфа (TNFA), которые были ассоциированы с пере-
представленными заболеваниями, такими как эпилепсия, 
депрессия, деменция, и другими нервно-психическими за-
болеваниями. Согласно литературе, CASP8 осуществляет 
активацию и транслокацию ASM на поверхность плазма-
тической мембраны. В результате активации ASM проис-
ходит расщепление сфингомиелинов и образуется цера-
мид, способствующий повышению активности каспа зы-8 
и индукции апоптоза (Grassmé et al., 2003). Кроме того, 
известно, что хирургические вмешательства провоцируют 
проникновение через ГЭБ провоспалительных факторов, 
в частности интерлейкинов и TNFA, что способствует 
нейровоспалению и может быть связано с развитием ПОД 
(Alam et al., 2018). Согласно реконструированной генной 
сети, TNFA повышает активность фосфомиелиназы (Corre 
et al., 2013), а также ассоциирован с перепредставленными 
нервно-психическими заболеваниями, например депрес-
сией, эпилепсией и др. (см. Приложение S3).

Наибольшим показателем центральности среди вершин 
графа генной сети, соответствующих генам, обладал ген 
SPHK2 (см. рисунок), кодирующий фермент сфингозин 
киназу 2. В генной сети было представлено семь регу-
ляторов экспрессии данного гена, кодируемых генами 
AGT, CCNA1, FAS, IL17A, KCNN1, SPHK1, PAPSS1. В от-
личие от вершины, соответствующей белку ASM, среди 
регуляторов экспрессии SPHK2 не оказалось таковых, 
ассоциированных с нервно-психическими заболеваниями. 
Этот факт еще раз указывает на то, что наиболее важный 
вклад в нарушение функционирования пути метаболиз-
ма сфинголипидов, ассоциированное с послеоперацион-
ным делирием, может вносить не регуляция экспрессии 
генов, кодирующих ферменты метаболического пути, а 
нарушение транспорта, активности и стабильности про-
дуктов данных генов. Гены, ассоциированные с другими 
группами заболеваний, были представлены среди регу-
ляторов экспрессии SPHK2 (см. Приложение S5). Напри-
мер, активность синтазы жирных кислот (FAS) связана с 
инфарктом миокарда, гипертонией, диабетом 2-го типа 
и другими заболеваниями (Nosrati-Oskouie et al., 2021).

Заключение
Комплексный подход, заключающийся в метаболомном 
анализе плазмы крови у пациентов, перенесших кардио-
хирургические операции, основанный на ВЭЖХ-МС/МС 
и биоинформатических методах реконструкции генных 
сетей ANDSystem, позволил выявить потенциальные 
мар керы класса сфингомиелинов, а также регуляторные 
гены, нарушение функции которых может лежать в ос-
нове механизмов развития послеоперационного делирия. 
В результате анализа перепредставленности заболеваний 
обнаружено, что с данными регуляторными белками 
ассоциированы в первую очередь нервно-психические 
заболевания, патологии сердца и почек, воспалительные 
процессы и оперативное вмешательство. Функция регуля-
торов, ассоциированных с сердечно-сосудистыми заболе-

ваниями, могла быть нарушена у пациентов с ПОД в связи 
с перенесенной операцией на сердце и медицинскими 
процедурами, такими как искусственное кровообраще-
ние (Gao et al., 2005). В то же время, поскольку операция 
на сердце была перенесена всеми испытуемыми, можно 
ожидать, что изменение функции этих регуляторных 
белков могло в равной степени повлиять на пациентов 
обеих групп – с послеоперационным делирием и без 
него. Поэтому можно предположить, что функция группы 
регуляторов, ассоциированных с нервно-психическими 
заболеваниями, могла быть специфически нарушена у 
пациентов с ПОД, что и обусловило снижение содержания 
сфинголипидов в плазме крови этих пациентов.

Среди вершин графа генной сети наибольшим показате-
лем центральности обладала вершина с 10 регуляторными 
связями, соответствующая ферменту ASM (фосфомиели-
наза). В числе регуляторов активности и транспорта ASM 
были найдены белки, кодируемые генами TNFA, CASP8, 
TNR5, VEGFA, которые ассоциированы с эпилепсией, де-
прессией и другими нервно-психическими заболевания-
ми. Среди вершин, соответствующих генам, наибольшим 
показателем центральности в графе обладал ген SPHK2 
(сфингозин киназа 2). Его экспрессию регулируют семь 
белков, кодируемых генами AGT, CCNA1, FAS, IL17A, 
KCNN1, SPHK1, PAPSS1.

Предложенные гипотезы о роли регуляторных генов 
в развитии послеоперационного делирия могут быть 
ис пользованы при планировании экспериментов транс-
криптомного и протеомного анализа для изучения моле-
кулярно-генетических механизмов данного осложнения.
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Аннотация. В репликации генома вируса гепатита С (ВГС) участвуют как вирусные, так и хозяйские белки. Те-
рапевтические подходы, основанные на подавлении активности неструктурных вирусных белков NS3, NS5A, 
NS5B, проходят клинические испытания разных уровней. Однако быстрые мутационные процессы вирусного 
генома и приобретение лекарственной устойчивости остаются одними из главных препятствий в борьбе с ВГС. 
Идентификация и исследование клеточных факторов, участвующих в репликации РНК ВГС, а также регуляция 
вирусом их экспрессии важны для понимания механизмов репликации вируса и разработки эффективных под-
ходов противовирусной терапии. Известно, что белок PREB, связывающий регуляторный элемент пролактина, 
и цитозольная фосфолипаза А2 гамма (PLA2G4C) играют важную роль в формировании платформ репликации 
РНК ВГС, а также в функционировании вирусной репликазы. Экспрессия генов PREB и PLA2G4C значительно 
увеличена в присутствии ВГС, но механизмы ее регуляции вирусными белками до сих пор не изучены. В данной 
работе с применением технологии текст-майнинга, реализованной в программно-информационной системе 
ANDSystem, реконструированы генные сети регуляции экспрессии генов человека PREB и PLA2G4C белками 
ВГС. На основании анализа генных сетей мы выдвинули гипотезы о регуляторных эффектах белков ВГС на функ-
ции хозяйских факторов в результате белок-белковых взаимодействий. Среди вирусных белков наибольшее 
количество регуляторных связей выявлено у вирусной протеазы NS3. Предположительно NS3 в результате 
белок-белкового взаимодействия подавляет активность транскрипционного фактора NOTCH1, что обусловли-
вает активацию экспрессии PREB и PLA2G4C. Анализ генных сетей и данных о дифференциальной экспрессии 
генов в присутствии ВГС позволил нам также выдвинуть гипотезы о регуляции вирусом экспрессии транскрип-
ционных факторов, сайты связывания которых находятся в районах генов PREB и PLA2G4C, и действии этих 
транскрипционных факторов на регуляцию транскрипции PREB и PLA2G4C. Полученные результаты могут быть 
использованы при планировании исследований по изучению молекулярно-генетических механизмов взаимо-
действия вирус–хозяин и поиска потенциальных мишеней для разработки лекарств против ВГС.
Ключевые слова: вирус гепатита С; репликация генома ВГС; репликаза ВГС; хозяйские факторы; генные сети; 
фосфолипаза PLA2G4C; белок PREB.
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Abstract. The participants of Hepatitis C virus (HCV) replication are both viral and host proteins. Therapeutic ap-
proaches based on activity inhibition of viral non-structural proteins NS3, NS5A, and NS5B are undergoing clinical 
trials. However, rapid mutation processes in the viral genome and acquisition of drug resistance to the existing drugs 
remain the main obstacles to fighting HCV. Identifying the host factors, exploring their role in HCV RNA replication, 
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and studying viral effects on their expression is essential for understanding the mechanisms of viral replication and 
developing novel, effective curative approaches. It is known that the host factors PREB (prolactin regulatory element 
binding) and PLA2G4C (cytosolic phospholipase A2 gamma) are important for the functioning of the viral replicase 
complex and the formation of the platforms of HCV genome replication. The expression of PREB and PLA2G4C was 
significantly elevated in the presence of the HCV genome. However, the mechanisms of its regulation by HCV remain 
unknown. In this paper, using a text-mining technology provided by ANDSystem, we reconstructed and analyzed 
gene networks describing regulatory effects on the expression of PREB and PLA2G4C by HCV proteins. On the ba-
sis of the gene network analysis performed, we put forward hypotheses about the modulation of the host factors 
functions resulting from protein-protein interaction with HCV proteins. Among the viral proteins, NS3 showed the 
 greatest number of regulatory linkages. We assumed that NS3 could inhibit the function of host transcription fac-
tor (TF) NOTCH1 by protein-protein interaction, leading to upregulation of PREB and PLA2G4C. Analysis of the gene 
networks and data on differential gene expression in HCV-infected cells allowed us to hypothesize further how HCV 
could regulate the expression of TFs, the binding sites of which are localized within PREB and PLA2G4C gene regions. 
The results obtained can be used for planning studies of the molecular-genetic mechanisms of viral-host interaction 
and searching for potential targets for anti-HCV therapy.
Key words: hepatitis C virus; HCV gene replication; replicase HCV; host factors; gene networks; phospholipase 
PLA2G4C; PREB protein.
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Введение
Вирус гепатита С (ВГС) вызывает опасное заболевание 
пе чени, которое, начинаясь бессимптомно, переходит в 
хроническую форму и может привести к циррозу и гепа-
тоцеллюлярной карциноме (Yamane et al., 2013). Геном 
ВГС представлен плюс-цепью РНК (~9600 нуклеотидов), 
кодирующей структурные (Core, E1, E2) и неструктурные 
(p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) белки, а также 
содержит 5ʹ- и 3ʹ-нетранслируемые районы (UTR), кото-
рые необходимы для трансляции вирусного полипротеи-
на и репликации вирусного генома (Bartenschlager et al., 
2013). Структурные гликопротеины E1 и E2 лока лизованы 
на двуслойной липидной оболочке вируса, окру жающей 
нуклеокапсид, состоящий из множества копий корового 
(Сore) белка и РНК-генома. Белок p7 имеет свой ства мем-  
бранного катионного канала, белки NS2 и NS3/NS4A – 
протеазы, осуществляющие процессинг вирусного поли-
протеина, NS3 обладает также хеликазной активностью, 
NS4B и NS5A способны модифицировать мембраны эн-
до плазматического ретикулума (ЭР) с образованием ве-
зикулярных мембранных структур – платформ реплика-
ции генома ВГС, NS5B является РНК-зависимой РНК по-
лимеразой. Комплекс неструктурных белков NS3–NS5B, 
включающий также хозяйские факторы, выполняет роль 
вирусной репликазы в хозяйской клетке (Moradpour et 
al., 2007). Геном вируса высокогетерогенен из-за высо-
кой частоты ошибок функционирования РНК-зависимой 
РНК полимеразы NS5B. Это свойство NS5B считается 
ос новной причиной быстрого приобретения вирусом ле-
карственной устойчивости (Powdrill et al., 2011).

В настоящее время большое внимание исследователей 
направлено на идентификацию и изучение свойств кле-
точных факторов, участвующих в модификации мембран 
ЭР с образованием кластеров везикул, в которых реплици-
руется РНК-геном ВГС, а также входящих в  состав вирус-
ной репликазы. Так, установлено, что рецептор активиро-
ванной C киназы 1 (RACK1) ассоциирует с NS5A и ком-
плексом инициации формирования аутофагосом ATG14L-  
Beclin1-Vps34-Vps15 и стимулирует формирование мем-

бранных везикулярных структур (Lee et al., 2019). Белок 
ранних эндосом (EE) Rab5, регулирующий эндоцитоз и 
слияние EE, а также белок поздних эндосом (LE) Rab7, 
усиливающий транспорт LE к лизосомам, ассоцииро-
ваны с NS4В и вовлечены в биогенез этих мембранных 
структур (Manna et al., 2010). Малая ГТФаза Rab18∙GTP 
на мембранах липидных капель (ЛК) взаимодействует 
с вирусным белком NS5A на мембране ЭР. Ассоциация 
мембран ЛК и ЭР в результате прямого взаимодействия 
Rab18∙GTP и NS5A приводит к локализации репликазных 
комплексов ВГС вблизи ЛК и стимуляции репликации 
РНК ВГС (Salloum et al., 2013). 

Важную роль в формировании мембранных везику-
лярных структур и репликазных комплексов играет фос-
фа тидилинозитол 4-киназа IIIα (PI4KIIIα). Через белок-
белковое взаимодействие NS5A стимулирует активность 
PI4KIIIα с образованием фосфатидилинозитол-4-фос фа-
та (PI4P), который рекрутирует и координирует на мембра-
не вирусные и хозяйские белки, содержащие аффинные 
к PI4P липид-связывающие домены (Berger et al., 2011; 
Reiss et al., 2011). Более того, ВГС способен регулировать 
экспрессию клеточных факторов, играющих важную роль 
для репликации вируса. Так, у цитозольной фосфолипа- 
зы А2 гамма (PLA2G4C), гидролизующей фосфоглице-
риды мембран с образованием свободной жирной кисло-
ты и лизофосфатида и оказывающей прямой эффект на 
структуру мембран, их форму, слияние и взаимодействие 
с белками (Brown et al., 2003), экспрессия в присутствии 
РНК ВГС на уровне как РНК, так и белка увеличена в 
несколько раз (Xu et al., 2012). 

Экспрессия гена PREB, связывающего регуляторный 
элемент пролактина, также значительно увеличена в при-
сутствии ВГС (Kong et al., 2016). Белок PREB функцио-
нирует в качестве регуляторного фактора отпочковывания 
COPII везикул от мембран ЭР (LaPointe et al., 2004), ассо-
циирует с NS4B, вовлечен в формирование мембранных 
везикулярных структур и локализован в ак тив ном ре-
пликазном комплексе ВГС через взаимодействие с NS4B 
(Kong et al., 2016). Несмотря на накопленные факты о 
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Hepatitis C virus regulation of the expression 
of cellular factors PREB and PLA2G4C

Материалы и методы
Получение списка дифференциально экспрессирую
щихся генов (ДЭГ) человеческих белков в присутст
вии белков ВГС. С использованием результатов РНК-
секвенирования, доступных на ресурсе NCBI GEO (http://  
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) (Edgar et al., 2002), по иден-
тификатору GSE66842 был получен список человече-
ских генов, дифференциально экспрессирующихся в 
гепатоцитах линии Huh7.5.1 в условиях инфекции ВГС. 
Анализ данных РНК-секвенирования проведен с помо-
щью инструмента GEO2R, который позволяет получить 
результаты статистической обработки и визуализацию 
данных о дифференциальной экспрессии генов в экспе-
риментальных условиях. Нами были взяты статистически 
значимые ДЭГ в контрольной точке «10 дней после зара-
жения ВГС» (GSE66842). В работе использованы также 
результаты транскриптомного анализа дифференциальной 
экспрессии генов в гепатоцитах Huh.7.5 в контрольной 
точке «72 часа после заражения ВГС» (Papic et al., 2012). 
Для реконструкции генных сетей эти результаты объеди-
нены в конечный список ДЭГ. 

Идентификация транскрипционных факторов. 
Тран скрипционные факторы, сайты связывания которых 
локализованы в генах PREB и PLA2G4C, а также во флан-
кирующих районах этих генов в диапазоне ±2000 п. н., 
были извлечены из базы данных GTRD (http://gtrd20-06.
biouml.org/) (Yevshin et al., 2017; Kolmykov et al., 2021), 
которая интегрирует исследования организации геномов. 
Для построения генных сетей были отобраны те гены ТФ, 
которые являются дифференциально экспрессирующими-
ся в условиях инфекции вируса гепатита С.

Реконструкция и анализ молекулярногенетических 
путей регуляции экспрессии генов PREB и PLA2G4C 
белками ВГС с помощью ANDSystem. Молекулярно-
генетические пути регуляции экспрессии хозяйских фак-
торов PREB и PLA2G4C белками ВГС были реконструи-
рованы с помощью системы ANDSystem и ее графическо-
го пользовательского интерфейса ANDVisio. Программа 
ANDVisio обращается к базе знаний ANDSystem, содер-
жащей более 40 млн фактов о межмолекулярных взаи-
мосвязях, включающих белок-белковые взаимодействия, 
регуляцию экспрессии генов, регуляцию активности, 
деградации и транспорта белков. 

Построение регуляторных молекулярно-генетических 
путей, описывающих взаимодействия между белками 
ВГС и человеческими белками и генами, осуществляли 
в модуле «Мастер путей» программы ANDVisio. Взаимо-
связи между участниками данных путей, включающие 
белок-белковые взаимодействия и регуляцию экспрессии 
генов, расположены согласно схеме (рис. 1).

повышении экспрессии PREB и PLA2G4C в присутствии 
ВГС, молекулярные механизмы регуляции экспрессии 
этих хозяйских факторов слабо изучены. 

Технология текст-майнинга – полезный инструмент 
для исследования молекулярно-генетических взаимодей-
ствий. Ранее нами была разработана программно-ин-
формационная система ANDSystem (Ivanisenko V.A. et al., 
2015, 2019; Ivanisenko T.V. et al., 2020, 2022), реализую-
щая полный цикл инженерии знаний, который включает 
автоматическую экстракцию информации из научных 
публикаций и фактографических баз данных, интеграцию 
и представление информации в виде семантических сетей 
в базе знаний, а также предоставление пользовательского 
доступа к базе знаний для реконструкции и анализа ген-
ных сетей. ANDSystem применялась для решения широко-
го круга задач, включающих анализ интерактома белков 
вируса гепатита C с белками человека, интерпретацию 
результатов метаболомного анализа, задачи приорити-
зации генов, поиск новых потенциальных мишеней для 
действия лекарств и др. В частности, анализ белок-бел-
ковых взаимодействий белков ВГС и человека позволил 
реконструировать потенциальные пути регуляции внешне-
го пути апоптоза вирусными белками (Saik et al., 2016), а 
также изучить особенности регуляции белками ВГС генов, 
подверженных аберрантному метилированию при гепато-
целлюлярной карциноме (Antropova et al., 2022). На основе 
данных метаболомного анализа плазмы крови пациентов 
с Covid-19 были реконструированы регуляторные пути, 
описывающие контроль метаболических путей челове ка 
белками SARS-Cov-2, и показано, что ряд неструктур ных 
вирусных белков оказывал наибольшее регуляторное 
воздействие (Ivanisenko V.A. et al., 2022). С помощью ре-
конструкции и анализа генных сетей предложены новые 
методы приоритизации генов, которые были применены 
для поиска генов-кандидатов, ассоциированных с лимфе-
демой, а также с большим депрессивным расстройством 
(Yankina et al., 2018; Saik et al., 2019). С использованием 
ANDSystem были предложены новые потенциальные 
фармакологические мишени для терапии коморбидного 
состояния астмы и гипертонии (Saik et al., 2018a, b).

В нашей работе с применением программно-инфор-
мационной системы ANDSystem реконструированы и 
проанализированы пути регуляции белками ВГС экс-
прессии генов клеточных факторов PLA2G4C и PREB, 
играющих важную роль в формировании мембранных 
везикулярных структур – платформ репликации вирусной 
РНК, и в функционировании вирусной репликазы. С по-
мощью компьютерного анализа были найдены 28 транс-
крипционных факторов (ТФ) человека, находящихся под 
контролем ВГС, которые могут участвовать в регуляции 
экспрессии PLA2G4C и PREB. Оказалось, что из этих ТФ 
16 белков участвуют в регуляции PLA2G4C, 23 – в регу-
ляции PREB, а 11 являются общими. На основе анализа 
генных сетей и данных о дифференциальной экспрессии 
генов выдвинуты гипотезы о регуляторных эффектах ви-
русных белков на функции ТФ, с которыми они образуют 
комплексы в результате белок-белковых взаимодействий, 
а также регуляторные эффекты этих ТФ на экспрессию 
PLA2G4C и PREB.

Белки ВГС

ТФ

Белки человека

Целевой ген (PREB или PLA2G4C)

Белок-белковое 
взаимодействие

Регуляция 
экспрессии

Регуляция 
экспрессииЭкспрессия

ДЭГ ТФ

Рис. 1. Схема построения регуляторных молекулярно-генетических 
путей модуляции экспрессии генов хозяйских факторов белками ВГС.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
http://gtrd20-06.biouml.org/
http://gtrd20-06.biouml.org/
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Результаты и обсуждение

Реконструкция интерактома  
человеческих белков и белков ВГС
С применением программно-информационной системы 
ANDSystem был реконструирован интерактом 10 белков 
ВГС с 333 белками человека (рис. 2). Оказалось, что 
195 человеческих белков взаимодействуют с NS3, 59 – 
с NS5A, 50 – с Core, 26 – с NS5B, 15 – с NS2, 7 – с E2 и 
p7, 6 – с NS4A, 5 – с E1, 4 белка – с NS4B. Генная сеть 
иллюстрирует, что лишь небольшое количество челове-
ческих белков взаимодействует более чем с одним белком 
ВГС. Среди них оказались транскрипционные факторы, 
потенциально регулирующие экспрессию целевых генов 
PREB и PLA2G4C.

Реконструкция молекулярно-генетических путей 
регуляции экспрессии генов PREB и PLA2G4C белками ВГС
Опубликованные научные результаты свидетельствуют 
о том, что в присутствии белков ВГС многократно уси-
ливается экспрессия клеточных факторов PLA2G4C (Xu 
et al., 2012) и PREB (Kong et al., 2016). Эти хозяйские 
факторы играют важную роль в репликации ВГС и во-
влечены как в формирование мембранных везикулярных 
структур – компартментов репликации вирусной РНК, 
так и в функционирование репликазного комплекса ВГС 
(Xu et al., 2012; Kong et al., 2016). Однако молекулярно-
ге нетические механизмы повышения экспрессии PREB и  
PLA2G4C в условиях инфекции ВГС до сих пор не изу-
чены. С помощью информации о дифференциальной экс-
прессии генов выявлены ТФ, регулируемые вирусными 
белками. Следует отметить, что в нашей работе мы не 
рассматривали ТФ, экспрессия которых не изменялась в 

условиях заражения ВГС. Из базы данных GTRD были 
извлечены списки, содержащие 432 и 693 ТФ, сайты 
связывания которых находятся в районах генов PREB и 
PLA2G4C соответственно. Среди множества транскрип-
ционных факторов были отобраны 92 ТФ, гены которых 
дифференциально экспрессируются в присутствии белков 
ВГС (69 и 63 ТФ для PREB и PLA2G4C соответственно, 
40 ТФ – общие для обоих целевых генов). 

С помощью ANDSystem были реконструированы и 
про анализированы молекулярно-генетические пути регу-
ля ции экспрессии PREB и PLA2G4C белками ВГС (рис. 3 
и 4). В составе регуляторных путей, первым звеном ко-
торых являлись белки ВГС, а конечным – гены PREB и 
PLA2G4C, оказались 28 из 92 ТФ, что свидетельствует о 
регуляции этих ТФ вирусными белками.

Генная сеть на рис. 3 иллюстрирует регуляторные мо-
лекулярно-генетические пути экспрессии PREB белка-
ми ВГС. Эти пути включают 24 белка, представленных 
в звене 2, 23 ТФ – участника звена 4 и кодирующих их 
генов звена 3. Как следует из графа генной сети, только 23 
из 69 ТФ вошли в состав регуляторных путей, что может 
свидетельствовать о том, что именно эти ТФ регулируют 
транскрипцию гена PREB в условиях инфекции вируса 
гепатита С. 

Приведенная на рис. 4 генная сеть иллюстрирует пути 
регуляции экспрессии PLA2G4C белками ВГС. В базе 
данных GTRD в регуляторных районах гена PLA2G4C 
найдены сайты связывания 63 ТФ, являющихся ДЭГ. 
Только 16 из 63 ТФ вошли в состав регуляторных путей. 
Это может свидетельствовать в пользу того, что именно 
эти ТФ предположительно регулируют транскрипцию 
гена PLA2G4C в условиях инфекции ВГС. Ранее было 
показано, что белок NS3 вируса гепатита С стимулирует 

Белки человека

Белки ВГС

Рис.  2.  Граф взаимодействий человеческих белков и белков ВГС, реконструированный с помощью программно-информационной системы 
ANDSystem.
Белок-белковые взаимодействия обозначены черными линиями.
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активность ТФ STAT3 (Machida et al., 2006). При этом 
STAT3 значительно усиливает транскрипцию гена MYC 
(Kiuchi et al., 1999; Papic et al., 2012). Более того, согласно 
(Xiong et al., 2017), изменение экспрессии MYC усилива-
ло экспрессию PLA2G4C, что согласуется с выявленным 
нами путем регуляции. Аналогично положительная ре-
гуляция экспрессии XBP1 со стороны STAT3 (Diehl et al., 
2008) и повышенная экспрессия XBP1 (Papic et al., 2012) 
в присутствии ВГС могут обусловливать активирующий 
эффект XBP1 на транскрипцию PLA2G4C.

Применение ANDSystem позволило нам выдвинуть 
гипотезы о регуляции белками ВГС экспрессии ТФ, взаи-
модействующих с сайтами регуляторных районов генов 
PREB и PLA2G4C (см. рис. 3 и 4). Следует отметить, что 
11 ТФ были одновременно представлены в числе регуля-
торов как PREB, так и PLA2G4C. На основании данных о 

дифференциальной экспрессии генов и характере связей 
регуляторных молекулярно-генетических путей можно 
предположить, какой эффект эти ТФ (звено 4) оказыва-
ют на транскрипцию PREB и PLA2G4C (см. таблицу). 
Например, повышенная экспрессия гена ТФ звена 3 и 
положительная регуляция со стороны ТФ звена 2 мо-
гут обусловливать активацию транскрипции PREB и 
PLA2G4C. В частности, из путей регуляции следует, что 
ТФ CEBPD положительно регулирует экспрессию PREB, 
так как экспрессия CEBPD положительно регулируется 
STAT3 (звено 2) и повышена в присутствии ВГС (Papic 
et al., 2012). В свою очередь, сниженная в присутствии 
ВГС экспрессия ТФ из звена 4 и отрицательный знак 
регуляции экспрессии между участниками звеньев 2 и 3 
объясняют подавляющий эффект ТФ на транскрипцию 
PREB и PLA2G4C.

Гены человека
Белки человека
Белки ВГС

Звено 1:
белки ВГС

Звено 5:
целевой ген

Звено 2: 
ТФ

Звено 4:
 ТФ

Звено 3: 
ДЭГ ТФ

Гены человека
Белки человека
Белки ВГС

Звено 1:
белки ВГС

Звено 5:
целевой ген

Звено 2: 
ТФ

Звено 4: 
ТФ

Звено 3: 
ДЭГ ТФ

Рис. 3. Генная сеть молекулярно-генетических путей регуляции экспрессии гена PREB в условиях инфекции ВГС.
Здесь и на рис. 4: черные линии – белок-белковые взаимодействия; розовые стрелки – регуляция экспрессии; голубые стрелки – 
экспрессия.

Рис. 4. Генная сеть молекулярно-генетических путей регуляции экспрессии гена PLA2G4C в условиях инфекции ВГС.
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Из публикаций следует, что белок Core ВГС увеличи-
вает экспрессию NR4A1 (Tan, Li, 2015), при этом транс-
крипционный фактор NR4A1 ингибирует экспрессию 
гена SOX9 (Hu et al., 2014). В реконструированных нами 
регуляторных путях NR4A1 является транскрипционным 
фактором звена 2, связывается с шестью белками ВГС 
(Core, E1, E2, NS2, NS4A, NS5B) и оказывает отрицатель-
ный эффект на SOX9. Таким образом, транскрипционный 
фактор SOX9, ингибируемый на уровне РНК в условиях 
инфекции ВГС, предположительно снижает экспрессию 
гена PREB. Гипотезы, предложенные нами на основе ана-
лиза генных сетей, в дальнейшем следует эксперимен-
тально подтвердить.

Анализ реконструированных генных сетей позволил 
также выдвинуть гипотезы о том, какой эффект могут ока-
зывать вирусные белки на функцию ТФ, с которыми они 
образуют комплексы в результате белок-белковых взаи-
модействий. Эти гипотезы строились на основе струк ту- 
 ры регуляторных молекулярно-генетических путей и дан-
ных о дифференциальной экспрессии генов аналогично 
гипотезам о регуляции PREB и PLA2G4C ТФ. Вирусный 
белок оказывает отрицательный эффект на функцию белка 
из звена 2 регуляторного пути в результате физического 
взаимодействия с ним в следующих случаях: 1) участник 
звена 2 связан с участником из звена 3 по типу положи-
тельной регуляции экспрессии, и экспрессия участника 
звена 3 снижена в присутствии ВГС; 2) участник звена 2 
связан с участником из звена 3 по типу отрицательной 
регуляции экспрессии, и экспрессия участника звена 3 по-
вышена в присутствии ВГС. Вирусный белок оказывает 
положительный эффект на функцию белка из звена 2 в 
следующих случаях: 1) участник звена 2 связан с участни-
ком звена 3 по типу положительной регуляции экспрессии, 
и экспрессия участника звена 3 повышена в присутствии 
ВГС; 2) участник звена 2 связан с участником из звена 3 по 
типу отрицательной регуляции экспрессии, и экспрессия 
участника звена 3 снижена в присутствии ВГС.

Согласно реконструированным регуляторным молеку-
лярно-генетическим путям, среди белков ВГС наибольшее 
число регуляторных связей выявлено у вирусной протеа-

зы NS3. Одним из белков, непосредственно взаимодей-
ствующих с NS3, является ТФ NOTCH1. Опубликовано 
множество научных исследований этого ТФ, но информа-
ции об эффекте NS3 на функцию NOTCH1 в результате 
белок-белковых взаимодействий мы не обнаружили. Из 
анализа регуляторных путей и данных дифференциальной 
экспрессии генов мы предположили, что NS3 подавляет 
активность NOTCH1 в результате белок-белкового взаи-
модействия. Ранее было показано, что NOTCH1 активи-
рует транскрипцию SOX9 (Zong et al., 2009) и подавляет 
KLF4 (Xue et al., 2016), что привело бы к отрицательно-  
му эффекту на транскрипцию PREB и PLA2G4C. Однако 
реальное изменение экспрессии целевых генов, а также их 
ТФ SOX9 и KLF4 согласуется с гипотезой о подавлении 
активности NOTCH1 вирусным белком NS3. 

Заключение
С помощью программно-информационной системы 
ANDSystem реконструированы и проанализированы мо-
лекулярно-генетические пути регуляции экспрессии генов 
PLA2G4C и PREB белками вируса гепатита С. Белковые 
продукты этих генов важны для репликации ВГС, так как 
они участвуют в модификации мембран с образованием 
кластеров мембранных везикул, которые являются ком-
партментами репликации генома ВГС, а также вовлечены 
в состав и функционирование репликазы ВГС. Теорети-
ческие данные, полученные в нашей работе, могут быть 
полезны для планирования исследований по изучению 
механизмов, посредством которых ВГС использует белки 
человека для репликации своего генома, а также для по-
иска потенциальных мишеней противовирусной терапии.
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Аннотация. Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – распространенный тяжелый тип рака печени, характеризую-
щийся крайне агрессивным течением и низкой выживаемостью. Известно, что нарушения регуляции активации 
апоптоза являются одной из ключевых особенностей, свойственной большинству раковых клеток, что определяет 
фармакологическую индукцию апоптоза как важную стратегию терапии рака. Компьютерный дизайн химических со-
единений, способных целевым образом регулировать внешний сигнальный путь индукции апоптоза, представляет 
перспективный подход для создания новых эффективных средств терапии рака печени и других онкологических 
заболеваний. Однако в настоящее время большинство исследований посвящено фармакологическим воздействиям 
на внутренний (митохондриальный) путь апоптоза, тогда как внешний путь, индуцируемый посредством клеточных 
рецепторов смерти, остается вне поля зрения. Аберрантное метилирование генов наряду с инфекцией вирусом 
гепатита С считаются важными факторами риска развития ГЦК. Реконструкция генных сетей, описывающих моле-
кулярные механизмы взаимодействия аберрантно метилированных генов с ключевыми участниками внешнего 
пути апоптоза, а также пути их регуляции белками вируса гепатита С, может дать важную информацию при поиске 
фармакологических мишеней. В настоящей работе были предложены 13 критериев приоритизации потенциаль-
ных фармакологических мишеней для создания лекарств против гепатокарциномы, модулирующих внешний путь 
апоптоза. В основу критериев легли показатели структурно-функциональной организации реконструированных с 
использованием ANDSystem генных сетей ГЦК, внешнего пути апоптоза и регуляторных путей взаимодействия «ви-
рус – внешний путь апоптоза» и «аберрантное метилирование генов – внешний путь апоптоза». Список наиболее 
приоритетных 100 генов-мишеней, ранжированных согласно рейтингу приоритизации, оказался статистически зна-
чимо ( p-value = 0.0002) обогащен известными фармакологическими мишенями, одобренными FDA, что указывает 
на корректность примененного метода приоритизации. Среди перспективных потенциальных фармакологических 
мишеней могут быть представлены шесть генов-кандидатов (JUN, IL10, STAT3, MYC, TLR4 и KHDRBS1), занимающих 
высокое положение в ранжированном списке согласно результатам приоритизации.
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Abstract. Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common severe type of liver cancer characterized by an extreme-
ly aggressive course and low survival rates. It is known that disruptions in the regulation of apoptosis activation 
are some of the key features inherent in most cancer cells, which determines the pharmacological induction of 
apoptosis as an important strategy for cancer therapy. The computer design of chemical compounds capable of 
specifically regulating the external signaling pathway of apoptosis induction represents a promising approach for 
creating new effective ways of therapy for liver cancer and other oncological diseases. However, at present, most of 
the studies are devoted to pharmacological effects on the internal (mitochondrial) apoptosis pathway. In contrast, 
the external pathway induced via cell death receptors remains out of focus. Aberrant gene methylation, along with 
hepatitis C virus (HCV) infection, are important risk factors for the development of hepatocellular carcinoma. The 
reconstruction of gene networks describing the molecular mechanisms of interaction of aberrantly methylated 
genes with key participants of the extrinsic apoptosis pathway and their regulation by HCV proteins can provide 
important information when searching for pharmacological targets. In the present study, 13 criteria were proposed 
for prioritizing potential pharmacological targets for developing anti-hepatocarcinoma drugs modulating the 
extrinsic apoptosis pathway. The criteria are based on indicators of the structural and functional organization of 
reconstructed gene networks of hepatocarcinoma, the extrinsic apoptosis pathway, and regulatory pathways of 
virus-extrinsic apoptosis pathway interaction and aberrant gene methylation-extrinsic apoptosis pathway interac-
tion using ANDSystem. The list of the top 100 gene targets ranked according to the prioritization rating was statisti-
cally significantly (p-value = 0.0002) enriched for known pharmacological targets approved by the FDA, indicating 
the correctness of the prioritization method. Among the promising potential pharmacological targets, six highly 
ranked genes (JUN, IL10, STAT3, MYC, TLR4, and KHDRBS1) are likely to deserve close attention.
Key words: gene networks; hepatocarcinoma; programmed cell death; apoptosis; methylation.
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Введение
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) является наиболее 
распространенной опухолевой патологией печени, охва-
тывающей более 90 % случаев среди всех злокачествен-
ных новообразований печени и внутрипеченочных желч-
ных протоков (Llovet et al., 2018). Она характеризуется 
крайне агрессивным течением и низкой выживаемостью. 
В отличие от большинства других видов рака, существуют 
некоторые зарегистрированные факторы риска возник-
новения ГЦК, такие как инфекции, вызванные вирусами 
гепатита С и B, алкоголь, жировая инфильтрация пече
ни, гепатит, аутоиммунные или хронические холестати
че ские заболевания (Forner et al., 2012). Исследования в 
области гепатоканцерогенеза показали важную роль ге-
нетических и эпигенетических механизмов, приводящих 
к образованию моноклональных популяций аберрантных 
и диспластических гепатоцитов, у которых наблюдаются 
эрозия теломер и повторная экспрессия теломераз, микро  
сателлитная нестабильность, а также необратимые струк-
турные изменения в генах и хромосомах (Balogh et al., 
2016). Фенотип злокачественных гепатоцитов может быть 
вызван нарушением ряда генов, которые функционируют 
в различных регуляторных путях, что вызывает разли-
чающиеся молекулярные варианты ГЦК (Thorgeirsson, 
Grisham, 2002). Данная особенность патологии делает 
ак туальными реконструкцию и анализ генных сетей, 
опи сывающих молекулярные механизмы заболевания.

В исследованиях, посвященных поиску терапевтиче-
ских средств для лечения рака, центральное место зани
мает проблема подавления клеточной пролиферации и 
индукции программируемой клеточной гибели. Апоптоз, 
один из известных механизмов программируемой клеточ-
ной гибели, подразделяют на внутренний и внешний, в 

зависимости от пути индукции сигнала. Сигнал апоптоза, 
индуцированный клеточными рецепторами смерти, на-
зывают внешним путем, а митохондриями – внутренним 
(Krammer et al., 2007). В обоих случаях сигнал апоптоза 
инициирует активацию каспаз, ключевых ферментов апо
птоза, что приводит к разрушению клетки, однако моле-
кулярные механизмы пути передачи сигнала являются 
совершенно разными. Представленные в литературе ис
следования сфокусированы на регуляции внутреннего 
пути апоптоза, в области которого наметился определен-
ный прогресс по поиску соединений, обладающих фар-
макологическим потенциалом для терапии ГЦК. Следует 
отметить, что фармакологическое воздействие на внешний 
путь апоптоза при ГЦК остается плохо изученным. Однако 
фармакологическая индукция этого пути может принести 
существенный, принципиально значимый прогресс для 
терапии рака. 

Индукция апоптоза контролируется рядом белковин-
гибиторов, включая cFLIP, который блокирует актива-
цию каспазы8, членов антиапоптотического семейства 
BCl 2, ингибирующих высвобождение цитохрома C из 
мито хондрий, а также белков XIAP, которые блокируют 
акти вацию каспазы3, 7 и 9. Во внешнем пути апоптоза 
DISC, состоящий из белков РС, FADD, прокаспазы8, 10 
и cFLIP, служит центральной платформой для активации 
прокаспазы8 (Lavrik, Krammer, 2012). cFLIP может 
функционировать в составе комплекса DISC как про, 
так и антиапоптотически. Предполагается, что проапоп-
тотическая функция cFLIP опосредуется образованием 
гетеродимеров прокаспазы8/cFLIP. Ранее в совместных 
исследованиях, проводимых ИЦиГ СО РАН и Универси-
тетом Магдебурга, нами впервые в мире был разработан 
первый в своем классе химический зонд (малое химиче-
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ское соединение), способный специфически связываться 
с cFLIP в гетеродимерном комплексе каспаза8/cFLIP 
(Hillert et al., 2020). Данная малая молекула была получена 
путем компьютерного дизайна и обладала биологической 
активностью – способностью увеличивать активность 
каспазы8 (Hillert et al., 2020).

Вирус гепатита С (ВГС) активно изучается в научной 
литературе как значимый фактор риска ГЦК (Axley et al., 
2018). Роль ВГС показана в регуляции апоптоза, а также в 
аберрантном метилировании генов, которое тесно связано 
с ГЦК (Zheng et al., 2019; Lee, Ou, 2022).

Генные сети широко применяются для описания моле-
кулярногенетических механизмов различных процессов. 
Ранее нами была разработана программноинформаци-
онная система ANDSystem (Ivanisenko V.A. et al., 2015, 
2019; Ivanisenko T.V. et al., 2020, 2022), предназначенная 
для реконструкции и анализа ассоциативных генных 
сетей, на основе автоматической экстракции знаний из 
научных публикаций и фактографических баз данных. 
С помощью реконструкции генных сетей, выполненных 
с использованием ANDSystem, были проведены такие 
исследования, как анализ взаимодействий белков вируса 
гепатита C с протеомом человека (Saik et al., 2016), связь 
ВГС с абер рант ным метилированием при ГЦК (Antropo
va et al., 2022), интерпретация результатов метаболомно
го анализа пациентов SARSCov2 (Ivanisenko V.A. et al., 
2022), задачи приоритизации геновкандидатов, ассоции
рованных с лимфедемой, большим депрессивным рас-
стройством (Yankina et al., 2018; Saik et al., 2019), поиск 
новых потенциальных мишеней для действия лекарств 
(Saik et al., 2018a, b) и др.

На основе реконструкции и анализа генных сетей ГЦК 
и внешнего пути апоптоза, а также регуляторных путей, 
связывающих белки ВГС с аберрантно метилированными 
генами при ГЦК и ключевыми участниками внешнего 
пути апоптоза, были предложены критерии приоритиза-
ции потенциальных фармакологических мишеней против 
ГЦК. Анализ обогащенности 100 первых геновмишеней, 
упорядоченных по результатам приоритизации, показал 
значимое содержание ( pvalue = 0.0002) в списке генов 
фармакологических мишеней, одобренных FDA, что сви-
детельствует об эффективности предложенных критериев 
приоритизации. Мы предполагаем, что механизмом дей-
ствия лекарств, нацеленных на данные мишени, является 
модуляция внешнего пути апоптоза с учетом аберрантного 
метилирования генов, что может быть использовано при 
создании лекарств нового класса для терапии ГЦК. В ка
честве перспективных потенциальных фармакологиче-
ских мишеней, входящих в первые тридцать по рейтингу, 
можно выделить следующие геныкандидаты: JUN, IL10, 
STAT3, MYC, TLR4 и KHDRBS1.

Материалы и методы
Программно-информационная система ANDSystem. 
Реконструкция генных сетей проводилась с использова-
нием программноинформационной системы ANDSystem, 
которая осуществляет автоматическое извлечение знаний 
из текстов научных публикаций и фактографических баз 
данных с помощью методов искусственного интеллекта 
(Ivanisenko V.A. et al., 2019). Система ANDSystem включа-

ет в себя базу знаний, содержащую более 40 млн фактов о 
молекулярногенетических взаимодействиях, в том числе 
физические межмолекулярные взаимодействия, регуля-
цию экспрессии генов, регуляцию активности, стабиль-
ности и транспорта белков. Работа над реконструкцией и 
анализом генных сетей в ANDSystem выполняется с по
мощью программы ANDVisio. Для реконструкции регу  
ляторных путей использовалась функция Pathway Wi zard, 
реализованная в ANDVisio, которая по заданному шабло-
ну осуществляет поисковые обращения к базе знаний. 
Схематическое описание шаблонов, использованных для 
реконструкции регуляторных путей, приведено в При-
ложениях 1–41. 

Данные, специфические для пациентов и тканей, 
по экспрессии генов и метилированию ДНК. При ре
кон струкции генных сетей применялись пациентспеци
фические и тканеспецифические данные по экспрессии 
генов и метилированию ДНК. С использованием данных 
по тканеспецифической экспрессии генов осуществля-
лась фильтрация генных сетей встроенными методами 
ANDSystem. Информация по тканеспецифической экс-
прессии генов была представлена в системе ANDSystem. 
Сведения о дифференциальной экспрессии генов взяты 
из базы GEO (Barrett et al., 2013; https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/). Были выбраны эксперименты, для которых 
имелись результаты исследования проб ткани гепатокар-
циномы, полученных от пациентов с этим заболеванием. 
Значения статистической значимости дифференциальной 
экспрессии генов и дифференциального метилирования в 
образцах опухолевых тканей гепатокарциномы по срав-
нению с контрольными образцами были рассчитаны в 
пакете программ GEO2R (Barrett et al., 2013; https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). Параметры расчетов были 
выбраны по умолчанию.

FDA одобренные фармакологические мишени. Дан-
ные по фармакологическим мишеням, одобренным FDA, 
извлекались из ресурса Human protein atlas (Uhlén et al., 
2015; https://www.proteinatlas.org/).

Метод приоритизации потенциальных фармаколо-
гических мишеней. Для приоритизации геновкандида-
тов фармакологических мишеней применяли критерии, 
представленные в табл. 1. Результирующий вес гена оце
нивался как сумма весов всех критериев.

Результаты и обсуждение
Для приоритизации потенциальных фармакологических 
мишеней применяли 13 критериев, учитывающих раз-
личные характеристики структурнофункциональной ор-
ганизации генных сетей рака печени и программируе мой 
клеточной гибели, в том числе данные, специфические для  
пациентов и тканей, по метилированию ДНК. В каждом 
критерии был введен количественный показатель веса. 
В качестве результирующей характеристики рассчитыва-
ли суммарный показатель по всем 13 критериям. Чтобы 
ранжировать гены по степени приоритетности, их упоря
дочивали в списке от больших значений суммарного по-
казателя к меньшим. Таким образом, гены, обладающие 
более высоким приоритетом в качестве кандидатов фар-
1 Приложения 1–7 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx25.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx25.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx25.pdf
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Таблица 1. Критерии, разработанные для приоритизации генов-кандидатов фармакологических мишеней

№ 
п/п 

Название критерия Значение Характеристика

   1 Представленность гена в генной сети ГЦК score1 = 2 Ген или кодируемый им белок представлен в генной сети

score1 = 0 Ген или кодируемый им белок не представлен в генной сети

   2 Представленность гена в генной сети внешнего 
апоптоза

score2 = 2 Ген или кодируемый им белок представлен в генной сети

score2 = 0 Ген или кодируемый им белок не представлен в генной сети

   3 Показатель аберрантного метилирования score3 = 3 Ген гипометилирован при ГЦК (есть данные по повышенной 
экспрессии)

score3 = –5 Ген гиперметилирован (есть данные по сниженной  
экспрессии)

   4 Показатель центральности гена в регуляторных 
путях, описывающих регуляцию ключевых генов 
внешнего пути апоптоза (CFLAR, CASP8 и FADD) 
генами из генной сети ГЦК (см. Приложение 1)

score4 = 
1+ln(Q1)

Ген представлен в регуляторной генной сети. Q1 – коли-
чество связей гена с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score4 = 0 Ген не представлен в регуляторной генной сети

   5 Показатель центральности белка в регулятор-
ных путях, описывающих регуляцию ключевых 
генов внешнего пути апоптоза (CFLAR, CASP8 
и FADD) генами из генной сети ГЦК  
(см. Приложение 1)

score5 = 
1+ln(Q2)

Белок представлен в регуляторной генной сети. Q2 – коли-
чество связей белка с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score5 = 0 Белок не представлен в регуляторной генной сети

   6 Показатель центральности гена в регуляторных 
путях, описывающих регуляцию ключевых генов 
внешнего пути апоптоза (CFLAR, CASP8 и FADD) 
белками ВГС (см. Приложение 2)

score6 = 
2+ln(Q3)

Ген представлен в регуляторной генной сети. Q3 – коли-
чество связей гена с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score6 = 0 Ген не представлен в регуляторной генной сети

   7 Показатель центральности белка в регулятор-
ных путях, описывающих регуляцию ключевых 
генов внешнего пути апоптоза (CFLAR, CASP8 
и FADD) белками ВГС (см. Приложение 2)

score7 = 
2+ln(Q4)

Белок представлен в регуляторной генной сети. Q4 – коли-
чество связей белка с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score7 = 0 Белок не представлен в регуляторной генной сети

   8 Показатель центральности гена в регуляторных 
путях (см. Приложение 3), описывающих регуля-
цию гиперметилированных генов белками ВГС

score8 = ln(Q5) Ген представлен в регуляторной генной сети. Q5 – коли-
чество связей гена с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score8 = 0 Ген не представлен в регуляторной генной сети

   9 Показатель центральности белка в регулятор-
ных путях (см. Приложение 3), описывающих 
регуляцию гиперметилированных генов  
белками ВГС

score9 = ln(Q6) Белок представлен в регуляторной генной сети. Q6 – коли-
чество связей белка с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score9 = 0 Белок не представлен в регуляторной генной сети

10 Показатель центральности гена в регуляторных 
путях (см. Приложение 3), описывающих регуля-
цию гипометилированных генов белками ВГС

score10 = 
1+ln(Q7)

Ген представлен в регуляторной генной сети. Q7 – коли-
чество связей гена с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score10 = 0 Ген не представлен в регуляторной генной сети

11 Показатель центральности белка в регулятор-
ных путях (см. Приложение 3), описывающих 
регуляцию гипометилированных генов  
белками ВГС

score11 = 
1+ln(Q8)

Белок представлен в генной сети. Q8 – количество связей 
белка с другими объектами сети (показатель центральности 
по степени)

score11 = 0 Белок не представлен в генной сети

12 Показатель центральности гена в регуляторных 
путях, описывающих регуляцию ключевых генов 
внешнего пути апоптоза (CFLAR, CASP8 и FADD) 
аберрантно метилированными генами  
(см. Приложение 4)

score12 = 
2+ln(Q9)

Ген представлен в регуляторной генной сети. Q9 – коли-
чество связей гена с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score12 = 0 Ген не представлен в регуляторной генной сети

13 Показатель центральности белка в регулятор-
ных путях, описывающих регуляцию ключевых 
генов внешнего пути апоптоза (CFLAR, CASP8 
и FADD) аберрантно метилированными генами 
(см. Приложение 4)

score13 = 
2+ln(Q10)

Белок представлен в регуляторной генной сети. Q10 – коли-
чество связей белка с другими объектами сети (показатель 
центральности по степени)

score13 = 0 Белок не представлен в регуляторной генной сети
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макологических мишеней, находились в верхней части 
списка (имели меньший ранг). 

При расчете показателей веса генов по критериям прио
ритизации осуществляли реконструкцию генных сетей 
ГЦК и внешнего пути апоптоза, как описано ниже. 

Реконструкция генной сети гепатокарциномы человека
В результате автоматизированного поиска генов, связан
ных с ГЦК по типу связи association, проводимого с по-
мощью новой версии ANDSystem (Ivanisenko V.A. et al., 
2019), найдено более 5100 генов. Далее  встроенными ме
тодами ANDSystem была выполнена фильтрация генов по 
тканеспецифичности: оставлены только те гены, которые 
экспрессируются в печени, – 4905 генов. Затем исполь-
зовался список из 1211 дифференциально экспрессируе
мых генов (ДЭГ), взятых на основе анализа RNAseq в 
работе (Huang et al., 2011). Данные были получены из 
тканей десяти пациентов с HBVассоциированной ГЦК. 
В качестве контроля использовали здоровые ткани этих 
же пациентов.

После этого шага с помощью встроенных функций 
ANDVisio было проведено пересечение генной сети, ре
конструированной с помощью ANDSystem, и списка диф-
ференциально экспрессирующихся генов. В  результате пе  
ресечения в генной сети осталось 584 гена, которые были 
найдены методами ANDSystem по материалам опубли-
кованных работ и баз данных как связанные с гепатокар-
циномой и одновременно присутствуют в списке диффе-
ренциально экспрессирующихся генов гепатокарциномы 
человека, полученных из данных RNA в (Huang et al., 
2011). Далее был осуществлен поиск белков, которые 
экс прессируются с этих генов, а также метаболитов, свя
занных с этими белками прямыми взаимодействиями 
(связь по типу «катализ»), и реконструирована сеть взаи-
модействий между всеми объектами генной сети (генами, 
белками и метаболитами). В генной сети на этом этапе 
содержалось 584 гена, 580 белков, 1061 метаболит и более 
16 000 взаимодействий между ними.

На втором этапе генная сеть была расширена данными 
по пациент и тканеспецифическому метилированию ДНК 
(Приложение 5). Они включали 67 генов, метилирование 
которых было дифференциально изменено (гипер или ги-
пометилированные гены) в опухолях пациентов по срав
нению с контрольными пробами. После добавления в 
генную сеть аберрантно метилированных генов и их бел  
ковых продуктов, а также расширения генной сети метабо-
литами, взаимодействующими с ними, в итоговой генной 
сети содержалось 627 генов, 624 белка, 1105 метаболитов, 
17 387 взаимодействий.

Реконструкция генной сети внешнего пути апоптоза
Проведена реконструкция генной сети внешнего пути 
апоптоза с учетом данных GeneOntology и ANDSystem 
(Приложение 6). На первом шаге был сформирован спи-
сок генов, участников внешнего сигнального пути апо
птоза, с помощью запроса к базе данных GeneOntology. 
Для выполнения запроса использовались следующие 
ключе вые слова: GO термин “extrinsic apoptotic signaling 
pathway” (внешний сигнальный путь апоптоза), организм 
“human” (человек). На основе этого запроса получен 

список из 259 генов. Далее список был загружен в про-
грамму ANDVisio для построения генной сети с помощью 
ANDSystem. С использованием ANDSystem генная сеть 
была расширена белками, экспрессируемыми с введенных 
генов, а также метаболитами, связанными с этими генами. 
В итоге генная сеть внешнего пути апоптоза содержала 
259 генов, 260 белков и 513 метаболитов. 

Результаты приоритизации генов
Всего проанализировано 1345 генов, включая участников 
генных сетей ГЦК и внешнего пути апоптоза, а также 
регуляторных путей. Результаты применения критериев 
приоритизации для первых 30 наиболее приоритетных 
генов представлены в табл. 2. Из 1345 генов 137 оказа-
лись мишенями FDA подтвержденных лекарств. В список 
100 наиболее приоритетных попали 19 генов, являющихся 
мишенями FDA подтвержденных лекарств. Подробная 
информация по результатам приоритизации, содержащая 
количественные значения каждого из критериев, для 
100 наиболее приоритетных генов приведена в Прило-
жении 7. Из этих 19 геновмишеней 17 характеризуются 
как связанные с раком (cancerrelated genes). Согласно 
гипергеометрическому распределению, при случайном 
выборе 19 генов из 137 вероятность события, при котором 
17 генов и более среди 19 выбранных окажутся ассоции
рованными с раком, равна p = 0.0002. Данный анализ 
характеризует тот факт, что 100 наиболее приоритетных 
генов в таблице потенциальных мишеней статистически 
значимо связаны с раком (уровень значимости p = 0.0002).

Расчет показателей критериев приоритизации, ос-
нованных на реконструкции регуляторных путей (кри-
терии 4–13), проводился автоматически средствами 
ANDSys tem с помощью шаблонов, приведенных в При-
ложениях 1–4. Реконструкция и анализ регуляторных 
путей гиперметированных генов вирусными белками ге
патита С, результаты которых использовались в критериях 
приоритизации 8–11, были описаны нами ранее (An tro
pova et al., 2022).

Первое место в таблице рангов занимает ген JUN (см. 
табл. 2). Он относится к группе геновлекарственных 
мишеней, одобренных FDA, а также связанных с раком 
(cancerrelated genes). В литературе приведены много-
численные данные по его роли в различных видах рака. 
Так, было показано, что JUN влияет на развитие рака 
кишечника (Nateri et al., 2005), активированный JUN пре-
имущественно экспрессируется на инвазивном фронте 
рака молочной железы и связан с пролиферацией и ангио
генезом (Vleugel et al., 2006).

Согласно нашим результатам, этот ген может быть за
действован в регуляции внешнего пути апоптоза. Рекон-
струированная нами регуляторная сеть, описывающая 
молекулярные пути, посредством которых JUN может 
осуществлять регуляцию маркеров внешнего пути апоп-
тоза CFLAR, CASP8 и FADD, представлена на рис. 1. 
Регуляторная сеть основана на различных выводах экс-
периментальных работ. Так, например, было показано, что 
экспрессия FASLG зависит от JUN – облучение повышало 
экспрессию FASLG в клетках ГЦК посредством активации 
сигнального пути JNK/cJun (Dong et al., 2016). Ген FASLG 
кодирует белок TNFL6 – цитокин, который связывается 



Приоритизация потенциальных мишеней  
для создания лекарств против гепатокарциномы

П.С. Деменков, Е.А. Антропова, А.В. Адамовская … 
А.С. Вензель, И.Н. Лаврик, В.А. Иванисенко

2023
27 • 7

789СИСТЕМНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / SYSTEMS COMPUTATIONAL BIOLOGY

Таблица 2. Наиболее значимые 30 генов по уровню приоритета

Ранг Ген Полное название гена Наличие одобренных 
FDA* средств

Суммарный вес

   1 JUN Proto-oncogene c-Jun CR** 37.4

   2 IL10 Interleukin-10 – 30.9

   3 STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 – 30.1

   4 CASP8 Caspase-8 – 29.4

   5 TP53 Cellular tumor antigen p53 – 28.7

   6 CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator – 28.3

   7 MYC Myc proto-oncogene protein – 23.7

   8 NFKB1 Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit CR 23.2

   9 FADD FAS-associated death domain protein – 23.0

10 IL33 Interleukin-33 – 23.0

11 ELAVL1 ELAV-like protein 1 – 22.9

12 FASLG Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6 – 22.8

13 TERT Telomerase reverse transcriptase – 22.5

14 TLR4 Toll-like receptor 4 AR*** 22.4

15 BECN1 Beclin-1 – 22.3

16 CLDN1 Claudin-1 – 22.3

17 PARP1 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 CR 22.3

18 TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A CR 21.8

19 CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 – 21.6

20 SP1 Transcription factor Sp1 – 21.1

21 KHDRBS1 KH domain-containing, RNA-binding,  
signal transduction-associated protein 1

– 20.6

22 MCL1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein – 20.6

23 CLDN7 Claudin-7 – 20.3

24 CTSD Cathepsin D – 20.0

25 FASN Fatty acid synthase CR 19.1

26 MYCN N-myc proto-oncogene protein – 18.7

27 DDIT3 DNA damage-inducible transcript 3 protein – 18.4

28 TNFAIP3 Tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 – 18.1

29 STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1 – 17.6

30 NLRP3 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 – 17.6

* FDA – Food and Drug Administration, Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов, агентство Министерства 
здравоохранения и социальных служб США; ** CR – гены, связанные с раком (cancer-related genes); *** AR – гены, связанные с заболеванием «возрастная 
дегенерация желтого пятна» (age-related macular degeneration).

с рецептором TNFRSF6/FAS, передающим сигнал апо
птоза в клетки. В другом исследовании (Liu Z. et al., 2019) 
делеция FASLG ингибировала экспрессию CASP8, что 
демонстрирует еще один возможный путь влияния JUN 
на апоптоз (посредством CASP8).

Особый интерес представляют также одобренные ор-
ганизацией FDA фармакологические мишени, которые 
не связаны с раком, но могут быть связаны с апоптозом. 
В частности, в нашей таблице среди таких генов оказался 
TLR4, занимающий 14ю позицию по рангу. По данным 
FDA, ген TLR4 ассоциирован с заболеванием «возраст
ная дегенерация желтого пятна». Нарушение апоптоза 

яв ляется важным патологическим фактором при этом за
болевании (Yi et al., 2012).

Регуляторная сеть, описывающая молекулярные пути, 
посредством которых TLR4 может осуществлять регуля-
цию CFLAR, CASP8 и FADD, приведена на рис. 2. Можно, 
например, увидеть регуляторное воздействие от TLR4 к 
TNFAIP3. Она реконструирована на основе опубликован-
ного исследования, где показано, что TLR4 активирует 
сигнальный путь, приводящий к активации транскрип-
ционного фактора NFκB. NFκB, в свою очередь, инду-
цирует экспрессию TNFAIP3, что продемонстрировано 
на эндотелиальных клетках (Soni et al., 2018). TNFAIP3 
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повышает уровень расщепленной каспазы8, что доказа-
но с помощью нокдауна, в то время как сверхэкспрессия 
TNFAIP3 влияла противоположным образом (Liu K. et al., 
2018). Аналогично TLR4 через NFκB может усиливать 
экспрессию Beclin-1 (Copetti et al., 2009), который вызы-
вает расщепление каспазы8, что приводит к аутофагии 
и апоптозу (Song et al., 2014).

Вторую строчку в таблице рангов занимает ген IL10. 
Его можно отнести к группе генов, которые не входят в 
список одобренных FDA фармакологических мишеней, но 
механизмы их влияния на развитие ГЦК широко обсуж-
даются в литературе. В 2020 г. в работе (Qian et al., 2020) 
сделано предположение, что комбинация ингибиторов 

IL10 и PDL1 может стать основой эффективного лечения. 
Регуляторная сеть, описывающая молекулярные пути, по-
средством которых IL10 может осуществлять регуляцию 
CFLAR, CASP8 и FADD, представлена на рис. 3.

Еще одна группа – гены, для которых в FDA нет указа-
ния на одобренные средства, однако механизм действия 
ряда широко используемых лекарственных препаратов 
затрагивает эти гены или кодируемые ими белки. К этой 
группе можно отнести гены STAT3 и MYC, занимающие 
3е и 7е положение в таблице рангов. Достаточно боль-
шое количество публикаций демонстрирует, что STAT3 
играет ключевую роль в инициации, прогрессировании, 
иммуносупрессии и метастазировании ГЦК. Отдельные 
лекарственные препараты влияют на функционирование 
STAT3. Например, F.M. Gu с коллегами показали, что 
ингибирование роста и метастазирования ГЦК противо-
опухолевым средством направленного действия «сора-
фениб» опосредовано блокированием STAT3 (Gu et al., 
2011). Также известно, что сорафениб индуцирует апоптоз 
(Xie et al., 2012). L. Wu с соавторами, изучив механизм 
действия кверцетина (природный флавоноид, входит в со
став некоторых биологически активных добавок и пре-
паратов), показали, что он ингибирует прогрессирование 
ГЦК, влияя на апоптоз, миграцию, инвазию, аутофагию, 
через сигнальный путь JAK2/STAT3 (по крайней мере 
частично) (Wu et al., 2019). Механизм действия другого 
противоопухолевого лекарства – траметиниба (trametinib), 
применяемого для лечения меланомы, основан на инги-
бировании белка MEK, входящего в сигнальный каскад. 
Ингибирование MEK приводит к снижению уровня белка 
MYC, способствующего выживанию клеток, а также к по-
вышению уровня проапоптозного белка BIM, что, в свою 
очередь, подавляет рост ГЦК (Zhou et al., 2019).

Рис. 1. Реконструированная с помощью ANDSystem сеть взаимодействий, посредством которых JUN может осуществлять 
регуляцию ключевых белков апоптоза – CFLAR, CASP8 и FADD.
Шарики обозначают белки, спирали обозначают гены. Черные линии – физическое взаимодействие, бирюзовые стрелки – экс-
прессия, розовые – регуляция экспрессии, синие – регуляция транспорта, желтые стрелки – регуляция активности.

Рис. 2. Реконструированная с помощью ANDSystem сеть взаимодей-
ствий, посредством которых TLR4 может осуществлять регуляцию 
ключевых белков апоптоза – CFLAR, CASP8 и FADD.
Шарики обозначают белки, спирали обозначают гены. Бирюзовые стрел-
ки – экспрессия, фиолетовые – регуляция, розовые стрелки – регуляция 
экспрессии.
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На 4й и 6й позициях в таблице рангов находятся не-
посредственно маркеры внешнего пути апоптоза CASP8 
и CFLAR. Между ними на 5й позиции расположился ген 
TP53, важность которого для апоптоза хорошо известна. 
Таким образом, можно сделать вывод, что среди найден-
ных нами потенциальных фармакологических мишеней на 
верхних строках результатов приоритизации (см. табл. 2) 
находятся гены, которые действительно являются мише-
нями лекарств – либо одобренных FDA, либо препаратов, 
нацеленных на другие мишени, но затрагивающих в ме
ханизмах своего действия эти гены и кодируемые ими 
бел ки, а также гены, которые еще только обсуждаются 
как перспективные мишени.

Особый интерес в качестве фармакологических ми-
шеней могут представлять гены, которые к настоящему 
времени мало изучены по отношению к механизмам раз
ви тия ГЦК. Такие гены могут быть принципиально но вы
ми фармакологическими мишенями. В частности, в числе 
таких генов, попавших в список 100 наиболее приори-
тетных, может быть рассмотрен KHDRBS1, занимающий 
21ю позицию в таблице рангов (см. табл. 2). Регуляторная 
сеть, описывающая молекулярные пути, посредством ко-
торых KHDRBS1 может осуществлять регуляцию CFLAR, 
CASP8 и FADD, представлена на рис. 4.

Заключение
Проведена компьютерная реконструкция генных сетей 
гепатокарциномы и программируемой клеточной гибели 
(внешнего пути апоптоза), учитывающих данные, специ
фические для пациентов и тканей, по метилированию 
ДНК, выполненная с применением программноинформа-
ционной системы ANDSystem. На основе разработанных 

13 критериев, учитывающих особенности структурно
функциональной организации реконструированных ген-
ных сетей, осуществлена приоритизация потенциальных 
фармакологических мишеней. Наибольший интерес в 
качестве потенциальных фармакологических мишеней 
могут представлять шесть геновкандидатов (JUN, IL10, 
STAT3, MYC, TLR4 и KHDRBS1), занимающих высокое 
положение в ранжированном списке согласно результатам 
приоритизации.

Рис.  3.  Реконструированная с помощью ANDSystem сеть взаимодействий, посредством которых IL10 может 
влиять на CFLAR, CASP8 и FADD.
Шарики обозначают белки, спирали обозначают гены. Черные линии – физическое взаимодействие, бирюзовые стрел-
ки – экспрессия, фиолетовые – регуляция, розовые – регуляция экспрессии, желтые стрелки – регуляция активности.

Рис. 4. Реконструированная с помощью ANDSystem сеть взаимодей-
ствий, посредством которых KHDRBS1 может осуществлять регуля-
цию ключевых белков апоптоза – CFLAR, CASP8 и FADD.
Шарики обозначают белки, спирали обозначают гены. Черные линии  – 
физическое взаимодействие, бирюзовые стрелки – экспрессия, розовые 
стрелки – регуляция экспрессии.
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Аннотация. Животные модели, используемые в биомедицинских исследованиях, в настоящее время охватывают 
практически весь известный спектр заболеваний человека. База знаний RatDEGdb по дифференциально экспрес-
сирующимся генам (ДЭГ) крысы как модельного объекта в биомедицинских исследованиях представляет собой 
коллекцию опубликованных данных по экспрессии генов у крыс разных линий, предназначенных для изучения 
артериальной гипертонии, болезней пожилого возраста, психопатологических состояний и других заболеваний 
человека. Текущий выпуск RatDEGdb содержит 25 101 ДЭГ, представляющих 14 320 уникальных генов крысы, ко-
торые изменяют уровень транскрипции в 21 ткани 10 генетических линий крысы в качестве моделей 11 забо-
леваний человека согласно 45 оригинальным научным статьям. Новшество RatDEGdb по сравнению с другими 
биомедицинскими базами данных заключается в курируемой аннотации отклонений ДЭГ крысы как модельного 
объекта с использованием независимых клинических данных об однонаправленных изменениях экспрессии го-
мологичных генов, выявленных у людей при различных патологиях. Собранные ДЭГ крыс были аннотированы 
однонаправленными изменениями экспрессии гомологичных им генов человека у больных людей относитель-
но здоровых. К настоящему времени выпуск RatDEGdb содержит 94 873 такие аннотации для 321 гена человека 
при 836 заболеваниях согласно 959 оригинальным научным статьям, найденным в текущем выпуске базы дан-
ных PubMed. Представленная база знаний может быть интересна в первую очередь специалистам по генетике 
человека, молекулярным биологам, клиницистам и генетическим консультантам, а также специалистам в обла-
сти биофармацевтики, биоинформатики и персонализированной геномики. RatDEGdb является общедоступной  
(https://www.sysbio.ru/RatDEGdb).
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Abstract. The animal models used in biomedical research cover virtually every human disease. RatDEGdb, a knowledge 
base of the differentially expressed genes (DEGs) of the rat as a model object in biomedical research is a collection of 
published data on gene expression in rat strains simulating arterial hypertension, age-related diseases, psychopatho-
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logical conditions and other human afflictions. The current release contains information on 25,101 DEGs representing 
14,320 unique rat genes that change transcription levels in 21 tissues of 10 genetic rat strains used as models of 11 hu-
man diseases based on 45 original scientific papers. RatDEGdb is novel in that, unlike any other biomedical database, 
it offers the manually curated annotations of DEGs in model rats with the use of independent clinical data on equal 
changes in the expression of homologous genes revealed in people with pathologies. The rat DEGs put in RatDEGdb 
were annotated with equal changes in the expression of their human homologs in affected people. In its current release, 
RatDEGdb contains 94,873 such annotations for 321 human genes in 836 diseases based on 959 original scientific pa-
pers found in the current PubMed. RatDEGdb may be interesting first of all to human geneticists, molecular biologists, 
clinical physicians, genetic advisors as well as experts in biopharmaceutics, bioinformatics and personalized genomics. 
RatDEGdb is publicly available at https://www.sysbio.ru/RatDEGdb.
Key words: knowledge base; DEG; Rattus norvegicus; animal models of human diseases; neurodegeneration; Alzheimer’s 
disease; hypertension; premature aging; psychopathological states; catatonic syndrome; epilepsy; aggression; RNA-seq; 
PCR; microarrays.
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Введение
Животные модели, необходимые для понимания физио-
логических, генетических и эпигенетических механизмов, 
регулирующих эволюционно закрепленные фенотипиче-
ские признаки организма, должны максимально повторять 
симптомы изучаемой патологии и соответствовать стро-
гим критериям (Gryksa et al., 2023). Чаще всего в этих ис
следованиях используют крыс и мышей, лабораторные ли 
 нии которых насчитывают на сегодняшний день десятки 
тысяч (Гайдай Е.А., Гайдай Д.С., 2019). 

Первая инбредная линия крыс была создана Кингом в 
1906 г. (Филадельфия, Институт Вистар), почти одновре-
менно с разведением мышей. Несмотря на это, мышь стала 
доминирующей моделью для исследований в области ге-
нетики млекопитающих, а крыса – в области физиологии 
и биомедицины. У лабораторных крыс есть определенные 
преимущества по сравнению с мышами: крысы крупнее, 
поэтому у них больше ткани для проведения различных 
анализов. Большие органы упрощают хирургические про-
цедуры и диссекцию небольших анатомических структур. 

Благодаря своей неприхотливости и низким затратам 
при содержании, крысы (Rattus norvegicus) стали удобным 
объектом в многочисленных биомедицинских исследова-
ниях (Carter et al., 2020; Modlinska, Pisula, 2020). Крысы 
рекомендованы к использованию в качестве модельных 
животных для изучения старения, гипертонии, каталепсии 
и др. (Carter et al., 2020; MartínCarro et al., 2023). 

Существуют общепризнанные различия между дики ми 
и лабораторными крысами. Так, лабораторные крысы име-
ют меньшие надпочечники и препуциальные железы, их 
отличают более ранняя половая зрелость, отсутствие се
зонности репродуктивного цикла и более высокая плодо-
витость, чем у диких собратьев. Кроме того, геномы крысы 
и человека совпадают на 90 % (Gibbs et al., 2004). Поэтому 
были созданы соответствующие генетические линии ла-
бораторных крыс, у которых проявляется моделируемая 
патология: например, крысы линии Zucker – классическая 
модель для исследования ожирения, гипертонии, сахарно-
го диабета II типа и нарушений функции сердца (Schmidt, 
2002), крысы линии Kawasaki имеют пониженный уровень 
рилина, который ассоциирован с шизофренией и аутиз-

мом (Aikawa et al., 1988), крысы Brattleboro – модельный 
объект для исследования несахарного гипоталамическо-
го диабета (Ideno et al., 2003). Всего существует около 
1000 инбредных линий лабораторных крыс, полученных 
путем генетической селекции, которые «фиксируют» 
ал лели естественных болезней (Greenhouse et al., 1990), 
та ких как психические расстройства (Taylor et al., 2002), 
депрессия (Bay et al., 2020), хроническая почечная недо-
статочность (Zhang H.F. et al., 2019). Линии Wistar и Spra  
gueDawley – наиболее широко используемые лабора
торные крысы в мире (Sengupta, 2013). На текущий мо-
мент база данных PubMed (Lu, 2011) содержит рефераты 
19 555 оригинальных научных статей, соответствующих 
набору ключевых слов “rats biomedical model” в качестве 
свидетельства актуальности этой тематики.

Следуя этому магистральному пути биомедицины, в 
Ин ституте цитологии и генетики Сибирского отделения 
РАН (ИЦиГ СО РАН) были созданы несколько линий крыс, 
моделирующих человеческие заболевания. Так, кры сы 
линии НИСАГ (ISIAH) характеризуются повышенным ар-
териальным давлением и используются для исследований 
причин возникновения и способов лечения гипертониче-
ской болезни у людей (Markel, 1992; Markel et al., 1999; 
Fedoseeva et al., 2016a, 2019; Klimov et al., 2016; Ryazano
va et al., 2016), крысы линии OXYS представляют собой 
уникальную селекционную модель преждевременного ста 
 рения и связанных с ним заболеваний (Kozhevnikova et 
al., 2013; Kolosova et al., 2014; Perepechaeva et al., 2014; 
Stefanova et al., 2018, 2019; Stefanova, Kolosova, 2023), 
крысы линии МД (аббревиатура от «маятниковые дви-
жения») отличаются стереотипиями и аудиогенной эпи-
лепсией, и, наконец, крысы линии ГК (аббревиатура от 
«генетическая кататония») выделяются кататоническим 
синдромом, который встречается при различных психиче-
ских заболеваниях человека, в том числе при шизофрении 
(Barykina et al., 1983; Kolpakov et al., 2004; Рязанова и др., 
2017; Ryazanova et al., 2023).

У крыс как модельных животных были изучены из-
менения экспрессии генов, связанных с исследуемым за-
болеванием, с использованием полуколичественной ПЦР 
в реальном времени отдельных ключевых генов или про-
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филирования транскриптомов методами секвенирования 
нового поколения либо с помощью микрочипов. В резуль-
тате было накоплено значительное количество данных о 
дифференциально экспрессирующихся генах (ДЭГ), ко
торые статистически достоверно связаны с заболевания
ми, и стало возможным осуществить сбор, сравнительный 
анализ и систематизацию результатов таких и подобных 
экспериментов с использованием биоинформатических 
технологий для организации баз данных и знаний.

Целью нашей работы была разработка базы знаний по 
ДЭГ крыс различных линий, созданных, прежде всего, в 
ИЦиГ СО РАН, а также в ряде других отечественных и 
зарубежных научных учреждений. База является свобод-
но доступной по вебадресу (URL=https://www.sysbio.ru/
RatDEGdb).

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Мы провели экспери-
менты in vivo на 12 взрослых самцах серой крысы (Rattus 
norvegicus) из двух аутбредных линий (более 90 поколе
ний генетической селекции), прошедших отбор в двух на
правлениях (Belyaev, Borodin, 1982): на повышение и на 
снижение агрессивной поведенческой реакции на чело
ве ка (агрессивная и ручная линии соответственно). Жи
вотных содержали в стандартных условиях вивария кон
вен циональных животных ИЦиГ СО РАН (Новосибирск, 
Россия) в клетках (50 × 33 × 20 см) группами по четыре 
самца, при регулируемом (12/12) освещении и свободном 
доступе к воде и полнорационному корму.

В эксперимент были взяты особи в возрасте двух ме-
сяцев весом 250–270 г, все животные были из разных не-
родственных пометов. В течение первых 4 ч световой фазы 
суточного цикла «свет–темнота» с каждой крысой провели 
тест «на перчатку» для оценки ее поведенческой реакции 
на человеческую руку в толстой защитной перчатке, после 
чего животные были оценены по шкале от «–4» до «+4» 
диапазона от максимально агрессивного до максималь
но ручного поведения согласно работе (Plyusnina, Oskina, 
1997). После завершения этого теста крыс возвращали в 
домашние клетки в стандартные условия содержания на 
1 неделю, снижая тем самым возможные эффекты теста 
на перчатку на экспрессию генов, вплоть до эвтаназии и 
препарирования образцов гипоталамуса согласно атласу 
(Paxinos, Watson, 2013). Образцы помещали в жидкий азот 
для транспортировки и дальнейшего хранения при –70 °С 
до их использования. Протокол экспериментальных ра бот 
одобрен Комиссией по биоэтике при ИЦиГ СО РАН (За-
ключение № 97 от 28.10.2021).

Измерение методом полуколичественной ПЦР уров
ней мРНК гена Asmtl в гипоталамусе у самцов серых 
крыс ручной и агрессивной линий. Для измерения ме
тодом полуколичественной полимеразной цепной реак
ции в реальном времени (ПЦРРВ) уровней мРНК генов 
из полученных образцов, масса которых составляла при-
близительно 100 мг каждый, была выделена РНК гипота-
ламуса шести агрессивных (n = 6) и шести ручных (n = 6) 
крыс. Суммарную РНК выделяли с помощью реагента 
TRIzol™ (Invitrogen, #15596018). Очистку проводили с ис
пользованием магнитных шариков Agencourt RNAClean 
XP Kit (Beckman, #A63987). Количество РНК оценивали 

с помощью флуориметра Qubit™ 2.0 (Invitrogen/Life Tech
nologies) и набора реагентов (RNA High Sensitivity, Invit
ro gen #In=Q32852). На основе полученной РНК вместе 
с набором реагентов для обратной транскрипции (Син  
тол #ОТ1) синтезировали кДНК.

С помощью вебсервиса PrimerBLAST (Ye et al., 2012) 
для заданного гена конструировали олигонуклеотидные 
праймеры (табл. 1). ПЦРРВ проводили с набором EVA 
Green I в трех технических повторах, которые были вы-
полнены в автоматическом режиме работы на сенсорной 
системе LightCycler® 96 согласно инструкции произво-
дителя (Roche, Швейцария). Эффективность полимераз  
ной реакции определяли серией разбавлений кДНК (стан
дарты).

Ген ASMT человека кодирует фермент ацетилсеротонин
Ометилтрансферазу синтеза мелатонина, одного из гор-
монов регуляции молекулярногенетических процессов 
на уровне функционирования всего организма, включая 
циркадный ритм, а также онкопротекторные (Lv et al., 
2019), противовоспалительные и  иммуномедиаторные 
ме ханизмы (Li G. et al., 2021). Поэтому в качестве пилот-
ного измерения методом полуколичественной ПЦРРВ 
было эвристически выбрано содержание мРНК гомоло-
гичного ему гена Asmtl в гипоталамусе взрослых самцов 
крыс ручной и агрессивной линий как модельного объ-
екта для биомедицинских исследований повышенной 
агрессивности. Значения мРНК Asmtl, согласно (Bustin 
et al., 2009), нормировали на значения мРНК двух генов 
сравнения, Ppia (Gholami et al., 2017) и Rpl30 (Penning et 
al., 2007). Адекватность выбора Ppia и Rpl30 в качестве 
генов сравнения при экспериментальном выявлении ДЭГ 
в гипоталамусе исследуемых линий агрессивных и ручных 
крыс с использованием ПЦРРВ была показана нами в 
предыдущей работе (Chadaeva et al., 2021).

База знаний RatDEGdb. Идентифицированный в на-
шей работе низкий уровень экспрессии гена Asmtl в гипо-
таламусе взрослых самцов агрессивных крыс в сравнении 
с таковым для ручных крыс сопоставили с клиническими 
данными о дефиците белков, кодируемых гомологичными 
генами ASMT и ASMTL человека, у пациентов с различ

Таблица 1. Праймеры для количественной полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) 

Ген Праймеры: 5’→3’

прямой обратный

Asmtl CGCACTTCTCGGAGGTCCCGC ACGGTCGCAGGGCTTCCCCA

Ppia TTCCAGGATTCATGTGCCAG CTTGCCATCCAGCCACTC

Rpl30 CATCTTGGCGTCTGATCTTG TCAGAGTCTGTTTGTACCCC

Примечание. Праймеры отобраны с использованием свободно до-
ступного веб-сервиса PrimerBLAST (Ye et al., 2012). Гены крысы: Asmtl  – 
ацетилсеротонин-О-метилтрансфераза-подобный белок, Ppia  –  пепти-  
дилпролилизомераза  А, Rpl30  – рибосомный белок  L30. ПЦР- РВ  – поли-
меразная цепная реакция в реальном времени с использованием двух 
референсных генов согласно общепринятой рекомендации (Bustin et al., 
2009), в качестве которых были выбраны Ppia (Gholami et al., 2017) и Rpl30 
(Penning et al., 2007), что экспериментально обосновано нами ранее (Cha-
daeva et al., 2021).
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ными заболеваниями в сравнении с нормой. Это сравне-
ние привели к плоскому текстовому Excelсовместимому 
фор мату и преобразовали в базу знаний RatDEGdb о диф-
ференциальной экспрессии генов крысы как модельного 
животного для биомедицинских целей (https://www.sysbio.
ru/RatDEGdb) c использованием свободно доступного веб
сервиса MariaDB 10.2.12 (MariaDB Corp AB, Финляндия).

Таким же образом на основе базы данных PubMed 
(Lu, 2011) был составлен представительный набор пуб
ликаций, отражающих текущее разнообразие как линий 
лабораторных крыс в качестве биомедицинских моделей 
заболеваний человека, так и экспериментальных методов 
оценки дифференциальной экспрессии генов. Затем все 
ДЭГ крыс из этого набора статей были документированы 
и загружены в базу знаний RatDEGdb вместе с их кури
руемыми аннотациями, аналогично описанному выше ал-
горитму для дефицита Asmtl в гипоталамусе агрессивных 
крыс. При этом списки геновгомологов брали из базы 
данных GeneCards, раздел Paralogs (Stelzer et al., 2016). 
RatDEGdb содержит уровни статистической  значимости 
ДЭГ согласно их авторским оценкам, которые были опуб
ликованы в соответствующих цитируемых статьях. 

Статистический анализ дифференциальной экспрес-
сии гена Asmtl в гипоталамусе ручных и агрессивных крыс 
как модели агрессивного поведения человека проводили 
по пути “Statistics → Nonparametric → Mann–Whitney test” 
выбора режима работы стандартного пакета STATISTICA 
(Statsoft™, США), когда для проверки устойчивости ре-
зультатов оценивают сразу два независимых статистиче-
ских критерия: непараметрический Uтест Манна–Уитни 
и параметрический Zтест Фишера. 

Результаты

Дефицит мРНК-Asmtl в гипоталамусе агрессивных крыс 
в сравнении с ручными
Результаты измерения уровня мРНК гена Asmtl в гипо-
таламусе у агрессивных крыс по сравнению с ручными 
представлены в табл. 2. На рис. 1 можно видеть, что уро-
вень мРНК этого гена у агрессивных крыс статистически 
значимо ниже, чем у ручных, в условиях рассматриваемо
го эксперимента ( p < 0.05; Uтест Манна–Уитни и Zтест 
Фишера).

Клинические проявления  
дефицита ASMTL и ASMT у человека
Результаты поиска по ключевым словам в базе данных 
PubMed (Lu, 2011) для заболеваний человека, ассоцииро-
ванных с низкой экспрессией обсуждаемого гена ASMTL 
и его паралога ASMT у человека, представлены в табл. 3. 
Прежде всего, согласно строке 1, в моделях заболеваний 
человека с использованием мышей с делецией гена Asmt 
(Trent et al., 2013) наблюдали нарушение развития нервной 
системы в виде поведенческого расстройства «дефицит 
внимания/гиперактивность», сочетанного с агрессивно-
стью в рамках проявления экстернализации (специфиче-
ский психический процесс) у детей (Kang et al., 2023). 

Кроме того, строка 2 здесь представляет дефицит ASMT 
в качестве молекулярного маркера аутизма, идентифици-
рованного в исследовании (Melke et al., 2008), тогда как 
недавний анализ подростков старше 12 лет с расстрой-
ствами аутистического спектра и эпилепсией в анамнезе 
установил их склонность к агрессивному поведению 
(Gai tanis et al., 2023).

Таблица 2. Экспериментальные данные по поведению в тесте на перчатку и уровню мРНК Asmtl  
для 12 взрослых самцов крысы

Тест Линия Аутбредные неродственные взрослые самцы ручных и агрессивных крыс, гипоталамус M0 ± SEM 

Крыса 1 Крыса 2 Крыса 3 Крыса 4 Крыса 5 Крыса 6

ПТ A –3 –3 –3 –3 –3 –3

Р 3 3 3 3 3 3

ПЦР-РВ (Asmtl) A 1.88 ± 0.67 0.80 ± 1.65 1.56 ± 0.51 0.70 ± 0.04 0.33 ± 0.16 0.73 ± 0.02 1.00 ± 0.24

Р 4.51 ± 0.51 1.21 ± 0.15 1.73 ± 0.63 0.92 ± 0.04 3.30 ± 0.09 2.33 ± 0.13 2.33 ± 0.56

Примечание. Линии крыс: A  – агрессивные крысы (n = 6); Р  – ручные (n = 6). Тесты: ПТ  – «перчаточный тест», где каждая крыса получала индиви-
дуальную оценку по шкале от «–4» до «+4» диапазона между максимально агрессивным и максимально ручным поведением соответственно, согласно 
(Plyusnina, Oskina, 1997); экспрессия Asmtl: M0 ± SEM – среднее ± стандартная ошибка среднего по трем техническим повторам при автоматической рабо-
те сенсорной системы LightCycler® 96 (Roche, Швейцария).

U = 5.00 ( p < 0.05)
Z = 2.00 ( p < 0.05)

Ручные
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Рис. 1. Статистически достоверное различие между ручными и агрес-
сивными взрослыми самцами крысы по уровню экспрессии гена 
Asmtl в образцах гипоталамуса.
*  Уровень значимости p  <  0.05 согласно двум независимым статистиче-
ским критериям: непараметрическому U-тесту Манна–Уитни и параме-
трическому Z-тесту Фишера, что отражает устойчивость к варьированию 
статистических критериев оценки Asmtl как дифференциально экспресси-
руемого гена агрессивных vs ручных крыс.
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Таблица 3. Клиническое проявление недостаточности по ASMTL или по его паралогу ASMT при заболеваниях человека 
согласно текущему выпуску базы знаний RatDEGdb, созданной в настоящей работе

№ 
п/п

Заболевание Клиническое проявление дефицита ASMTL или ASMT Литературный  
источник

   1 Нарушения развития 
нервной системы

В моделях заболеваний человека с использованием мышей с делецией  
гена Asmt: нарушения развития нервной системы, дефицит внимания  
и гиперактивность 

Trent et al., 2013

   2 Аутизм В когортном исследовании: низкий уровень мРНК ASMT в крови и низкая  
экспрессия гена ASMT, приводящие к дефициту мелатонина, могут быть  
молекулярными маркерами аутизма

Melke et al., 2008

   3 Депрессия  
с нарушениями  
речи и обучения

В когортном клиническом исследовании: ASMT-дефицит как маркер  
рекуррентного депрессивного расстройства с нарушением беглости речи  
и слухо-вербального обучения

Talarowska et al., 
2014

   4 Депрессия  
с нарушением сна  
и циркадного ритма

В моделях поведения человека с использованием мышей с нокаутом Asmt: 
депрессия, нарушения сна и циркадного ритма, обратимые вспять плаватель-
ными упражнениями 

Liu W. et al., 2022

   5 Восстановление  
после острых травм 
головного мозга  
(контузий)

В моделях острых травм головного мозга человека с использованием крыс, 
подвергнутых сильным сенсорным воздействиям: снижение уровня Asmt  
через 6 ч, 24 ч и даже через 1 месяц после воздействия – проявления контузии 
мозга в виде нарушения сна

Govindarajulu  
et al., 2022

   6 Гипоксия-ишемия  
головного мозга

В моделях заболеваний человека с использованием новорожденных крыс:  
дефицит Asmt может быть молекулярным маркером гипоксии-ишемии  
головного мозга

Yang et al., 2023

   7 Нарушения развития В моделях заболеваний человека с использованием линий индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток, полученных из фибробластов кожи  
пациентов с каким-либо нарушением развития: дефицит ASMTL может быть 
одним из самых общих молекулярных маркеров нарушений развития

Li W. et al., 2012

   8 Клеточное старение В моделях старения человека с использованием культур клеток: замедление 
репликативного старения мезенхимальных стромальных клеток костного 
мозга человека

Liu X. et al., 2022

   9 Глиома В ретроспективном метаанализе транскриптомов, обобщающем 966 образцов 
глиомы: ASMT-дефицит может быть клиническим молекулярным маркером 
глиомы

Liu Y. et al., 2022

10 Рак толстой кишки В моделях заболеваний человека с использованием клеточных линий рака 
толстой кишки LOVO и HCT116: пролиферация, миграция и инвазия раковых 
клеток снижались с понижением уровня экспрессии ASMTL 

Bi et al., 2019

11 Рак простаты В когортном исследовании пациентов с использованием ПЦР-РВ: повышенная 
активность ASMTL способствует развитию рака простаты

Lau, Zhang, 2000

12 Рак яичников В когортном клиническом исследовании: пациентки с раком яичников при не-
достаточности по ASMT имели снижение средней выживаемости на несколько 
месяцев 

Cucielo et al., 2022

13 Рак молочной железы В когортном исследовании: ингибиторы ASMT снижают инвазивность клеток 
рака молочной железы

Xie et al., 2020

14 Бесплодие В моделях фертильности человека с использованием баранов: ослабленная 
капацитация сперматозоидов; селекция линии лабораторных мышей с функ-
циональным аллелем Asmt: у большинства линий лабораторных мышей есть 
дефекты этого гена, благодаря чему дефицит мелатонина у них снижает его 
негативное влияние на сперматогенез

Gonzalez-Arto  
et al., 2016;  
Zhang Z. et al., 2018

15 Воспаления  
дыхательных путей, 
астма

В моделях заболеваний человека с использованием мышей: Asmt-недостаточ-
ность способствует воспалению дыхательных путей, такому как астма, из-за 
дефицита мелатонина

Wu et al., 2020

Итого 19 болезней 24 клинических проявления недостатка ASMTL или ASMT 16 статей



RatDEGdb: база знаний о дифференциально экспрессирующихся 
генах крысы в биомедицинских исследованиях

И.В. Чадаева, С.В. Филонов, К.А. Золотарева …  
А.Л. Маркель, М.П. Пономаренко, Д.Ю. Ощепков

2023
27 • 7

799СИСТЕМНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / SYSTEMS COMPUTATIONAL BIOLOGY

Эти два примера свидетельствуют скорее в пользу низ
кой экспрессии генов человека ASMTL и ASMT как по 
мень шей мере сочетанных молекулярных характеристик 
предрасположенности к некоторым формам агрессивного 
поведения. 

Наконец, низкую экспрессию этих генов человека выяв
ляли в числе кандидатных молекулярных маркеров широ 
 кого спектра заболеваний, не ассоциированных с агрес-
сивностью: депрессии (Talarowska et al., 2014), отклоне-
ний в развитии (Li W. et al., 2012), повреждений мозга 
(Govindarajulu et al., 2022; Yang et al., 2023), клеточного 
старения (Liu X. et al., 2022) и рака (Bi et al., 2019; Lau, 
Zhang, 2000; Xie et al., 2020; Cucielo et al., 2022; Liu Y. et 
al., 2022), а также бесплодия (GonzalezArto et al., 2016; 
Zhang Z. et al., 2018) и астмы (Wu et al., 2020).

Все перечисленное отражает тот факт, что ген ASMT, 
кодирующий фермент ацетилсеротонинОметил транс
фе разу синтеза мелатонина, является одним из ключе
вых гормонов, вовлеченных в регуляцию молекулярно
генетических процессов во всем организме человека в 
целом, включая агрессивность (Melke et al., 2008; Trent 
et al., 2013; Gaitanis et al., 2023; Kang et al., 2023), депрес-
сию (Ta larowska et al., 2014), онтогенез (Li W. et al., 2012; 
Zhang Z. et al., 2018), заживление ран (Govindarajulu et 
al., 2022; Yang et al., 2023), старение (Liu X. et al., 2022), 
онкопротекторные (Lv et al., 2019), противовоспалитель-
ные и иммуномедиаторные механизмы (Li G. et al., 2021).

База знаний RatDEGdb
В качестве примера работы с базой знаний RatDEGdb на 
рис. 2 продемонстрировано исследование уровня экспрес-
сии гена Asmtl в гипоталамусе крыс агрессивной линии 
в сравнении с ручной. В данном случае агрессивность 
рассматривается как коморбидный симптом при таких за
болеваниях человека, как талассемия, ожирение, карци-

нома (Chadaeva et al., 2016). Соответственно в RatDEGdb 
(см. рис. 1 и табл. 2) интегрированы результаты по низкой 
экспрессии гена Asmtl в гипоталамусе агрессивных крыс 
и гомологичного ему гена ASMTL, которые получены для 
людей с дефицитом внимания и гиперактивностью при 
нарушении развития нервной системы согласно модели 
заболеваний человека с использованием мышей, несущих 
делецию гена Asmt (Trent et al., 2013) (см. табл. 3).

Текущий выпуск RatDEGdb содержит информацию о 
ДЭГ десяти генетических линий крыс, которые служат мо
дельным объектом для исследований 11 патологий чело-
века (табл. 4–6). Как можно видеть в последних строках 
этих таблиц, на текущий момент в RatDEGdb докумен-
тирован 25 101 ДЭГ, представляющий 14 320 уникальных 
генов крысы, которые изменяют уровень транскрипции в 
21 ткани 10 генетических линий крысы в качестве моделей 
11 заболеваний человека согласно 45 оригинальным ста-
тьям, цитируемым в последней колонке таблиц 4–6. Эти 
ДЭГ крысы были аннотированы однонаправленными из-
менениями экспрессии гомологичных им генов человека у 
пациентов относительно здоровых людей. Всего текущий 
выпуск RatDEGdb содержит 94 873 такие аннотации для 
321 гена человека при 836 заболеваниях согласно 959 пуб
ликациям, которые были найдены в базе данных PubMed 
(Lu, 2011). Таким образом, уникальность RatDEGdb по 
сравнению с другими биомедицинскими базами данных 
состоит в том, что для курирования аннотации отклонений 
ДЭГ крысы как модельного объекта патологии были ис-
пользованы независимые клинические данные.

Обсуждение
Элементарный шаг наполнения базы данных RatDEGdb 
был представлен в табл. 1–3 и на рис. 1 и 2 на примере 
гена Asmtl (acetylserotonin Omethyltransferaselike), коди-
рующего фермент синтеза мелатонина. Анализ экспрессии 

Рис. 2. Пример записи в базе знаний RatDEGdb, которая документирует оригинальные экспериментальные данные о по-
ниженном уровне экспрессии гена Asmtl в гипоталамусе крыс агрессивной линии в сравнении с ручной линией в качестве 
биомедицинской модели агрессивности как симптома заболеваний человека (см. рис. 1 и табл. 2). Эти данные аннотиро-
ваны (см. табл. 3, первая строка) с использованием независимых данных о низкой экспрессии гомологичного гена ASMT 
человека у больных с гиперактивностью согласно модели заболеваний человека с использованием мышей с делецией 
гена Asmt (Trent et al., 2013).
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Таблица 4. Характеристика ДЭГ крыс как модельных животных в биомедицине,  
выявленных с использованием технологии ПЦР-РВ и документированных в базе знаний RatDEGdb

№ п/п Линия Ткань Синдром Модель Норма NDEG Литературный источник

   1 Агрессивные hyp Агрессия Агрессивные Ручные 1 Эта работа

   2 hyp Агрессия Агрессивные Ручные 4 Климова и др., 2021

   3 fc, hip, hyp, mb Агрессия Агрессивные Ручные 21 Moskaliuk et al., 2023

   4 hip, hyp, mb Агрессия Агрессивные Ручные 11 Moskaliuk et al., 2022

   5 hyp Агрессия Агрессивные Ручные 8 Климова и др., 2021

   6 hyp Агрессия Агрессивные Ручные 3 Gulevich et al., 2019

   7 mb, hip, fc Агрессия Агрессивные Ручные 5 Kondaurova et al., 2016

   8 hip, hyp, mb Агрессия Агрессивные Ручные 3 Ilchibaeva et al., 2016

   9 hyp Агрессия Агрессивные Ручные 7 Oshchepkov et al., 2019

10 hip, hyp, mb Агрессия Агрессивные Ручные 7 Ilchibaeva et al., 2015

11 fc, hip Агрессия Агрессивные Ручные 2 Popova et al., 2010

12 fc Агрессия Агрессивные Ручные 1 Naumenko et al., 2009

13 mb Агрессия Агрессивные Ручные 1 Popova et al., 2007

14 hip Агрессия Агрессивные Ручные 4 Herbeck et al., 2010

15 Ручные hip Агрессия Ручные, метил Ручные 3 Herbeck et al., 2010

16 SD mpc, ac, pc, ic Агрессия Изоляция В группе 22 Wall et al., 2012

17 Мозг Агрессия Агрессивные Ручные 5 Suzuki et al., 2010

18 hip Аутизм SD, PPA SD 6 Choi et al., 2018

19 ГК hip Кататония ГК WAG 1 Плеканчук, Рязанова, 2021

20 mb Кататония ГК WAG 1 Рязанова и др., 2017

21 НИСАГ Почка, myoc HT НИСАГ WAG 6 Fedoseeva et al., 2011

22 hyp, mo HT НИСАГ WAG 3 Klimov et al., 2013

23 Почка HT НИСАГ WAG 1 Fedoseeva et al., 2009

24 hyp, mo HT НИСАГ, лозартан НИСАГ 5 Климов и др., 2017

25 OXYS Сетчатка AMD OXYS Wistar 5 Perepechaeva et al., 2014

26 Сетчатка AMD OXYS, SkQ1 OXYS 5 Perepechaeva et al., 2014

27 Сетчатка AMD Wistar, SkQ1 Wistar 2 Perepechaeva et al., 2014

Итого 6 линий 14 тканей 5 болезней 11 моделей 7 моделей 143 23 статьи

Примечание. Здесь и в табл. 5 и 6: NDEG – количество ДЭГ. Ткани: ac – передняя поясная кора; ag – надпочечники; bmmscs – мезенхимальные стволовые 
клетки костного мозга; bmp – микрососудистые перициты головного мозга; bs – ствол головного мозга; fc – лобная кора; hip – гиппокамп; hyp – гипота-
ламус; ic – инфралимбическая кора; lvcp – сосудистое сплетение бокового желудочка; mb – средний мозг; mo – продолговатый мозг; mpc – медиальная 
префронтальная кора; mt – покрышка среднего мозга; myoc – миокард; PAG – серое вещество периакведуктума; pc – прелимбическая кора; po – пре-
фронтальная кора; rc – корковое вещество почки; rm – мозговое вещество почки. Заболевания: AD – болезнь Альцгеймера; AMD – возрастная макуляр-
ная дегенерация; ARBLBD – возрастное развитие, гематоэнцефалический барьер; CRS – репликативное старение клеток; HT – гипертония; PAH – легочная 
гипертензия.
Модели: PPA – пропионовая кислота; SkQ1 – антиоксидант Скулачева.

гена Asmtl показан в гипоталамусе агрессивных крыс в 
сравнении с ручными, которые были использованы как 
модельные животные для исследования агрессивности 
че ловека. Приведены результаты анализа этого гена с по
мощью ПЦР в реальном времени. Эти результаты анноти-
рованы с помощью статей об однонаправленных с Asmtl 
изменениях экспрессии гомологичных ему генов ASMTL 
и ASMT человека у больных в сравнении со здоровыми 
людьми, которые удалось найти в текущем выпуске базы 

данных PubMed (Lu, 2011). Затем как обобщение такой ан-
нотации ДЭГ Asmtl в гипоталамусе агрессивных и ручных 
крыс с учетом клинических данных о гомологичных генах 
ASMTL и ASMT человека, прежде всего в рамках PubMed 
(Lu, 2011), мы собрали все ДЭГ крысы как модельного 
объекта биомедицинских исследований, выявленные с 
по мощью ПЦР, RNAseq и микрочипов. Далее отбрако-
вали среди них те гены, которые не охарактеризованы, не  
аннотированы, предсказаны или не кодируют белки. На ко
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Таблица 5. Характеристика ДЭГ крыс как модельных животных в биомедицине,  
выявленных с использованием технологии RNA-seq и документированных в базе знаний RatDEGdb

№ п/п Линия Ткань Синдром Модель Норма NDEG Литературный источник

   1 Агрессивные fc Агрессия Агрессивные Ручные 24 Albert et al., 2012

   2 hyp Агрессия Агрессивные Ручные 46 Chadaeva et al., 2021

   3 hip Агрессия Агрессивные Ручные 42 Oshchepkov et al., 2022a

   4 mt Агрессия Агрессивные Ручные 31 Oshchepkov et al., 2022b

   5 PAG Агрессия Агрессивные Ручные 39 Shikhevich et al., 2023

   6 НИСАГ bs HT НИСАГ WAG 206 Fedoseeva et al., 2019

   7 hyp HT НИСАГ WAG 137 Klimov et al., 2016

   8 rm HT НИСАГ WAG 882 Ryazanova et al., 2016

   9 rс HT НИСАГ WAG 309 Fedoseeva et al., 2016b

10 ag HT НИСАГ WAG 1020 Fedoseeva et al., 2016a

11 OXYS hip AD OXYS, 20 do Wistar, 20 do 46 Stefanova et al., 2018

12 hip AD OXYS, 5 mo Wistar, 5 mo 28 Stefanova et al., 2018

13 hip AD OXYS, 18 mo Wistar, 18 mo 85 Stefanova et al., 2018

14 po AD OXYS, 20 do Wistar, 20 do 2 Stefanova et al., 2019

15 po AD OXYS, 5 mo Wistar, 5 mo 7 Stefanova et al., 2019

16 po AD OXYS, 18 mo Wistar, 18 mo 73 Stefanova et al., 2019

17 Сетчатка AMD OXYS, 3 mo Wistar, 3 mo 117 Kozhevnikova et al., 2013

18 Сетчатка AMD OXYS, 18 mo Wistar, 18 mo 85 Kozhevnikova et al., 2013

19 po AD OXYS, 5 mo OXYS, 20 do 52 Stefanova et al., 2019

20 po AD OXYS, 18 mo OXYS, 5 mo 58 Stefanova et al., 2019

21 hip AD OXYS, 5 mo OXYS, 20 do 135 Stefanova et al., 2018

22 hip AD OXYS, 18 mo OXYS, 5 mo 197 Stefanova et al., 2018

23 Сетчатка AMD OXYS, 18 mo OXYS, 3 mo 19 Kozhevnikova et al., 2013

24 Wistar hip AD Wistar, 5 mo Wistar, 20 do 150 Stefanova et al., 2018

25 hip AD Wistar, 18 mo Wistar, 5 mo 190 Stefanova et al., 2018

26 Сетчатка AMD Wistar, 18 mo Wistar, 3 mo 28 Kozhevnikova et al., 2013

25 SD bmmscs CRS SD, 20 p SD, 5 p 9167 Liu X. et al., 2022

26 bmmscs CRS SD, 5 p SD, 5 p, ASA 1220 Liu X. et al., 2022

27 bmmscs CRS SD, 20 p SD, 20 p, ASA 446 Liu X. et al., 2022

28 lvcp ARBLBD SD, 6 wo SD, 15 ed 9159 Liddelow et аl., 2013

29 Легкое PAH SD, MCT SD 40 Xiao et al., 2020

30 rc HT SD, l-NAME SD 284 Tain et al., 2015

31 rc HT SD, DEX SD 44 Tain et al., 2015

32 rc HT SD, hfd SD 240 Tain et al., 2015

33 SHR Почка HT SHR WKY 68 Watanabe et al., 2015

34 bmp HT SHR WKY 21 Yuan et al., 2018

35 SHRSP Почка Инсульт SHRSP WKY 27 Watanabe et al., 2015

36 DSS Почка HT DSS DSS, QSYQ 13 Du et al., 2021

37 Почка HT DSS, Resp18MUT DSS 14 Ashraf et al., 2021

Итого 8 линий 17 тканей 8 болезней 17 моделей 17 моделей 24751 21 статья

Примечание. Модели: ASA – аспирин; do – дни; DEX – дексаметазон; ed – эмбриональные дни; hfd – фруктозная диета; l-NAME – N-нитро-L-аргинин 
 метилэфир; MCT – монокроталин; Resp18MUT – мутантный вариант; mo – месяцы; p – пассажи; QSYQ – рецепт Qi-Shen-Yi-Qi китайской народной меди-
цины; wo – недели.
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нец, аннотировали оставшиеся ДЭГ крысы общедоступ
ными публикациями о клинических проявлениях одно-
направленных изменений экспрессии гомологичных им 
ге нов человека у больных в сравнении со здоровыми 
людь ми и сделали эту итоговую аннотацию свободно до
ступной в виде базы знаний RatDEGdb (https://www.sysbio. 
ru/RatDEGdb).

Предлагаемая база знаний характеризует, прежде всего, 
дифференциально экспрессирующиеся гены селекцион-
ных линий крысы, созданных в ИЦиГ СО РАН (Новоси-
бирск, Россия) (см. рис. 1 и 2). Крысы линии НИСАГ были 
взяты в качестве модели для биомедицинских исследова-
ний стрессиндуцированной артериальной гипертонии 
(см. табл. 4 и 5). Крыс линии OXYS использовали для 
изучения возрастных заболеваний и процессов старения, 
а крыс линии ГК – для изучения психопатологических со-
стояний (см. табл. 4). Кроме того, в ряде экспериментов 
участвовали крысы ручной и агрессивной линий для изу
чения как одомашнивания животных (Plyusnina, Oskina, 
1997; Gulevich et al., 2019; Chadaeva et al., 2021), так и 
агрессивности (Popova et al., 2010) в качестве симптома 
ожирения и талассемии (Chadaeva et al., 2016, 2019). 
По каждой из этих моделей, за исключением линии ГК, 
были проведены полногеномные секвенирования (см. 
табл. 4–6), тогда как у крыс линии ГК измеряли уровни 
экспрессии генов глутаматных рецепторов и системы ка
техоламинов.

Существующие базы биомедицинских данных для изу
чения заболеваний человека обычно сфокусированы на 
информации о геноме человека (Stenson et al., 2014; Singh 
et al., 2018; Sun et al., 2022) и содержат первичную инфор-
мацию по транскриптомам. Предложенная в нашей работе 
база знаний RatDEGdb впервые дополняет полногеном-
ную информацию независимых клинических данных с 
целью помочь в решении актуальных задач персонали
зированной медицины на основе учета однонаправлен-
ных изменений экспрессии генов у человека и у крысы 
в качестве модельного животного в рамках биомедицин-
ских исследований. Таким образом, RatDEGdb может 
способствовать решению задач системной биологии и 

клинической медицины за счет новой исследовательской 
возможности сопоставлять патогенные изменения экс-
прессии генов у человека и у модельных животных в за
висимости от заболевания.

Заключение
База знаний RatDEGdb предоставляет коллекцию экспе
риментальных данных и набор инструментов для интер
активного анализа в рамках проведения геномных иссле-
дований таких заболеваний, как болезнь Альцгеймера, 
аутизм, гипертоническая болезнь и некоторые другие. 
В дальнейшем мы планируем добавлять новые опублико-
ванные данные по экспрессии генов крыс как модельных 
объектов для заболеваний человека, а также аннотировать 
их с использованием новых публикаций об однонаправ-
ленных с ними изменениях экспрессии гомологичных 
генов человека у больных в сравнении с условно здоро-
выми добровольцами.
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Применение метода взвешенных гистограмм для расчета 
термодинамических параметров формирования  
комплексов олигодезоксирибонуклеотидов
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Аннотация. На сегодняшний день разработан широкий спектр производных и аналогов нуклеиновых кислот. 
Некоторые из них нашли применение при решении научно-исследовательских задач и задач биомедицины. 
Детальная информация о свойствах таких соединений является основой их эффективного использования. 
Одну из наиболее значимых физико-химических характеристик олигонуклеотидов – термодинамическую ста-
бильность их дуплексов с ДНК и РНК – можно рассчитывать лишь для некоторых производных нуклеиновых 
кислот: LNA, мостиковых олигонуклеотидов и PNA. Существующие подходы основаны на анализе эксперимен-
тальных данных и построении прогностических моделей. Проводятся пилотные исследования, направленные 
на разработку методов прогнозирования свойств нуклеиновых кислот с использованием методов компью-
терного моделирования, основанные только на знании структуры олигомеров. В данной работе исследована 
применимость метода взвешенных гистограмм (WHAM) при анализе зонтичной выборки для расчета термоди-
намических параметров формирования ДНК-дуплексов: изменения энтальпии ∆H°, энтропии ∆S° и свободной 
энергии Гиббса ∆G°         37. Отработана процедура расчета гибридизационных свойств олигодезоксирибонуклеоти-
дов с использованием метода взвешенных гистограмм. Подобраны оптимальные параметры проведения мо-
делирования и расчета термодинамических параметров. На примере представительной выборки из 21 олиго-
нуклеотида длиной от 4 до 16 нт и долей G/C пар от 14 до 100 % показана возможность расчета ∆H°, ∆S° и ∆G°         37. 
Ошибки расчета термодинамических параметров составляют 11.4, 12.9 и 11.8 % соответственно, а температура 
плавления прогнозируется со средней ошибкой 5.5 °С. Такая высокая точность расчетов сопоставима с экспе-
риментальной и с другими прогностическими методами расчета энергии комплексообразования. В настоящей 
работе впервые систематически исследовано применение метода WHAM для расчета энергии формирования 
ДНК-дуплексов. Полученные результаты показывают потенциальную возможность достоверного расчета ги-
бридизационных свойств новых, в том числе еще не синтезированных производных нуклеиновых кислот. Это 
открывает новые горизонты для рационального дизайна конструкций на основе нуклеиновых кислот для ре-
шения задач биомедицины и биотехнологии.
Ключевые слова: ДНК; гибридизация; термодинамические параметры; свободная энергия Гиббса; метод взве-
шенных гистограмм; WHAM; молекулярная динамика.
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Application of the weighted histogram method  
for calculating the thermodynamic parameters  
of the formation of oligodeoxyribonucleotide duplexes
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Abstract. To date, many derivatives and analogs of nucleic acids (NAs) have been developed. Some of them have 
found uses in scientific research and biomedical applications. Their effective use is based on the data about their 
properties. Some of the most important physicochemical properties of oligonucleotides are thermodynamic para-
meters of the formation of their duplexes with DNA and RNA. These parameters can be calculated only for a few 
NA derivatives: locked NAs, bridged oligonucleotides, and peptide NAs. Existing predictive approaches are based on 
an analysis of experimental data and the consequent construction of predictive models. The ongoing pilot studies 
aimed at devising methods for predicting the properties of NAs by computational modeling techniques are based 
only on knowledge about the structure of oligonucleotides. In this work, we studied the applicability of the weighted 
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WHAM to calculate the thermodynamic parameters  
of DNA duplex formation

histogram analysis method (WHAM) in combination with umbrella sampling to the calculation of thermodynamic 
parameters of DNA duplex formation (changes in enthalpy ∆H°, entropy ∆S°, and Gibbs free energy ∆G°         37). A procedure 
was designed involving WHAM for calculating the hybridization properties of oligodeoxyribonucleotides. Optimal pa-
rameters for modeling and calculation of thermodynamic parameters were determined. The feasibility of calculation 
of ∆H°, ∆S°, and ∆G°         37 was demonstrated using a representative sample of 21 oligonucleotides 4–16 nucleotides long 
with a GC content of 14–100 %. Error of the calculation of the thermodynamic parameters was 11.4, 12.9, and 11.8 % 
for ∆H°, ∆S°, and ∆G°         37, respectively, and the melting temperature was predicted with an average error of 5.5 °C. Such 
high accuracy of computations is comparable with the accuracy of the experimental approach and of other methods 
for calculating the energy of NA duplex formation. In this paper, the use of WHAM for computation of the energy of 
DNA duplex formation was systematically investigated for the first time. Our results show that a reliable calculation of 
the hybridization parameters of new NA derivatives is possible, including derivatives not yet synthesized. This work 
opens up new horizons for a rational design of constructs based on NAs for solving problems in biomedicine and 
biotechnology.
Key words: DNA; hybridization; thermodynamic parameters; Gibbs free energy; Weighted Histogram Analysis  Method; 
WHAM; molecular dynamics.
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Введение
На сегодняшний день разработан широкий спектр про-
изводных и аналогов нуклеиновых кислот. Некоторые из 
них нашли применение при решении научно-исследова-
тельских задач и задач биомедицины (Wang et al., 2022). 
Возможность эффективного использования нуклеиновых 
кислот (НК) обусловлена наличием детальной информа-
ции об их физико-химических, молекулярно-биологиче-
ских и биологических свойствах. Данная информация до-
ступ на лишь для ограниченного числа производных НК, 
та ких как замкнутые НК (LNA) (McTigue et al., 2004), пеп-
тидные НК (PNA) (Griffin, Smith, 1998), фосфортиоатные 
производные (PS) (Eckstein, 2014), фосфорамидатные мор-
фолиновые олигомеры (PMO) (Summerton, Weller, 1997), 
мостиковые олигонуклеотиды (BO) (Lomzov et al., 2006). 
Разработка подходов прогнозирования свойств нуклеино-
вых кислот, их аналогов и производных совершенно не-
обходима для рационального дизайна олигонуклеотид ных 
конструкций при решении всех вышеописанных задач. 
Наличие таких инструментов в существенной мере упро-
стит процесс научных исследований, в которые вовлечены 
такие соединения, а также создания коммерческих про-
дуктов, например систем молекулярной диагностики или 
терапевтических нуклеиновых кислот.

Одним из основных физико-химических свойств про-
изводных НК является их способность и эффективность 
формирования комплексов с комплементарными после-
довательностями ДНК и РНК. Разработаны модели про-
гностического расчета термодинамических характеристик 
формирования дуплексных структур ДНК (SantaLucia, 
Hicks, 2004) и РНК (Xia et al., 1998), гибридных ДНК/РНК 
(Sugimoto et al., 1995; Banerjee et al., 2020) и некоторых 
производных нуклеиновых кислот: LNA (McTigue et al., 
2004), BO (Lomzov et al., 2006) и PNA (Griffin, Smith, 1998). 
Они основаны на анализе экспериментальных данных о 
гибридизационных свойствах этих олигомеров и построе-
нии с их использованием прогностических аналитических 
моделей. Кроме того, проводятся пилотные исследования, 
направленные на разработку методов достоверной оценки 
энергии формирования комплексов нуклеиновых кислот с 
использованием методов компьютерного моделирования. 

Последние перспективны с точки зрения создания подхо-
дов для априорного предсказания свойств производных 
нуклеиновых кислот, которые еще не были синтезирова-
ны. В недавней работе D. Dowerah с коллегами предложен 
ряд новых аналогов LNA с различными линкерами между 
O2′ и С4′ атомами (Dowerah et al., 2023). Это указывает на 
высокий потенциал и востребованность методов предска-
зания свойств модифицированных нуклеиновых кислот 
на основании лишь их химической структуры.

Давно зарекомендовавшим себя подходом для расчета 
свободной энергии Гиббса является метод анализа взве-
шенных гистограмм (weighted histogram analysis me thod, 
WHAM) при анализе зонтичной выборки (umbrella samp -
ling) (Kumar et al., 1992). Общий принцип расчета заключа-
ется в проведении молекулярного моделирования методом 
зонтичной выборки и анализа полученных траекторий   
методом WHAM (рис. 1). При молекулярном моделирова-
нии методом зонтичной выборки на систему накладыва-
ется дополнительный (обычно гармонический) потенциал 
вдоль координаты реакции (ξ), который удерживает сис-
тему в положении ξi (i = 1 … imax) c определенной силой. 
Для каждого окна зонтичной выборки (i) получают гисто-
грамму, которая представляет собой распределение ве ро-
ятности по координате реакции, смещенной удерживаю-
щим потенциалом. Широко распространенным методом 
расчета потенциала средней силы по гистограммам явля-
ется WHAM. В рамках данного подхода оценивают стати-
стическую неопределенность несмещенного распределе-
ния вероятностей с учетом зонтичных гистограмм, а затем 
рассчитывают потенциал средней силы (PMF), который 
соответствует наименьшей неопределенности (Kumar et 
al., 1992). Это позволяет вычислить свободную энергию 
и другие наблюдаемые величины (Grossfield, 2018).

В настоящей работе исследована возможность расчета 
энергии образования совершенных ДНК-дуплексов раз-
личной длины и нуклеотидного состава с использованием 
WHAM при анализе зонтичной выборки. Проведение 
расчета свободной энергии Гиббса формирования дуплек-
сов при различных температурах должно позволить рас-
считать энтальпийный (ΔH°) и энтропийный (ΔS°) вклады. 
С помощью величин ΔH° и ΔS° можно рассчитать наи-



Применение WHAM для расчета термодинамических 
параметров формирования ДНК комплексов

И.И. Юшин, В.М. Голышев 
Д.В. Пышный, А.А. Ломзов

2023
27 • 7

809СТРУКТУРНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ И ФАРМАКОЛОГИЯ / STRUCTURAL COMPUTATIONAL BIOLOGY AND PHARMACOLOGY

более наглядную и широко используемую характеристи-
ку для описания термической стабильности комплексов 
нуклеиновых кислот – температуру плавления (Тпл).

Методы
Структура ДНК-дуплексов создана в программе NAB па-
кета программ AmberTools18 (Case et al., 2018). Стартовые 
структуры имели В-форму двойной спирали.

Моделирование методом молекулярной динамики (МД) 
выполнено в пакете программ AMBER18 (Case et al., 2018) 
с параллельными вычислениями на центральных процес-
сорах и графических ускорителях. Моделирование ДНК  
осуществляли в силовом поле ff99bsc0 (Pérez et al., 2007) 
в неявной водной оболочке (Tsui, Case, 2000) при фикси-
рованной температуре в диапазоне от 273 до 333 К с ша-
гом 10 градусов. Регулирование температуры проводили 
с помощью термостата Берендсена и масштабирования 
скоростей с периодом привязки 10 пс (Omelyan, Kovalen-
ko, 2013). Для возможности использования шага интегри-
рования уравнений движения 2 фс применяли алгоритм 
SHAKE.

Процедура моделирования включала восемь шагов:
1) создание структуры ДНК-дуплекса и сохранение в фор-

мате PDB (с использованием программы NAB пакета 
AmberTools18). Сохранение структуры в формате фай-
лов amber (tleap);

2) минимизация структуры в течение 10 000 шагов 
(pmemd.cuda);

3) ступенчатый нагрев системы от 0 до 100 К за 50 пс и 
от 100 К до заданной температуры (от 273 до 333 К с 
шагом 10 К) за 150 пс (pmemd.cuda). Шаг интегриро-
вания 0.5 фс;

4) растяжение двух цепей от 0 до 45 Å в течение 10 нс 
путем наложения потенциала 10 ккал/моль на расстоя-
ние между центрами масс выбранных атомов цепей 
(pmemd.cuda);

5) извлечение из траектории растяжения двух цепей ДНК 
структур, для которых расстояние между центрами 
масс составляет от 0 до 45 Å (или 60) с шагом 0.5 Å 
(pmemd.cuda);

6) моделирование извлеченных структур методом мо-
лекулярной динамики в течение 15 нс с наложением 
гармонического потенциала 10 ккал/моль на расстоя-
ние между центрами масс выбранных атомов цепей 
(pmemd.cuda);

7) расчет энергии взаимодействия цепей методом взве-
шенных диаграмм в программе WHAM (Grossfield, 
2018). Число точек вдоль координаты реакции для 
дискретизации профиля свободной энергии было вы-
брано равным 150 (см. ниже), критерий сходимости 
WHAM 10–6;

8) расчет энергий взаимодействия цепей методом поком-
понентного расчета изменения свободной энергии на 
основе симуляции методом молекулярной динамики по 
обобщенной модели Борна (Molecular Mechanics/Ge ne- 
 ralized Born Surface Area, MMGBSA) выполнен с исполь-
зованием модуля MMPBSA.py пакета AmberTools18.
Структуры молекул визуализировали в программе 

UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004).

Результаты и обсуждение
Для отработки протокола моделирования был выбран на-
бор ДНК олигомеров различной длины (от 4 до 16 п. о.) и 
GC-состава (от 14 до 100 %). Нуклеотидные последова-
тельности приведены в таблице. Общий протокол моде-
лирования и анализа представлен на рис. 1. Мы выбрали 
метод проведения исследований, в котором в качестве 
координаты реакции использовали расстояние между дву-
мя цепями ДНК. То есть осуществляли поэтапное разне-
сение двух цепей в пространстве и рассчитывали потен-  
циал средней силы (PMF) в зависимости от расстояния 
между ними. Этот подход с привлечением метода взвешен-
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Рис. 1. Протокол проведения расчета свободной энергии Гиббса образования двойной спирали НК с использова-
нием метода взвешенных гистограмм.
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WHAM to calculate the thermodynamic parameters  
of DNA duplex formation

Термодинамические параметры, рассчитанные методами WHAM, MMGBSA и определенные экспериментально

Последовательность 
олигонуклеотидов
от 5’- к 3’-концу

WHAM MMGBSA Эксперимент

∆H° ∆S° ∆G°         37 Тпл R2 ∆H° ∆H° ∆S° ∆G°         37 Тпл

AATTGGAC –43.7 –115.6    –7.8 36.1 0.918 –77.4 ± 5.1 –56.9 –161 –6.9 31.7

ACGACCTC –64.0 –169.1 –11.5 55.3 0.959 –85.1 ± 7.3 –59.8 –165 –8.6 40.5

AGAGCTCT –64.3 –166.1 –12.8 62.5 0.958 –78.4 ± 8.1 –49.8 –134 –8.2 38.8

AGCATTAGACGGACCT –166.0 –434.1 –31.3 87.8 0.960 –162.8 ± 7.9 –123.9 –335 –19.9 70.4

AGCCG –39.0 –103.1    –7.0 29.8 0.923 –58.0 ± 5.8 –39.0 –108 –5.5 18.7

AGTTGC –31.2    –82.0    –5.8 16.8 0.857 –65.4 ± 8.4 –37.0 –101 –5.7 19.0

ATATGGAC –46.4 –130.6    –5.9 23.9 0.907 –77.6 ± 7.5 –53.8 –153 –6.5 28.0

CAAATAAAG –67.9 –208.1    –3.4 17.5 0.963 –76.7 ± 8.6 –58.6 –168 –6.5 29.5

CACAG –26.6    –71.2    –4.6    2.0 0.979 –56.6 ± 6.5 –33.7    –97 –3.6    1.7

CCGCGG –60.8 –158.3 –11.7 57.2 0.932 –83.9 ± 7.6 –41.4 –106 –8.4 41.4

CGCG –27.9    –68.3    –6.7 23.7 0.892 –36.3 –103 –4.5    9.1

CGCGCG –45.5 –113.8 –10.2 52.9 0.905 –79.6 ± 6.7 –46.4 –121 –8.7 43.3

GCACCGAC –92.3 –249.5 –14.9 62.2 0.986 –87.9 ± 7.6 –71.0 –196 –10.2 47.2

GCATGC –58.8 –160.4    –9.1 43.1 0.948 –69.5 ± 7.9 –42.2 –117 –6.0 22.7

GCCCGGAC –69.1 –182.8 –12.4 58.4 0.949 –94.9 ± 6.4 –61.4 –165 –10.3 48.9

GCCTGC –48.3 –126.6    –9.0 44.0 0.915 –73.6 ± 8.6 –37.5 –100 –6.5 25.3

TACTGGAC –62.7 –168.9 –10.3 48.9 0.934 –81.0 ± 7.7 –58.5 –165 –7.2 33.7

TCTATGCA –44.3 –109.8 –10.3 54.4 0.813 –79.5 ± 6.5 –51.7 –145 –6.6 29.8

TGCGCA –61.2 –162.3 –10.8 52.3 0.980 –76.9 ± 6.9 –42.5 –114 –7.3 31.2

TGTTGC –41.1 –112.8    –6.1 23.6 0.979 –65.8 ± 7.9 –37.2 –101 –5.8 20.6

ACATTATTATTACA –148.7 –442.7 –11.4 44.3 0.947 –125.4 ± 13.6 –89.9 –254 –11.1 48.3

Примечание. Размерность величин термодинамических параметров ∆H° и ∆G°        37 – ккал/моль, ∆S° – кал/моль/К, Тпл – °С. R2 – коэффициент корреляции 
Пирсона для линейной зависимости ∆G°(T ). Ошибки экспериментальных значений ∆H°, ∆S° и ∆G°        37 и Тпл составляют 10, 10 и 8 % и 0.5 °С соответственно.

ных гистограмм (WHAM) позволяет определить энергию 
Гиб бса взаимодействия двух цепей непосредственно из 
компьютерного эксперимента. Проводя такой in silico 
эксперимент при разной температуре, можно вычислить 
изменение энтальпии и энтропии комплексообразования 
из линейной температурной зависимости свободной энер-
гии Гиббса. На первом этапе необходимо было определить 
параметры, оптимальные для проведения расчетов.

В качестве координаты реакции (ξ) мы выбрали расстоя-
ние между центрами масс (r) C4′ атомов всех нуклеотидов 
каждой из двух цепей. Начальное расстояние было вы-
брано равным 0 Å, чтобы рассмотреть возможность «сжа-
тия» двойной спирали и при анализе  определить на ли чие 
минимума зависимости ∆G° (r)      T 

, а энергию комплексо об-
разования рассчитывать как разницу между минимумом 
и максимумом данной зависимости (см. рис. 1). Анализ 
разнесения центров масс цепей показал, что максимально-
го расстояния в 45 Å достаточно для полной диссоциации 
комплексов олигонуклеотидов длиной от 4 до 9 п. о., а 
для комплексов размером 14 и 16 п. о. оно должно быть 
увеличено до 60 Å. При выбранной таким образом коор-
динате реакции диссоциация двух цепей для большинства 
комплексов олигонуклеотидов происходит в соответствии 

с моделью «застежка-молния» (Cantor, Schimmel, 1980; 
Volkov, Solov’yov, 2009), с расплетанием двойной спира-
ли с одного из концов, либо в смешанном режиме «сдвиг/
застежка-молния» (Mosayebi et al., 2015; Kurus, Dultsev, 
2018). Пример изменения конформаций олигомеров вдоль  
координаты реакции приведен в Приложении 11. Меха-
низм диссоциации комплексов в проводимом исследова-
нии не является критически важным ввиду того, что рас-
сматриваются только два предельных состояния: релак-
сированная структура дуплекса и два одноцепочечных 
невзаимодействующих олигонуклеотида. Соответствие 
механизма перехода спираль–клубок наблюдаемым экс-
периментальными методами подтверждает адекватность 
выбранного подхода для описания диссоциации двойной 
спирали ДНК.

Согласно общепринятым требованиям для проведения 
WHAM анализа, необходимо, чтобы перекрывание между 
гистограммами было не менее 20 %. Анализ показал, что 
это достигается при ~0.7 Å между соседними окнами 
моделирования. Пример зависимости гистограмм рас-
пределения от расстояния между цепями для дуплекса 
1 Приложения 1–8 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx26.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx26.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx26.pdf
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5′-GCACCGAC-3′/5′-GTCGGTGC-3′ приведен в Прило-
жении 2. Мы выбрали шаг координаты реакции равным 
0.5 Å, чтобы заведомо соответствовать данному критерию.

При расчете энергии методом WHAM важным пара-
метром является число точек (bins) вдоль координаты ре-
акции, выбранных для дискретизации профиля свободной 
энергии. При числе точек 100 и более (до 1000 разбиений) 
достигается плато как для формы и положения профилей 
свободной энергии Гиббса (рис. 2, а, Приложение 3), так 
и для величин изменения свободной энергии Гиббса при 
различных температурах (см. рис. 2, б ). При этом вели-
чины относительных значений ошибок, рассчитанных 
методом бутстреп (Grossfield, 2018), не превышают 6 % 
(см. рис. 2, в).

Свободную энергию Гиббса при определенной тем-
пературе рассчитывали как разницу между минимумом 
и максимумом на профиле потенциала средней силы: 
ΔG°(T ) = PMFmin – PMFmax. Для получения температур-
ных зависимостей свободной энергии Гиббса был выбран 
диапазон от 273 до 333 К с шагом 10 К. Нижнее значение 
выбрано в соответствии с температурой замерзания воды, 
а верхнее – чтобы ограничить денатурацию цепей НК при 
моделировании в течение заданного диапазона времени 
для коротких олигомеров. Такой диапазон является до-
статочно широким, чтобы можно было построить зависи-
мость ∆G°(T ) для достоверного определения ∆H° и ∆S° 
методом линейной регрессии с использованием уравнения 
ΔG°(T ) = ΔH° – TΔS°.

Длина траектории при моделировании методом моле-
кулярной динамики при каждом фиксированном расстоя-
нии между выбранными центрами масс и заданной тем-
пературе была выбрана равной 15 нс, чтобы получить 
минимально достоверную траекторию в неявной водной 
оболочке (Lomzov et al., 2015). Таким образом, для каждо-
го дуплекса были получены траектории длиной 15 нс при 
90 (или 120) различных расстояниях между центрами масс 
при семи значениях температуры. Длина траектории для 
каждого дуплекса варьировала от 9.45 до 12.6 мкс. Пол-
ная продолжительность траекторий для всех комплексов 
составила более 200 мкс.

Проведен расчет методом WHAM зависимости энергии 
Гиббса взаимодействия двух олигонуклеотидов от рассто-
яния между центрами масс C4′ атомов каждой из цепей (r) 
при семи исследованных температурах для 21 исследо-
ванного комплекса (см. таблицу). Типичная зависимость 
энергий Гиббса комплексообразования от r при темпера-
турах от 273 до 333 К для комплекса 5′-GCACCGAC-3′/ 
5′-GTCGGTGC-3′ приведена на рис. 3, а. Зависимость 
свободной энергии Гиббса имеет четко выраженный ми-
нимум в районе 6 Å и возрастает при сжатии и растяже-
нии двойной спирали. При растяжении график зависимо-
сти проходит через максимум и незначительно снижается. 
Точка максимума соответствует расстоянию, на котором 
прекращается взаимодействие между цепями.

Для оценки адекватности моделирования мы провели 
сравнение геометрии двойной спирали релаксированной 
формы ДНК-дуплекса 5′-GCACCGAC-3′/5′-GTCGGT 
GC-3′ с литературными данными (Приложение 4). Все 
структурные параметры хорошо согласуются с данными 
для структуры додекамера Дрю-Диккерсона (DDD, 5′-CG 
CGAATTCGCG-3′), определенной экспериментально ме-
тодами ЯМР спектроскопии (PDB ID: 1NAJ) и рентгенов-
ской кристаллографии (PDB ID: 1BNA).

Проведен расчет свободной энергии Гиббса комплек-
сообразования при различных температурах (ΔG°(Т )). 
Установлено, что данная зависимость имеет линейный 
характер c высоким коэффициентом корреляции R2 (бо-
лее 0.83); среднее значение для всех исследованных ком-
плексов составило 0.93 (см. рис. 3, б и таблицу). На осно - 
вании полученных зависимостей (Приложение 5) рас-
считаны величины изменения энтальпии и энтропии ком-
плексообразования (см. таблицу). Сопоставление рассчи-
танных методом WHAM величин термодинамических 
параметров с величинами, определенными эксперимен-
тально (по данным (Lomzov et al., 2015)), показывает ли-
нейную связь между ними с высокими коэффициентами 
корреляции R2: 0.87, 0.82, 0.88 и 0.75 для ∆H°, ∆S°, ∆G°     37 
и Тпл соответственно (Приложение 6). В качестве темпе-
ратуры плавления выбирали такое значение, при котором 
половина олигонуклеотидов находится в двуцепочечном, 
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Рис. 2. Поиск параметров моделирования и анализа MD траекторий.
а – зависимость профиля свободной энергии Гиббса от расстояния между центрами масс С4’ атомов углерода двух цепей ДНК при различном числе 
точек вдоль координаты реакции, выбранных для дискретизации профиля свободной энергии при 273 К; б – зависимость энергии Гиббса формирова-
ния комплекса от числа точек вдоль координаты реакции, выбранных для дискретизации профиля свободной энергии; в – зависимость относительной 
ошибки расчета свободной энергии Гиббса от расстояния между центрами масс С4’ атомов углерода двух цепей ДНК при различном числе точек вдоль 
координаты реакции, выбранных для дискретизации профиля свободной энергии.
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модельного дуплекса 5’-GCACCGAC-3’/5’-GTCGGTGC-3’.
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Рис.  4.  Корреляция термодинамических параметров ∆H°, ∆S° и ∆G°         37 и температуры 
плавления комплексов, рассчитанных методом WHAM с учетом линейных поправок, с 
величинами, определенными экспериментально (по данным (Lomzov et al., 2015)).

а вторая – в одноцепочечном состоянии. Величина Тпл была рассчитана с 
использованием термодинамических параметров (Lomzov, Pyshnyi, 2012):

Тпл = ∆H°/(∆S° + R ln Ct
4  ),  

где R – универсальная газовая постоянная, Сt – полная концентрация 
олигонуклеотидов в системе. Значение Ct было взято равным 10 мкМ в 

со ответствии с типичными эксперимен-
тальными значениями.

Наклон линейной зависимости термо-
динамических па раметров близок к 0.5, а 
величины свободных членов значительны 
по сравнению с анализируемыми величи-
нами (см. Приложение 6). Поэтому, как 
предложено в наших предыдущих работах 
(Lomzov et al., 2015; Golyshev et al., 2021), 
можно ввести линейные поправки на зна-
чения рассчитанных термодинамических 
параметров ∆H° и ∆S°. После применения 
такой коррекции коэффициенты корре-
ляции для свободной энергии Гиббса и 
температур плавления существенно улуч-
шаются – до 0.94 и 0.86 соответственно 
(рис. 4). При этом средние абсолютные 
значения ошибок расчета термодинами-
ческих параметров становятся равными 
11.4, 12.9 и 11.8 % и 5.5 °С для ∆H°, ∆S° 
и ∆G°     37 и Тпл соответственно. Для данной 
выборки аналогичные значения ошибок 
величин термодинамиче ских характери-
стик, полученных методом MMGBSA в 
работах (Lomzov et al., 2015; Golyshev et 
al., 2021) с учетом линейных поправок, 
несколько ниже и составляют 7.6, 11.4 и 
10.6 % и 4.3 °С. Точность расчета термоди-
намических параметров в настоящей ра-
боте сопоставима с экспериментальной 
и с точностью при использовании мето-  
да ближайших соседей – наиболее рас-
пространенно го метода расчета эффектив-
ности комплексообразования олигонук-
леотидов, которая составляет около 10 % 
для энтальпии и энтропии и около 8 % 
для свободной энергии Гиббса комплек-
сообразования (SantaLucia, Hicks, 2004; 
Lomzov et al., 2006). 

Для дополнительной проверки качества 
результатов траектории проанализирова ли 
методом MMGBSA и со поставили рас-
считанные величины с данными, рассчи-
танными методом WHAM, и с ранее полу-
ченными методом MMGBSA величинами 
(Lomzov et al., 2015). Типичный вид зави-
симости энергии MMGBSA от расстояния 
между центрами масс C4′ атомов цепей 
схож с зависимостью свободной энергии 
Гиббса от расстояния, приведенной на 
рис. 3, а (Приложение 7). При расстоя-
ниях, близких к максимальному, значение 
энергии формирования двойной спира ли 
ДНК выходит на плато, равное нулю, что 
свидетельствует об отсутствии взаимо-
действия между цепями при данном спо-
собе анализа траекторий. Наблюдается 
дно потенциальной ямы в области 2–7 Å, 
что соответствует релаксированной фор- 
 ме двойной спирали ДНК, а ее глобаль- 
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ный минимум в районе 7 Å близок к минимуму, наблюда-
ющемуся в зависимости энергии Гиббса, определенной 
в рамках WHAM (см. рис. 3, а и Прило жение 7). Присут-
ствует слабая зависимость энергии ком плексообразо-
вания, рассчитанной методом MMGBSA, от температу-
ры, что соответствует малому значению из менения теп-
лоемкости ∆Cp. Достоверно определить ве личину из-
менения теплоемкости из компьютерных экспериментов 
не представляется возможным ввиду больших ошибок  
расчета.

Величины энтальпии комплексообразования, рассчи-
танные в настоящей работе и определенные ранее, хоро-  
шо коррелируют (R2 = 0.97) с наклоном, близким к еди-
нице (0.95), и свободным членом линейной зависимости, 
близким к нулю (4 ккал/моль) (Приложение 8, а). Кроме 
того, аналогичная линейная корреляция наблюдается 
для величин энтальпии комплексообразования, рассчи-
танных методами MMGBSA и WHAM в данной работе. 
Таким образом, полученные нами МД траектории реле-
вантны.

Одним из важных аспектов в исследованном ранее под-
ходе расчета энергии методом MMGBSA является неопре-
деленность, связанная со структурой одноцепочечного 
состояния олигонуклеотидов. Ее извлекали из траектории 
двойной спирали. Тем не менее это позволило вычислить 
энтальпию комплексообразования с достаточно хорошей 
точностью. В данной работе при анализе методом взве-
шенных гистограмм одноцепочечное состояние олиго-
нуклеотидов неплохо представлено в МД траекториях 
(насколько это возможно сделать в рамках приближения 
неявной водной оболочки и выбранного силового поля). 
Такой подход дает хорошие результаты при расчете энер-
гии формирования двойной спирали. Вместе с тем ос-
новным преимуществом использования метода WHAM 
является расчет непосредственно изменения свободной 
энергии Гиббса формирования двойной спирали ДНК. 
Тот факт, что эта характеристика оказалась в наших рас-
четах линейной в широком диапазоне исследованных 
температур, указывает на то, что выбранные параметры 
моделирования, а также заложенные в моделирование и 
анализ модели достаточно хорошо описывают физику 
как дву-, так и одноцепочечной ДНК. Для последней в 
пользу этого утверждения свидетельствует конформация 
олигонуклеотидов при моделировании цепей с большим 
расстоянием между их центрами масс (см. Приложение 1). 
Олигомеры не остаются линейными, как в составе дуплек-
са, что использовали при анализе методом MMGBSA, и не 
становятся полностью разупорядоченными цепочками, а 
сохраняют несколько гетороциклических оснований под-
ряд в стэкинге. Это коррелирует с персистентной длиной 
одноцепочечных олигонуклеотидов, которая составляет 
несколько нуклеотидов (в зависимости от нуклеотидной 
композиции и ионной силы раствора) (Chen et al., 2012). 
Кроме того, наблюдающаяся линейная зависимость 
∆G°(T ) в исследованном нами методе позволяет напрямую 
вычислять энтропию комплексообразования. 

Вместе с тем разработанный подход далек от совершен-
ства. В частности, для более достоверного моделирования 
структуры и динамики ДНК необходимо применять наи-
более современные силовые поля и модель явной водной 

оболочки. Анализ параметров силового поля для такого 
моделирования является отдельной сложной задачей. 
Кроме того, сложность и продолжительность расчетов в 
явной водной оболочке кратно увеличиваются. Так, ос-
новные вычислительные затраты происходят на этапе 
мо лекулярно-динамического расчета. Для девятизвенно-
го ДНК-дуплекса, детально проанализированного в дан-
ной работе, скорость расчета в неявной водной оболочке 
при использовании современной видеокарты NVIDIA 
GTX3080 составляет около 800 нс/день. Таким образом, 
время расчета одного модельного дуплекса составляет 
12 суток. В случае явной водной оболочки меделируемая 
периодическая ячейка будет содержать около 15–20 тыс. 
молекул ввиду максимального расстояния между цепями 
45 Å. Это снизит производительность до ~100 нс/день 
или составит около 3 месяцев. В явной водной оболочке 
существенно снизится конформационная подвижность 
ДНК, что потребует увеличения длины траектории для 
каждого окна моделирования и, соответственно, увели-
чения вычислительных затрат. Тем не менее такое ус-
ложнение представляется необходимым для увеличения 
достоверности расчетов.

Еще одним перспективным направлением развития ис-
следованного подхода является его апробация на приме-
рах известных модифицированных нуклеиновых кислот. 
Это должно ответить на вопрос о его применимости для 
рационального дизайна химической структуры новых, 
еще не синтезированных химически производных ну-
клеиновых кислот, что может быть использовано для ре-
шения конкретных задач биомедицины и биотехнологии. 
Проведенный анализ показывает высокий потенциал и 
реалистичность применения метода WHAM для расчета 
энергии формирования комплексов нуклеиновых кислот, 
их аналогов и производных.

Заключение
Отработана процедура метода взвешенных гистограмм 
для расчета гибридизационных свойств олигодезоксири-
бонуклеотидов. Подобраны оптимальные параметры для 
проведения моделирования и расчета термодинамических 
параметров формирования ДНК-дуплексов. На примере 
представительной выборки, содержащей 21 олигонуклео-
тид длиной от 4 до 16 нт и долей G/C пар от 14 до 100 %, 
показана возможность расчета энтальпии, энтропии и сво-  
бодной энергии Гиббса формирования комплексов олиго-
нуклеотидов методом взвешенных гистограмм (WHAM) 
при анализе МД траекторий с использованием в каче-
стве координаты реакции расстояния между центрами 
масс C4′ атомов углерода каждой из цепей. Установлена 
линейная зависимость свободной энергии Гиббса от тем-
пературы, при которой проводится моделирование. Это 
позволяет проводить расчет энтальпии и энтропии ком-
плексообразования из анализа результатов, полученных 
методом взвешенных гистограмм. Рассчитываемые тер-
модинамические параметры линейно коррелируют с экс-
периментально определенными величинами с высоким 
коэффициентом корреляции R2 (более 0.83). С учетом ли-
нейной поправки данной зависимости величины ошибок 
расчета значений термодинамических параметров сопо-
ставимы с экспериментальными и составляют 11.4, 12.9 
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и 11.8 % для ∆H°, ∆S° и ∆G°     37, а температура плавления 
прогнозируется со средней ошибкой 5.5 °С. Таким об-
разом, впервые систематически исследовано применение 
метода WHAM для расчета энергии формирования ДНК-
дуплексов. Установлена высокая точность таких расчетов, 
сопоставимая с экспериментальной и другими методами 
расчета энергии комплексообразования.
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Аннотация. Рак – сложное и гетерогенное заболевание, характеризующееся накоплением генетических изме-
нений, которые приводят к неконтролируемому росту и пролиферации клеток. Эволюционная динамика игра-
ет решающую роль в возникновении и развитии раковых опухолей, формируя гетерогенность и адаптивность 
раковых клеток. С точки зрения теории эволюции опухоли представляют собой сложные экосистемы, которые 
развиваются в процессе микроэволюции под воздействием генетических мутаций, эпигенетических изменений 
и факторов микроокружения опухолей. Такая динамичная природа опухолей создает значительные проблемы 
для эффективного лечения рака, и ее понимание необходимо для разработки эффективных и персонализиро-
ванных методов лечения. Раскрывая механизмы, определяющие гетерогенность опухоли, исследователи могут 
выявить ключевые генетические и эпигенетические изменения, которые способствуют прогрессированию опу-
холи и устойчивости к лечению. Эти знания позволяют разрабатывать инновационные стратегии воздействия на 
конкретные клоны опухоли, минимизируя риск рецидива и улучшая результаты лечения пациентов. Для изуче-
ния эволюционной динамики рака ученые используют широкий спектр экспериментальных и вычислительных 
подходов. Традиционные экспериментальные методы включают в себя геномное профилирование, такое как 
секвенирование нового поколения и флуоресцентная гибридизация in situ, и позволяют выявлять соматические 
мутации, изменения числа копий генов и структурные перестройки в геномах раковых опухолей. Помимо того, 
методы одноклеточного секвенирования стали мощным инструментом для изучения внутриопухолевой гетеро-
генности и отслеживания клональной эволюции. На основании экспериментальных данных разрабатываются 
вычислительные модели и алгоритмы для моделирования и анализа эволюции рака. Эти модели объединяют 
данные из различных источников для предсказания закономерностей роста опухоли, выявления драйверных 
мутаций и построения эволюционных деревьев развития раковых клеток. В настоящей работе мы поставили за-
дачу описать существующие на сегодняшний день подходы к изучению эволюционной динамики развития рака 
и теории ее возникновения.
Ключевые слова: злокачественные опухоли; эволюция; гетерогенность.
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Abstract. Cancer is a complex and heterogeneous disease characterized by the accumulation of genetic alterations 
that drive uncontrolled cell growth and proliferation. Evolutionary dynamics plays a crucial role in the emergence and 
development of tumors, shaping the heterogeneity and adaptability of cancer cells. From the perspective of evolu-
tionary theory, tumors are complex ecosystems that evolve through a process of microevolution influenced by genetic 
mutations, epigenetic changes, tumor microenvironment factors, and therapy-induced changes. This dynamic nature 
of tumors poses significant challenges for effective cancer treatment, and understanding it is essential for developing 
effective and personalized therapies. By uncovering the mechanisms that determine tumor heterogeneity, researchers 
can identify key genetic and epigenetic changes that contribute to tumor progression and resistance to treatment. This 
knowledge enables the development of innovative strategies for targeting specific tumor clones, minimizing the risk of 
recurrence and improving patient outcomes. To investigate the evolutionary dynamics of cancer, researchers employ a 
wide range of experimental and computational approaches. Traditional experimental methods involve genomic profil-
ing techniques such as next-generation sequencing and fluorescence in situ hybridization. These techniques enable the 
identification of somatic mutations, copy number alterations, and structural rearrangements within cancer genomes. 
Furthermore, single-cell sequencing methods have emerged as powerful tools for dissecting intratumoral heteroge-
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neity and tracing clonal evolution. In parallel, computational models and algorithms have been developed to simulate 
and analyze cancer evolution. These models integrate data from multiple sources to predict tumor growth patterns, 
identify driver mutations, and infer evolutionary trajectories. In this paper, we set out to describe the current approaches 
to address this evolutionary complexity and theories of its occurrence.
Key words: cancer; evolution; heterogeneity.
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Модели эволюции злокачественных опухолей
Рак – сложное заболевание, возникающее в результате на
копления генетических и эпигенетических изменений в 
нормальных клетках, что приводит к неконтролируемому 
росту клеток и образованию опухолей. В последние не
сколько десятилетий становится все более очевидным, 
что опухоли – это не статичные образования, а скорее ди
намические системы, которые подвергаются непрерыв
ной эволюции (Nowell, 1976; Merlo et al., 2006; Besse 
et al., 2018; Hausser, Alon, 2020; Vendramin et al., 2021). 
Этот эво люционный процесс формирует гетерогенность 
и адаптивность раковых клеток, создавая значительные 
проблемы для эффективного лечения рака. Под гетеро
генностью опухолей понимают наличие различных типов 
клеток в опухоли, которые принято называть клонами. 
В контексте онкологии и эволюционной биомедицины 
клональной популяцией считается группа раковых клеток, 
имеющих общее происхождение и обладающих схожими 
генетическими изменениями. По мере деления и накопле
ния дополнительных мутаций такие клетки формируют 
отдельные субпопуляции клонов в опухоли. Гетероген
ность может проявляться разными способами, например 
в различии в морфологии клеток (Meacham, Morrison, 
2013; RobertsonTessi et al., 2015; Haffner et al., 2021), 
различной экспрессии генов отдельных клонов (Lüönd et 
al., 2021; Zhao et al., 2022) или их функциональных ха
рактеристиках.

Клональные популяции в раке принято рассматривать 
как различные виды в контексте эволюционной биологии 
(Vendramin et al., 2021). Подобно тому, как разные виды 
эволюционируют и адаптируются к окружающей среде 
с течением времени, клональные популяции в опухоли 
эволюционируют и адаптируются к своему микроокру
жению. Генетические изменения, возникающие в этих 
популяциях, дают преимущества или недостатки с точки 
зрения роста, выживаемости и ответа на терапию, что при
водит к отбору и доминированию определенных клонов 
в опухоли.

Гетерогенность опухоли представляет собой серьезную 
проблему в ее лечении, поскольку может способствовать 
устойчивости к терапии, восстановлению опухоли после 
операции и развитию метастазов (Morris et al., 2016). В на
стоящее время существует несколько теорий о механизмах 
возникновения гетерогенности в опухолях.

Теория клональной эволюции является одной из са
мых ранних и наиболее широко признанных теорий, объ
ясняющих возникновение гетерогенности рака. Согласно 
этой теории, опухоли возникают из одной или нескольких 
трансформированных клеток, потомки которых со време
нем приобретают дополнительные генетические мутации. 
Эти мутации способствуют образованию  отдельных кло

нов с уникальными фенотипическими характеристиками. 
По мере роста опухоли происходит отбор клонов с преи
мущественными признаками, что приводит, в зависимости 
от типа рака, к расширению и доминированию этих клонов 
в опухолевой популяции или их совместному существо
ванию в опухоли.

В концепции клональной эволюции выделяется не
сколько моделей: линейная, ветвящаяся и прерывистая. 
В линейной модели мутации приобретаются в линейной 
прогрессии, ведущей к более злокачественным стадиям 
рака (Fearon, Vogelstein, 1990). Новые драйверные мутации 
обеспечивают настолько сильное селективное преимуще
ство, что превосходят все предыдущие клоны благодаря 
селективной чистке, которая происходит во время эво
люции опухолей. В модели ветвящейся эволюции клоны 
расходятся от общего предка и развиваются параллельно в 
ткани опухоли, в результате чего возникает несколько кло
нальных линий (Gawad et al., 2014; Vosberg, Greif, 2019). 
В отличие от линейной эволюции, в ветвящейся модели 
селективная зачистка встречается редко, и несколько по
пуляций клонов развиваются одновременно, поскольку 
все они обладают повышенной приспособленностью.  
В этой модели значение внутриопухолевой гетерогенно
сти будет колебаться во время прогрессирования опухоли, 
но ожидается, что на любой момент взятия пробы опухоли 
будет присутствовать множество клонов.

Модель нейтральной эволюции оспаривает традицион
ное мнение о том, что все генетические изменения при 
раке дают селективное преимущество. Согласно данной 
теории, большинство генетических мутаций в раке яв
ляются нейтральными или почти нейтральными, т. е. не 
оказывают существенного влияния на жизнеспособность 
опухоли (Williams et al., 2016; Furukawa, Kikuchi, 2020). 
Возникновение же гетерогенности обусловлено случай
ным генетическим дрейфом, когда нейтральные мутации 
случайно накапливаются в различных клонах. Со вре
менем нейтральные мутации могут закрепиться внутри 
клонов, что вызывает наблюдаемую внутриопухолевую 
гетерогенность.

Следует отметить, что модель нейтральной эволюции 
сочетается с другой популярной теорией накопления му
таций – прерывистой эволюцией, упомянутой выше. По 
этой гипотезе раковые клетки представляют собой «мно
гообещающих монстров» Гольдшмидта (Graham, Sot to
riva, 2017), в которых постепенные и не проявляющиеся 
изменения в геноме приводят к резким изменениям в 
фенотипе. Подобный принцип проявляется, в частности, в 
новообразованиях – поскольку нет явных промежуточных 
этапов между здоровой тканью и первичными опухоля ми. 
Промежутки между скачками, вероятнее всего, и пред
ставляют собой этапы нейтральной эволюции. Согласно 
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теории прерывистой эволюции, сами популяции могут 
находиться в некоем равновесии друг с другом, поддержи
вая существование нескольких популяций клональных 
линий раковых клеток в опухоли, после чего одна из 
популяций становится «многообещающим монстром». 
В случае мутации, повышающей приспособленность, эти 
клоны занимают бóльшую часть опухоли, вытесняя менее 
приспособленные и увеличивая размер самой опухоли.

В ряде работ показано, что развитие отдельной опухоли 
не обязательно соответствует одной модели клональной 
эволюции и может менять их в течение своего развития. 
Предположительно, на ранних стадиях опухоли развива
ются по модели линейной эволюции, а после того, как опу
холь начинает активно увеличиваться, она переключается 
на ветвящуюся модель (Durrett et al., 2011; Vosberg, Greif, 
2019). Более того, в нескольких исследованиях обнару
жено, что эволюция опухоли может идти одновременно 
как по ветвящейся, так и по прерывистой модели – когда 
клоны с изменением количества копий генов идут по пре
рывистой модели, а клоны с точечными мутациями – по 
ветвящейся (Baca et al., 2013; Wang et al., 2014).

Другой распространенной теорией возникновения ге
терогенности является теория раковых стволовых кле
ток, которая предполагает, что опухоли иерархически ор
ганизованы, а небольшая популяция раковых стволовых 
клеток (РСК) определяет рост и гетерогенность опухоли 
(Reya et al., 2001; Lee et al., 2022). Раковые стволовые 
клетки обладают способностью к самообновлению и диф
ференцировке, подобно нормальным стволовым клеткам. 
Эти клетки способны генерировать как другие РСК, так и 
потомков, не являющихся РСК, что в теории способству
ет клеточному разнообразию, наблюдаемому в опухолях. 
Важная особенность этой теории заключается в наличии 
иерархичности раковых клеток: обычные раковые клетки 
не способны к дифференциации, и соматические мута
ции в них несут менее значимый клинический эффект 
изза более низкой способности к размножению, тогда как 
основное патологическое значение имеют РСК с разной 
степенью плюрипотентности. Возникновение гетероген
ности в этой модели объясняется асимметричным делени
ем РСК, которое может привести к появлению различных 
клонов РСК с разными фенотипическими свойствами. 
Стоит отметить, что на сегодняшний день РСК были най
дены лишь в ограниченном количестве типов опухолей, 
в частности в гематологических опухолях (Bonnet, Dick, 
1997; Zarzynska, 2017; Hata et al., 2018; Lee et al., 2022), 
но в этих случаях они могут быть важным фактором в 
рецидивах злокачественных опухолей после лечения 
(Wal cher et al., 2020).

Теория отбора по микроокружению предполагает, 
что важную роль в формировании гетерогенности опу
холи играет ее микроокружение. Взаимодействие между 
раковыми клетками и их микроокружением, включаю
щим в себя иммунные клетки, стромальные клетки и 
компоненты внеклеточного матрикса, может оказывать 
селективное давление на опухолевые клетки (Augustin et 
al., 2020). Факторы микроокружения, такие как гипоксия, 
воспаление и доступность питательных веществ, могут 
влиять на рост опухоли, ангиогенез и метастазирование 
(Mumenthaler et al., 2015; RomaRodrigues et al., 2019). Это 

селективное давление способствует выживанию и раз
множению определенных клонов с преимущественны
ми признаками, которые позволяют им адаптироваться к 
условиям микроокружения.

Среди факторов микроокружения особенно важное 
место занимает иммунная система. Действие иммунных 
клеток играет двойственную роль в развитии рака: оно 
может как подавлять рост опухоли, так и способствовать 
ее прогрессии. Механизмы иммунного надзора рас
познают и уничтожают раковые клетки, предотвращая 
образование опухоли. Однако опухоли могут уклоняться 
от иммунного ответа с помощью различных механизмов, 
в результате чего иммунный ответ начинает играть роль 
фактора естественного отбора для популяций клонов и тем 
самым образом отбирать наиболее устойчивые клональ
ные популяции с измененными антигенами, что напрямую 
влияет на тяжесть протекания болезни и эффективность 
иммунотерапии.

Наконец, теория эпигенетической пластичности 
пред полагает, что, помимо генетических нарушений, зна
чимую роль в возникновении гетерогенности опухолей 
играют эпигенетические изменения (Flavahan et al., 2017; 
Yao et al., 2020). Эпигенетические модификации, такие 
как метилирование ДНК и модификации гистонов, могут 
динамически регулировать паттерны экспрессии генов 
и клеточные фенотипы. По этой теории раковые клетки 
обладают пластичным эпигенетическим ландшафтом, 
ко торый позволяет обратимо и динамично изменять экс
прессию генов. Такие эпигенетические изменения могут 
привести к появлению различных клонов с разными фе
нотипическими характеристиками, способствуя внутри
опухолевой гетерогенности.

Методы изучения эволюционных 
характеристик в гетерогенных опухолях
Для изучения эволюционных особенностей гетероген
ных опухолей исследователю необходимо иметь возмож
ность качественной и количественной оценки различных 
клональных популяций. В данном разделе мы приведем 
отдельные методы анализа, которые используются в на
стоящее время для изучения гетерогенности опухолей.

Одним из способов теоретического исследования гете
рогенных сообществ опухолей является подход популяци
онной генетики. С точки зрения популяционной генетики 
эволюция любой популяции будет зависеть от двух фак
торов – скорости мутаций и эффективного размера по
пуляции. Скорость мутации определяется как ожидаемое 
количество генетических мутаций на единичное событие 
репликации и напрямую влияет на разнообразие в попу
ляции. Эффективный же размер популяции определяет ее 
способность к поддержанию этого разнообразия. В случае 
опухолей эффективный размер определяется как общее 
число раковых клеток, но возможно также выключение 
некоторых групп раковых клеток из этого числа – если, на
пример, моделируется опухоль, вызванная РСК, которые и 
будут основной причиной роста опухоли. Разумеется, для 
применения подобного подхода необходимо использовать 
одноклеточное секвенирование опухолей. В силу слож
ности и дороговизны этого метода классический анализ 
популяционной генетики проводился лишь в нескольких 



R.A. Ivanov 
S.A. Lashin

818 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 7

Intratumor heterogeneity: models  
of malignancy emergence and evolution

работах (Navin, 2015; Losic et al., 2020; Heinrich et al., 
2021; Deng et al., 2023).

Поскольку методы одноклеточного секвенирования 
стали доступны сравнительно недавно, большая часть 
работ посвящена изучению гетерогенности при помощи 
методов секвенирования нового поколения на образцах из 
всех клеток опухолей. У этого подхода есть очевидная про
блема: в данных, полученных из таких образцов, сложно 
напрямую выделить клональную архитектуру опухоли. 
Поэтому при использовании рассматриваемого подхода 
исследователям приходится применять определенные 
допущения и модификации экспериментальных методов. 
Один из них заключается в увеличении глубины секвени
рования для оценки частот мутантных аллелей (Koh et al., 
2021). При помощи статистических методов эти частоты 
нормализуются, и на их основе кластеризуются генотипы 
для определения идентичных клональных популяций. 
В подобных исследованиях часто используются такие 
характеристики разнообразия, как индекс разнообразия 
Шеннона, индекс Симпсона и т. д. Недостаток подхода 
заключается в том, что он не способен разграничить попу
ляции, если они обладают схожими частотами мутантных 
аллелей.

Другой модификацией является мультирегиональное 
секвенирование, в котором отбор образцов идет в несколь
ких участках опухоли. В частности, такой метод позволяет 
оценить разницу в гетерогенности у пациентов с несколь
кими метастатическими опухолями, которых в контексте 
разнообразия можно воспринимать как популяции клонов 
с длительной физической изоляцией.

Разумеется, самой перспективной методикой для экс
периментальной оценки гетерогенности считаются мето
ды анализа отдельных клеток, поскольку они позволяют 
судить об индивидуальных различиях клонов на генетиче
ском и фенотипическом уровнях. Один из таких методов – 
иммунофлюоресцентная in situ гибридизация (iFISH). 
Благодаря использованию флуоресцентномеченных ДНК 
зондов, гибридизирующихся с комплементарными после
довательностями мишеней, FISH предоставляет возмож
ность с высокой специфичностью и чувствительностью 
выявлять генетические изменения, хромосомные пере
стройки и амплификации генов. In situ FISH (iFISH) – это 
применение FISH непосредственно на срезах ткани, с со
хранением пространственной организации клеток в микро
окружении опухоли (Gertz et al., 2016). Тем не менее ме
тод iFISH является низкопроизводительным и не позволя
ет исследовать гетерогенность на полногеномном уровне.

В отличие от вышеописанного метода, одноклеточное 
секвенирование (scDNAseq и scRNAseq) позволяет 
определить картину генетического разнообразия, экспрес
сии генов в каждой отдельной клетке и расшифровать ее 
межклеточные сигнальные сети. Эти методы дают четкое 
представление не только о механизмах внутриопухолевой 
гетерогенности, но и о межклеточных взаимодействиях 
посредством лигандрецепторной передачи сигналов.

Заключение
Понимание эволюции и гетерогенности злокачествен
ных опухолей имеет решающее значение для улучшения 
диагностики и разработки стратегий лечения рака. Для 

изучения генетических и фенотипических характеристик 
популяций раковых клонов было разработано множество 
молекулярногенетических методов со своими достоин
ствами и недостатками. С помощью секвенирования но
вого поколения можно получить полное представление о 
геномном ландшафте опухоли, однако существует опас
ность упустить из виду редкие клоны. Одноклеточное 
секвенирование позволяет выявлять редкие клоны и ре
конструировать клональные линии, но технически слож
но и дорогостояще. Такие методы, как iFISH, позволяют 
получить пространственную информацию, но имеют огра
ниченный охват мишеней и низкую производительность.

На основании полученных с помощью подобных ме
тодов данных, для объяснения динамического характера 
эволюции опухолей были предложены различные модели, 
включая модели клональной эволюции, раковых стволо
вых клеток, модели влияния микроокружения и эпигене
тических факторов. Каждая из них дает ценное представ
ление о механизмах, обусловливающих гетерогенность 
опухоли и возникновение лекарственной устойчивости.

Кроме того, разработка математических и компьютер
ных моделей клональной эволюции и алгоритмов анали
за крупномасштабных геномных данных могла бы рас
ши рить возможности по интерпретации и извлечению 
значимой информации из сложных наборов данных о зло
качественных опухолях. Эти инструменты потенциально 
позволят исследователям выявлять ключевые драйверные 
события, отслеживать эволюционную динамику и точнее 
прогнозировать последствия лечения.
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Аннотация. В настоящее время активно исследуются механизмы, регулирующие развитие различных патоло-
гий и их эволюционную динамику. Эпигенетические механизмы, такие как метилирование, играют значимую 
роль в эволюционных процессах, поскольку их изменения гораздо быстрее отражаются на фенотипе, чем ре-
зультаты мутагенеза. В данном исследовании мы предприняли попытку разработать алгоритм для выявления 
дифференциально метилированных областей, связанных с метаболическим синдромом, которые изменили 
свое метилирование у человека при переходе от охоты и собирательства к оседлой жизни. Применение суще-
ствующих методов полногеномного бисульфитного секвенирования ограничено для древних образцов из-за 
их низкого качества и фрагментации, и подход к получению профилей метилирования охотников-собирателей 
значительно отличается от подходов, используемых для современных тканей. В этой работе мы валидировали 
DamMet – алгоритм, реконструирующий древние метиломы. Применение DamMet к геномам неандертальца 
и денисовца показало средний уровень корреляции с профилями метилирования, опубликованными ранее, 
а также продемонстрировало занижение уровня метилирования реконструированных профилей в среднем 
на 15–20 %. Также мы разработали новый алгоритм на языке Python, позволяющий сравнивать метиломы в 
древних и современных образцах, не смотря на отсутствие профилей метилирования современных образцов 
костной ткани в контексте ожирения. Такой анализ подразумевает двухступенчатую обработку данных, где 
на первом этапе происходит идентификация тканеспецифичных областей метилирования и их фильтрация, 
а на втором этапе осуществляется непосредственно поиск дифференциально метилированных регионов в 
заданных областях, ассоциированных с интересую щим исследователя заболеванием. В результате использо-
вания алгоритма на тестовых данных мы обнаружили 38 дифференциально метилированных регионов, ассо-
циированных с ожирением, большая часть которых принадлежала промоторным областям, и разработанный 
пайплайн показал достаточную эффективность в их поиске. Эти результаты подтверждают возможность вос-
становления профилей метилирования в древних образцах и их сравнения с современными метиломами. Так-
же обсуждаются возможности дальнейшего развития методологии и внедрения нового шага, позволяющего 
изучать дифференциально метилированные позиции, связанные с эволюционными процессами.
Ключевые слова: древняя ДНК; метилирование; эпигенетика; DamMet; ДМР.
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Abstract. Currently, active research is focused on investigating the mechanisms that regulate the development of 
various pathologies and their evolutionary dynamics. Epigenetic mechanisms, such as DNA methylation, play a sig-
nificant role in evolutionary processes, as their changes have a faster impact on the phenotype compared to muta-
genesis. In this study, we attempted to develop an algorithm for identifying differentially methylated regions asso-
ciated with metabolic syndrome, which have undergone methylation changes in humans during the transition from 
a hunter-gatherer to a sedentary lifestyle. The application of existing whole-genome bisulfite sequencing methods 
is limited for ancient samples due to their low quality and fragmentation, and the approach to obtaining DNA methy-
lation profiles differs significantly between ancient hunter-gatherer samples and modern tissues. In this study, we 
validated DamMet, an algorithm for reconstructing ancient methylomes. Application of DamMet to Neanderthal 
and Denisovan genomes showed a moderate level of correlation with previously published methylation profiles 
and demonstrated an underestimation of methylation levels in the reconstructed profiles by an average of 15–20 %. 
Additionally, we developed a new Python-based algorithm that allows for the comparison of methylomes in ancient 
and modern samples, despite the absence of methylation profiles in modern bone tissue within the context of obe-
sity. This analysis involves a two-step data processing approach, where the first step involves the identification and  
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filtration of tissue-specific methylation regions, and the second step focuses on the direct search for differentially 
methylated regions in specific areas associated with the researcher’s target condition. By applying this algorithm 
to test data, we identified 38 differentially methylated regions associated with obesity, the majority of which were 
located in promoter regions. The pipeline demonstrated sufficient efficiency in detecting these regions. These 
results confirm the feasibility of reconstructing DNA methylation profiles in ancient samples and comparing them 
with modern methylomes. Furthermore, possibilities for further methodological development and the implemen-
tation of a new step for studying differentially methylated positions associated with evolutionary processes are 
discussed.
Key words: ancient DNA; methylation; epigenetics; DamMet; DMR.
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Введение
В последнее время все большее внимание уделяется изу
чению механизмов, регулирующих развитие различных 
патологий и их эволюционную динамику (Briggs et al., 
2009a; Niiranen et al., 2022). Особенно важную роль в этом 
процессе играют эпигенетические механизмы, такие как 
метилирование, поскольку они способны вызывать фе
нотипические изменения гораздо быстрее, чем обычные 
процессы мутагенеза (Jablonka, Raz, 2009; Feinberg, Iri
zarry, 2010; Zhur et al., 2021). Главной целью данного ис
следования было выявление дифференциально метили
рованных регионов (ДМР), связанных с метаболическим 
синдромом, которые могли бы стать потенциальными 
це лями эпигенетической терапии метаболического син
дрома.

Сейчас ученых нередко останавливает от проведения 
эволюционных исследований отсутствие подходящих ме
тодов для сравнения профилей ДНК древних и современ
ных образцов. Лабораторные протоколы, применяемые 
для получения этих профилей, значительно отличаются 
друг от друга и имеют свои особенности и ошибки. Древ
няя ДНК (дДНК) часто находится во фрагментированном 
состоянии (Sawyer et al., 2012), и с течением времени про
исходит естественная деградация молекулы и спонтанное 
дезаминирование азотистых оснований, что ограничива 
ет доступность качественных данных (Briggs et al., 2007, 
2009b). Для решения этой проблемы был предложен спе
циальный протокол обработки образцов с применением 
урацилДНКгликозилазы (УДГ) и эндонуклеазы, чтобы 
облегчить извлечение профилей метилирования и по
высить их различимость (Briggs et al., 2010), а также не  
сколько программ, позволяющих рассчитать уровни ме
ти лирования в древних образцах, последовательности 
которых были секвенированы с применением УДГ (Gokh
man et al., 2014; Orlando et al., 2015; Hanghøj et al., 2019). 

Существует два алгоритма реконструкции метилиро
вания древних образцов, которые были разработаны для 
командной строки и достаточно дружелюбны для пользо
вателя. Более ранний алгоритм epiPALEOMIX основан на 
исторически первом способе реконструкции метиломов, 
опубликованном Д. Гохманом в 2014 г., и имеет несколько 
модулей, в том числе модуль MethylMap, позволяющий 
получить уровни метилирования в регионах, заданных 
пользователем (Hanghøj et al., 2016). Однако в этом за
ключается и ограничение по его применению: пользова
телю необходимо знать, какие регионы он исследует. Ре 
 зультатом работы алгоритма является рассчитанное ко

личество дезаминированных метилированных цитозинов 
в CpG контексте и покрытие; соответственно, их отноше
ние и будет уровнем метилирования в данной позиции 
генома. Алгоритм DamMet более универсален, поскольку, 
в отличие от epiPALEOMIX, ориентирован на полноге
номные исследования. Помимо этого, DamMet способен 
рассчитывать уровни дезаминирования в метилированных 
и неметилированных CpG на каждой позиции рида, т. е. 
использует модель, которая наиболее точно описывает 
процесс дезаминирования цитозинов во фрагментах дДНК 
как случайный (Hanghøj et al., 2019).

В настоящее время для исследования метилирования 
ДНК в современных образцах применяется также метод 
полногеномного бисульфитного секвенирования (WGBS) 
(Olova et al., 2018; Suzuki et al., 2018). Для восстановления 
метилирования из образцов, секвенированных с помощью 
этой технологии, существует несколько методов (Clark et 
al., 1994; Bock et al., 2005), из которых самыми известны
ми считаются Bismark, BoostMe и WGBStools. Алгоритм 
Bismark наиболее часто используется для препроцессинга 
данных WGBS, что подразумевает картирование ридов на 
конвертированный референсный геном, а затем подсчет 
количества метилированных и неметилированных цито
зинов на каждой позиции генома (Krueger, Andrews, 2011). 
Этот метод, как и большинство методов, основанных на 
подсчете ридов, недостаточно эффективно преодолевает 
проблему малого покрытия образцов, которая часто по
является при использовании образцов низкого качества 
или проведении single cell экспериментов. Для решения 
этой проблемы были разработаны алгоритмы на основе 
машинного обучения, такие как DeepCPG и BoostMe.

DeepCpG – это алгоритм на основе нейронной сети 
глубокого обучения, который прогнозирует состояния ме
тилирования малопокрытых сайтов и обнаруживает мо
тивы, связанные с изменением уровней метилирования и 
межклеточной изменчивостью (Angermueller et al., 2017). 
Этот инструмент применяется для улучшения качества дан 
ных single cell экспериментов. BoostMe, базирующийся на 
методе машинного обучения, позволяет решить проблему 
на этапе препроцессинга генома с помощью импутации 
(Zou et al., 2018). Градиентный бустинг (XGBoost), им
плементированный в этом инструменте, сочетает данные 
нескольких образцов (более трех) для коррекции пропу
щенных уровней метилирования в образцах современных 
тканей, что позволяет использовать для восстановления 
метилирования образцы с низким покрытием генома. Кро 
 ме того, преимуществом BoostMe является способность 
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восстанавливать не только состояние данного CpG (мети
лирован/не метилирован), но и уровень метилирования. 
WGBStools – набор методов, разработанный в рамках про
екта по составлению атласа метилирования современных 
тканей. Используется для сверхкомпактного представле
ния картированных прочтений, статистического анализа, 
а также для визуализации от небольших фрагментов до 
целых хромосомных локусов (https://github.com/nloyfer/
wgbs_tools).

Несмотря на разнообразие алгоритмов восстановле
ния метилирования, применение WGBS технологии для 
образцов дДНК ограничено, так как для бисульфитной 
конверсии требуется большая концентрация хорошо очи
щенной ДНК. Также при конверсии происходит фрагмен
та ция ДНК, что еще сильнее ухудшает качество дДНК, и 
так значительно фрагментированной изза деградации (Gu 
et al., 2011). Следовательно, алгоритмы расчета уровней 
метилирования, применяемые для современных образцов, 
не могут использоваться для реконструкции профилей 
метилирования древних людей. Поэтому мы сосредоточи
лись на разработке нового алгоритма, который позволил 
бы сравнивать метиломы в древних и современных об
разцах, учитывая отсутствие доступных образцов костной 
ткани для проведения полногеномного бисульфитного 
секвенирования в контексте ожирения.

Материалы и методы
Подготовка данных. Для анализа мы отобрали в базе дан
ных GEO NCBI 11 древних геномов и 12 современных про
филей метилирования, полученных с помощью методов 
Whole Genome Bisulfite Sequencing. При выборе древних 
образцов мы обратили особое внимание на их возраст, 
стратегию подготовки библиотек и полученное покрытие 
по геному: использовались только образцы, полученные 

с предварительной обработкой урацилДНКгликозила
зой (УДГ), не моложе 3 тыс. лет до н. э. и с покрытием 
не менее 5х. Полные геномы древних образцов были от
секвенированы с обработкой УДГ, кроме образцов Vi33 и 
PES001 (Peschanitsa), которые не были обработаны УДГ 
перед секвенированием (табл. 1). 

Выбор 12 современных образцов (Loyfer el al., 2023) 
определен мезодермальным происхождением тканей, из 
которых были подготовлены библиотеки, а также при
менением метода полногеномного бисульфитного секве
нирования. Данные об образцах приведены в табл. 2. 

Препроцессинг ридов древней ДНК. Древние гено
мы были загружены в формате bamфайлов с индексами. 
Согласно (Ohm et al., 2010; Gokhman et al., 2014), УДГ 
недостаточно эффективно работает на концах ДНК. Соот
ветственно, для корректного анализа дДНК при помощи 
утилиты trimBam мы убрали по два нуклеотида с 3ʹ и 
5ʹконцов последовательностей (Gansauge, Meyer, 2013; 
Jun et al., 2015). Для образцов Vi33 и PES001 данная 
про цедура не проводилась, поскольку образцы не были 
обработаны УДГ при подготовке библиотек. Помимо это
го, все риды образцов были отфильтрованы с помощью 
Trim momatic (Bolger et al., 2014) по среднему качеству и 
длине, и в дальнейшем анализе использовались только вы
ровненные на сборку CRCh37 (hg19) последовательности 
со средним качеством более 20 и длиной более 25 п. о.

Реконструкция профилей метилирования древних 
людей. Для восстановления метиломов древних образцов 
мы использовали ПО DamMet (Hanghøj et al., 2019). Пайп
лайн включал в себя три этапа: фильтрацию однонуклео
тидных вариантов, расчет уровней дезаминирования для 
каждой позиции рида и расчет уровня метилирования. 
Расчет SNV проводился с помощью GATK HaplotypeCal
ler v4.3.0.0 (Poplin et al., 2017) с последующей фильтра

Таблица 1. Древние геномы, отобранные для анализа

Образец Группа Возраст 
образца, 
тыс. лет

Пол Ткань Покрытие Профиль  
метилирования

Геномное 
окно 
(в CpG)

Литературный 
источник

Altai Neanderthal Древний 120 Ж Фаланга стопы 50 Gokhman et al., 
2014, 2020

25 Prüfer et al., 2014

Denisovan 75 Ж Фаланга стопы 30 25 Meyer et al., 2012

Vindija33 50 Ж Неопознанная кость 30 50 Prüfer et al., 2017

Ust’-Ishim ОС 45 М Бедренная кость 42 (22 XY) Gokhman et al., 2020 25 Fu et al., 2014

Sunghir 35 М Бедренная кость + 
зубы

10.7 Эта работа 38 Sikora et al., 2017

USR1 11.5 Ж Височная кость 17 50 Moreno-Mayar  
et al., 2018a

Spirit Cave 11 М Височная кость + 
зубы

18 33 Moreno-Mayar  
et al., 2018b

Peschanitsa 11 М Зубы 5 50 Saag et al., 2021

SF12 9 Ж Бедренная кость 57.79 28 Günther et al., 2018

2H10 (France) 3.2 М Зубы 13.9 33 Seguin-Orlando  
et al., 2021

2H11 (France) 3.2 М Зубы 23.9 33 Seguin-Orlando  
et al., 2021

Примечание. Окно сглаживания – параметр усреднения уровней дезаминирования на следующем этапе анализа; ОС – охотники-собиратели.
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цией вариантов с покрытием ниже 5 и качеством ниже 30, 
а также при наличии гомозиготности по альтернативно
му аллелю или более чем 2 альтернативных аллелей, если 
на этой позиции находится цитозин. Данный этап был 
рекомендован автором алгоритма DamMet в публикации 
(Hang høj et al., 2019) и приведен в дополнительных ма
териалах источника.

Далее проводилась реконструкция уровней метилиро
вания с исключением найденных вариантов.
DamMet estDEAM -b <bam-file> -r <fasta-file> -c 
<chromosome> -M <expected-average-methylation> 
-O <out-file-prefix> -E <vcf-to-exclude> -L 25 
-P 50 -q 20 -Q 20

Затем мы рассчитали уровень метилирования с ис
пользованием найденных уровней дезаминирования на 
позициях с метилированными и деметилированными ци
тозинами. Размер геномного окна для каждого образца 
указан в соответствующем столбце табл. 1 и был подобран 
экспериментально.
DamMet estF -b <bam-file> -r <fasta-file> -c 
<chromosome> -M <expected-average-methylation> 
-O <out-file-prefix> -N <genomic-window-size-
in-CpGs>

Полученные профили метилирования были дополни
тельно сглажены с помощью бегущего среднего с окном 
сглаживания 25 CpG скриптом на языке Python.

Валидация реконструированных метиломов. Сравне
ние профилей метилирования неандертальца, дени совца 
и устьишимского охотникасобирателя, полученных на 
предыдущем этапе, производилось с помощью язы ка R. 
Для препроцессинга данных, расчета корреляций и по
строения графиков мы использовали пакеты ggplot, psych, 
corr.test и семейство tidyverse.

Поиск тканеспецифичных областей метилирования. 
Для поиска регионов, метилирование которых пример но 
одинаково во всех тканях мезодермального происхож

дения, был разработан скрипт на языке Python. На вход 
подаются значения метилирования, рассчитанные алго
ритмом Bismark (Krueger, Andrews, 2011) после картиро
вания образцов, упоминаемых выше. Сравнение значений 
метилирования проводилось попозиционно с помощью 
ANOVA для выявления различий в трех группах тканей 
(фибробласты, миоциты, остеобласты) и исключения из 
древних костных и современных адипоцитарных профи
лей метилирования позиций, в которых было обнаружено 
дифференциальное метилирование ( p < 0.05).

Поиск ДМР. Подготовленные на предыдущих этапах 
профили метилирования охотниковсобирателей (ОС) 
и современных людей сравнивались методом ANOVA, 
как и при поиске тканеспецифичного метилирования. 
В первой итерации образцы разделялись на три группы: 
кости охотниковсобирателей, адипоциты здоровых лю
дей и адипоциты пациентов с ожирением. При наличии 
уровня значимости p < 0.05 CpGсайт отбирался для по
следующего анализа с помощью post hoc теста Тьюки. 
CpGсайт считался дифференциально метилированным, 
если изменение метилирования было значимо ( p < 0.05) 
при сравнении костей ОС с адипоцитами тучных людей 
и незначимо при сравнении ОС с контролем. Во второй 
итерации мы изменили разделение по группам: все образ
цы были костными, группы представляли собой образцы 
разного возраста (анатомически древние люди, охотни
кисобиратели и современные люди), для облегчения 
на грузки на вычислительные ресурсы сравнения прово
дили только в регионах, ассоциированных с ожирением. 
Для сборки полученных дифференциально метилирован
ных сайтов в регионы мы воспользовались ПО combined
pvalues (https://github.com/brentp/combinedpvalues), в 
основе которого лежит метод поправок на множественное 
тестирование Штуффера–Липтака (Pedersen et al., 2012). 
Статус изменения метилирования определялся сравнени
ем средних значений метилирования региона в группах.

Таблица 2. Современные геномы, использованные для поиска тканеспецифично метилированных регионов и ДМР

GEO accession Пол Возраст пациента Орган Ткань

GSM5652198 М 37 Толстая кишка Фибробласты

GSM5652202 Ж 35 Сердце

GSM5652204 М 73 Дерма

GSM5652205 Ж 59 Скелетная мышца Гладкие миоциты

GSM5652207 М 22 Аорта

GSM5652209 Ж 51 Мочевой пузырь

GSM5652210 М 24 Простата

GSM5652211 М 57 Легочный бронх

GSM5652212 М 83 Сердце Кардиомиоциты

GSM2637888 – – Кость –

GSM2637887 – – Кость –

GSM5652218 Ж 7 Кость Остеобласты

GSM5652177 Ж 35 Подкожная жировая ткань Адипоциты

GSM5652176 Ж 53 Подкожная жировая ткань

GSM5652178 Ж 37 Подкожная жировая ткань

https://github.com/brentp/combined-pvalues
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Результаты
В данном исследовании мы реконструировали 11 про
филей метилирования древних людей с помощью ин
струмента DamMet. В первую очередь необходимо было 
разработать пайплайн, который позволял бы восстанавли
вать метиломы с высокой точностью; для этого мы подали 
на вход в пайплайн геномы неандертальца и денисовца, 
прошедшие обработку УДГ. Профили для этих организ
мов уже были опубликованы ранее (Gokhman et al., 2014, 
2020), что позволяет нам провести валидацию пайплайна. 
Мы обнаружили, что рассчитанное нами метилирование 
в среднем на 15–20 % ниже, чем ранее опубликованное, 
при этом в общем профили метилирования схожи (рис. 1). 

Коэффициент корреляции профилей метилирования в 
обоих случаях более 85 %: rDenisovan = 0.87, rNeanderthal = 0.9 
( p < 0.05).

Поскольку у нас было несколько образцов, которые не 
прошли обработку урацилДНКгликозилазой на этапе 
подготовки библиотек, мы также хотели удостовериться, 
что DamMet способен реконструировать профили мети
лирования и в отсутствие этого этапа пробоподготовки. 
Для этого мы выбрали образец Vi33, для которого в от
крытом доступе были опубликованы последовательности, 
как прошедшие УДГ обработку, так и не прошедшие ее. 
Параметры пайплайна не изменялись для этих расчетов,  
т. е. условия были одинаковы при реконструкции мети
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Рис. 1. Профили метилирования денисовца и неандертальца, восстановленные DamMet и опубликованные Д. Гохманом.
В поле зрения – деметилированный CpG-островок chr1:1406845–1407821.

Рис. 2. Сравнение уровней метилирования на участке хромосомы 2 образца Vi33 в присутствии и в отсутствие УДГ обра-
ботки библиотек с ранее опубликованными профилями Д. Гохмана.
Уровни метилирования всех образцов были сглажены с помощью бегущего среднего с окном 25 CpG. 
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ломов обеих библиотек. Мы обнаружили среднюю кор
реляцию профиля метилирования, полученного в при
сутствии УДГ, с рассчитанным Д. Гохманом (r = 0.57); 
паттерны метилирования представлены на рис. 2. Однако 
метилом, полученный без обработки УДГ, имеет слабую 
корреляцию с опубликованным (r = 0.14), и паттерны ме
тилирования совпадают в основном в деметилированных 
CpGостровках независимо от того, проводим мы после
дующее сглаживание бегущим средним или нет.

Далее мы обработали с помощью нашего пайплайна 
восемь геномов охотниковсобирателей, для которых ра
нее реконструкция профилей метилирования не прово ди
лась (см. табл. 1). Полученные профили в целом имели 
похожую на другие древние метиломы форму, в том чис
ле проявляли полное деметилирование некоторых CpG 
островков (рис. 3), схожее с профилем ранее реконструи
рованного устьишимского охотникасобирателя (Gokh
man et al., 2020). Несмотря на то что образец PES001 не 
был обработан УДГ при подготовке библиотек, получен
ный нами профиль метилирования имел тенденции, схо
жие с прочими профилями охотниковсобирателей, по
этому не был исключен из дальнейшего анализа.

Как утверждают авторы метода, реконструированные 
с помощью DamMet профили метилирования могут быть 
использованы для прямого сравнения с современными 
данными, однако метилирование может различаться в 
клетках разного происхождения, и, следовательно, прямо
му сравнению подлежат только профили метилирования, 
полученные из одних тканей. Насколько нам известно, 
секвенирование костных тканей в контексте ожирения не 
проводилось, поэтому для конечного сравнения мы вы
брали образцы адипоцитов подкожной клетчатки и вис  
церального жира, которые имеют схожие паттерны мети
лирования. Однако эти паттерны могут серьезно отли
чаться от тех, что демонстрируют кости и другие ткани 
мезодермального происхождения, поэтому мы разрабо

тали скрипт на языке Python, который осуществляет поиск 
дифференциально метилированных позиций в мезодер
мальных тканях и исключает их из дальнейшего анализа. 
В основу лег метод дисперсионного анализа в трех груп
пах с последующей проверкой попарными сравнениями и 
поправкой на множественные сравнения. Образцы мезо
дермального происхождения были разделены на группы 
в соответствии с типом ткани: фибробласты, мышечные 
клетки и остеобласты. Всего исследовали 26.5 миллиона 
CpGпозиций, из них около 206 тысяч имели дифферен
циальное метилирование хотя бы в одной из групп, тогда 
как более 26 миллионов не проявляли значимых различий.

Мы провели поиск ДМР для современных образцов 
костных тканей, но при этом искали изменения только в 
642 регионах, для которых в литературе было показано 
дифференциальное метилирование в контексте ожирения. 
В данном случае мы проводили попозиционный ANOVA
анализ для групп древних людей, охотниковсобирателей 
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Рис. 3. Профили метилирования охотников-собирателей, реконструированные с помощью DamMet.
Область протяженного деметилирования принадлежит CpG-островку chr21:18884807–18886111 (GRCh37 hg19).
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Рис.  4.  Процентное соотношение ДМР в различных геномных  
областях.
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и современных людей (костная ткань) с предварительной 
фильтрацией нетканеспецифичных CpGсайтов. Было 
идентифицировано 38 ДМР, в которых пересечение хотя 
бы с одним из обозначенных 642 регионов составило бы 
не менее 20 CpGсайтов. Как видно на рис. 4, около 60 % 
найденных ДМР лежат в промоторных областях генов, 
35 % принадлежат ДМР в теле гена, и лишь 5 % ДМР 
находятся в межгенных областях. 94 % этих ДМР гипер
метилированы, что способствует подавлению экспрессии 
генов, ассоциированных с ожирением.

Дополнительные данные и программный код
Профили метилирования древних людей и скрипты на 
языке Python, использованные для анализа в данной ра
боте, доступны в репозитории GitHub: https://github.com/
bord/ancDMR 

Заключение
В настоящее время существует несколько методов вос
становления профилей метилирования древних организ
мов, из которых в основном используются epiPALEOMIX 
(Hanghøj et al., 2016) и DamMet (Hanghøj et al., 2019). 
Оба эти метода, согласно исследованиям, демонстрируют 
значительную точность, но ограничены качеством древ
них образцов. Для нашего анализа мы остановились 
именно на втором методе, так как авторы при разработке 
учитывали возможность сравнения полученных значений 
метилирования с профилями, для которых использовались 
другие технологии секвенирования, что сделало метод 
универсальным. Однако при валидации пайплайна мы 
заметили, что значения метилирования, полученные с по
мощью DamMet, довольно сильно отклоняются от опуб  
ликованных ранее (Gokhman et al., 2014, 2020). Разра
ботчики DamMet пишут, что их инструмент имеет свой
ство занижать значения метилирования по сравнению с 
профилями epiPALEOMIX, который не учитывает SNV, 
ошибки секвенирования и дезаминирование неметили
рованных цитозинов, что мы и наблюдали при рекон
струкции профилей неандертальца и денисовца. В то же 
время полученная нами корреляция восстановленных 
с помощью DamMet значений метилирования с ранее 
опубликованными имеет положительные значения, как 
и при сравнении, проведенном авторами DamMet. Соот
ветственно, инструмент эффективно работает и для ис
следования ранее не восстановленных профилей, которые 
впоследствии действительно могут использоваться для 
дальнейшего сравнения с современными метиломами.

В качестве демонстрации разработанного нами пайп
лайна мы осуществили поиск ДМР в геномах охотников
собирателей и современных людей в контексте ожирения, 
выявив 38 регионов, среди которых около двух третей 
находится в промоторных областях, а значит, изменение 
метилирования промоторов данных генов может быть 
ассоциировано с их экспрессией. Шаги, на которые мы 
разделили пайплайн, разрешают проблемы, с которыми 
может столкнуться исследователь, обнаруживший дефи
цит опубликованных профилей метилирования нужных 
тканей в контексте исследуемого им состояния, поскольку 
они позволяют снизить вероятность получения ложно
положительных ДМР, обусловленных тканеспецифич

ностью. Для применения данного пайплайна при поиске 
ДМР, ассоциированных с другим заболеванием, исследо
вателю потребуется провести анализ соответствующей 
литературы и выбрать регионы, метилирование которых 
связано с интересующим его заболеванием. Однако, не
смотря на исключение тканеспецифичных регионов и 
фильтрацию по регионам, ассоциированным с болезнью, 
в процессе поиска ДМР все еще будут принимать участие 
CpGсайты, метилирование которых было изменено в ходе 
эволюционного перехода от древних людей (Homo sa
piens neandertaliensis) к людям современного типа (Homo 
sapiens sapiens).
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Анализ особенностей эволюции генов рецепторов клеточной 
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Аннотация. Гены рецепторов клеточной поверхности составляют существенную долю генома человека 
(более тысячи генов) и выполняют важную роль в генных сетях. Рецепторы клеточной поверхности – это 
трансмембранные белки, которые взаимодействуют с различными молекулами (лигандами), находящими
ся во внеклеточном пространстве, что приводит к активации путей сигнальной трансдукции в клетке. Для 
рецепторов клеточной поверхности известно большое количество экзогенных лигандов различного проис
хождения, включая лекарственные препараты, что и определяет интерес к их исследованию с точки зрения 
биомедицины. Аппетит (стремление животного организма потреблять пищу) – один из самых примитивных 
инстинктов, способствующих выживанию. Однако приобретенный в ходе эволюции механизм приспособ
ления к неблагоприятным факторам в условиях стабильного поступления питательных веществ оказался 
избыточным, в связи с чем ожирение стало одной из самых серьезных проблем общественного здравоохра
нения в XXI веке. Патологические состояния человека, характеризующиеся нарушениями аппетита, вклю
чают как гиперфагию, неминуемо приводящую к ожирению, так и нервную анорексию, индуцированную 
психосоциальными стимулами, и снижение аппетита, связанное с воспалительными, нейродегенеративны
ми и онкологическими заболеваниями. Понимание эволюционных механизмов развития болезней челове
ка, особенно связанных с изменениями образа жизни, произошедшими в течение последних 100–200 лет, 
имеет как фундаментальное, так и прикладное значение. Особенно важно установить взаимосвязи между 
эволюционными характеристиками генов в генных сетях и устойчивостью этих сетей к изменениям, вызван
ным мутациями. Цель данной работы – выявление особенностей эволюции генов рецепторов клеточной 
поверхности человека, участвующих в регуляции аппетита, с использованием филостратиграфического ин
декса PAI  (phylostratigraphic age index) и индекса эволюционной изменчивости DI (divergence index). Были 
проанализированы индексы PAI и DI для 64 генов человека, кодирующих рецепторы клеточной поверхности, 
ортологи которых участвовали в регуляции аппетита у модельных видов животных. Оказалось, что в рас
сматриваемом наборе генов содержится повышенное количество генов, имеющих одинаковый филостра
тиграфический возраст (PAI = 5, этап дивергенции позвоночных), и почти все эти гены (28 из 31) относятся к 
суперсемейству рецепторов, сопряженных с Gбелком. Повидимому, синхронизированное эволюциониро
вание такой многочисленной группы генов (31 из 64 генов) связано с формированием у первых позвоноч
ных мозга как отдельного органа. При исследовании распределения генов из этого же набора по значениям 
индексов DI была выявлена существенная обогащенность генами с низким DI. При этом восемь генов (GPR26, 
NPY1R, GHSR, ADIPOR1, DRD1, NPY2R, GPR171, NPBWR1) характеризовались экстремально низким значением DI 
(менее 0.05), что указывает на существенную их подверженность стабилизирующему отбору. Обнаружено 
также, что группа генов с низким DI обогащена генами, тканеспецифически экспрессирующимися в мозге. 
В частности, к группе генов, тканеспецифически экспрессирующихся в мозге, относится GPR26, имеющий са
мое низкое значение DI. Ввиду того, что эндогенный лиганд для рецептора GPR26 пока не выявлен, этот ген 
представляется чрезвычайно интересным объектом для дальнейшего теоретического и экспериментально
го исследования. Выявленные нами особенности распределения генов рецепторов клеточной поверхности 
по эволюционным индексам PAI и DI являются отправной точкой для дальнейшего анализа эволюционных 
характеристик генной сети регуляции аппетита в целом.
Ключевые слова: регуляция аппетита; рецепторы клеточной поверхности; чувство голода; эволюция; фило
стратиграфия; возраст гена; изменчивость генов.
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Abstract. Genes encoding cell surface receptors make up a significant portion of the human genome (more than a 
thousand genes) and play an important role in gene networks. Cell surface receptors are transmembrane proteins 
that interact with molecules (ligands) located outside the cell. This interaction activates signal transduction pathways 
in the cell. A large number of exogenous ligands of various origins, including drugs, are known for cell surface recep
tors, which accounts for interest in them from biomedical researchers. Appetite (the desire of the animal organism 
to consume food) is one of the most primitive instincts that contribute to survival. However, when the supply of 
nutrients is stable, the mechanism of adaptation to adverse factors acquired in the course of evolution turned out to 
be excessive, and therefore obesity has become one of the most serious public health problems of the twentyfirst 
century. Pathological human conditions characterized by appetite violations include both hyperphagia, which inevi
tably leads to obesity, and anorexia nervosa induced by psychosocial stimuli, as well as decreased appetite caused by 
neurodegeneration, inflammation or cancer. Understanding the evolutionary mechanisms of human diseases, espe
cially those related to lifestyle changes that have occurred over the past 100–200 years, is of fundamental and applied 
importance. It is also very important to identify relationships between the evolutionary characteristics of genes in 
gene networks and the resistance of these networks to changes caused by mutations. The aim of the current study 
is to identify the distinctive features of human genes encoding cell surface receptors involved in appetite regulation 
using the phylostratigraphic age index (PAI) and divergence index (DI). The values of PAI and DI were analyzed for 
64 human genes encoding cell surface receptors, the orthologs of which were involved in the regulation of appetite in 
model animal species. It turned out that the set of genes under consideration contains an increased number of genes 
with the same phylostratigraphic age (PAI = 5, the stage of vertebrate divergence), and almost all of these genes 
(28 out of 31) belong to the superfamily of Gprotein coupled receptors. Apparently, the synchronized evolution of 
such a large group of genes (31 genes out of 64) is associated with the development of the brain as a separate organ 
in the first vertebrates. When studying the distribution of genes from the same set by DI values, a significant enrich
ment with genes having a low DIs was revealed: eight genes (GPR26, NPY1R, GHSR, ADIPOR1, DRD1, NPY2R, GPR171, 
NPBWR1) had extremely low DIs (less than 0.05). Such low values of DI indicate that these genes are very likely to be 
undergoing stabilizing selection. It was also found that the group of genes with low DIs was enriched with genes 
that had brainspecific patterns of expression. In particular, GPR26, which had the lowest DI, is in the group of brain
specific genes. Because the endogenous ligand for the GPR26 receptor has not yet been identified, this gene seems 
to be an extremely interesting object for further theoretical and experimental research. We believe that the features 
of the genes encoding cell surface receptors we have identified using the evolutionary metrics PAI and DI can be a 
starting point for further evolutionary analysis of the gene network regulating appetite.
Key words: regulation of appetite; cell surface receptors; hunger; evolution; phylostratigraphic analysis; gene age; 
gene variability.
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Введение
Аппетит (стремление животного организма потреблять 
пищу) – это физиологический механизм (ощущение), ре
гулирующий поступление питательных веществ. Стрем
ление потреблять пищу – один из самых примитивных 
инстинктов, способствующих выживанию. Этот инстинкт 
формировался на протяжении миллионов лет эволюции 
живых существ и обеспечил мощные механизмы для 
адаптации и реагирования на периоды нехватки пита  
тельных веществ (Yeo, Heisler, 2012). Способность потреб
лять из быточные количества пищи в периоды ее доступ
ности существенно влияла на выживание особей как в 
популяциях человека, так и в популяциях других видов 
животных.

С развитием человеческой цивилизации население ряда 
развитых стран столкнулось с проблемой адаптации к 
изо билию продуктов питания в сочетании со снижением 
физической активности, в связи с чем ожирение стало 
серьезной проблемой общественного здравоохранения в 
XXI веке (KaidarPerson et al., 2011). Таким образом, при
обретенный в ходе эволюции механизм приспособления 
к неблагоприятным факторам в условиях стабильного 
поступления питательных веществ оказался избыточным 
(Yeo, Heisler, 2012).

Система регуляции аппетита человека и других видов 
животных функционирует при участии белковых про
дуктов генов, экспрессирующихся как в мозге (Olszewski 
et al., 2008), так и в периферических органах и тканях: 
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желудке, кишечнике, поджелудочной железе, жировой 
ткани. Нейроны, участвующие в регуляции мотивацион
ного стремления для получения пищи, расположены в 
различных отделах головного мозга (ядрах гипоталамуса, 
амигдале, дорсальном ядре шва, ядрах солитарного трак
та, вентральной тегментальной области, префронтальной 
коре и т. д.). Они интегрируют сигналы, полученные от 
органов чувств (обоняние, зрение, вкусовые ощущения), 
а также различные интероцептивные и гуморальные сиг
налы и управляют поведением, направленным на поиск и 
потребление пищи (Yeo, Heisler, 2012; Tremblay, Bellisle, 
2015; Heisler, Lam, 2017). 

Аппетит может быть вызван дефицитом энергии и пи
тательных веществ, в англоязычной литературе для обо
значения этого понятия принят термин «гомеостатический 
аппетит» (homeostatic appetite). Однако даже в отсутствие 
недостатка калорий такие факторы, как вид, запах и вкус 
пищи, сигналы окружающей среды, ожидание ощущений, 
связанных с едой, могут стимулировать пищевое поведе
ние, т. е. негомеостатический аппетит (nonhomeostatic ap  
petite). Системы нейронов, управляющих гомеостатиче
ским и негомеостатическим аппетитом, функционируют 
в тесной кооперации (Ahn et al., 2022).

Центральным звеном систем регуляции как гомеоста
тического, так и негомеостатического аппетита являются 
нейроны аркуатного ядра гипоталамуса, секретирующие 
нейропептид Y (NPY) и агутиподобный белок (AgRP), а 
также альфамеланоцитстимулирующий гормон (αMSH), 
который образуется из проопиомеланокортина (POMC) 
под действием прогормонконвертаз (PCSK1 и PCSK2) 
(Yeo, Heisler, 2012). Активность нейронов аркуатного ядра 
гипоталамуса контролируется гормонами (лептином, ин
сулином, грелином, полипептидом YY (PYY), глюкокор
тикоидами, адренокортикотропином, кортикотропинре
лизинг гормоном), нейромедиаторными системами мозга 
(серотонергическая, дофаминергическая, адреналиновая, 
ГАМКергическая), а также нейротрофическими факто
рами (BDNF и др.) (Maniam, Morris, 2012; Yeo, Heisler, 
2012; Heisler, Lam, 2017). 

Известны патологические состояния человека, харак
теризующиеся нарушениями аппетита. Патологическое 
увеличение массы тела (ожирение) может быть вызвано 
таким состоянием, как гиперфагия (булимия). Катастро
фическое снижение аппетита наблюдается при нервной 
анорексии, которая чрезвычайно опасна и повышает риск 
смерти у молодых людей в 10 раз (Fichter, Quadflieg, 2016). 
Снижение аппетита может наблюдаться при хронических 
воспалительных и аутоиммунных процессах, онкологи
ческих и нейродегенеративных заболеваниях (Grossberg 
et al., 2010). В этом контексте любые новые знания о сис
теме генов, регулирующих аппетит, приобретают особую 
значимость.

Ранее нами был проведен функциональный анализ 
генов, контролирующих пищевое поведение и массу тела 
(Игнатьева и др., 2014; Ignatieva et al., 2016). При анализе 
выборки из 105 генов, участвующих в регуляции аппети
та, была обнаружена неслучайно частая встречаемость 
генов, специфически экспрессирующихся в мозге. Также 
было выявлено, что примерно 45 % выборки составляют 
гены, кодирующие рецепторы клеточной поверхности. 

Многие из этих рецепторов относятся к суперсемейству 
рецепторов, сопряженных с Gбелком (Gproteincoupled 
receptors, GPCR).

Суперсемейство рецепторов, сопряженных с Gбел
ком, представлено белками, имеющими сходное строение 
(у всех имеется семь трансмембранных доменов) и при
сутствующими в клетках практически всех эукариот (New, 
Wong, 1998; Yang et al., 2021). По данным компьютерного 
анализа, геном человека содержит около 800 генов, коди
рующих белки этого суперсемейства (включая 388 генов, 
кодирующих ольфакторные рецепторы) (Bjarnadóttir et al., 
2006). Рецепторы из суперсемейства GPCR опосредуют 
ответ клеток на внеклеточные сигнальные молекулы раз
личной природы – белковой, пептидной, низкомолекуляр
ные вещества (запаховые и вкусовые стимулы, гормоны), 
а также фотоны света. В свою очередь, эти рецепторы 
активируют в клетках пути сигнальной трансдукции, обе
спечивая фундаментальные физиологические процессы: 
зрение, восприятие вкусовых и запаховых сигналов, функ
ционирование клеток нервной системы,  эндокринную ре
гуляцию и процессы размножения (Katritch et al., 2013). 
К числу наиболее известных рецепторов из суперсемей
ства GPCR, включенных нами ранее в выборку генов, 
регулирующих аппетит (Igatieva et al., 2016), относятся, 
например, GHSR (growth hormone secretagogue receptor), 
MC3R (melanocortin 3 receptor), MC4R (melanocortin 4 re
ceptor), CCKAR (cholecystokinin A receptor), CCKBR (cho
lecystokinin B receptor) и GCGR (glucagon).

Понимание эволюционных механизмов развития бо лез
ней человека, особенно связанных с изменениями образа 
жизни, произошедшими в течение последних 100–200 лет 
(а упомянутые выше болезни, обусловленные нарушени
ями регуляции аппетита, именно таковыми и являются), 
имеет как фундаментальное, так и прикладное значение. 
Особенно важно установить взаимосвязи между эволю
ционными характеристиками генов в генных сетях и ус
тойчивостью этих сетей к изменениям как в самих генах 
(посредством мутаций), так и в паттернах их экспрессии, 
обусловленными, например, вариациями в сайтах связы
вания транскрипционных факторов. Филогенетический и 
популяционный анализ генов и ген ных сетей, регулирую
щих соответствующие биологические процессы, может 
быть полезным при разработке новых сценариев персона
лизированной профилактики и таргетной лекарственной 
терапии заболеваний.

Цель данной работы – выявить особенности эволю
ции генов рецепторов клеточной поверхности человека, 
участвующих в регуляции аппетита, с использованием 
филостратиграфического индекса PAI (phylostratigraphic 
age index) и индекса эволюционной изменчивости DI 
(di vergence index). Для достижения этой цели на первом 
этапе на основе анализа научных публикаций была сфор
мирована выборка генов человека, кодирующих рецепто
ры, ортологи которых участвовали в регуляции аппетита 
у модельных видов животных. Далее были рассмотрены 
распределения генов человека по величинам индексов PAI 
и DI. Характеристические особенности этих распределе
ний выявляли путем сравнения с распределениями, полу
ченными для всех белоккодирующих генов человека, а 
также генов, кодирующих белки суперсемейства GPCR.
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Материалы и методы
Формирование списка генов, кодирующих рецепторы 
клеточной поверхности и участвующих в регуляции 
аппетита. Список генов был взят из опубликованной ра
нее работы (Ignatieva et al., 2016) и дополнен на основе 
поиска по PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) с ис
пользованием ключевых слов, приведенных в Приложе
нии 11. Рассматривались только гены из эксперименталь
ных работ, публикации обзорного характера из рассмо
трения исключались. Почти во всех исследованиях роль 
генов в регуляции количества потребленной пищи была 
выявлена на модельных животных (мышах, крысах и т. д.). 
Поэтому список генов человека, контролирующих аппе
тит, был сформирован из ортологов генов, выявленных в 
экспериментах на других видах животных. Информацию 
о том, что продуктом гена является рецептор клеточной 
поверхности, получали из текстового поля “Summary” 
базы EntrezGene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).

Контрольные выборки генов. В анализе использовали 
выборки генов человека, перечисленные в табл. 1. Список 
генов человека, кодирующих рецепторы и контролирую
щих аппетит, получил название Receptors_64.

Выборка всех белоккодирующих генов человека 
(allCDS_19,566) была образована из белоккодирующих 
генов, для которых известны индексы PAI и DI. Эта вы
борка включала 19 566 генов.

Выборку генов человека, кодирующих рецепторы из 
суперсемейства GPCR (allGPCR_389), формировали на 
основе данных базы GPCRdb (https://gpcrdb.org) (Pandy
Szekeres et al., 2023). В выборку не вошли гены, кодирую
щие ольфакторные рецепторы, так как рецепторы этого 
типа не были представлены в сформированной нами вы
борке генов рецепторов клеточной поверхности, контро
лирующих аппетит. 

Выборку генов, кодирующих GPCR и контролирую
щих аппетит (appGPCR_45), получали путем пересе
чения сформированных ранее выборок Receptors_64 и 
allGPCR_389.

Анализ эволюционных характеристик генов осу
ществляли с использованием индексов PAI (phylostrati
graphic age index) и DI (divergence index).
1 Приложения 1–13 см. по адресу: 
https://vavilovjicg.ru/download/pict202327/appx27.pdf

Индекс PAI – филостратиграфический индекс гена. По
казывает, в какой степени отдален от корня филогенети
ческого дерева таксон, отражающий возраст гена, т. е. та
кой таксон, на котором произошло расхождение исследу
емого вида с наиболее отдаленным родственным таксо
ном, в котором обнаружен ортолог рассматриваемого гена 
(табл. 2). Чем больше PAI, тем моложе исследуемый ген. 
Величины PAI были рассчитаны в программе Orthoscape 
на основе сервиса KEGG Orthology, как описано в (Му
стафин и др., 2021). Нами использовались индексы PAI, 
рассчитанные при уровне сходства 0.5.

Индекс DI является индексом эволюционной изменчи
вости гена. Он вычисляется из отношения dN/dS, где dN – 
доля несинонимичных замен в последовательностях ис
следуемого гена и его ортолога; dS – доля синонимичных 

Таблица 1. Выборки генов человека, для которых проводился анализ распределений индексов PAI и DI

Название выборки Описание выборки Количество генов 

allCDS_19,566 Все белоккодирующие гены генома человека, для которых известны значения  
индексов PAI и DI

19 566

Receptors_64 Гены человека, кодирующие рецепторы клеточной поверхности и участвующие  
в регуляции аппетита*

64

allGPCR_389 Гены человека, кодирующие GPCR (включены все гены, представленные в базе GPCRdb 
(https://gpcrdb.org), за исключением генов, кодирующих ольфакторные рецепторы)

389

appGPCR_45 Гены из выборки Receptors_64, кодирующие GPCR 45

app_not_GPCR_19 Гены из выборки Receptors_64, кодирующие рецепторы, не принадлежащие  
суперсемейству рецепторов, связанных с Gбелком

19

* Выборка включает гены человека, ортологичные генам других видов животных, роль которых в регуляции аппетита исследована экспериментально.

Таблица 2. Соответствие между значениями  
индексов PAI и таксономическими единицами,  
датирующими филостратиграфический возраст генов

PAI Таксон

   0 Cellular Organisms (клеточные организмы, корень дерева)

   1 Eukaryota (эукариоты)

   2 Metazoa (многоклеточные животные)

   3 Chordata (хордовые)

   4 Craniata (плеченогие)

   5 Vertebrata (позвоночные)

   6 Euteleostomi (костные позвоночные)

   7 Mammalia (млекопитающие)

   8 Eutheria (плацентарные)

   9 Euarchontoglires (грызунообразные + эуархонты)

10 Primates (приматы)

11 Haplorrhini (обезьяны)

12 Catarrhini (узконосые обезьяны)

13 Hominidae (гоминиды)

14 Homo (люди)

15 Homo sapiens (человек разумный)

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx27.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx27.pdf
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замен. Значение данного индекса вычислялось на основе 
сравнения генов человека с генами близкородственных 
организмов из семейства гоминид, как описано в работе 
(Мустафин и др., 2021). Таким образом, DI может быть 
определен только для белоккодирующих генов и по
казывает тип отбора, которому подвержен ген. Значение 
индекса в диапазоне от 0 до 1 свидетельствует о том, что 
ген подвержен стабилизирующему отбору, 1 – нейтраль
ной эволюции, а больше 1 – движущему отбору. 

Анализ тканеспецифичных характеристик генов. 
Анализ списка генов на предмет обогащенности генами, 
экспрессирующимися тканеспецифически в определен
ном органе либо ткани, осуществляли с помощью ин
формационнопрограммного ресурса TSEA tool (Wells et 
al., 2015). TSEA tool (http://genetics.wustl.edu/jdlab/tsea/) 
использует данные о тканеспецифической экспрессии 
генов в 25 различных органах и тканях человека и вы
являет группы тканеспецифически экспрессирующихся 
генов, объем которых значимо превышает ожидаемый по 
случайным причинам. TSEA tool оперирует данными о по
казателях обогащения тканей продуктами экспрессии ге
нов (SI, specificity index) и соответствующих им значениях 
параметра pvalue (pSI), рассчитанных для каждого органа 
или ткани и для каждого транскрипта в результате анализа 
данных полнотранскриптомного профилирования (GTEx 
Consortium, 2015). При значении параметра pSI < 0.01 
транскрипт рассматривается как тканеспецифичный (tis
suespecific) для этой ткани.

Статистический анализ. Оценку статистической зна
чимости различий между количеством генов в подгруппах 
оценивали с помощью критерия Хиквадрат.

Результаты

Выборка генов, кодирующих рецепторы клеточной 
поверхности, и их функциональные характеристики
В результате запросов к PubMed были найдены экспери
ментальные данные о генах модельных видов животных 
(мышах, крысах и т. д.), участвующих в регуляции по
требления пищи. Используя эти сведения, а также инфор
мацию из базы EntrezGene, мы сформировали набор из 
64 генов человека, ортологичных генам, выявленным у мо  
дельных видов животных, и кодирующих рецепторы кле
точной поверхности (выборка Receptors_64, см. табл. 1). 
Полный список приведен в Приложении 2.

При сопоставлении списка из 64 генов с данными базы 
GPCRdb обнаружено, что белковыми продуктами 45 ге
нов (70.3 %) являлись рецепторы, сопряженные с Gбел
ком (рис. 1, а). Подвыборка генов, кодирующих рецепто
ры из суперсемейства GPCR, поименована в табл. 1 как 
appGPCR_45. Принадлежность рецептора к суперсемей
ству GPCR указана в Приложении 2. Остальные 19 генов 
(29.9 %) кодировали рецепторы из других суперсемейств 
(выборка app_not_GPCR_19, см. табл. 1).

Анализ списка генов с помощью информационнопро
граммного ресурса TSEA tool (Wells et al., 2015) показал, 
что выборка Receptors_64 обогащена генами, специфично 
экспрессирующимися в мозге. Примерно одна пятая генов 
(12 генов, или 18.75 %) относится к этой категории (см. 
рис. 1, б, Приложение 3).

Анализ эволюционных характеристик
Филостратиграфический возраст генов (анализ на 
основе индекса PAI). На первом этапе было определе
но распределение величин PAI (филостратиграфический 
возраст) для всех белоккодирующих генов человека (вы
борка allCDS_19,556). Оказалось, что значения PAI рас
пределены неравномерно (рис. 2, а). Третья часть всех 
генов (33 %) имела PAI, равный нулю (клеточные орга
низмы, корень дерева), а на долю генов с PAI = 5 (этап 
дивергенции позвоночных) и PAI = 6 (этап дивергенции 
костных позвоночных) приходилось 17 и 14 % соответ
ственно. При рассмотрении распределения величин PAI 
для выборки генов человека, кодирующих рецепторы кле
точной поверхности и участвующих в регуляции аппетита 
(выборка Receptors_64, Приложение 4), обнаружено, что 
31 ген из 64 (т. е. 48 %) имел PAI, равный 5 (этап дивер
генции позвоночных) (см. рис. 2, а). И это количество 
статистически значимо отличалось от ожидаемого ко
ли чества (10.898), которое было рассчитано исходя из 
распределения, полученного для выборки allCDS_19,556 
( p < 0.001, см. рис. 2, а, Приложение 5).

Как отмечено выше, большая доля генов из выборки 
Receptors_64 (45 из 64 генов) кодирует рецепторы, со
пряженные с Gбелком (см. рис. 1, а). Чтобы выяснить, 
не связаны ли обнаруженные нами особенности эволю
ционных характеристик генов из выборки Receptors_64 с 
особенностями генов из суперсемейства GPCR, мы про
анализировали распределение значений индексов PAI для 
набора из 389 генов человека, кодирующих GPCR, пред
ставленных в базе GPCRdb (https://gpcrdb.org) (вы бор
ка allGPCR_389). Оказалось, что это распределение так
же отличается от распределения, полученного для вcех  
белоккодирующих генов человека (см. рис. 2, б ). Коли
чество генов в выборке allGPCR_389, имеющих PAI, рав
ный 5 (этап дивергенции позвоночных), составляло 39 % 
(150 генов из 389) и значимо превышало ожидаемое ко
личество, рассчитанное исходя из доли этой группы генов 
в выборке allCDS_19,566 (Приложение 6).

Далее мы сравнили распределение по значениям PAI 
для 45 генов, кодирующих GPCR и регулирующих аппетит 
(выборка appGPCR_45) с распределением для выборки 

Рецепторы,  
связанные  
с Gбелком

70.3 %

Другие
29.9 %

а

Тканеспе 
цифичные 
для мозга

18.75 %
Другие
81.25 %

б

Рис.  1.  Функциональные характеристики генов человека, кодирую
щих рецепторы клеточной поверхности и участвующих в регуляции 
аппетита (выборка Receptors_64).
а – доля генов, кодирующих рецепторы, сопряженные с Gбелком; б  – 
доля генов, тканеспецифически экспрессирующихся в мозге (тканеспеци
фичность выявляли с помощью программноинформационного ресурса 
TSEA tool).
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allGPCR_389 (см. рис. 2, в). В группе генов из выборки 
appGPCR_45 было обнаружено 28 генов, имеющих PAI, 
равный 5 (этап дивергенции позвоночных) (т. е. 64 %), что 
значимо превышало ожидаемое количество (17.35), рас
считанное исходя из доли этой группы генов в выборке 
allGPCR_389 (Приложение 7).

Ранее было указано, что 19 генов, кодирующих рецеп
торы клеточной поверхности и регулирующих аппетит, 
не относились к суперсемейству рецепторов, связанных 
с Gбелком (выборка app_not_GPCR_19). При рассмо
трении распределения по значениям PAI для этой группы 
генов также были найдены отличия от распределения по 
значениям PAI для всех белоккодирующих генов человека 
(см. рис. 2, г). Однако в данном случае значимое ( p < 0.05) 
превышение по сравнению с ожидаемым наблюдалось 
по количеству генов, имеющих PAI, равный 6 (этап ди
вергенции костных позвоночных), – 6 генов из 19 (32 %), 
тогда как в выборке allCDS_19,566 PAI, равный 6, был 
выявлен у 2769 генов (14 %). Таким образом, ожидаемое 
количество генов, имеющих PAI, равный 6, составляло 
2.69 (Приложение 8).

Эволюционная изменчивость генов (анализ на осно-
ве индекса DI). Анализ распределения генов из выборки 
Receptors_64 по величинам DI (рис. 3, а, Приложение 9) 

показал, что 47 % генов (30 из 64) имеют DI < 0.2, боль
шинство генов (63 из 64, или ~98 %) имеют DI < 1, и лишь 
у одного гена (QRFPR) DI > 1. Это свидетельствует о том, 
что большая часть генов подвергается стабилизирующе
му отбору.

Сравнение распределения генов из выборки Recep
tors_64 по значению индекса DI с распределением, по
лученным для всех белоккодирующих генов из генома 
человека (выборка allCDS_19,566) показало, что выборка 
Receptors_64 характеризуется повышенным содержанием 
генов с низкими значениями DI (см. рис. 3, а). Большая 
часть генов из выборки Receptors_64 (61 из 64 генов, или 
95 %) имела DI < 0.6. И это количество значимо ( p < 0.01) 
превышало ожидаемое (51.95), рассчитанное исходя из 
распределения, полученного для всех белоккодирующих 
генов человека (см. рис. 3, а, Приложение 10).

Распределение по величинам DI для выборки всех 
ре цепторов из суперсемейства GPRC (allGPCR_389) не 
отличалось значимым образом от распределения всех 
белоккодирующих генов (allCDS_19,566) (см. рис. 3, б).

Сравнение распределения по величинам DI для вы
борки appGPCR_45 с распределением для всех рецепто
ров из суперсемейства GPCR (allGPCR_389) показало, 
что количество генов, имеющих низкий DI (≤0.6) в выбор

Рис. 2. Распределения белоккодирующих генов человека из выборок, представленных в табл. 1, по индексу PAI. 
а: контрольная выборка – все белоккодирующие гены человека (allCDS_19,566) и гены рецепторов человека, регулирующих аппетит (Receptors_64); 
б: контрольная выборка – все белоккодирующие гены человека (allCDS_19,566) и гены рецепторов, связанных с Gбелком (allGPCR_389); в: контрольная 
выборка – гены рецепторов, связанных с Gбелком (allGPCR_389) и гены рецепторов, связанных с Gбелком и контролирующих аппетит (appGPCR_45); 
г: контрольная выборка – все белоккодирующие гены человека (allCDS_19,566) и гены рецепторов, контролирующих аппетит, но не принадлежащих 
суперсемейству связанных с Gбелком (app_not_GPCR_19).
Индексы PAI рассчитаны при пороговом значении уровня идентичности последовательностей геновортологов 0.5. Звездочками отмечены различия 
между количеством генов, имеющих PAI = 5 (этап дивергенции позвоночных) (а–в) либо PAI = 6 (этап дивергенции костных позвоночных) (г), и их ожида
емым количеством, рассчитанным исходя из распределения в контрольной выборке.
*** p < 0.001, * p < 0.05. Подробнее см. Приложения 5–8.
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ке appGPCR_45 (42 гена), значимо ( p < 0.05) превыша ет 
ожидаемое количество генов (37.018), рассчитанное на 
основе данных о распределении DI для всех генов, коди
рующих GPCR (см. рис. 3, в, Приложение 11).

Как было указано выше, примерно одна пятая часть 
(18.75 %) генов из выборки Receptors_64 тканеспецифиче
ски экспрессируется в мозге. Мы определили содержание 
генов, характеризующихся тканеспецифическим харак
тером экспрессии, в двух подгруппах: подгруппа генов, 
имеющих низкий DI (DI ≤ 0.2); подгруппа, включающая 
все остальные гены (0.2 < DI < 1.3). Оказалось, что количе
ства тканеспецифически экспрессирующихся генов в этих 

подгруппах значимо отличаются от ожидаемых величин, 
рассчитанных исходя из случайного распределения: в 
подгруппе генов с низким DI содержание тканеспецифи
чески экспрессирующихся генов было повышено (рис. 4, 
Приложение 12).

Обсуждение
Гены рецепторов клеточной поверхности составляют су
щественную долю (более тысячи генов) в геноме челове
ка (BauschFluck et al., 2018). Интерес к исследованию ре
цеп торов клеточной поверхности связан с важной ролью, 
которую они выполняют. Это трансмембранные белки, 
которые взаимодействуют с различными молекулами (ли
гандами), находящимися во внеклеточном пространстве, 
и активируют пути сигнальной трансдукции в клетке 
(BauschFluck et al., 2018; Yang et al., 2021). Для рецеп
торов клеточной поверхности известно большое количе
ство веществ и биохимических соединений (в частности, 
ле карственных препаратов), влияющих на их активность 
(так называемых агонистов и антагонистов). Поэтому ре
цепторы клеточной поверхности представляют большой 
интерес и с точки зрения биомедицины – например, эти 
белки являются мишенями для 66 % лекарственных пре 
паратов, зарегистрированных в DrugBank database (Bausch 
Fluck et al., 2018).

В настоящей работе рассмотрена выборка, включаю
щая 64 гена человека, кодирующих рецепторы клеточной 
поверхности, ортологи которых участвуют в регуляции 
количества потребленной пищи у модельных видов жи
вотных. Выборка создавалась на основе ручного анали
за научных публикаций, что свидетельствует о высоком 
уровне достоверности. Участие такого внушительного ко
личества генов рецепторов в регуляции аппетита хорошо 
согласуется с представлениями о сложной  природе пи ще
вой мотивации. Как было сказано выше, аппетит может 
удовлетворять базисные потребности организма в пище 
(гомеостатический аппетит, обеспечивающий компенса
цию энергозатрат), а также потребности в ощущениях, 
связанных с едой (негомеостатический аппетит, направ
ленный на получение положительных эмоций) (John son, 
2013; Rebello, Greenway, 2016; Ahn et al., 2022). Извест
но, что интенсивность пищевой мотивации может кор

а
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Рис. 3. Распределения генов из выборок, представленных в табл. 1, 
по индексу DI. 
а: контрольная выборка  – все белоккодирующие гены человека 
(allCDS_19,566) и гены рецепторов (Receptors_64). Суммарные наблюдае
мые и ожидаемые количества генов, имеющих DI ≤ 0.6 и DI > 0.6, пред
ставлены в таблице над графиком, расчет ожидаемых количеств приве
ден в Приложении 10. б: контрольная выборка – все белоккодирующие 
гены человека (allCDS_19,566) и гены рецепторов, связанных с Gбелком 
(allGPCR_389); в:  контрольная выборка  – гены рецепторов, связанных с 
Gбелком (allGPCR_389), и гены рецепторов, связанных с Gбелком и кон
тролирующих аппетит (appGPCR_45). Суммарные наблюдаемые и ожидае
мые количества генов, имеющих DI ≤ 0.6 и DI > 0.6, представлены в таблице 
над графиком, расчет ожидаемых количеств приведен в Приложении 11.
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Рис. 4. Распределение по значениям DI генов из выборки Receptors_64.
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ректироваться в зависимости от жизненной ситуации 
либо психоэмоционального состояния индивида (испуг, 
депрессия, скука, хронический стресс, для животных – 
угроза со стороны хищников, охрана территории, брачное 
поведение и т. д.) (Lindén et al., 1987; Braden et al., 2018, 
2023; Hadjieconomou et al., 2020; Siegal et al., 2022). Такая 
корректировка реализуется за счет того, что мозг обраба
тывает информацию, получаемую от органов чувств, и 
интегрирует ее с сигналами о состоянии различных фи
зиологических систем организма (Tomé et al., 2009; Holt
mann, Talley, 2014; Spetter et al., 2014; Tremblay, Bellisle, 
2015). И в этот процесс вовлечены нервные клетки с 
раз личной специализацией, экспрессирующие на своей 
поверхности широкий спектр рецепторов (Yeo, Heisler, 
2012; Heisler, Lam, 2017). 

При рассмотрении распределений генов по величинам 
PAI было выявлено: 1) выборка Receptors_64 содержит 
значимо больше генов, имеющих одинаковый филостра
тиграфический возраст (PAI = 5, этап дивергенции позво
ночных), чем все белоккодирующие гены; 2) подвыборка 
генов из суперсемейства GPCR, участвующих в регуляции 
аппетита (appGPCR_45), также содержит повышенное 
количество генов с одинаковым филостратиграфическим 
возрастом (PAI = 5, этап дивергенции позвоночных), чем 
это можно было ожидать, основываясь на данных о рас
пределении значений PAI для всех рецепторов суперсе
мейства GPCR.

Таким образом, набор генов рецепторов клеточной 
поверхности, контролирующих аппетит, содержит повы
шенное количество генов, имеющих одинаковый фило
стратиграфический возраст (PAI = 5, этап дивергенции 
позвоночных). Повидимому, синхронизированное эво
люционирование такой многочисленной группы генов 
(31 ген имеет PAI = 5) связано с формированием у первых 
позвоночных мозга как отдельного органа (Sarnat, Net sky, 
2002). Примечательно, что почти все эти гены, имеющие 
PAI, равный 5 (28 из 31), относятся к суперсемейству 
GPCR, что хорошо согласуется с тем, что рецепторы этого 
суперсемейства задействованы в обработке сигналов от 
органов чувств, а также сигналов, передаваемых гормо
нами и нейромедиаторами (PandySzekeres et al., 2023). 
Так, к группе генов рецепторов из суперсемейства GPCR, 
имеющих PAI, равный 5 (этап дивергенции позвоночных), 
относятся, в частности, гены, кодирующие рецепторы ней
ропептида Y (NPY1R, NPY2R, NPY4R, NPY5R) и альфаме
ланоцитстимулирующего гормона (MC3R и MC4R). Ней
ропептид Y и альфамеланоцитстимулирующий гормон 
являются сигнальными молекулами, секретируемы ми ней
ронами аркуатного ядра гипоталамуса – структуры моз
га, выполняющей функцию центрального регулятора пи
щевого поведения (Yeo, Heisler, 2012; Heisler, Lam, 2017).

Другая особенность выявлена для подвыборки генов, 
участвующих в регуляции аппетита, но не принадлежа
щих суперсемейству GPCR (app_not_GPCR_19): здесь со
держится повышенное количество генов, имеющих PAI, 
равный 6 (этап дивергенции костных позвоночных). 
Примечательно, что четыре гена из этой группы кодируют 
рецепторы, имеющие отношение к иммунной системе. 
Это гены GHR и LEPR, кодирующие белки из семейства 
цитокиновых рецепторов типа I (type I cytokine receptor 

family), и гены TLR2 и TLR4, кодирующие белки из семей
ства толлподобных рецепторов (Tolllike receptor family).

Рассмотрение значений индексов PAI показало, что в ре
гуляцию потребления пищи вовлечены и так называемые 
древние гены (т. е. гены, имеющие PAI = 0, – клеточные 
организмы, корень дерева). К ним относятся, например, 
ген INSR, кодирующий рецептор инсулина и участвую
щий, в частности, в регуляции секреции нейропептида Y 
и альфамеланоцитостимулирующего гормона нейронами 
аркуатного ядра гипоталамуса (Leibowitz, Wortley, 2004), 
а также ген NTRK2, кодирующий рецептор нейротрофи
ческого фактора мозга, опосредующего анорексигенное 
действие нейротрофического фактора, вырабатываемого в 
паравентрикулярном ядре (An et al., 2015; Chu et al., 2023). 
Оба гена экспрессируются в различных тканях и органах 
(Escandón et al., 1994; Federici et al., 1997). Это указывает 
на то, что на ранних этапах эволюции живых организмов 
предковые формы белков INSR и NTRK2 могли быть 
задействованы в регуляции различных биологических 
процессов и оказались вовлечены в систему генов, регу
лирующую потребление пищи, на эволюционном этапе, 
соответствующем формированию специализированных 
структур мозга.

Анализ значений индексов PAI позволил выявить груп
пу относительно «молодых» генов (значения PAI равны 6 
и 7, этапы дивергенции костных позвоночных и млеко
питающих). Пять генов из этой группы кодируют рецеп
торы, имеющие отношение к иммунной системе: четыре 
вышеупомянутых гена GHR, LEPR, TLR2 и TLR4, а также 
IL1R1. Обнаружение этих генов в группе относительно 
«молодых» хорошо согласуется с известными данными о 
том, что в ходе эволюции система адаптивного иммуни
тета начала формироваться сравнительно недавно (Ward, 
Rosenthal, 2014).

При исследовании распределения генов из выборки 
Receptors_64 по значениям индексов DI была выявлена 
существенная обогащенность этой группы генами, под
верженными стабилизирующему отбору. Оказалось, что 
подгруппа генов, регулирующих аппетит и относящихся 
к суперсемейству GPCR (appGPCR_45), тоже содержала 
повышенное количество генов с низким индексом DI. 

Наиболее низкие значения индекса DI (<0.05) имели 
восемь генов: GPR26, NPY1R, GHSR, ADIPOR1, DRD1, 
NPY2R, GPR171, NPBWR1 (см. Приложение 9). Причем 
семь из этих восьми генов (за исключением ADIPOR1) 
кодируют белки из суперсемейства GPCR.

Экстремально низкое значение DI (<0.005) имел ген 
GPR26. Он кодирует рецептор из суперсемейства GPCR, 
лиганд которого до сих пор неизвестен. У мышей с но
каутом гена GPR26 развивается гиперфагия (Chen et al., 
2012). Кроме того, согласно поведенческим тестам, такие 
мыши склонны к депрессии и тревожности, а также в 
большей степени предпочитают этанол, чем мыши с 
нор мальным генотипом (Zhang et al., 2011). По данным 
ресурса TSEA tool, GPR26 является тканеспецифичным 
для мозга. У человека он экспрессируется в амигдале, 
гиппокампе и таламусе (Jones et al., 2007). Функция гена 
GPR26 эво люционно консервативна – в эксперименте по 
подавлению экспрессии генов с помощью РНК интерфе
ренции у C. elegans было показано, что у этого организма 
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имеется ген Y5H2B, обладающий сходством с GPR26 и 
регулирующий накопление жира (Ashrafi et al., 2003). 
Функции других генов с экстремально низкими значения
ми DI (<0.05) кратко охарактеризованы в Приложении 13.

Среди генов из выборки Receptors_64 лишь один ген 
(QRFPR) имел DI > 1 (см. Приложение 9). Высокое зна
чение индекса DI указывает на то, что, возможно, этот 
ген подвержен движущему отбору. Известно, что QRFPR 
кодирует рецептор орексигенного нейропептида QRFP 
(py roglutamylated RFamide peptide) (Cook et al., 2022). По 
данным баз EntrezGene и UniProt, QRFPR экспрессиру
ется у человека как в различных отделах мозга, так и в 
периферических тканях (сердце, почках, желудке, яичках, 
щитовидной железе). В геномах мыши, крысы и хомяка 
содержится как минимум два гена, кодирующих рецеп
тор нейропептида QRFP (Cook et al., 2022). Для генома 
человека таких данных нет, однако можно предполагать, 
что QRFPR не подвержен стабилизирующему отбору, по
скольку геном человека тоже содержит несколько генов, 
кодирующих белки со сходной функцией.

Мы также обнаружили, что группа генов, имеющих 
низкий DI, т. е. с наибольшей вероятностью подверженных 
стабилизирующему отбору, обогащена генами, тканеспе
цифически экспрессирующимися в мозге. Этот результат 
хорошо согласуется с данными, полученными G. Dumas с 
коллегами при исследовании почти полного набора белок
кодирующих генов человека (N = 11 667). Авторы показали 
(Dumas et al., 2021), что гены, кодирующие белки, функции 
которых связаны с мозгом, являются наиболее консерва
тивными в геноме человека. В группе генов, имеющих 
низкий DI и тканеспецифически экспрессирующихся в 
мозге, обращает на себя внимание уже упоминавшийся 
ген GPR26. Поскольку GPR26 обладает экстремально низ  
кой метрикой DI, а также ввиду того, что лиганд для ре
цептора GPR26 пока не выявлен (Chen et al., 2012), этот 
ген представляется чрезвычайно интересным объектом 
для дальнейшего теоретического и экспериментального 
исследования.

Заключение
В нашей работе проанализированы распределения ин
дексов PAI и DI для группы генов рецепторов клеточной 
поверхности человека, ортологи которых участвовали в 
регуляции аппетита у модельных видов животных. Об
наружено, что в рассматриваемом наборе генов содер
жится повышенное количество генов, имеющих одина
ковый филостратиграфический возраст (PAI = 5, этап 
ди вергенции позвоночных), что, повидимому, связано с 
формированием у первых позвоночных мозга как отдель
ного органа. Выявлена также значительная обогащенность 
данной группы генами с низким значением индекса DI, 
что указывает на существенную подверженность этих ге
нов стабилизирующему отбору. При этом группа генов, 
имеющих низкий DI, обогащена генами, тканеспецифи
чески экспрессирующимися в мозге. Выявленные нами 
особенности распределения генов рецепторов  клеточной 
поверхности по эволюционным индексам PAI и DI яв
ляются отправной точкой для дальнейшего анализа эво
люционных характеристик генной сети регуляции аппе
тита в целом.
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Аннотация. Пандемия коронавирусной инфекции, вызванная вирусом SARS-CoV-2, которой человечество 
противостояло с использованием новейших достижений науки, оставила после себя в том числе обширные 
генетические данные. Ежедневно начиная с конца 2019 г. в мире собирались образцы геномов вируса, что 
предоставляет возможность детально проследить его эволюцию с момента возникновения до настоящего 
времени. Накопленная статистика результатов экспресс-тестирования показала, что число подтвержденных 
случаев заражения SARS-CoV-2 составило не менее 767.5 млн (9.5 % нынешнего населения Земли без учета 
бессимптомников), а число секвенированных геномов вируса – более 15.7 млн (что составляет чуть более 2 % 
от общего числа заразившихся). Эти новые данные потенциально несут в себе информацию о механизмах 
изменчивости и распространения вируса, его взаимодействия с иммунной системой человека, об основных 
параметрах, характеризующих механизмы развития пандемии, и многое другое. В этой статье мы анализиру-
ем пространство возможных вариантов генетических последовательностей SARS-CoV-2 как с математической 
точки зрения, так и с учетом биологических ограничений, присущих этой системе (основанных на общебио-
логических знаниях и учитывающих особенности данного конкретного вируса). Для этого мы разработали 
программное обеспечение, способное загружать и анализировать нуклеотидные последовательности SARS-
CoV-2 в формате FASTA, определять позиции 5’ и 3’ UTR, число и расположение неидентифицированных ну-
клеотидов (“N”), осуществлять выравнивание относительно референсной последовательности посредством 
вызова предназначенных для этого программ, определять мутации, делеции и вставки, а также рассчитывать 
различные характеристики геномов вирусов с заданным шагом по времени (дни, недели, месяцы и т. д.). По-
лученные данные свидетельствуют о том, что, несмотря на кажущееся математическое многообразие воз-
можных вариантов изменения вируса во времени, коридор эволюционной траектории, которым прошел 
коронавирус, представляется достаточно узким. Это дает основание полагать, что он в некоторой степени 
детерминирован, что позволяет надеяться на возможность моделирования эволюции коронавируса.
Ключевые слова: коронавирус; SARS-CoV-2; геном; пространство вариантов; эволюция; изменчивость.
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Abstract. The coronavirus pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus, which humanity resisted using the latest ad-
vances in science, left behind, among other things, extensive genetic data. Every day since the end of 2019, samples 
of the virus genomes have been collected around the world, which makes it possible to trace its evolution in detail 
from its emergence to the present. The accumulated statistics of testing results showed that the number of con-
firmed cases of SARS-CoV-2 infection was at least 767.5 million (9.5 % of the current world population, excluding 
asymptomatic people), and the number of sequenced virus genomes is more than 15.7 million (which is over 2 % of 
the total number of infected people). These new data potentially contain information about the mechanisms of the 
variability and spread of the virus, its interaction with the human immune system, the main parameters characteriz-
ing the mechanisms of the development of a pandemic, and much more. In this article, we analyze the space of pos-
sible variants of SARS-CoV-2 genetic sequences both from a mathematical point of view and taking into account the 
biological limitations inherent in this system, known both from general biological knowledge and from the conside-
ration of the characteristics of this particular virus. We have developed software capable of loading and analyzing 
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SARS-CoV-2 nucleotide sequences in FASTA format, determining the 5’ and 3’ UTR positions, the number and loca-
tion of unidentified nucleotides (“N”), performing alignment with the reference sequence by calling the program 
designed for this, determining mutations, deletions and insertions, as well as calculating various characteris tics of 
virus genomes with a given time step (days, weeks, months, etc.). The data obtained indicate that, despite the ap-
parent mathematical diversity of possible options for changing the virus over time, the corridor of the evolutio nary 
trajectory that the coronavirus has passed through seems to be quite narrow. Thus it can be assumed that it is de-
termined to some extent, which allows us to hope for a possibility of modeling the evolution of the coronavirus.
Key words: coronavirus; SARS-CoV-2; genome; space of variants; evolution; variability.
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Введение
Возможность компьютерного моделирования эволюции, 
жизненного цикла и размножения простейшего биологи-
ческого организма с детализацией до генного уровня стала 
бы научным прорывом, однако это по-прежнему находит-
ся далеко за пределами возможностей современных су-
перкомпьютеров. Процесс естественного отбора наиболее 
приспособленных особей происходит с учетом огромного 
количества факторов как внешней, так и внутренней сре-
ды. Особенности организма реализуются через наборы 
особенностей белков, а влияние изменений каждого белка 
на приспособленность оценить достаточно трудно в связи 
с необходимостью учитывать все возникающие изменения 
взаимодействий этого белка со всеми факторами среды и 
другими белками, число которых весьма значительно. 

В компьютерных моделях эволюционирующих объек-
тов, как правило, внесение изменений в геном потомков 
осуществляется не явным образом (посредством воспро-
изведения молекулярных механизмов), а лишь имитирует-
ся посредством описания алгоритмов внесения изменений 
в копию генома предков. Однако и сами механизмы внесе-
ния мутаций и горизонтального переноса генов являются 
субъектами эволюции, и среди возможных изменений, не 
приводящих к гибели или стерильности особи, встреча-
ются и те, что влияют на скорость и точность репликации 
генома. Благодаря этому возникает внутривидовая конку-
ренция, в результате которой, например, для SARS-CoV-2 
с момента его появления и до настоящего времени дли-
тельность инкубационного периода, напрямую связанная 
со скоростью репликации вируса, постоянно снижается 
(Malone et al., 2022).

По сравнению с клеточными формами жизни вирусы 
представляются значительно более удобными объекта-
ми для изучения и компьютерного моделирования эволю-  
ции благодаря достаточно простому устройству и значи-
тельно меньшему геному при широком спектре взаимо-
действий с внешней средой и организмом хозяина. До 
появления технологий быстрого секвенирования геномов 
эволюцию вирусов можно было рассматривать лишь в 
рамках моделей «паразит–хозяин», описывающих стати-
стические, но не молекулярные особенности их взаимо-
действия. С начала пандемии SARS-CoV-2 число под-
твержденных случаев заражения SARS-CoV-2 составило 
не менее 767.5 млн (9.5 % нынешнего населения Земли 
без учета бессимптомников) (Palyanova et al., 2022). Миро-
вым научным сообществом было получено более 15.7 млн 
вариантов геномов данного коронавируса (включая дату 
взятия образца и географическое расположение места его 

получения), предоставляющих беспрецедентно обширные 
данные о его эволюции, в таком количестве не имеющиеся 
ни для какого из других вирусов. 

На основе этих данных может быть рассчитана дина-
мика распространения и изменения вируса не только в 
физическом пространстве и времени, но и в многомерном 
пространстве возможных жизнеспособных вариантов 
вирусных геномов. Метрика такого пространства опре-
деляется минимальным числом единичных изменений 
(мутация, делеция или вставка), необходимых для пре-
образования одного генома в другой (расстояние Левен-
штейна, или «редакционное расстояние»). При этом ви рус 
изменяется, в том числе в ответ на вакцинацию и фор-
мирование иммунитета у переболевших. А значит, из-
меняется как геном вируса, так и его «фенотипические» 
проявления при взаимодействии с организмом носителя, 
т. е. одновременно происходят два процесса: изменение 
(распространение) множества (облака) точек, представля-
ющих популяцию вируса в тот или иной момент времени 
в пространстве возможных последовательностей РНК, и 
изменение самого ландшафта этой многомерной поверх-
ности «функции приспособленности» вируса. Каждая точ-
ка в пространстве возможных состояний соответствует 
определенной нуклеотидной последовательности, более 
или менее отличающейся от исходного референсного ге-
нома (с которого все началось в конце 2019 г. (Wu et al., 
2020)) некоторым количеством изменений – мутаций, де-
леций и вставок. 

Между парами точек, каждая из которых соответствует 
жизнеспособной последовательности, если одна из них 
получилась из другой вследствие изменений, произошед-
ших с вирусом с момента попадания в организм носителя 
до появления вирионов следующего поколения (как пра-
вило, до этого проходит далеко не один цикл репликации 
генома вируса), могут и должны существовать переходы. 
Большинство возможных изменений, возникающих при 
репликации (у каждого экземпляра вирусной последова-
тельности – свои собственные), приведут к его нежизне-
способности (особенно делеции или вставки, длина ко-  
торых не кратна трем, т. е. такие, что приведут к сдвигу 
рамки считывания при трансляции). Однако некоторые 
изменения могут оставить приспособленность вируса 
на прежнем уровне или даже улучшить ее – например, 
повысив скорость синтеза новых вирусных частиц или 
увеличив их количество, производимое в единицу времени 
(что увеличит их преимущество перед остальными ва-
риантами, находящимися в это же время в организме, т. е. 
возникает внутривидовая конкуренция). Под функцией 
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приспособленности можно понимать число экземпля ров 
вирусной последовательности, существующей в челове-
ческой популяции в данный момент времени (с норми-
ровкой на общее число экземпляров вируса в ней или 
без таковой).

Таким образом, формируется (проявляется) ландшафт 
«поверхности» (многомерной) функции приспособлен-
ности, который может иметь более или менее обширные 
«долины», соответствующие множеству сходных после-
довательностей (появившихся в результате небольших 
изменений варианта, впервые попавшего в эту долину), 
«горные хребты» или «плато», разграничивающие «до-
лины» (все точки которых соответствуют нежизнеспо-
собным последовательностям), «перевалы», по которым 
можно перемещаться между «долинами». Области нежиз-
неспособных последовательностей соответствуют тем из 
них, которые, к примеру, не могут создавать свои копии 
из-за повреждения гена, кодирующего РНК-зависимую 
РНК-полимеразу (RdRp), осуществляющую репликацию 
вирусной РНК, либо тем, у которых изменения в структуре 
соответствующих белков не позволяют вирусу сформиро-
вать белковую оболочку, а также в силу множества других 
разнообразных причин. Также, надо полагать, имеются 
«долины», для которых ни один из принадлежащих им 
вариантов последовательностей еще не был реализован, 
однако в которые все-таки возможно попасть – например, 
в результате возникновения жизнеспособного рекомби-
нантного штамма, получившегося при сочетании двух 
более-менее различных вариантов геномов. Возможно, 
именно этим путем и возник изначальный вариант коро-
навируса SARS-CoV-2.

В настоящее время существуют две основные базы дан-
ных, предоставляющие пользователям онлайн-доступ к 
генетическим последовательностям SARS-CoV-2. Круп-
нейшей из них является созданная в 2006 г. GISAID (Glo-
bal Initiative on Sharing All Influenza Data – глобальная 
инициатива по обмену всеми данными о гриппе, https://
gisaid.org) (Khare et al., 2021), которая с момента появле-
ния коронавируса SARS-CoV-2 в конце 2019 г. стала так же 
репозиторием для накопления секвенированных вариан-
тов этого вируса, полученных лабораториями по всему 
миру. В июле 2023 г. в ней насчитывалось более 15.7 млн 
записей. Вторая база данных, NCBI SARS-CoV-2 Data 
Hub (Sayers et al., 2022) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/
virus/vssi/#/virus?VirusLineage_ss=taxid:2697049), содер-
жит более 7.7 млн образцов геномов SARS-CoV-2. Столь 
беспрецедентно обширные и детальные данные прежде 
не были доступны человечеству, поэтому необходимо из-
влечь как можно больше полезной информации и знаний 
на основе их всестороннего анализа. Наша работа пред-
ставляет собой лишь первые шаги на этом пути, и многое 
еще предстоит сделать.

Высокой значимостью для научного сообщества ис-
следователей вирусных геномов обладает также проект 
Nextstrain/Nextclade (https://clades.nextstrain.org/) (Aksa-
mentov et al., 2021), предоставляющий онлайн-инстру-
менты для анализа и визуализации генетических данных 
по различным вирусам, включая SARS-CoV-2. Функцио-
нальные возможности Nextstrain выгодно выделяются на 
общем фоне и включают в том числе графическое отобра-

жение карты генома загруженных последовательностей 
с изображением мутаций, делеций, вставок, неопреде-
ленных нуклеотидов (“N”) и ряда других особенностей 
каждой последовательности, например принадлежность 
к классу реассортантных (рекомбинантных) вариантов.

Описание пространства вариантов генетических после-
довательностей SARS-CoV-2 принципиально включа ет 
в себя: те, которые мы уже можем наблюдать и изу чать 
благодаря обширному секвенированию; варианты из ре-
ального пространства вариантов, которые уже реализо-
вались, однако не попали в поле зрения исследователей; 
остальные возможные варианты, которые могли бы реа-
лизоваться в будущем и представляют особый интерес, 
поскольку являются потенциально опасными для челове-
чества и было бы хорошо заранее быть готовыми к их воз-
можному появлению (экспресс-тесты для их выявления, 
вакцины и т. д.). 

Рассмотрим теперь наиболее важные  характеристики 
SARS-CoV-2 как системы, основой существования кото-
рой является саморепликация в клетках носителя, и кото-
рые будут важны в будущем при создании его эволюци-
онного симулятора. Они включают скорость репликации 
генома (600–700 нт/c, самая большая среди известных 
скоростей работы вирусных РНК-полимераз) (Shannon et

al., 2020), время репликации вирусной РНК ( 3 · 104 нт
600 нт/с

 =

= 50 с), время воспроизводства вируса целиком (7–24 ч) 
(Grebennikov et al., 2021) и частоту возникновения ошибок 
(1.3 · 10−6 ± 0.2 · 10−6 на позицию за инфекционный цикл 
заражения клетки, т. е. от входа вируса в нее до выхода 
новых вирионов наружу) (Amicone et al., 2022). При этом 
скорость эволюционных изменений в геноме SARS-CoV-2 
оценивается как как 8.9 · 10−4 замен в год в каждой позиции 
(Sonnleitner et al., 2022), что могло бы привести в среднем 
к 93 заменам за 3.5 года. Это хорошо соотносится с тем, 
что один из наиболее далеких от референсной последова-
тельности вариантов, относящийся к линии «Омикрон», 
полученный 20.06.2023, имеет 103 замены (максимальное 
число мутаций среди вариантов, см. таблицу). У вариантов 
«Альфа» и «Бета» отличия от первоначальной референс-
ной последовательности составляют более 30 точечных 
мутаций и более 17 делеций. У вариантов, возникших 
позднее, отличий больше. Также заметно, что в процессе 
эволюции вируса увеличивается число делеций, достигая 
59 шт. в одной из современных ветвей «Омикрона».

Как уже было сказано, коронавирус SARS-CoV-2 об-
ладает самой быстрой РНК-полимеразой. При этом она 
имеет еще и один из самых низких для РНК-вирусов по-
казателей частоты возникновения мутаций в процессе ре-
пликации, что необходимо ввиду его достаточно большого 
генома. Это достигается благодаря экзонуклеазе (nsp14-
ExoN), корректирующей ошибки, которая встречается 
только у вирусов с большими геномами (коронавирусов 
и торовирусов) (Campagnola et al., 2022).

Важными параметрами являются также минимальная 
инфекционная доза (количество вирионов,  необходимое 
для заражения), составляющая около 100 частиц (Karim-
zadeh et al., 2021), репродуктивное число (1.8–3.2) (Xu et 
al., 2021), количество вирусных частиц, которые перено-
сит больной во время пика инфекции ((1–100) · 109 шт.) и 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?VirusLineage_ss=taxid:2697049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?VirusLineage_ss=taxid:2697049
https://clades.nextstrain.org/
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число вирионов, в среднем содержащихся в зараженной 
клетке (105 шт.) (Sender et al., 2021), а также другие эпи-
демиологические характеристики. Вирусные частицы об-
наруживаются во многих тканях и органах, от легких до 
мозга, однако выйдут наружу и могут быть переданы сле-
дующим носителям только те, что присутствуют в дыха-
тельных путях или кишечнике. Все остальные вирионы не 
оставят «потомков», что ощутимо сужает эволюционный 
коридор. В работах (Day et al., 2020; Markov et al., 2023) 
рассмотрен ряд важных вопросов, касающихся эпидемио-
логии и эволюции вируса SARS-CoV-2, включая механизм 
возникновения рекомбинантных штаммов. 

Материалы и методы
Наиболее рациональным с точки зрения как скорости об-
работки данных, так и обеспечения ничем не ограничен-
ных возможностей (которые при необходимости можно 
расширять) при их анализе, на наш взгляд, является работа 
с исходными fasta-файлами с помощью программного 
комплекса, сочетающего наши собственные разработки со 
сторонними библиотеками и программами. К настоящему 
времени реализован прототип, включающий минимально 
необходимые функциональные возможности. Для разра-
ботки использовался язык программирования С++, сре-
да разработки – Microsoft Visual Studio Community 2019. 
Аппаратное обеспечение – ПК на базе процессора Intel 
Core i7-10700K, 3.8 ГГц, 8 ядер, 16 Гб оперативной па-
мяти.

Использованные в нашей работе методы в основном 
могут быть отнесены к следующим двум категориям: 
– теоретические оценки и численные расчеты некоторых 

важных характеристик рассматриваемой системы;

– анализ доступных генетических данных с помощью 
собственного прикладного программного обеспечения 
и с помощью существующих программных средств.
Полногеномные генетические последовательности 

SARS-CoV-2. Базы данных GISAID и Genbank предо-
ставляют посредством веб-интерфейса некоторый набор 
функциональных возможностей для изучения свойств 
содержащихся в них последовательностей, однако они 
недостаточно гибкие для осуществления анализа, который 
необходим для исследований пространства генетических 
вариантов SARS-CoV-2, являющихся целью настоящей 
работы. Для GISAID также существует API (Application 
Programming Interface – программный интерфейс при-
ложения) (Wirth, Duchene, 2022), реализованный на язы-
ке R, однако и для этого способа имеются существенные 
ограничения (включая скорость работы при значительных 
объемах обрабатываемой информации) по сравнению с 
прямым доступом к генетическим последовательностям, 
хранящимся в виде fasta-файлов на локальной рабочей 
станции. GISAID существенно ограничивает закачку со 
своего сайта: за одну загрузку система позволяет скачать 
не более 2000 последовательностей, что полностью ис-
ключает возможность загрузки значимого объема дан-
ных «вручную». В NCBI SARS-CoV-2 Data Hub подобных 
огра ничений нет.

Для анализа уже реализовавшихся генетических ва-
риантов SARS-CoV-2 были использованы полногеном-
ные последовательности из баз данных GISAID (https://
gisaid.org/) и NCBI Virus SARS-CoV-2 Data Hub (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/). Последовательности из 
Genbank за 2019–2020 гг. были скачаны на локальную вы-
числительную станцию и проанализированы с помощью 

Наиболее поздние представители различных ветвей филогенетического дерева коронавируса SARS-CoV-2  
(https://nextstrain.org/ncov/open/global/all-time)

Имя вируса Дата 
получения 
образца

Идентификатор 
последователь-
ности в БД

Код класси-
фикатора 
Pangolin

Клада,  
вариант

Число 
мутаций

Число 
делеций

Длина 
генома

hCoV-19/Wuhan/ WIV04/2019  
(референсный геном в GISAID)

30.12.2019 EPI_ISL_402124 B 19A    0    0 29 891

Wuhan-Hu-1  
(референсный геном в Genbank)

12.2019 NC_045512.2 B 19A    0    0 29 903

hCoV-19/Tunisia/ S-1180/2021 29.10.2021 EPI_ISL_11333927 B.1.1.7 20I (Alpha, V1) 37 19 29 758

hCoV-19/Madagascar/LA2M-112753/2021 16.01.2021 EPI_ISL_7722749 B.1.351.2 20H (Beta, V2) 31 18 29 818

PHL/COVID-74517/2021 01.07.2021 OL629469 B.1.351 20H (Beta, V2) 32    9 29 854

hCoV-19/Brazil/AM-IMTSP-CD24003/2021 10.08.2021 EPI_ISL_14800432 P.1.4 20J (Gamma, V3) 42    9 29 772

LAO/LOMWRU-0461/2021 24.11.2021 OQ028273 P.1 20J (Gamma, V3) 32 18 29 699

hCoV-19/Australia/WA11930/2023 28.02.2023 EPI_ISL_17187319 XBC.1.4 21I (Delta) XBC 77 36 29 308

hCoV-19/Yunnan/ YNCDC-1019/2023 23.05.2023 EPI_ISL_17778593 DY.1 22B (Omicron) 89 59 29 806

hCoV-19/Japan/TKYmbc38047/2023 06.06.2023 EPI_ISL_17941095 XBB.2.3.11 22F (XBB.2.3) 99 56 29 726

hCoV-19/Heilong-jiang/HLJCDC-1665/2023 20.06.2023 EPI_ISL_17850574 XBB.1.5 23A (Omicron) 
(XBB.1.5)

103 56 29 781

Примечание. Представители некоторых ветвей (в основном различных вариантов «Омикрона») продолжают встречаться среди секвенированных по-
следовательностей недавно заболевших людей, а некоторые перестали обнаруживаться вовсе («Альфа», «Бета», «Гамма», «Дельта» и др.). Референсные 
последовательности в обеих базах различаются только длиной поли-А участка, расположенного в самом в конце, а в остальном совпадают.

https://gisaid.org/
https://gisaid.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/
https://nextstrain.org/ncov/open/global/all-time
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разработанного нами программного обеспечения ParSeq. 
Последовательности из GISAID, ввиду ограничений на 
скачивание, мы не загружали, воспользовавшись вместо 
этого доступом по API для получения лишь некоторых 
их характеристик (например, полной длины последова-
тельности; при этом возможность определения длины 
транслируемой части или позиций ее начала и конца не 
поддерживается). 

Для расчета редакционного расстояния между парами 
коронавирусных последовательностей, включая отдель-
ный расчет количества мутаций, делеций и вставок, ис-
пользовался веб-ресурс Nextstrain/Nextclade (https://clades.
nextstrain.org).

Результаты

Оценка количества реализовавшихся  
и потенциальных генетических вариантов SARS-CoV-2
Начнем с рассмотрения пространства генетических по-
следовательностей как такового с математической точки 
зрения в самом общем случае. Любая пара последователь-
ностей характеризуется мерой различия между ними, 
называемой расстоянием Левенштейна, или редакцион-
ным расстоянием – минимальным количеством точечных 
(одиночных) замен (мутаций, делеций, вставок), которые 
необходимо сделать в первой последовательности, чтобы 
преобразовать ее во вторую. Каждый элемент множества 
последовательностей заданной длины L будет удален от 
пустой последовательности (Ø) ровно на L. Число вариан-
тов нуклеотидных последовательностей длиной L со-
ставляет 4L. Число возможных точечных мутаций для 
по следовательности длиной L равно 3∙L (нуклеотид в каж-  
дой позиции может быть заменен на любой из трех дру-
гих). Также возможно 3∙L одиночных делеций и 3∙(L+1) 
одиночных вставок. В результате всех возможных оди-
ночных делеций для всех возможных последователь-
ностей длиной L получается множество всех возможных 
последовательностей длиной (L–1), с числом вариантов, 
равным 4(L–1). А в результате всех возможных одиночных 
вставок – множество всех возможных последовательно-
стей длиной (L+1), с числом вариантов 4(L+1).

Рассмотрим все возможные варианты нуклеотидных 
последовательностей длиной L = 2 (рис. 1). Последова-
тельности длиной 2 нуклеотида – простой случай, одна-
ко даже для него уже необходим гиперкуб в четырехмер-
ном пространстве (тессеракт с 16 вершинами). Для более 
сложного случая, L = 4, аналогичным образом может быть 
использован 6-мерный гиперкуб (гексеракт) с 64 верши-
нами, изображение которого вместе с подписями после-
довательностей и ребер будет перенасыщено деталями 
и затруднительно для восприятия. Однако его можно в 
некоторой степени отобразить на двумерной плоскости с 
помощью одного из вариантов кодов Грея (Mütze, 2023), 
теория которых тесно связана с гиперкубами, а именно 
2D кода, который нам удалось подобрать для данного 
случая (рис. 2).

Привычная метрика, определяемая как корень из суммы 
квадратов разностей декартовых координат, в этом случае, 
как видно, не подходит.

Число всех возможных последовательностей такой же 
длины, как и длина референсного генома SARS-CoV-2, 
L = 29 903, составляет астрономическое число 429 903, или 
≈2.511∙1018 003. В этом пространстве вариантов множество 
последовательностей, соответствующих реализованным 
вариантам генома SARS-CoV-2, составляет лишь малую 
часть – точку, соответствующую исходной референсной 
последовательности, и ее небольшую окрестность, огра-
ниченную на данный момент расстоянием от референсной 
последовательности до наиболее современного штамма 
«Омикрона». Можно оценить количество возможных ва-
риантов последовательностей в пределах этой дистанции. 
Для референсной последовательности с L = 29 903 число 
ее различных вариаций с одной одиночной мутацией 
равно 3∙L, с двумя мутациями – (3∙L)2 – 3∙L = 3∙L∙(3∙L–1) 
(вычитаем из всех возможных вариантов все те случаи, 
когда вторая мутация произойдет в той же позиции, что 
и первая, и тогда получится одна из уже существующих 
последовательностей – референсная или отличающаяся 
от нее на 1). Аналогично для третьей мутации: (3∙L)3 – 
– ((3∙L)2 – 3∙L), и так далее. Для L = 29 903 получаем, что 
количество всех вариантов последовательностей с числом 
мутаций от 0 до n (относительно референсной последо-
вательности) для n = 103 составляет 1.387∙10510, анало-
гично для L = 29 847 (56 делеций) – 1.108∙10510. Суммируя 
по всем длинам от 29 903 до 29 847, получаем 7.190∙10511. 
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Рис. 1. Пространство вариантов нуклеотидных последовательностей 
длиной 2, представленное в виде гиперкуба. 
Показан один из множества гамильтоновых циклов на гиперкубе (фио-
летовые стрелки) – замкнутый путь, проходящий через каждую вершину 
ровно один раз. Каждый переход соответствует единичному изменению 
(мутации, делеции или вставке). Также имеются гиперплоскости, которые 
можно сопоставить подпоследовательностям меньшей длины, получаю-
щимся в данном случае, при L = 2, посредством делеций слева (-A,-T,-G,-C) 
и справа (A-,T-,G-,C-), которые для этого простого случая получаются од-
ними и теми же. 

https://clades.nextstrain.org
https://clades.nextstrain.org
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On the space of SARS-CoV-2  
genetic sequence variants

Последовательности с синонимичными однонуклео-
тидными мутациями, не приводящими к замене амино-
кислоты, тоже являются частью полного пространства 
вариантов. Однако реальное число вариантов в контексте 
рассмотрения структуры и функций белков, транслируе-
мых с вирусной РНК, существенно меньше из-за вырож-
денности генетического кода (20 аминокислот кодируют-
ся 61 триплетом РНК, т. е. в среднем имеем 3.05 трипле-
та, кодирующего одну и ту же аминокислоту). Также 
 учтем, что белки кодирует не весь геном SARS-CoV-2, 
771 из 29 903 нт является некодирующим. В результате 
зависимость, пропорциональная (3L)n, преобразуется в  
≈((L–771) + (3·771)) 

n, и, таким образом, скорректированное 
число вариантов белковых последовательностей может 
быть оценено как 1.02∙10465. Если же предположить, что 
когда-нибудь число мутаций превысит вышеупомянутые 
103 шт. в 10–11 раз, то последовательность, скорее всего, 
все еще будет коронавирусной, но уже будет принадлежать 
другому виду. К примеру, коронавирус летучих мышей 
RaTG13, ближайший сосед SARS-CoV-2 в пространстве 
вариантов генетических последовательностей, отличает ся 
от него на 1135 точечных мутаций.

Попробуем взглянуть на множество испробованных 
при родой вариантов с биологической точки зрения. Вирус 
попадает в организм (как правило, воздушно- капель ным 
путем), оказывается в легких и проникает в клетку, где ри-
босома носителя начинает синтезировать вирусные бел -
ки в соответствии с последовательностью нуклеотидов в 
геноме SARS-CoV-2. Среди этих белков – вирусная РНК-
полимераза (RdRp), которая начинает ре пликацию ви-
русной РНК. Поначалу, когда в клетке находится одна 
вирусная РНК и одна RdRp, вероятность их встречи чрез-
вычайно мала, но затем, по мере накопления тех и дру-
гих молекул в клетке, она начинает стремительно расти. 
В ито ге концентрация достигает уровня, достаточного для 

осуществления сборки новых вирионов, и когда их коли-
чество в клетке достигает примерно 105 шт., клетка раз-
рушается, и эти вирионы начинают заражать как соседние 
клетки, так и все прочие – если часть вирионов попадет в 
кровоток и будет разнесена по организму. Учитывая, что 
количество вирусных частиц, переносимых больным во 
время пика инфекции, может достигать 1011 шт. (Sender 
et al., 2021), разделим это значение на среднее число ви-
рионов в зараженной клетке и получим 106 зараженных 
клеток в организме. У человека примерно 3·1013 клеток, 
т. е. заражено оказывается менее 10–4 %.

Частота возникновения ошибок при репликации 
SARS-CoV-2 составляет, согласно (Amicone et al., 2022), 
1.3·10−6 ± 0.2·10−6 замен на позицию за один инфекци-
онный цикл заражения клетки, а по другим данным – 
(1–2)·10−6 на позицию (за цикл репликации) (Markov et 
al., 2023), т. е. в среднем примерно 1.4·10−6. С учетом 
длины последовательности получаем вероятность воз-
никновения одной мутации на всю последовательность 
за цикл репликации ≈ 0.04. Даже если все зараженные 
клетки в организме в какой-то момент будут содержать 
один и тот же вариант вирусной РНК, то спустя один цикл 
репликации в организме могут оказаться все возможные 
варианты одиночных замен (3·29 903 шт.) относительно 
исходной вирусной РНК (до начала этого цикла). Таких 
будет около 4 %, большинство из которых нежизнеспособ-
ны, а 96 % окажутся точными копиями реплицированной 
последовательности. Какова при этом вероятность воз-
никновения жизнеспособной несинонимичной мутации 
(изменяющей не только последовательность РНК вируса, 
но и аминокислотную последовательность одного из его 
белков), к тому же превосходящей предшественника по 
приспособленности? Этот вопрос остается открытым, 
однако искомая вероятность определенно будет весьма 
незначительной. В подавляющем большинстве случаев 

Рис. 2. Множество вариантов нуклеотидных последовательностей длиной 4, изображенное на плоскости с использованием 2D кодов Грея.
Верхний край таблицы стыкуется с нижним, а левый – с правым, т. е. можно отобразить это множество на поверхность тора. Тогда при движении как по 
горизонтали, так и по вертикали (в системе координат таблицы), в соответствии со свойствами кодов Грея, каждая пара соседних последовательностей 
будет отличаться ровно на одну точечную замену.
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все экземпляры вируса, распространяемые заболевшим 
во внешнюю среду, являются идентичными, и лишь из-
редка в одном организме встречаются одновременно два 
варианта. Каким же образом новые мутантные варианты 
не просто появляются, но и достаточно быстро вытесняют 
своих предшественников в масштабах планеты?

Учитывая, что соотношение 4 % : 96 % с каждым после-
дующим циклом репликации будет изменяться в сторону 
уменьшения доли мутантных последовательностей («эф-
фект основателя» (Ruan et al., 2020)) до полного их вы те-
снения, возможными сценариями возникновения и рас-
пространения мутантных вариантов SARS-CoV-2 пред-
ставляются следующие довольно маловероятные события.

(а) Иммунитета от SARS-CoV-2 у организма нет, он с 
ним еще не встречался. В клетку попал единственный эк-
земпляр вирусной РНК, при первом же цикле репликации 
в нем возникла мутация, и она оказалась жизнеспособной 
(такое может произойти при заражении коронавирусом 
хотя и с малой, но ненулевой вероятностью). Тогда все 
новые вирионы, синтезированные этой клеткой, будут но-
сителями данной мутации, и если она заметно увеличивает 
их приспособленность, то есть шансы, что в итоге они 
вытеснят исходный вариант. 

(б) У организма уже есть иммунитет от SARS-CoV-2. 
В него попадает одновременно два варианта вирионов 
SARS-CoV-2 – доминирующий в популяции и новый, му-
тантный (возникший по механизму из (а) или рекомби-
нант). Иммунная система уничтожает знакомый ей «ста-
рый» вариант, а новый остается незамеченным, и в ре-
зультате размножается и передается дальше именно он. 

Вероятности возникновения двух этих вариантов еще 
предстоит оценить, однако и без того видно, что коридор 
возможных вариантов, по которому прошла эволюция, 
оказался достаточно узким. Противоположность этой 
кар тине представляет, например, вирус гриппа, отличи-
тельной особенностью и основой выживания которого 
является высокая изменчивость, обусловленная меха-
низмами антигенного дрейфа и антигенного сдвига (Kim 
et al., 2018).

Мы оцениваем моделирование эволюции SARS-CoV-2 
как возможное, поскольку, несмотря на большое количе-
ство вариантов, которые уже должны были реализоваться 
и которые могли бы реализоваться с точки зрения мате-
матики (теории вероятности) и биологии, в реальности 
была реализована лишь малая их часть, и мы наблюдаем 
лишь малую часть возможного пространства вариантов.

Разработка программного обеспечения ParSeq
Для анализа генетических последовательностей SARS-
CoV-2 нами было разработано программное обеспечение, 
названное ParSeq (Parser of Sequences) – парсер и ана-
лизатор нуклеотидных последовательностей в формате 
FASTA, которую мы также использовали при анализе по-
следовательностей SARS-CoV-2 в регионах Сибирского 
федерального округа (Palyanova et al., 2023). Ниже описа-
ны его основные, уже реализованные на данный момент 
функциональные возможности.
• Загрузка списка fasta-файлов для анализа и последо-

вательное чтение каждого из них, включая разбор за-

головка (содержащего поля Accession ID, Length, Pan-
go lin, Nuc. Completeness, Collection Date, Geo Location, 
Coun try) и загрузку нуклеотидной последовательности.

• Первичный анализ нуклеотидной последовательно сти, 
включая расчет ее длины, содержания нуклеотидов A, 
U(T), G, C и неидентифицированных нуклеотидов, обо-
значаемых буквой “N”. Также в некоторых последо-
вательностях иногда встречаются следующие буквы 
расширенного алфавита (https://www.bioinformatics.
org/sms/iupac.html): 

R Y S W K

A || G C || T G || C A || T G || T

M B D H Y

A || C C || G || T A || G || T A || C || T A || C || G

• Определение позиций начала и конца кодирующей 
части последовательности. В случае референсной по-
следовательности ее полная длина составляет 29 903 нт, 
длина некодирующего 5′ UTR участка – 265 нт, неко-
дирующего 3′ UTR участка – 229 нт. Для этого исполь-
зуется следующий довольно очевидный алгоритм: в 
случае 5′ UTR движемся вдоль последовательности от 
ее начала до 500-го нуклеотида (для удобства выбрано 
«круглое» значение, при котором 265 находится при-
мерно посередине) окном длиной 17 и считаем число 
совпадений нуклеотидов в этом окне с фрагментом ре- 
 ференсной последовательности той же длины из ин-
тервала 266–282 (266 – позиция старта трансляции в 
референсном геноме). Если из 17 совпадают 14 и более, 
то считаем, что позиция определена (значения подо-
браны как достаточные для корректной работы в подав-
ляющем большинстве случаев при малой длине окна, 
чтобы избежать лишних вычислений). В случае 3′ UTR 
аналогично: движемся окном длиной 17 от позиции 
L–500 до конца анализируемой последовательности, 
сравнивая его содержимое с 17 нуклеотидами, которы-
ми оканчивается кодирующий участок референсной 
последовательности. Критерий тот же – 14 или более 
совпадений.

• Расчет длин некодирующих 5′ UTR и 3′ UTR, а также 
находящегося между ними кодирующего участка, со-
ставляющего подавляющую часть генома  вирусной 
по следовательности (98.35 % его длины в случае ре-
ференсной последовательности).

• Расчет распределений этих значений для любой вы-
борки последовательностей геномов SARS-CoV-2 (на-
пример, в пределах указанного интервала времени для 
даты получения образца, который был секвенирован, 
или содержащих не более заданного числа NNN, или 
и то и другое одновременно, и т. п.).

• Расчет числа вариантов последовательностей в преде-
лах интервала длин, присутствующих в базах данных. 

Результаты, полученные с помощью ParSeq
С помощью разработанного нами программного обеспе-
чения был осуществлен анализ нуклеотидных последо-
вательностей SARS-CoV-2, доступных пользователям по 

https://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html
https://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html
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всему миру благодаря проектам Genbank и GISAID, их 
базам данных и веб-ресурсам. В результате были уста-
новлены следующие факты.

1. Расчет распределения генетических последователь-
ностей по их полным длинам (5′ UTR + кодирующая по-
следовательность + 3′ UTR) среди последовательно стей, 
имеющих длину ≥ 28 000, выявил, что для данных из 
Genbank (за период с 01.12.2019 по 31.12.2022) мини-
мальное значение длины полной последовательности со- 
 ставило 28 784, а максимальное – 29 985. Распределение 
практически полностью расположено левее длины ре-
ференсной последовательности, составляющей 29 903. 
Таким образом, разница между референсным и минималь-
ным значением длины составила 1119. Скорее всего, такие 

слишком короткие или слишком длинные последователь-
ности соответствуют данным низкого качества, с ошиб-
ками сборки генома, поскольку они плохо соотносятся 
с данными таблицы, согласно которым максимальная 
разница между длиной референсной и какой-либо другой 
последовательности составляет около 159 (103 мутации + 
56 делеций). Более того, при таком различии эта по-
следовательность, скорее всего, принадлежала бы уже 
другому виду вирусов, так как похожую разницу имеют 
референсная последовательность SARS-CoV-2 и корона-
вирус летучих мышей RaTG13 (GenBank MN996532.2, 
collection_date=24-Jul-2013). По данным (Li et al., 2023), 
они отличаются на 96.2 %, т. е. на 1136 одиночных му-
таций (достаточно равномерно рассредоточенных по 
по  следовательности). Расчет расстояния между этими 
же последовательностями, произведенный с помощью 
веб-сервиса Nextstrain, показал разницу в 1135 одиноч-
ных му таций, а также 20 делеций (в кодирующей части 
RaTG13 относительно референсной последовательности 
SARS-CoV-2). Полная длина генома RaTG13 составляет 
29 855, т. е. число делеций относительно SARS-CoV-2 
составляет 48.

Поскольку разница между полной длиной референс-
ного генома SARS-CoV-2 и остальными содержащимися 
в базе данных последовательностями для некоторых из 
них существенно превышает число различий (точечных 
мутаций, делеций и вставок) между референсным геномом 
SARS-CoV-2 и наиболее отличным от него современным 
вариантом «Омикрон» (см. таблицу, последняя строка), 
мы решили исследовать распределение как полных длин 
геномов, так и их кодирующих и некодирующих участков 
(рис. 3 и 4). Как видно на рис. 3, участки 5′ UTR и 3′ UTR, 
встречающиеся в базах данных, обладают длинами от нуля 
до референсных значений, а также в малом количестве 
случаев незначительно превосходят их. Последователь-
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Рис. 3. Распределение длин 5’ UTR и 3’ UTR для последовательностей 
из базы данных Genbank за период с момента появления SARS-CoV-2 
в конце 2019 г. до конца 2020 г.
Длины 5’ UTR и 3’ UTR в референсном геноме SARS-CoV-2 составляют 265 
и 229 нт соответственно. Пиковые значения обеих кривых соответствуют 
именно этим длинам.
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Рис. 4. А – распределение полных геномов (GISAID, Genbank) и геномов без UTR (Genbank) за период с момента появления SARS-CoV-2 до конца 
2020 г. Длина полного референсного генома SARS-CoV-2 составляет 29 903 нт, его же без UTR – 29 409 нт. Пиковые значения всех трех кривых 
соответствуют этим длинам. Б – изменение распределения длин геномов без UTR (Genbank) за 2019–2020 гг. по месяцам. По горизонтали – год 
и месяц, по вертикали – длина генома без UTR, цвета соответствуют числу последовательностей (логарифмическая шкала).
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ности, длины 5′ UTR и 3′ UTR которых совпадают с ре-
ференсными, составляют 49.7 и 51.2 % от их полного чис-
ла соответственно. Последовательности, длины 5′ UTR и 
3′ UTR которых отличаются от референсных не более чем 
на 10 нт, составляют 55.9 и 55.7 % от их полного числа 
соответственно.

Из рис. 4, А также видно, что основным источником 
наблюдаемого разброса значений полных длин геномов 
SARS-CoV-2 действительно были нетранслируемые 
участки – 5′ и 3′ UTR. Если рассматривать только ко-
дирующую часть, то разброс значительно сокращается: 
84.9 % всех последовательностей имеют такую же длину 
кодирующей части, как и референсный геном, a 90.7 % – 
длину кодирующей части, отличающуюся от таковой у 
референсного генома не более чем на 10 нт. Впрочем, 
среди геномов, длина кодирующей части которых от-
личается от таковой у референсной последовательности 
(29 409), преобладают те, у которых это отличие кратно 
трем, – для предотвращения сдвига рамки считывания при 
трансляции, что обычно приводит к нежизнеспособности 
(см. рис. 4, Б). Таким образом, большинство вирусных по-
следовательностей представляются биологически осмы-
сленными.

Видно, что распределения, полученные на основе дан-
ных о полных геномах из GISAID (посредством програм-
мных запросов с использованием API) и Genbank (по-
средством анализа скачанных последовательностей с 
помощью разработанных нами программных средств) 
имеют достаточно высокое сходство – вероятно, по при-
чине того, что большинство последовательностей содер-
жатся в обеих базах данных (см. рис. 4). Вопрос о том, 
сколько последовательностей, отличающихся по длине от 
референсной, действительно имеют делеции или вставки, 

а сколько имеют эти отличия из-за ошибок секвенирова-
ния и сборки геномов, остается открытым.

2. При изучении генетических последовательностей, 
представляющих геномы различных вариантов вируса, 
изменяющиеся с течением времени, часто возникает не-
обходимость сравнения их между собой. Даже если у 
пары рассматриваемых последовательностей одинаковые 
длины кодирующих участков, возможность вычислить 
величину различия между ними (число точечных мута-
ций) будет зависеть от того, присутствуют ли в этих по-
следовательностях неопределенные нуклеотиды, обычно 
обозначаемые “N”, или другие буквы, помимо стандарт-
ных A, T(U), G и С. Используя разработанное нами про-
граммное обеспечение и геномы вариантов SARS-CoV-2, 
полученные в 2019–2020 гг. (содержащиеся в базе данных 
Genbank), мы рассчитали соотношение между числом 
последовательностей и числом неидентифицированных 
или частично идентифицированных нуклеотидов в них 
(рис. 5).

На большей части графика число последовательностей 
экспоненциально уменьшается с ростом числа неиденти-
фицированных нуклеотидов, хотя и встречаются участки с 
некоторыми особенностями. Число последовательностей, 
в которых все нуклеотиды определены, составляет 47.8 %, 
а число последовательностей, где неопределенными яв-
ляются менее 10 нуклеотидов – 58.9 %. Таким образом, 
для анализа эволюционных изменений, происходящих с 
вирусом, остается весьма значительная доля от общего 
числа последовательностей, хранящихся в базе данных.

Обсуждение
Мы осуществили ряд оценок, расчетов и компьютерных 
вычислений, в том числе с помощью разработанных нами 
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Рис.  5.  Соотношение числа неидентифицированных или частично идентифицированных нуклеотидов в 
транслируемой части геномов SARS-CoV-2, содержащихся в Genbank, полученных в период с конца 2019 г. 
(начало пандемии) до конца 2020 г.
Врезка содержит часть того же графика, что и на основной картинке, но для области от 0 до 1000 по горизонтали.
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программных средств, для улучшения понимания того, 
каким является пространство вариантов генетических по-
следовательностей коронавируса SARS-CoV-2, каковы 
его основные свойства и особенности, связанные с до-
статочно длинной геномной последовательностью вируса 
и низкой для РНК-вирусов вероятностью возникновения  
мутаций.

Из-за относительно большой длины генома SARS-
CoV-2 количество его жизнеспособных вариантов значи-
тельно превышает таковое для вирусов, обладающих в 
несколько раз более коротким геномом. Попробуем опре-  
делить некоторые другие ориентиры в пространстве ва-
риантов генетических последовательностей. SARS-CoV-2 
относится к одноцепочечным РНК(+) вирусам (Modrow 
et al., 2013). Один из самых маленьких оцРНК(+) виру-
сов человека – это астровирус 1-го типа (длина генома 
6771 нуклеотид) (Lewis et al., 1994). Еще меньшим ге-
номом среди вирусов этого класса обладает нодавирус 
креветки (Penaeus vannamei nodavirus) (Chen et al., 2019) – 
4294 нуклеотида. Полное число вариантов различных 
последовательностей для этих двух длин составляет 
3.533∙104076 и 1.760∙102585 соответственно.

Если расширить пространство поиска вирусов с самым 
малым геномом до ДНК-вирусов, то среди рекордсменов 
обнаружится цирковирус свиней первого типа, Porcine 
circovirus 1 (PCV1) (Cao et al., 2018), размер генома кото-
рого составляет всего 1757–1759 пар нуклеотидов (в 17 раз 
меньше, чем у SARS-CoV-2). Число возможных вариантов 
последовательности такой длины составляет 6.597∙101057. 
Это по-прежнему очень далеко от числа вариантов, кото-
рые были потенциально доступны коронавирусу SARS-
CoV-2 за период его существования (3.5 года), – 7.985∙10511. 
Весьма близким числом всех возможных вариантов по-
следовательностей, равным 5.636∙10511, обладал бы геном 
размером 850 нт. Впрочем, существуют инфекционные 
агенты на основе одноцепочечной кольцевой РНК с еще 
меньшими длинами последовательностей (от 246 до 
467 нт) – вироиды (Katsarou et al., 2015). Их РНК не за-
щищена какой-либо оболочкой и не кодирует белков.

Число всех потенциально возможных нуклеотидных по-
следовательностей, которые были бы идентифицированы 
как варианты SARS-CoV-2, на много порядков превышает 
число как тех вариантов этого вируса, которые уже были 
обнаружены и секвенированы, так и тех, которые были 
опробованы в ходе эволюции, но оказались нежизне-
способными. Рассмотрим коронавирус летучих мышей 
RaTG13 (L = 29 855), являющийся ближайшим известным 
соседом SARS-CoV-2 (но при этом уже другим вирусом) 
в пространстве вариантов генетических последователь-
ностей, отличающийся от него на 1135 точечных мутаций. 
Число вариантов последовательностей, отличающихся 
от референсного генома SARS-CoV-2 не более чем на 
1135 мутаций, составляет ≈2.943∙105621, что более чем на 
1000 порядков превышает полное количество возмож-
ных вариантов последовательностей дли ной как 4294 
(1.76∙102585), так и 6771 (3.53∙104076), т. е. мо жет содер-
жать внутри себя объемы информации, которых хватит 
на огромное количество различных небольших вирусов.

Глобальное филогенетическое древо коронавируса по-
казывает, что вирус с течением времени подвержен из-
менениям (возможно, вынужденным) – видимо, в связи 
с тем, что на него действует давление естественного от-  
бора. Еще одной причиной изменений является внутри-
видовая конкуренция; например, варианты с более бы-
стрыми РНК-полимеразами вытесняют варианты с более 
медленными (поскольку их число растет быстрее) и тем 
самым уменьшают инкубационный период вируса, а 
менее летальные штаммы позволяют вирусу дольше и 
шире распространяться (носитель не умирает, а является 
распространителем вируса на протяжении почти всего 
периода заболевания; легко перенося болезнь, человек 
остается социально активным и заражает больше других 
людей в своем окружении). В отличие от упомянутых 
выше вироидов, изменения в геноме настоящих вирусов, 
в том числе SARS-CoV-2, могут оказывать различный 
эффект на внутривидовую конкуренцию в зависимости от 
функций белков, закодированных в геноме. Этот вопрос 
остался за рамками данной работы, однако в последую-
щих публикациях мы планируем уделить ему должное 
внимание.

Кроме того, влияние оказывает и формирование у чело-
вечества иммунитета к этому вирусу. Вероятно, имеются 
и другие механизмы. При этом все эти изменения должны 
происходить не в ущерб функциональным возможностям 
вируса. Таким образом, получается, что пространство до-
ступных коронавирусу SARS-CoV-2 вариантов является 
довольно узким, а траектории его развития, возможно, в 
некоторой степени детерминированы. И действительно, 
было показано, что геном SARS-CoV-2 имеет гораздо бо-
лее низкую частоту мутаций и генетическое разнооб разие 
по сравнению с вирусом SARS-CoV, вызвавшим вспыш-
ку атипичной пневмонии в 2002–2003 гг. (Jia et al., 2020; 
Zhou et al., 2020; Никонова и др., 2021). Так, например, для 
S-белка значения dN и dS для SARS-CoV-2 оказались при-
близительно в 12 и 7 раз ниже, чем для SARS-CoV (dN – 
доля последовательностей в выборке геномов, в которых 
присутствуют несинонимичные мутации в определенном 
гене, dS – аналогично доля синонимичных мутаций). Для 
более консервативных генов ORF1a и ORF1b отношения 
частот мутаций  

(   SARS-CoV-2dN /   SARS-CoVdN ,    SARS-CoV-2dS / 

   SARS-CoVdS )
имеют меньшую величину, но значения для SARS-CoV-2 
ниже, чем для SARS-CoV (лежат в пределах интервала
от 1

4.8 до 1
1.5). Гипотеза о частичной детерминированно-

сти траекторий развития вируса состоит в том, что если 
бы развитие пандемии SARS-CoV-2, с самого ее начала 
в декабре 2019 г., в силу случайных факторов пошло бы 
несколько иначе, то, несмотря на это, раньше или позже, в 
том же порядке или в ином пространство жизнеспособных 
вариантов, «посещенных» вирусом, все равно оказалось 
бы примерно таким же. Вышесказанное позволяет пред-
положить возможность создания эволюционного симу-
лятора на основе анализа траекторий изменения вируса с 
течением времени, что входит в наши планы на будущее 
в рамках работы по данной тематике. 
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Заключение
Изучение пространства вариантов генетических после-
довательностей – важный этап в разработке подходов к 
моделированию эволюции вирусов и других организмов. 
Для построения новой, существенно более реалистичной 
модели эволюции вируса, способной рассчитывать по-
тенциально возможные, но еще не реализованные в при-
роде варианты новых геномов, чтобы заблаговременно 
противостоять их появлению, необходимо ответить на 
такие вопросы как: «Какова вероятность возникновения 
рекомбинантных вариантов вируса и имеются ли предпо-
читаемые позиции, по которым происходит обмен частями 
генома?», «Можем ли мы предположить или рассчитать, 
какой вариант реализуется, а какой окажется нежизне-
способным?», «Можно ли было предсказать “Дельту” 
или “Омикрон”?» и, наконец, «Если бы удалось создать 
реалистичную модель эволюции SARS-CoV-2 и несколько 
раз рассчитать процесс с самого начала, от исходной ре-
ференсной последовательности, каждый раз он протекал 
бы по-разному и приводил к существенно различающимся 
результатам, или все происходило бы примерно одинаково 
с небольшими вариациями?»
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Аннотация. В настоящее время разработка объективных методик для оценки уровня стресса является чрез-
вычайно актуальной задачей прикладной нейронауки. Анализ электроэнцефалограммы (ЭЭГ), записанной в 
условиях выполнения заданий на самоконтроль поведения, может служить основой для разработки тестовых 
методик, позволяющих классифицировать людей по уровню стресса. Хорошо известно, что одним из следствий 
медитационной практики является выработка у участников навыков произвольного контроля над собственным 
ментальным состоянием за счет повышенной концентрации внимания на самом себе. На фоне медитационной 
практики часто происходит снижение общего уровня тревожности и стресса. Целью нашего исследования было 
разработать, обучить и протестировать сверточную нейронную сеть, способную классифицировать людей на 
группы участвующих или не участвующих в медитационной практике на основе анализа вызванных потенциа-
лов головного мозга, записанных при выполнении заданий парадигмы стоп-сигнал. Были разработаны четыре 
архитектуры неглубоких сверточных сетей, которые были обучены и протестированы на выборке из 100 че-
ловек (51 медитатор и 49 не-медитатор). В дальнейшем все структуры были дополнительно протестированы 
на независимой выборке в 25 человек. Установлено, что структура, использующая одномерный сверточный 
слой, который объединяет слой и двуслойную полностью подключенную сеть, показала наилучшие результаты 
работы в имитационных тестах. Однако эта модель была часто подвержена переобучению из-за ограничения 
размера отображения набора данных. Явление переобучения было смягчено при помощи изменения структу-
ры и масштаба модели, параметров сети инициализации, регуляризации, случайной деактивации (dropout) и 
гиперпараметров скрининга перекрестной проверки. В итоге нами получена модель, которая показала 82 % 
точность в классификации людей на подгруппы. Можно ожидать, что использование таких моделей окажется 
эффективным методом для оценки уровня стресса и предрасположенности к тревожным и депрессивным рас-
стройствам в других группах испытуемых.
Ключевые слова: сверточные нейронные сети; ЭЭГ; вызванные потенциалы мозга; медитация; парадигма стоп-
сигнал.
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Abstract. The development of objective methods for assessing stress levels is an important task of applied neuro-
science. Analysis of EEG recorded as part of a behavioral self-control program can serve as the basis for the develop-
ment of test methods that allow classifying people by stress level. It is well known that participation in meditation 
practices leads to the development of skills of voluntary self-control over the individual’s mental state due to an in-
creased concentration of attention to themselves. As a consequence of meditation practices, participants can reduce 
overall anxiety and stress levels. The aim of our study was to develop, train and test a convolutional neural network 
capable of classifying individuals into groups of practitioners and non-practitioners of meditation by analysis of event-
related brain potentials recorded during stop-signal paradigm. Four non-deep convolutional network architectures 
were developed, trained and tested on samples of 100 people (51 meditators and 49 non-meditators). Subsequently, 
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all structures were additionally tested on an independent sample of 25 people. It was found that a structure using a 
one-dimensional convolutional layer combining the layer and a two-layer fully connected network showed the best 
performance in simulation tests. However, this model was often subject to overfitting due to the limitation of the 
display size of the data set. The phenomenon of overfitting was mitigated by changing the structure and scale of 
the model, initialization network parameters, regularization, random deactivation (dropout) and hyperparameters of 
cross-validation screening. The resulting model showed 82 % accuracy in classifying people into subgroups. The use 
of such models can be expected to be effective in assessing stress levels and inclination to anxiety and depression 
disorders in other groups of subjects.
Key words: convolutional neural networks; EEG; event-related brain potentials; meditation; stop-signal paradigm.
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Введение
Стресс – одна из наиболее распространенных проблем 
в современном обществе; поиск эффективных способов 
оценки уровня стресса важен для своевременной диа-
гностики риска возникновения психических и психосо-
матических расстройств (Kuh et al., 2003; Кузнецова и др., 
2016). Большинство психологических методов оценки 
уровня стресса основано на использовании опросников, 
при заполнении которых респондент отвечает на вопро
сы, касающиеся его субъективного самочувствия. Слабым 
звеном такого подхода считается высокая вероятность не
верных самооценок, возникающая либо вследствие неже
лания человека сообщать о своих проблемах, либо как ре  
зультат низкой способности распознать изменения в соб
ственном состоянии (Iwata, Higuchi, 2000; McCrae et al., 
2000). Возможным решением этой проблемы является 
разработка объективных подходов к диагностике психи
ческих черт или состояний, основанных на анализе моз-
говых сигналов, таких как фМРТ или ЭЭГ.

Медитация – система особых ментальных практик, на
правленных на установление произвольного контроля над 
своими собственными психическими состояниями. Хотя 
медитация изначально возникает как элемент религиоз-
ных практик, особенно распространенных в ориенталь-
ных религиях, в настоящее время этот феномен вызывает 
большой интерес среди ученых. Медитация рассматрива-
ется как основа для создания неинвазивных, немедика-
ментозных техник, позволяющих снизить риск широкого 
ряда психических или психосоматических заболеваний. 
В ряде исследований показано, что медитация оказывает 
множество положительных эффектов на психическое здо
ровье, включая общее снижение стресса и уровня пред-
расположенности к депрессии (Chiesa et al., 2011; Saeed et 
al., 2019). При анализе ЭЭГ, регистрируемой в условиях 
распознавания эмоциональных стимулов, были выявлены 
достоверные эффекты медитации на состояние головного 
мозга человека (Aftanas, Golosheykin, 2005; Atchley et al., 
2016; Savostyanov et al., 2020). Поэтому анализ ЭЭГ у лю  
дей, занимающихся либо не занимающихся медитацион-
ной практикой, может быть рассмотрен как подход, позво
ляющий разработать методики оценки уровня стресса.

Экспериментальным методом, позволяющим оценить 
способность человека произвольно управлять собствен-
ными движениями в условиях изменяющейся внешней 
среды, является стопсигнал парадигма (ССП) (Logan, 
Co wan, 1984; Band et al., 2003). ССП позволяет оценить 

баланс двух процессов – активации и торможения поведе-
ния в условиях дефицита времени для принятия решений. 
В некоторых исследования ССП рассматривается как 
эффективный метод для диагностики уровня личностной 
тревожности и предрасположенности к депрессии (Hsieh 
et al., 2021; Зеленских и др., 2022). Можно предположить, 
что динамика мозговой активности в условиях ССП будет 
служить маркером, отличающим друг от друга людей, 
участвующих либо не участвующих в медитационной 
практике.

Искусственная нейронная сеть – это развивающаяся 
технология, основанная на машинном обучении, которая 
широко используется в различных областях. По срав-
нению с другими традиционными методами машинной 
классификации, такими как линейный дискриминантный 
анализ и алгоритм kближайшего соседа, искусственные 
нейронные сети дают более точные результаты класси-
фикации людей в соответствии с их поведенческими и 
нейрофизиологическими характеристиками (Khosla et 
al., 2020). Кроме того, по сравнению с машиной опорных 
векторов искусственная нейронная сеть легче справляется 
с задачами множественной классификации, обеспечивая 
удобство для дальнейших исследований, а также более эф-
фективную подгонку нелинейных сложных взаимосвязей.

Целью нашего исследования были разработка, обуче
ние и тестирование искусственной нейронной сети, по-
зволяющей на основе анализа вызванных потенциалов в 
парадигме стопсигнал классифицировать людей по кри-
терию их участия в медитативных практиках. Мы пред-
полагаем, что созданная таким образом нейронная сеть 
будет в дальнейшем способна оценить индивидуальный 
уровень стресса и склонности к тревожнодепрессивным 
расстройствам.

Методы экспериментального исследования
Испытуемые. Группа людей, практикующих  медитацию 
саматха (другое название «медитация осознанности»), 
была обследована в июле–августе 2018 г. на базе Бай-
кальского медитационного центра (www.geshe.ru/). Экс-
периментальная группа включала 51 здорового право-
рукого участника от 25 до 66 лет (32 мужчины; средний 
возраст 41.0, SD = 8.3), практикующего медитацию в те
чение 5–15 лет. Контрольная группа была обследована в 
октябре–ноябре 2019 г. на базе медицинского колледжа 
пос. Хандыга, Томпонский район Республики Саха (Яку-
тия), и включала 49 здоровых праворуких участников от 22 
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до 58 лет (22 мужчины; средний возраст 38.0, SD = 8.3), ни-
когда не участвовавших в практиках медитации или йоги.

Протокол исследования одобрен локальным этическим 
комитетом НИИ нейронаук и медицины в соответствии 
с Хельсинкской декларацией биомедицинских обследо
ваний. Все испытуемые подписывали добровольное со-
гласие на участие в обследованиях.

Экспериментальная процедура. Эксперимент был 
организован на основе парадигмы стопсигнал, предло
женной в 1984 г. (Logan, Cowan, 1984) и модифициро-
ванной А.Н. Савостьяновым с коллегами (Savostyanov et 
al., 2009). Эксперимент проходил в форме компьютерной 
интерактивной игры «Охота». На экране компьютера по
являлась одна из двух картинок: олень или танк. Испы-
туемый должен был нажимать левую кнопку после появ-
ления оленя или правую кнопку после появления танка. 
Время нажатия было ограничено 0.7 с. Если испытуемый 
нажимал на кнопку правильно и быстрее, чем 0.7 с, его 
игровой счет увеличивался. Если испытуемый нажимал 
кнопки неверно или время его ответа было дольше, чем 
0.7 с, то игровой счет снижался.

Всего каждому испытуемому было предложено 135 за-
даний. В 35 случаях после появления целевого сигнала 
предъявлялся стопсигнал (красный квадрат с надписью 
“Stop”), что означало, что участник должен прервать уже 
начатое движение. Если участник не нажимал на кнопку 
после стопсигнала, его счет не менялся. Если участник 
нажимал на кнопку после стопсигнала, его счет снижал-
ся. Порядок активационных и тормозных заданий был 
рандомизирован. Также была рандомизирована после
довательность заданий «олень» и «танк». Интервал меж
ду окончанием предыдущего задания и началом нового 
варьировал от 3 до 7 с. Общая продолжительность экс-
перимента составляла примерно 12 мин.

Предобработка экспериментальных данных. 
Очистка ЭЭГ от артефактов производилась методом ICA 
(Delorme, Makeig, 2004). Исходный ЭЭГ сигнал был эпо-
хирован относительно метки появления целевого сигнала 
(олень или танк). Временной интервал от –1 до +3 с был 
выбран для эпохирования стимулов. Базовый уровень ЭЭГ 
был установлен в интервале от –1000 до –250 мс. Таким 
образом, получено от 80 до 90 фрагментов ЭЭГ для каждо-
го участника, содержащих только активационное условие 

и не содержащих моментов предъявления стопсигналов. 
После исключения артефактов связанные с событиями 
потенциалы (eventrelated potential, ERP) вычислялись 
от дельно для каждого канала ЭЭГ, усредненно по всем 
испытаниям и всем участникам.

Вычисление ERP проводилось в программе EEGLAB_
toolbox. Для каждого канала ЭЭГ были получены ампли-
тудновременные графики ERP. Затем выполнен визу-
альный просмотр графика ERP для отведения С3. В этом 
отведении максимально четко выделяются моторные пики 
ERP. В частности, по этому отведению были выбраны два 
пика – ранний премоторный, амплитуда которого пред-
шествует нажатию на кнопку (так называемый readness 
potential), и постмоторный пик, амплитуда которого до-
стигает максимума при нажатии на кнопку. В результате 
визуального просмотра были установлены временные 
границы как раннего, так и позднего пика, после чего ам
плитуда в каждом из этих временных окон вычислялась 
отдельно для каждого человека и каждого ЭЭГ канала, но 
усредненно по всем испытаниям активационного задания 
парадигмы стопсигнал у каждого участника. Вычисле
ние усредненной амплитуды выполнено при помощи 
про граммного пакета ERPLAB (https://erpinfo.org/erplab). 
Зна чения амплитуды были откорректированы к базово
му уровню отдельно для каждого участника. Полученные 
значения использовались в качестве обучающих и тесто-
вых данных для искусственных нейронных сетей.

Описание входных данных. Общая структура входных 
данных показана на рис. 1. У каждого испытуемого анали-
зировалась ЭЭГ для 64 каналов, расположенных на разных 
участках поверхности головы. В соответствии с между-
народной схемой 10–20 %, название электрода отражает 
его пространственное положение. Исходный ЭЭГ сигнал 
для каждого канала представлен в форме непрерывного 
ряда замеров разности потенциалов между активным и 
референтным электродами с временным раз решением 
1000 замеров в секунду. Каждый участник об следования 
выполняет серию однотипных заданий (в нашем случае 
100 активационных заданий стопсигнал парадигмы для 
каждого участника).

При вычислении амплитуды ERP исследователь вы-
бирает несколько временных окон, в каждом из которых 
все значения амплитуды суммируются по всем временным 

Рис. 1. Схема получения входных данных для нейронной сети.
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точкам и усредняются по всем испытаниям. Амплитудные 
значения в разных окнах отражают временную динамику 
развития нейрофизиологического процесса. Мы выбра
ли два временных окна (250–350 и 550–900 мс после це
левого сигнала), которые отражали соответственно фи
зиологические процессы, ассоциированные с подготов
кой и выполнением движения. У каждого участника было 
получено численное значение амплитуды ERP отдельно 
для каждого временного окна и для каждого ЭЭГ канала. 
В разных участках головы ERP может отклоняться от 
нулевого значения потенциала как вверх (положительный 
пик), так и вниз (отрицательный пик), поэтому численные 
значения амплитуды могут быть как положительными, 
так и отрицательными. Таким образом, наши данные 
учитывают как пространственную (название канала, его 
положение на голове), так и временнýю (первое или второе 
окно ERP) характеристику мозгового ответа на задание в 
парадигме стопсигнал, а также электрическую направ-
ленность реакции (положительные или отрицательные 
значения амплитуды пиков). 

Для каждого обследованного человека размерность 
данных составила 2×64 значения. Поскольку в каждой 
группе было примерно по 50 участников, размер данных 
для каждой из наших выборок составляет 50×2×64, а 
общий размер набора данных – 100×2×64.

Проектировка структуры и фреймворка  
нейронной сети
Поскольку входной набор ERP данных невелик, была спро
ектирована неглубокая нейронная сеть для предска за ния 
того, участвовал ли человек в долговременных медита
циях или нет. Однако исходная ЭЭГ также имеет харак-
теристики временных рядов, поэтому для ее анализа была 
дополнительно использована сверточная нейронная сеть в 
качестве глубокой нейронной сети для обучения и прогно-
зирования. Основные компоненты сверточной нейронной 
сети включают сверточные слои, объединяющие слои и 
полностью связанные слои. 

В нашем случае на входной слой сверточной сети по
даются данные ЭЭГ, преобразованные в виде двумерной 
матрицы с единичным размером выборки 2×64, где каж
дая строка представляет отдельный пик ERP, а каждый 
столбец представляет канал записи ЭЭГ. Скрытый уровень 
сверточной нейронной сети включает в себя три об щие 
архитектуры: сверточный уровень, объединяющий слой и 
полностью подключенный слой. В качестве ядра свертки 
мы применили инструмент Conv1d() в PyTorch, что позво
лило предотвратить явление переобучения, вызванного 
использованием более сложных ядер свертки с бóльшим 
количеством параметров (детальное описание инструмен
та см.: https://pytorch.org/docs/stable/generated/torch.nn. 
Conv1d.html#torch.nn.Conv1d, 21.02.2023).

Параметры сверточного слоя включают размер ядра 
свертки, размер шага и заполнение, которые совместно 
определяют размер выходной карты объектов сверточного 
слоя и являются гиперпараметрами сверточной нейронной 
сети. Изза особенностей данных ЭЭГ существуют как 
пространственные, так и временные взаимосвязи, поэто
му мы разработали две схемы. Первая схема заключается 
в использовании в общей сложности двух одномерных 

сверток. Одна из них извлекает пространственные ха-
рактеристики, которые представляют собой соединения 
пиков ERP в различных каналах электродов, а другая 
извлекает временные характеристики. В этой схеме функ-
цияоболочка PyTorch Conv1d() была использована для 
завершения соответствующей функции. Второй способ 
заключается в применении только одной одномерной 
свертки, но эта свертка может извлекать как временные, 
так и пространственные объекты, для чего также выбрана 
функцияоболочка PyTorch Conv1d().

Сверточные слои содержат функции активации, по-
могающие представлять сложные объекты. В нашем 
исследовании применялись три функции активации: 
sigmoid(), relu() и softmax() из PyTorch (https://pytorch.org/
docs/stable/generated/torch.nn.BCELoss.html, 15.04.2023). 
После извлечения объектов в сверточном слое выходная 
карта объектов передавалась на объединяющий слой для 
выбора объектов и фильтрации информации. Слой объеди-
нения выбирает область объединения таким же образом, 
как и этап карты объектов сканирования ядра свертки, 
который управляется размером объединения, размером 
шага и заполнением. Уровень свертки и объединяющий 
слой в сверточной нейронной сети могут извлекать при-
знаки входных данных. Роль полностью связанного слоя 
заключается в нелинейной комбинации извлеченных 
признаков для получения выходных данных. В нашем слу
чае было создано два полностью связанных слоя, чтобы 
предотвратить переобучение изза небольшого размера 
набора данных, для чего применялся инструмент Linear() 
в PyTorch. Перед выходным слоем в сверточной нейрон-
ной сети обычно находится полностью подключенный 
слой. Мы использовали различные функции потери и 
активации при обучении на основе этих двух сценариев, 
чтобы повысить точность и производительность модели 
двух решений.

В соответствии с описанной выше схемой были спро
ектированы четыре сетевые структуры, которые исполь
зовались для классификации обследованных людей 
(рис. 2). Единственное различие между этими четырьмя 
архитектурами заключается в количестве сверточных 
слоев и количестве выходных нейронов в конце.

В первой структуре сверточный слой применяется для 
извлечения как временных, так и пространственных объ-
ектов. Затем берутся два полностью соединенных слоя и 
выводятся два значения после нормализации с помощью 
функции активации softmax. В качестве функции потерь 
используется перекрестная энтропия, в качестве алгорит-
ма градиентного спуска – метод Adam. 

Вторая структура применяет сверточный слой для 
из влечения как временных, так и пространственных объ
ектов. Затем берутся два полностью соединенных слоя, а 
значение выводится после активации сигмовидной функ-
ции. В качестве функции потерь используется двоичная 
перекрестная энтропия, в качестве алгоритма градиент-
ного спуска – Adam. 

Третья структура основана на применении двух видов 
сверток для извлечения пространственных и временных 
характеристик данных соответственно. Затем берутся два 
полностью соединенных слоя и выводятся два значения 
после нормализации с помощью функции активации 

https://pytorch.org/docs/stable/generated/torch.nn.Conv1d.html#torch.nn.Conv1d
https://pytorch.org/docs/stable/generated/torch.nn.Conv1d.html#torch.nn.Conv1d
https://pytorch.org/docs/stable/generated/torch.nn.BCELoss.html
https://pytorch.org/docs/stable/generated/torch.nn.BCELoss.html
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softmax. В качестве функции потерь используется пере-
крестная энтропия, в качестве алгоритма градиентного 
спуска – Adam. 

И наконец, четвертая структура применяет два вида 
сверток для извлечения пространственных и временных 
характеристик данных соответственно. Затем берутся два 
полностью соединенных слоя. Значение выводится после 
активации сигмовидной функции. В качестве функции 
потерь используется двоичная перекрестная энтропия, в 
качестве алгоритма градиентного спуска – Adam. 

Оптимальные гиперпараметры найдены для каждой 
структуры и описаны в разделе оценки модели.

Обучение нейронной сети
Процесс обучения искусственной нейронной сети можно 
разделить на следующие четыре этапа: инициализация, 
прямое распространение, обратное распространение и 
об новление веса.

При инициализации мы присвоили случайное началь-
ное значение каждому из параметров (весов и смеще-
ний) нейронной сети для нарушения симметрии, чтобы 
каждый нейрон имел разный градиент и, таким образом, 

мог изучать различные функции. Позже, при поиске по 
гиперпараметрам, для каждой архитектуры была опреде-
лена оптимальная функция инициализации. В процессе 
прямого распространения обучающие данные (входные 
и выходные) подавались в нейронную сеть, и значение 
активации каждого нейрона вычислялось по очереди от 
входного слоя к скрытому, а затем к выходному слою в 
соответствии со структурой нейронной сети. Значения 
активации брались из линейной комбинации входных 
данных и весов плюс смещение, за которым следовала 
нелинейная функция, такая как sigmoid или ReLU. Цель 
прямого распространения состояла в том, чтобы получить 
прогнозируемый результат нейронной сети и сравнить его 
с истинным результатом. Целью обратного распростране-
ния являлось получение градиента каждого параметра, ко-
торый может быть применен для обновления параметров. 
В нашем случае для этого были использованы функция 
потерь кроссэнтропии и двоичная функция потерь кросс
энтропии (https://pytorch.org/docs/stable/generated/torch.
nn.CrossEntropyLoss.html, 20.03.2023). Функция кросс
энтропии применялась нами для измерения расстояния 
между распределением вероятностей, предсказанным мо 
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Рис. 2. Блок-схемы четырех моделей (структур) для архитектуры нейронной сети.
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 делью, и истинным распределением вероятностей. С ее 
помощью мы оценивали производительность модели и 
выбирали оптимальную модель и параметр путем сравне-
ния значений потерь различных моделей или различных 
параметров.

В соответствии со своим градиентом каждый  параметр 
обновляется с определенной скоростью обучения (раз ме
ром шага), так что функция потерь уменьшается. Целью 
обновления веса является оптимизация параметров ней
ронной сети, чтобы нейронная сеть могла лучше соот-
ветствовать данным обучения. Для этой задачи нами был  
применен метод Adam. Метод Adam – это алгоритм опти
мизации стохастического градиентного спуска с адаптив-
ным импульсом, который был предложен на конференции 
ICLR в 2015 г. и стал одним из самых популярных и эф-
фективных оптимизаторов в области глубокого обучения. 
Adam объединяет два классических алгоритма оптимиза-
ции: Adagrad и RMSProp, которые способны решать задачи 
с разреженными градиентами и нестационарными целе-
выми функциями, а также использовать идею импульса 
для ускорения сходимости. Adam эквивалентен наличию 
отдельной скорости обучения для каждого параметра, 
и эта скорость обучения адаптивно настраивается в со-
ответствии с изменением градиента. В частности, когда 
градиент велик, оценка второго момента увеличивается, 
что снижает скорость обучения. Когда градиент мал или 
разрежен, оценка первого момента увеличивается, что 
увеличивает скорость обучения. Это позволило эффек-
тивно избежать колебаний, вызванных слишком большой 
скоростью обучения, или увеличения сложности конвер-
генции, вызванного слишком малой скоростью обучения, 
или даже попадания в ловушку локального минимума или 
седловой точки.

Чтобы уменьшить переобучение и лучше обучить мо-
дель, мы применили пакетную нормализацию. Batch nor-
malization – это подход, который решает проблему исчеза-
ющего градиента за счет улучшения сглаживания потерь, 
ускоряет конвергенцию сети и повышает точность (Loffe, 
Szegedy, 2015). Метод нормализует данные в минипакете 
таким образом, чтобы среднее значение было равно 0, а 
стандартное отклонение – 1. В то же время вводятся два 
обучаемых параметра, масштаб и сдвиг, чтобы модель 
могла изучить свое соответствующее распределение при 
обратном распространении. Для реализации этой функции 
мы использовали инструмент BatchNorm1d() из PyTorch.

Переобучение – распространенная проблема в процес
се обучения искусственной нейронной сети, при возник-
новении которой модель хорошо работает на обучающем 
наборе, но плохо – на тестовом наборе или на новых 
данных, что указывает на то, что она плохо обобщается. 
В нашем случае проблема заключалась в переобучении 
изза небольшого набора исходных данных. Чтобы ре шить 
ее, мы применили инициализацию, регуляризацию L2 и 
случайную деактивацию (dropout), а также перекрест ную 
проверку для оценки модели и выбора гиперпарамет  
ров, которые наилучшим образом обучают модель, в не-
которой степени уменьшая переобучение. Мы использо-
вали метод регуляризации L2 (уменьшение веса), который 
включает добавление штрафного члена к функции потерь, 
пропорциональной сумме квадратов параметров модели. 

Регуляризация L2 может привести к тому, что параметры 
модели будут стремиться к меньшим значениям, тем са-
мым снижая чувствительность модели к шуму или выбро-
сам. Случайная деактивация (dropout) означает случайное 
обнуление определенных нейронов или слоев соединений 
с определенной вероятностью во время обучения. Это 
уменьшает количество параметров модели, что повышает 
надежность и способность к обобщению модели.

Перекрестная проверка – это повторное использование 
данных, разделение результирующей выборки данных, 
объединение в различные обучающие и тестовые наборы, 
обучающий набор для обучения модели и тестовый на-
бор для оценки качества прогнозирования модели. Мы 
применили метод Kfold умножения в качестве метода 
перекрестной проверки, чтобы уменьшить переобучение.

Оценка качества работы модели  
на обучающих данных
В соответствии с характеристиками выборки ЭЭГ дан-
ных и показателями эталонной модели классификации 
мы использовали метрики “F1score”, “AUC” (area under 
curve) и «точность» в качестве показателей оценки модели 
(https://keras.io/api/models/model_training_apis). Чем выше 
эти показатели, тем выше производительность модели. 
F1score и AUC являются комплексными оценочными по-
казателями классификационных моделей, но они имеют 
разные погрешности. На AUC в меньшей степени влияет 
соотношение положительных и отрицательных проб в 
образце. Для целей этой разработки стало ясно, что про-
гнозирование человека с высоким уровнем стресса как 
человека с низким уровнем стресса привело бы к прин-
ципиально неверным результатам. Поэтому мы выбрали 
показатель F1score в качестве наиболее приоритетного 
для оценки эффективности модели. Гиперпараметры мо-
дели оценивали, используя пятикратную перекрестную 
проверку, чтобы отобрать наиболее подходящие гиперпа-
раметры для предотвращения переобучения и повышения 
производительности модели.

Результаты оценки модели на обучающей выборке пред-
ставлены на рис. 3. Рассматривая каждый из выбранных 
нами показателей, можно увидеть, что наиболее эффек-
тивную классификацию показала модель 2. По всем вы-
бранным показателям ее эффективность превысила 80 %. 
Модели 1 и 4 тоже демонстрируют хорошие результаты 
классификации, тогда как модель 3 работает хуже всего. 
Следовательно, мы предполагаем, что выход одного ней-
рона превосходит использование двух нейронов в задаче 

Рис.  3.  Результаты тестирования четырех разных моделей нейрон-
ной сети на обучающей выборке.
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бинарной классификации ЭЭГ. Двоичная перекрестная по-
теря, очевидно, больше подходит для нашей задачи клас-
сификации, основанной на имеющемся наборе данных. 
При оценке эффективности модели количество выборок 
составило 100, из них 51 человек занимался медитацией 
(низкий уровень стресса) и 49 не занимались медитацией. 
Количество выборок сбалансировано, поэтому это не-
существенно влияет на обучение и производительность 
модели. Более того, для данных только с двумя пиками 
ERP в 64 каналах электродов одна свертка, извлекающая 
как временные, так и пространственные характеристики, 
работала лучше, чем две свертки, извлекающие времен-
ные и пространственные характеристики по отдельности.

Оценка качества модели на независимых данных. 
Чтобы оценить качество работы модели на независимой 
выборке, мы подготовили ЭЭГ данные, записанные у 
25 человек, которые не были включены в обучающую вы-
борку. Из этих 25 человек 12 практиковали медитацию, а 
13 не практиковали. Оборудование, дизайн эксперимента 
и предобработка ЭЭГ данных были такими же, как и в 
случае с обучающей выборкой. В этой части исследования 
все модели, обученные ранее, были протестированы на 
новых данных, не включенных в обучающую выборку. 
В качестве показателей оценки эффективности модели 
были ис пользованы точность, надежность, отзывчивость, 
F1score, ROCAUC, специфичность, чувствительность. 
Не смотря на использование функции инициализации па
раметров, веса попрежнему инициализировались случай-
ным образом в пределах определенного диапазона, по э то
му мы исправили начальное значение случайного чис ла, 
чтобы обеспечить стабильность работы модели.

Показатели эффективности для разных моделей на не-
зависимой тестовой выборке отражены на рис. 4. Наилуч-
шие результаты по большинству выбранных параметров 
показала модель 4. Также достаточно хорошие результаты 
получены для модели 2. Эта структура показала наимень-
шую чувствительность к переобучению, что говорит о ее 
большей надежности в сравнении с моделью 4.

Заключение
В нашем исследовании была успешно разработана ней-
ронная сеть, которая классифицирует людей на группы 
участвующих или не участвующих в медитации на основе 
анализа их ЭЭГ данных с точностью примерно 80–85 %. 
Мы использовали набор данных ЭЭГ, собранный и со-
ставленный в ходе наших собственных экспериментов, и 
выбрали амплитуду ERP пика перед нажатием на кнопку 
250–350 мс и значение амплитуды пика после нажатия 
на кнопку 550–900 мс для 64 каналов записи. При этом 
размер выборки составил 1×2×64.

Были разработаны четыре архитектуры неглубоких 
сверточных сетей, среди которых структуры 2 и 4 пока-
зали себя лучше всего в тестах на независимых выборках 
данных. Наиболее надежной была структура 2, которая 
использовала одномерный сверточный слой, объединяю
щий слой и двуслойную полностью подключенную сеть. 
Во время разработки этой модели отмечено, что она час
то подвержена переобучению изза ограничения размера 
отображения набора данных. Явление переобучения было 
смягчено за счет изменения структуры и масштаба моде

ли, конкретных параметров сети инициализации, регуля-
ризации, случайной деактивации (dropout) и гиперпара-
метров скрининга перекрестной проверки.

В целом предложенный нами подход был апробиро ван 
на двух небольших выборках клинических испы туе мых. 
Похожий метод на экспериментальных данных из па-
радигмы стопсигнал был ранее апробирован нами при 
классификации на выборках клинических пациентов с 
депрессивным расстройством и здоровых людей (Зе
ленских и др., 2022). Результаты нашей новой статьи до
полняют предыдущую работу, так как показывают, что, не  
смотря на небольшие размеры выборок, метод сверточ
ных нейронных сетей позволяет достигать высокого уров
ня точности в классификации разных, независимых друг 
от друга групп людей, различающихся по уровню стресса. 
Взятые вместе, результаты обоих исследований показы-
вают, что применение нейронных сетей к данным, полу-
ченным при тестировании людей в рамках парадигмы 
стопсигнал, является перспективным методом для оценки 
их уровня стресса и степени выраженности симптоматики 
тревожнодепрессивных расстройств. Необходимо от-
метить, что результаты М.О. Зеленских с коллегами ос
нованы на применении только поведенческих данных, 
полученных в парадигме стопсигнал, тогда как наши 
базируются на анализе электрических ответов мозга, по
лученных в том же эксперименте. Продолжением иссле-
дований должно быть применение сверточных нейронных 
сетей для одновременного совместного анализа и пове-
денческих, и нейробиологических данных с целью более 
точной классификации участников по уровню стресса.

Важно отметить, что большинство стандартных мето-
дов оценки уровня стресса или предрасположенности к 
тревожнодепрессивным расстройствам основано на при-
менении психологических опросников или на интервью 
с психиатром (например, Beck et al., 1988). Однако такие 
методы обладают недостатком: пациент может не хотеть 
информировать интервьюера о своем состоянии или не-
адекватно оценивать самого себя. Неадекватная самооцен-
ка пациента часто является причиной неверных выводов, 
касающихся его предрасположенности к болезни (Nock et 
al., 2010). Другой подход применяет анализ поведенческих 
или нейрофизиологических реакций на эмоциональные 
стимулы. В качестве таких стимулов предъявляют либо 
фотографии лиц, выражающих эмоциональные состояния 
самого пациента или других людей (Quevedo et al., 2016), 
либо эмоциональные сообщения (Bocharov et al., 2020). 

Рис.  4.  Результаты тестирования четырех разных моделей нейрон-
ной сети на независимой выборке.
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Этот метод позволяет объективно оценить степень нару-
шения аффективных функций головного мозга, но мало-
чувствителен к изменениям общей способности человека 
к самоконтролю поведения. Предлагаемый нами метод, 
наоборот, использует неэмоциональные стимулы для 
индуцирования сложной сенсомоторной реакции, требую
щей либо активации, либо торможения движения. Наш 
подход позволяет оценивать общий уровень самоконтроля 
поведения, но не дает возможности оценить аффективное 
состояние пациента. Очевидно, что эти три подхода (те-
стирование при помощи опросников, анализ реакций на 
аффективное стимулирование и анализ реак ций в задачах 
на моторный контроль) являются взаимодополняющи
ми, т. е. должны применяться вместе для бо лее детальной 
оценки одного и того же пациента. Хотя предлагаемый 
нами подход нуждается в дополнительной проверке, в 
будущем он может дать большие результаты при разра
ботке средств диагностики индуцированных стрессом за
болеваний.
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Определение содержания меланина и антоцианов  
в зернах ячменя на основе анализа цифровых изображений 
методами машинного обучения
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Аннотация. Пигментный состав оболочек семян растений влияет на такие важные их свойства, как устойчи-
вость к действию патогенов, прорастание на корню, а также механическая прочность. У ячменя (Hordeum vul
gare L.) темная окраска зерен может быть обусловлена синтезом и накоплением двух групп пигментов. Голу-
бая и фиолетовая окраска зерна связана с синтезом антоцианов. Серую и черную окраску придают пигменты 
меланины. Данные пигменты могут накапливаться в оболочках зерна независимо либо совместно, поэтому 
визуально определить, накопление каких именно пигментов придает темный цвет зерна, затруднительно. 
Для точного определения наличия/отсутствия пигментов используются химические и генетические методы, 
которые дороги и трудоемки. Поэтому создание нового метода для быстрой оценки наличия определенных 
пигментов в зерновке является актуальной задачей, решение которой поможет при исследовании механиз-
мов генетического контроля пигментного состава зерна. Настоящая работа посвящена разработке метода 
оценки пигментного состава зерен ячменя на основе анализа цифровых изображений с помощью алгорит-
мов компьютерного зрения и машинного обучения. Разработан протокол съемки для получения двумерных 
цифровых цветных изображений зерен. С использованием данного протокола получено 972 изображения 
для 108 образцов ячменя. Каждый образец мог содержать пигменты антоцианы и/или меланины. Для точ-
ного определения содержания пигментного состава образцов применялись химические методы. Для пред-
сказания пигментного состава зерна на основе изображений было разработано четыре модели, основанных 
на методах компьютерного зрения и сверточных нейронных сетях различной архитектуры. Лучшую произ-
водительность на отложенной выборке показала модель сети U-Net, основанная на топологии EfficientNetB0 
(значение параметра «точность» составило 0.821).
Ключевые слова: анализ цифровых изображений; машинное обучение; зерна ячменя; пигментный состав.

Для цитирования: Комышев Е.Г., Генаев М.А., Бусов И.Д., Кожекин М.В., Артеменко Н.В., Глаголева А.Ю., 
Коваль В.С., Афонников Д.А. Определение содержания меланина и антоцианов в зернах ячменя на основе 
анализа цифровых изображений методами машинного обучения. Вавиловский журнал генетики и селекции. 
2023;27(7):859-868. DOI 10.18699/VJGB-23-99

Determination of the melanin and anthocyanin content  
in barley grains by digital image analysis  
using machine learning methods
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Abstract. The pigment composition of plant seed coat affects important properties such as resistance to patho-
gens, pre-harvest sprouting, and mechanical hardness. The dark color of barley (Hordeum vulgare L.) grain can be 
attributed to the synthesis and accumulation of two groups of pigments. Blue and purple grain color is associated 
with the biosynthesis of anthocyanins. Gray and black grain color is caused by melanin. These pigments may ac-
cumulate in the grain shells both individually and together. Therefore, it is difficult to visually distinguish which pig-
ments are responsible for the dark color of the grain. Chemical methods are used to accurately determine the pre-
sence/absence of pigments; however, they are expensive and labor-intensive. Therefore, the development of a new 
method for quickly assessing the presence of pigments in the grain would help in investigating the mechanisms 
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Determination of melanin and anthocyanin content 
in barley grains by digital image analysis

of genetic control of the pigment composition of barley grains. In this work, we developed a method for assess-
ing the presence or absence of anthocyanins and melanin in the barley grain shell based on digital image analysis 
using computer vision and machine learning algo rithms. A protocol was developed to obtain digital RGB images 
of barley grains. Using this protocol, a total of 972  images were acquired for 108 barley accessions. Seed coat from 
these accessions may contain anthocyanins, melanins, or pigments of both types. Chemical methods were used to 
accurately determine the pigment content of the grains. Four models based on computer vision techniques and 
convolutional neural networks of different architectures were developed to predict grain pigment composition 
from images. The U-Net network model based on the  EfficientNetB0 topology showed the best performance in the 
holdout set (the value of the “accuracy” parameter was 0.821).
Key words: digital image analysis; machine learning; barley grains; pigment composition.
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Введение
Цвет оболочки зерен злаков – важный признак, характе-
ризующий содержащиеся в ней пигменты и метаболиты. 
Наличие пигментов в оболочке влияет на различные тех
нологические свойства зерна (Souza, MarcosFilho, 2001; 
Flintham et al., 2002). Образцы с темной окраской зерновки 
являются более холодо и засухоустойчивыми, а также 
обладают повышенной устойчивостью к действию па-
тогенов (Ceccarelli et al., 1987; Choo et al., 2005). Такие 
свойства окрашенных растений связаны с высоким со-
держанием антиоксидантов, а также с дополнительной 
ме ханической прочностью оболочек зерна (Ferdinando 
et al., 2012; Jana, Mukherjee, 2014). Темная окраска зерен 
ячменя может быть обусловлена синтезом и накоплени-
ем двух групп пигментов. Голубая и фиолетовая окраска 
зерна связана с синтезом антоцианов. Серую и черную 
окраску зернам ячменя придают пигменты меланины. 
Данные пигменты могут накапливаться в оболочках зерна 
растений в зависимости от генотипа как по отдельности, 
так и совместно. Поэтому визуально определить, накопле
нием каких именно пигментов вызван темный цвет зерна, 
затруднительно. 

Генетический контроль формирования окраски зерен 
и других органов растений осуществляется генами, коди
рующими ферменты, вовлеченные в биосинтез пигментов, 
и регуляторными генами. На данный момент путь биосин-
теза антоцианов исследован достаточно хорошо, однако 
молекулярные механизмы биосинтеза меланина все еще 
слабо изучены (Шоева и др., 2018; Glagoleva et al., 2020). 
При исследовании механизмов генетического контроля 
окраски зерен селекционеры и генетики постоянно стал-
киваются с необходимостью оценки цветовых характе-
ристик их оболочки. К техническим средствам решения 
этой задачи относятся спектрофотометры, спектрометры, 
гиперспектральные камеры. Однако это дорогостоящие 
камеры, в особенности с высоким разрешением, как про-
странственным, так и спектральным. Альтернативой явля-
ется использование цифровых фотокамер, позволяющих 
получать высококачественные изображения с высоким 
пространственным и цветовым разрешением (Afonnikov 
et al., 2016; Li et al., 2020; Kolhar, Jagtap, 2023). В связи с 
этим в последнее время в области фенотипирования рас-
тений интенсивно развиваются методы оценки цветовых 
и текстурных характеристик зерен злаков, основанные на 
анализе двумерных изображений, полученных цифро-

выми камерами или сканерами (Комышев и др., 2020; 
Sharma et al., 2021; Afonnikov et al., 2022; Arif et al., 2022; 
Khojastehnazhand, Roostaei, 2022; Wang, Su, 2022).

Цель данной работы – разработка метода оценки пиг-
ментного состава зерна ячменя на основе анализа цифро-
вых изображений с помощью алгоритмов компьютерного 
зрения и машинного обучения.

Материалы и методы
Растительный материал. Для исследования были вы-
браны семена 39 образцов ячменя с темной окраской 
оболочек зерна, а также 40 образцов с неокрашенным 
зерном. Материал получен из коллекции ячменя Все-
российского института генетических ресурсов растений 
им. Н.И. Вавилова (ВИР, https://www.vir.nw.ru), коллекции 
ячменя Института цитологии и генетики СО РАН (ИЦиГ, 
https://www.icgbio.ru/). Также был использован материал 
популяции Oregon Wolfe Barleys (OWB, https://barleyworld.
org/owb). Данные о каждом образце приведены в Прило-
жении 11. Отдельно были выбраны 29 образцов ячменя 
из коллекции ВИР с различными комбинациями пиг
ментов в зерне (Приложение 2). Дополнительно образ цы 
были охарактеризованы по пленчатости/голозерности. 
В обучающей и тестовой выборке было 58 пленчатых и 
21 голозерный, а в отложенной выборке – 22 пленчатых 
и 7 голозерных образцов.

Химические и генетические методы определения 
пигментного состава зерен. Для определения качествен-
ного присутствия антоцианов в зерне была проведена 
экстракция в 1 % растворе HCl в метаноле с последующей 
детекцией окрашивания раствора в розовый цвет (Abdel
Aal, Hucl, 1999). Присутствие меланина определялось 
при помощи 2 % NaOH, в котором происходит экстраги-
рование меланина и окрашивание раствора в темный цвет 
(Downie et al., 2003). На основе этих методов каждому из 
образцов был присвоен тип пигментации «антоцианы», 
«меланины» (по наличию пигментов) либо «без пигмен-
тации», если оба пигмента в образцах отсутствовали. Дан
ные о наличии пигментов определенного типа приведены 
в Приложениях 1 и 2.

Получение изображений. Цветные изображения зе-
рен получены с помощью цифровой фотокамеры Canon 
EOS 600D, объектив Canon EF 100mm f/2.8 Macro USM с 
1 Приложения 1–8 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx28.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx28.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx28.pdf
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разрешением 18 Мп. На белый матовый лист бумаги фор-
мата A3 помещали пластиковую чашку Петри диаметром 
55 мм, заполненную зернами без промежутков. По бокам 
располагался рассеивающий свет, камеру фиксировали на 
штативе сверху, объективом вертикально вниз (Приложе-
ние 3). Изображения сохранялись в формате jpg. Пример 
изображения, полученного в результате выполнения про-
токола, приведен на рис. 1.

При съемке в чашке Петри находилось около 100–
160 зе рен, принадлежащих одному образцу. Для каждого 
образца было сделано 9 изображений его реплик, полу-
ченных путем случайного перемешивания зерен в чашке 
Петри.

Разметка данных. С целью разработки алгоритма 
сег ментации для 212 изображений 59 образцов, ото-
бранных случайным образом, была выполнена ручная 
разметка зерен и границ чашки Петри с помощью про-
граммы LabelMe (https://github.com/wkentaro/labelme). 
Пример фрагмента размеченного изображения показан в 
Приложении 4. Кроме того, каждому изображению была 
присвоена метка в зависимости от типа пигментации 
соответствующего образца на основе экспериментально 
полученных данных.

Предсказание пигментации зерен с помощью мето-
дов машинного обучения. Общая схема предсказания 
типа пигментации включала сегментацию  изображения 
для выделения на нем области, занятой зернами, и предска-
зание наличия пигментов определенного типа с помощью 
трех методов: 1) методом случайного леса с использова-
нием цветовых дескрипторов изображения; 2) сверточной 
нейронной сетью архитектуры ResNet18; 3) сверточной 
нейронной сетью архитектуры EfficientNetB0.

Схема разбиения данных для валидации и тестиро-
вания. Для методов машинного обучения изображения 
были разделены на три подвыборки: обучающую (60 % 
данных: 423 изображения, 47 образцов) – для обучения 
модели; валидационную (20 % данных: 144 изображе
ния, 16 образцов) – для выбора лучшей модели в процес

се обучения; тестовую (20 % данных: 144 изображения, 
16 образцов) – для оценки точности выбранной модели. 
Для финальной оценки точности была использована от-
ложенная выборка из 29 образцов, включавшая 261 изо  
бражение. Данные о разбиении образцов представлены в 
Приложении 5.

Оценка точности классификации образцов. Выход-
ные данные обученных моделей классификации для каж-
дого изображения были представлены двумя бинарными 
числами, каждое из которых характеризовало наличие 
или отсутствие антоцианов и меланина. Чтобы оценить 
точность метода на тестовой выборке, для каждого изобра-
жения сравнивались предсказанный набор таких чисел и 
истинный набор, так что если тестовая выборка содержала 
M изображений, проводилось 2M бинарных сравнений и 
на их основе подсчитывались следующие ме т рики: истин-
но положительные предсказания класса (TP, true positive), 
истинно отрицательные предсказания класса (TN, true ne  
gative), общее количество представителей положительно-
го (P) и отрицательного (N) классов. С использованием 
этих величин вычислялось значение метрики «точность» 
(ACC, accuracy) согласно формуле

ACC = TP + TN
P + N .

Модель для идентификации области зерен на изобра
жении. Чтобы на изображении выделить зерна в чашках 
Петри, была реализована модель нейронной сети, сегмен
тирующая исходные изображения. Ее выходными данны-
ми являлись бинарные маски. Для этого использовалась 
сеть UNet с кодером ResNet18. Архитектура UNet разра-
батывалась специально для сегментации биомедицинских 
изображений (Ronneberger et al., 2015). Модель основана 
на использовании преобразования свертки (convolution) и 
состоит из двух частей: кодер и декодер (рис. 2). Полнораз-
мерное изображение на входе сети преобразуется кодером 
в результате нескольких шагов, включающих два последо-
вательных слоя свертки размером 3×3, после которых идет 
преобразование ReLU (слои ʻconv 3×3, ReLUʼ на рис. 2) 
и пулинг с функцией максимума 2×2 с шагом 2 (слои 
ʻmax pool 2×2ʼ). Кодер осуществляет понижающую дис-
кретизацию изображения. Декодер, наоборот, выполняет 
повышающую дискретизацию изображения, используя 
серию операций, обратных пулингу, расширяющих карту 
признаков. Затем следует свертка 2×2, которая уменьшает 
количество каналов признаков (слои ̒ upconv 2×2ʼ). Далее 
идет конкатенация с соответствующим образом обрезан-
ной по краям картой признаков из сжимающего пути и две 
свертки 3×3 (слои ̒ copy and cropʼ на рис. 2), после каждой 
из которой применяется операция ReLU.

Сегментация позволяла выделить на изображении об-
ласть чашки Петри с зернами, которая использовалась 
для вычисления их цветовых дескрипторов. Для каждо
го изображения было извлечено 2380 числовых параме  
тров, характеризующих цвет пикселей зерен. Это средние 
значения интенсивности каналов для четырех цветовых 
пространств (RGB, HSV, Lab, YCrCb), значения гисто-
грамм распределений интенсивностей цветовых ком по
нент и т. п. Детальное описание полученных характери-
стик приведено в Приложении 6.

Рис. 1. Пример изображения, полученного в результате выполнения 
протокола для фенотипирования образцов ячменя по интенсивно-
сти окраски зерна.
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Фильтрация данных. Для фильтрации малозначимых 
признаков были удалены следующие из них: значения ко-
торых одинаковы для всех изображений, значения которых 
не превышают 0.01 на более 20 % изображений. Дополни-
тельно для уменьшения избыточности были удалены при-
знаки, которые имели значение коэффициента корреляции 
Спирмена более 0.97 с другими признаками. В результате 
фильтрации осталось 345 дескрипторов из 2380.

Анализ данных. Для того чтобы оценить распреде-
ление образцов в пространстве изучаемых признаков, 
использовались метод главных компонент (Jolliffe, 2002) 
и нелинейный алгоритм снижения размерности tSNE 
(van der Maaten, Hinton, 2008). Эти методы позволяют 
визуализировать многомерные данные путем отображения 
объектов в многомерном пространстве в пространство 
меньшей размерности (обычно двух или трехмерное).

Модель классификации пигментного состава зерен  
на основе цветовых дескрипторов  
методом случайного леса
Рассматривалась классификация изображений зерен на че-
тыре класса: без пигментации, пигментация антоцианами 
и/или меланинами, так что изображение зерен с пигмен-
тацией могло быть классифицировано как «содержащие 
антоцианы и меланины одновременно». Первая модель 
классификации была построена на основе алгоритма «слу
чайный лес» (Random Forest), реализованного в пакете 
Scikitlearn (Pedregosa et al., 2011). На вход алгоритма по
давались значения 345 дескрипторов цвета, описанных 
выше. Схема обработки данных для этой модели показана 
на рис. 3. Дополнительно при помощи метода главных 
компонент количество признаков было уменьшено до 13, 
которые объясняют 81.2 % дисперсии данных и дают мак  
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Рис. 2. Архитектура сети U-Net, из (Ronneberger et al., 2015).

Рис. 3. Схема модели классификации зерен ячменя на основе изображений и алгоритма случайного леса с использованием цветовых дескрип-
торов.
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симальную точность на тестовой выборке. Модель клас-
сификации обозначена нами как RF13.

Модели классификации  
пигментного состава зерен с использованием  
метода глубокого машинного обучения
Модель классификации на основе сети архитектуры 
ResNet18. В дополнение к методу классификации изо-
бражений с помощью модели случайного леса, для пред-
сказания типа образца были реализованы три модели, 
основанные на методах глубокого машинного обучения. 
Эти методы в настоящее время широко используются для 
анализа изображений растений и показали свою высокую 
точность. 

Одна из моделей – нейронная сеть архитектуры 
ResNet18, описанная в статье (He et al., 2016). ResNet – 
это семейство сверточных нейронных сетей (convolutional 
neural networks, CNN) сходной архитектуры, отличаю-
щихся количеством слоев (18, 34, 50, 101 и 152). В нашей 
работе использовалась модель глубиной 18 слоев, как наи-
более простая и быстрая. Она состоит из последовательно 
идущих 17 слоев, включающих преобразование свертки, 
соединенных альтернативным путем для сигнала, и одного 
полносвязного слоя (рис. 4). Каждые четыре слоя проис-
ходит операция субдискретизации, при которой длина 
и ширина слоя становятся меньше в два раза, а число 
каналов двукратно возрастает. На рис. 4 это слои, обо-
значенные как «3×3 свертка, N», где N – число каналов.

На вход данной сети подавались прямоугольные изо-
бражения, в которые были вписаны области чашек Петри 
(рис. 5). Выходной слой включал два числа в интервалах 

от 0 до 1, предсказывающих присутствие (1) меланина или 
антоциана. В случае если значение числа было больше 0.5, 
считалось, что соответствующий пигмент присутствует в 
оболочке зерна. Такой метод позволял классифицировать 
изображения по наличию в зернах двух пигментов как по 
отдельности, так и совместно, а также идентифицировать 
их отсутствие в случае, если оба числа были меньше 0.5. 
Эта модель классификации была обозначена нами в работе 
как ResNet18.

Модель на основе сегментации с головой для клас-
сификации. Для классификации зерен по наличию пиг-
ментов можно использовать параметры нейронной сети, 
которые были получены при сегментации изображений 
с помощью модели на основе UNet. Это позволяет улуч-
шить точность предсказания для алгоритмов подобного 
рода и решать две задачи одновременно (сегментация и 
классификация). Для решения этой задачи в уже имею-
щуюся мо дель на основе сегментации с архитектурой 
UNet был до бавлен дополнительный выходной класси-
фицирующий слой («голова классификации») (рис. 6). 
На выходе классифицирующего слоя, как и в модели 
ResNet18, имеются два числа, которые позволяют опре-
делить наличие в зернах антоцианов и/или меланинов (см. 
рис. 6). Для этой сети была использована топология кодера 
архитектуры EfficientNetB0, подробно представленная в 
статье (Tan, Le, 2019). Такая топология сети позволяла 
не только сегментировать изображение, выделяя на нем 
область зерен в чашке Петри, но и одновременно произво-
дить классификацию всего изображения по наличию или 
отсутствию двух пиг ментов. Данная модель классифика-
ции обозначена в ра боте как UNet+ClassHead.

Рис. 4. Схема архитектуры сети ResNet-18.
Разноцветными прямоугольниками показаны слои сети различной структуры. 

Рис. 5. Схема модели ResNet-18 классификации изображений зерен ячменя на основе сверточной нейронной сети.
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Модель 2канальной сегментации. Для классифика-
ции изображений можно использовать сеть UNet, видо-
измененную таким образом, что она будет сегментировать 
каждый пиксель по наличию определенной пигментации. 
На выходе эта сеть выдает двухканальную маску, в которой 
каждый канал сегментирует область изображения, если 
образец содержит определенный пигмент (рис. 7). Эта мо-
дель, UNet+ClassSegment, была основана на архитектуре 

UNet с кодером ResNet34. Для определения класса все
го изображения мы считали, что если хоть один пиксель 
после сегментации был классифицирован как содержа-
щий пигмент, то весь образец содержит данный пигмент.

Остальные технические параметры обучения моделей, 
такие как число эпох обучения, размер батча, использо-
ванная функция потерь и параметры оптимизатора, при-
ведены в Приложении 7.
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Рис. 6. Схема модели U-Net+ClassHead на основе U-Net сегментации с головой для одновременной сегментации и класси-
фикации изображений зерен ячменя.

Рис. 7. Схема модели U-Net+ClassSegment для классификации на основе 2-канальной сегментации.

Рис. 8. Общая схема анализа изображений предложенными в работе моделями.



Определение содержания меланина и антоцианов  
в зернах ячменя на основе анализа цифровых изображений

Е.Г. Комышев, М.А. Генаев, И.Д. Бусов … 
А.Ю. Глаголева, В.С. Коваль, Д.А. Афонников

2023
27 • 7

865МЕТОДЫ ГЛУБОКОГО МАШИННОГО ОБУЧЕНИЯ ДЛЯ БИОИНФОРМАТИКИ И СИСТЕМНОЙ БИОЛОГИИ /  
DEEP LEARNING METHODS IN BIOINFORMATICS AND SYSTEMS BIOLOGY

A

A-H

AM

AM-H

NP

NP-H

M

M-H

PC2 (10 %)

PC1 (35 %)
504030200–10–20

–20

–30

–10

10

20

30

0
10

A

A-H

AM

AM-H

NP

NP-H

M

M-H

C1

C2

806040

60

40

20

–20

–40

–60

0
200–20–40–60

Рис. 10. Диаграмма рассеяния образцов в пространстве первых двух компонент, полученных в результа-
те алгоритма t-SNE для цветовых характеристик зерен.
Ось X – компонента C1, ось Y – компонента C2. 

Рис. 9. Диаграмма рассеяния образцов в пространстве первых двух компонент, полученных на основе 
PCA для цветовых характеристик зерен.
Ось X – компонента PC1, ось Y – компонента PC2. В скобках для компонент указаны доли дисперсии. Здесь и на 
рис. 10 обозначения образцов по наличию антоцианов и пленчатости/голозерности: A, AM, M, NP – антоцианы, 
антоцианы и меланины, меланины и отсутствие пигментов соответственно; H – пленчатые зерна.

Таким образом, в работе рассматривались две модели 
классификации на основе UNet сегментации на исходном 
изображении (UNet+ClassHead и UNet+ClassSegment) и 
две модели классификации, для которых отдельно выде
лялась область зерен на исходных изображениях с помо-
щью модели UNet сегментации (RF13 и ResNet18). Об-
щая схема анализа изображений предложенными в рабо
те моделями сегментации и классификации приведена на  
рис. 8.

Результаты

Цветовые характеристики зерен
Методы PCA и tSNE были применены для отображения 
образцов зерен в пространстве обобщенных характери-

стик размерности 2 c использованием 345 информативных 
характеристик (см. Материалы и методы). Отфильтрован-
ные признаки были подвергнуты нормализации (центри-
рование по математическому ожиданию и приведение к 
единичной дисперсии). При этом все изображения анали-
зировались независимо, т. е. каждая точка на диаграммах 
PCA (рис. 9) и tSNE (рис. 10) соответствует одному изо
бражению.

Пигментированные (залитые значки) и непигментиро
ванные образцы (незалитые значки) хорошо разделяют-
ся на обеих диаграммах (см. рис. 9 и 10). При этом на 
диаграмме tSNE (см. рис. 10) различия более выражены. 
Также образцы с антоцианами (фиолетовые значки) на 
диаграмме отделены от образцов, содержащих оба пиг-
мента (красные). Области, занимаемые этими образцами 
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на диаграммах, не пересекаются. В то же время области, 
занимаемые образцами с антоцианами (фиолетовые знач-
ки) и меланинами (черные), имеют пересечение. Образцы, 
содержащие как антоцианы, так и меланины, и образцы, 
содержащие только меланины, тесно пересекаются (спра-
ва по оси Х и ближе к 0 по оси Y ). 

Отметим также влияние пленчатости зерен на харак-
теристики их цвета, которое заметно на двух указанных 
графиках. Прежде всего, пленчатость/голозерность не 
влияет на разделение областей для разных классов зерен 
по пигментации за исключением пар, содержащих анто-
цианы либо меланин: пленчатые и голозерные образцы с 
одним типом окраски находятся ближе друг к другу, чем 
образцы с другим типом окраски. Особенно явно это про-
является для зерен без пигментации (незалитые значки). 
Для зерен с меланином одна из групп пленчатых образцов 
имеет цветовые характеристики, весьма схожие с зерна-
ми, содержащими антоцианы (на графиках эта группа 
рас положена внутри области, занимаемой образцами с 
антоцианами, и отстоит далеко от других зерен с окраской 
меланином). Внутри одного пигментного класса голозер
ные и пленчатые образцы занимают разные области и хо
рошо разделяются (см. рис. 10, образцы без пигментации, 
образцы с антоцианами и образцы с антоцианами и мела-
нинами). Эти результаты показывают, что в большинстве 
случаев пленчатость не изменяет тип окраски зерен, но 
вносит существенный вклад в изменение цветовых харак-
теристик оболочки. 

Классификация зерен по содержанию пигментов
В результате обучения моделей классификации образцов 
зерен по содержанию пигментов были получены оценки 
точности на валидационной, тестовой и отложенной вы-
борках (табл. 1).

Лучший результат классификации на отложенной вы-
борке демонстрирует модель сегментации с «головой 

клас сификации» (UNet+ClassHead). Данные о парамет
рах оценок точности данной модели приведены в табл. 2.

Матрица ошибок предсказания класса образцов зерен 
(Приложение 8) позволяет определить, что большинство 
неверных классификаций модели приходится на предска-
зание содержания антоцианов в пленчатых образцах, что 
согласуется с графиками PCA и tSNE (см. рис. 9 и 10), 
на которых области для пленчатых образцов, содержащих 
меланины и антоцианы, значительно перекрываются с об-
ластями образцов, содержащих только меланины. Причем 
образцов, для которых сеть предсказала отсутствие пиг-
ментов, но содержащих антоцианы, значительно больше 
образцов, для которых предсказано наличие антоцианов, 
тогда как они отсутствовали. Ошибки наблюдаются и для 
голозерных образцов. В первую очередь это образцы, со-
держащие антоцианы, для которых сеть предсказала их 
отсутствие. В небольшом числе образцов, содержащих 
меланины, эти пигменты не были идентифицированы с 
помощью нейронной сети. В то же время образцы, содер
жащие антоцианы, были классифицированы сетью как 
содержащие меланины. 

Согласно непараметрическому тесту Манна–Уитни, точ
ность определения антоцианов различается ( pvalue = 
= 0.004) для голозерных и пленчатых образцов. На опре
деление меланинов пленчатость/голозерность не оказы-
вает влияния.

Несколько меньшую точность показал метод UNet+ 
ClassSegment. Можно сделать вывод о лучшей обобщаю
щей способности моделей, которые одновременно решают 
несколько разных задач (multi task learning). Обе модели, 
основанные на этом подходе, существенно выигрывают 
как у метода случайного леса, использующего цветовые 
дескрипторы (наиболее низкая точность), так и у класси-
фикации при помощи модели ResNet18. Надо отметить, 
что результаты точности на отложенной выборке суще-
ственно ниже, чем на тестовой.

Таблица 1. Оценка точности классификации (ACC) образцов ячменя по содержанию антоцианов и меланинов  
в оболочке зерен для четырех моделей на валидационной, тестовой и отложенной выборках

Модель классификации Валидационная выборка Тестовая выборка Отложенная выборка

RF13 0.896 0.903 0.652

ResNet-18 0.938 0.934 0.817

U-Net+ClassHead 0.906 0.962 0.821

U-Net+ClassSegment 0.917 0.903 0.819

Таблица 2. Параметры оценки точности классификации образцов ячменя по содержанию антоцианов и меланинов  
в оболочке зерен для модели U-Net+ClassHead на тестовой и отложенной выборках

Параметр Тестовая выборка Отложенная выборка

Меланин Антоцианы Меланин Антоцианы

F-мера 1.0 0.937 0.983 0.488

Чувствительность 1.0 0.881 1.0 0.389

Положительное предсказуемое значение 1.0 1.0 0.966 0.656
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Обсуждение
Методы анализа цифровых RGB изображений для изуче-
ния физиологических свойств зерен широко применяются 
для злаков (Neuman et al., 1989; Huang et al., 2015; Sabanci 
et al., 2017; Kozłowski et al., 2019; Комышев и др., 2020; 
Zykin et al., 2020). Они используются в том числе для 
классификации зерен как по пигментному составу, так 
и по сортам. 

В нашей работе мы анализировали методы классифи-
кации зерен по цветовым характеристикам на классы 
по наличию двух типов пигментов. Мы показали, что 
методы глубокого машинного обучения позволяют полу-
чить более высокую точность классификации зерен, чем 
использование цветовых дескрипторов. Аналогичные вы
воды были сделаны при классификации зерен ячменя по 
видам (Kozłowski et al., 2019). Наши результаты также де  
монстрируют, что применение многозадачного подхода 
(multi task learning) дает более высокую точность клас-
сификации. 

На отложенной выборке точность классификации ока-
залась существенно меньшей по сравнению с тестовой 
выборкой. Предположительно, одной из причин этого 
могло быть то, что баланс меток различных классов в 
обу чающей, валидационной и тестовой выборках был 
оди наковым и не совпадал с соотношением в отложенной 
выборке. В частности, изображений с зернами без пигмен-
тов в отложенной выборке было в 1.5 раза меньше, чем в 
обучающей, а для классификации такие зерна представля-
ют собой наиболее простой случай. Также на основании 
извлеченных цветовых дескрипторов был обу чен бинар-
ный классификатор, который отличал зерна из отложен-
ной выборки от других зерен с точностью ACC = 1. Это 
означает, что между данными сериями изображений есть 
существенные различия, которые могут быть объяснены 
тем, что в отложенной выборке были выбраны зерна из 
других коллекций или вариации в условиях съемки этих 
изображений могли оказать существенное влияние. Этим 
можно объяснить небольшое уменьшение точности при 
качестве классификации у модели случайного леса. 

Наш анализ также показал, что пленчатость или го-
лозерность у ячменя – это признак, который влияет на 
его цветовые характеристики. Этот признак может ока-
зывать влияние и на классификацию зерен по наличию 
пигментов. 

Заключение
Предложенные методы на основе анализа цифровых изо
бражений с помощью алгоритмов компьютерного зре ния 
и машинного обучения показали приемлемую классифи-
цирующую способность в задаче определения содержа-
ния меланина и антоцианов в зернах ячменя. Результаты 
демонстрируют, что применение алгоритма Random Fo
rest с использованием цветовых дескрипторов уступает 
в итоговой точности подходам на основе сверточных 
нейронных сетей. Метод случайного леса, кроме того, 
оказывается чувствительным к малым вариациям про-
токола или условий съемки, теряя обобщающую способ-
ность по сравнению со сверточными нейронными сетями. 
Возможные пути улучшения модели на основе данного 
алгоритма – тщательный подбор признаков и предвари-

тельная нормализация изображений, подаваемых на вход. 
Классическая архитектура классификационной модели 
уступает по точности модели 2канальной сегментации 
целого изображения. Сегментация с «головой классифи-
кации» дала наилучшие результаты (ACC = 0.821) и явля-
ется предпочтительной в задаче определения содержания 
пигментов ячменя.
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Аннотация. В начале статьи обсуждается уровень необходимой феноменологичности сложных моделей. При 
работе со сложными системами, к которым, безусловно, относятся живые организмы и экологические системы, с 
необходимостью приходится использовать феноменологическое описание. Приведена иллюстрация феномено-
логического подхода, который ухватывает наиболее существенные даже не закономерности, а общие принципы 
или паттерны взаимодействий, причем конкретные значения параметров не могут быть вычислены из первых 
принципов, а определяются эмпирически. Также эмпирически и прагматически выбирается соответствующая ин-
терпретация. Однако для моделирования более широкого круга ситуаций возникает необходимость понижать 
уровень феноменологии, переходить на более детальное описание системы, вводя взаимодействие между вы-
деленными элементами системы. Формулируются требования к модели системы, совмещающей экологический, 
метаболический и генетический уровни описания клеточной культуры. Разработана математическая модель 
динамики кворум-эффекта в процессе роста накопительной культуры люминесцентных бактерий при разных 
концентрациях питательного субстрата. Модель содержит четыре блока, описывающие экологический, энерге-
тический, кворумный и люминесцентный аспекты развития культуры. Модель продемонстрировала хорошее со-
ответствие экспериментальным данным, полученным в ходе выполнения работы. При анализе модели отмечены 
три странности в поведении культуры, которые, предположительно, могут изменить представление о некоторых 
процессах, имеющих место при развитии культуры люминесцентных бактерий. Полученные результаты позволя-
ют предположить наличие некоторой дополнительной системы контроля люминесцентной реакции через пути 
синтеза ФМН · Н2 или алифатического альдегида. В этом случае обобщенное описание вклада энергетического 
метаболизма в люминесценцию только через АТФ является слишком сильным упрощением. В результате анализа 
результатов сопоставления модельной динамики с экспериментом возникло расхождение между измеряемой в 
эксперименте концентрацией субстрата (пептона) и его эффективным действием на рост популяции бактерий. 
Это расхождение, по-видимому, указывает на то, что пептон не является ведущим субстратом и рост лимитируют 
биогены, содержащиеся в дрожжевом экстракте, концентрация которого в этих экспериментах не изменялась. 
Отмеченные расхождения между ожиданиями и результатами обработки экспериментальных данных вместе с 
предположениями о причинах этих расхождений задают направление дальнейших экспериментальных и теоре-
тических исследований механизмов кворум-эффекта в культуре люминесцентных бактерий.
Ключевые слова: кворум-эффект; математическая модель; люминесцентные бактерии.
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Abstract. At the beginning of the paper, the level of necessary phenomenology of complex models is discussed. When 
working with complex systems, which of course include living organisms and ecological systems, it is necessary to use 
a phenomenological description. An illustration of the phenomenological approach is given, which captures the most 
significant general principles or patterns of interactions; the specific values of the parameters cannot be calculated 
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from the first principles, but are determined empirically. An appropriate interpretation is also chosen empirically and 
pragmatically. However, in order to simulate a wider range of situations, it becomes necessary to lower the level of phe-
nomenology, switch to a more detailed description of the system, introducing interaction between selected elements 
of the system. The requirements for a system model combining ecological, metabolic and genetic levels of cell culture 
description are formulated. A mathematical model of quorum sensing dynamics during the growth of batch culture of 
luminescent bacteria at different concentrations of the nutrient substrate has been developed. The model contains four 
blocks describing ecological, energy, quorum and luminescent aspects of bacterial culture growth. The model demon-
strated good agreement with the experimental data obtained. When analyzing the model, three oddities in the behavior 
of the culture were noted, which presumably can change the idea of some processes taking place during the develop-
ment of a culture of luminescent bacteria. The results obtained suggest the presence of some additional control system 
for the luminescent reaction via the synthesis pathways of FMN · Н2 or aliphatic aldehyde. In this case, the generalized 
description of the contribution of energy metabolism to luminescence only through ATP is too strong a simplification. 
As a result of comparing the model dynamics with the experiment, a discrepancy arose between the concentration of 
the substrate (peptone) measured in the experiment and its effective influence on the bacterial population growth. This 
discrepancy seems to indicate peptone is not the leading substrate, and growth is limited by nutrients contained in the 
yeast extract, the concentration of which did not change in these experiments. The discrepancies noted between the 
expectations and the results of experimental data processing, together with the assumptions about the causes of these 
discrepancies, set the direction for further experimental and theoretical studies of quorum sensing mechanisms in a 
culture of luminescent bacteria
Key words: quorum sensing; mathematical model; luminescent bacteria.
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Введение
При работе со сложными системами, к которым, безус
ловно, относятся живые организмы и экологические си
с темы, с необходимостью приходится использовать фе
номенологическое описание. Одним из примеров феноме
нологического описания популяции является уравнение 
Ферхюльста. Несмотря на то что формально уравнения 
на численность можно использовать лишь вблизи порога 
выживания популяции (Горбань и др., 1982), это уравне
ние достаточно хорошо описывает динамику различных 
процессов: накопительной культуры микроорганизмов, 
развития эпидемии в фиксированных условиях, развития 
популяции после инвазии и динамики продаж в условиях 
ограниченной емкости рынка. Повидимому, это связано 
с тем, что на завершающей стадии развития процесса, 
когда величина переменной приближается к значению 
пре дельной емкости среды, удельная скорость роста при
ближается к 0, что, по сути, соответствует приближению 
к порогу выживания.

Уравнение Ферхюльста можно записать несколькими 
вариантами, которым соответствуют разные интерпрета
ции. Рассмотрим для примера два из них:

       ·N = μ0(Nmax – N )N,     (1a)

       ·N = μ0 N – αN 2.     (1b)
В первом варианте Nmax называют емкостью среды, по

нимаемой как предельная численность популяции, кото
рая может существовать в данных условиях, а произведе
ние μ0 Nmax представляет собой удельную скорость роста 
популяции при близкой к нулю ее численности. Емкость 
среды феноменологически включает всевозможные фак
торы, ограничивающие рост популяции: ограниченность 
субстрата, ингибирование метаболитами, фиксированную 
поверхность светосбора для растений. Этот вариант хо
рошо соответствует интерпретации роста растительной 
или микробной популяции. 

Во втором варианте μ0 – удельная скорость роста, α  – 
коэффициент, описывающий внутривидовую конкурен
цию, которая может реализоваться разными механизмами: 
конкуренцией за пищу и/или вытеснением с охотничьей 
территории и прямыми столкновениями особей. Такая 
интерпретация представляется более подходящей для жи
вотного мира.

Эти примеры приведены для иллюстрации феномено
логического подхода, который ухватывает наиболее суще
ственные даже не закономерности, а общие принципы 
или паттерны взаимодействий, причем конкретные зна
чения параметров не могут быть вычислены из первых 
принципов, а определяются эмпирически. Эмпирически 
и прагматически выбирается также соответствующая ин
терпретация.

Однако для моделирования более широкого круга си
туаций возникает необходимость понижать уровень фе
номенологии, переходить на более детальное описание 
системы, вводя взаимодействие между выделенными эле
ментами системы. Так, встречаются случаи, когда урав
нение Ферхюльста описывает динамику накопительной 
куль туры недостаточно точно. В этом случае приходится, 
например, учитывать динамику субстрата и вводить, до
пустим, субстратное ингибирование роста культуры. При 
этом мы все равно остаемся на очень высоком уровне 
феноменологии, продолжая описывать зависимость роста 
культуры формулой Моно и ее различными модификаци
ями и усложнениями, сводя весь метаболизм клетки или 
многоклеточного организма к одной ключевой фермента
тивной реакции. 

Потребность в понижении уровня феноменологии воз
никает, когда исследователь встречается с явлениями, ко
торые не укладываются в имеющуюся модель. При этом 
часто приходится переходить на уровень генетической 
и/или метаболической регуляции клеточных процессов. 
Один из примеров, требующих понижения феноменоло
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гичности используемых моделей, – кворумэффект (КЭ) 
(Miller, Bassler, 2001). Примечательно и символично, что 
кворумэффект (quorum sensing), представляющий собой 
проявление событий молекулярного уровня на уровне 
популяции, был открыт на люминесцентных бактериях, 
чье свечение служит естественным индикатором текущего 
состояния клеточного метаболизма (Nealson et al., 1970).

Кворумэффект заключается в том, что экспрессия не
которых генов запускается при достижении определенной 
пороговой плотности популяции. На уровне бактерий этот 
эффект основан на синтезе и выделении во внешнюю сре
ду сигнальных молекул (аутоиндукторов), концентрация 
которых изменяется в зависимости от количества окру
жающих клеток, и при превышении некоторой порого
вой концентрации запускается экспрессия определенных 
генов. Поскольку кворумэффект встречается у широкого 
круга организмов (например, у насекомых (Anstey et al., 
2009) и рыб (Makris et al., 2009)), то его изучение само по 
себе представляется важным. Кроме того, выявление за
кономерностей проявления кворумэффекта и его прогноз 
важны для микробиологического синтеза продуктов, за
пускаемого этим эффектом. Примером такого продукта 
является бактериальная люцифераза, препараты которой 
используются для лабораторных и токсикологических 
экспрессбиотестов. При этом люминесцентные бактерии 
являются удобным инструментом исследования кворум
эффекта, поскольку люминесценция представляет собой 
естественную функцию клеток, что дает возможность изу  
чать процесс на нативных клетках без внедрения специ
альных флуоресцентных красителей и без стимулирую
щего флюоресценцию излучения. Эволюционный смысл 
кворумэффекта у люминесцентных бактерий находит 
объяснение в рамках гипотезы, что механизм отбора свя
зан с рассеиванием и размножением бактерий (Nealson, 
Hastings, 1979). Являясь морскими энтеробактериями, 
све тящиеся бактерии, растущие на субстрате (поверхность 
мертвых организмов или фекальные шарики), при доста
точной плотности культуры могут производить свечение, 
способное привлечь организмы к их поглощению, обес
печивая тем самым круговорот бактерий по кишечным 
трактам морских животных. 

Целью настоящей работы была разработка математи
ческой модели и ее программной реализации для анализа 
экспериментальных данных по кворумэффекту в нако
пительной культуре люминесцентных бактерий. Для кон  
кретизации требований к модели сформулируем свое
об раз ное техническое задание (ТЗ). Вопервых, модель 
долж на описывать динамику роста бактерий в накопитель
ной культуре, вовторых, она должна описывать динамику 
свечения бактериальной культуры, которая регулирует
ся кворумэффектом, т. е. событиями на молекулярном 
уровне, и, втретьих, модель должна быть максимально 
простой. Сложная модель содержит большое количество 
параметров, значения которых неизвестны, т. е. мы следу
ем парадигме, что чем меньше подгоночных параметров 
в модели, описывающей сложные процессы, тем больше 
она отображает сущность моделируемых процессов. 

В третьем пункте нашего условного ТЗ упоминается 
сложность модели, и поскольку этот пункт взыскует к про

стоте создаваемой модели, то требуется хотя бы краткое 
обсуждение этого термина. К сожалению, универсального 
определения сложности нет, об этом говорит огромное 
(более сорока) количество существующих определений 
сложности (Edmonds, 1999). Особенности применения 
этого термина к описанию живых эволюционирующих 
систем позволяют сузить набор возможных определений 
(Барцев, Барцева, 2010). В случае математических мо
делей, построенных в виде систем обыкновенных диф
ференциальных уравнений (ОДУ), часто используемых 
для описания химической (биохимической) кинетики и 
динамики экологических систем, естественным (или по 
крайней мере широко используемым) показателем слож
ности является количество дифференциальных уравнений 
в системе. Повидимому, не зря методы, позволяющие по
низить размерность системы ОДУ, например, за счет вы
деления подсистемы быстрых движений и применения 
теоремы Тихонова (Романовский и др., 1984), называются 
методами упрощения систем кинетических уравнений. 

Правда остается вопрос о сложности самих уравнений, 
вернее, их правых частей. Очевидно, что функции, вклю
чающие большее число (если так можно выразиться) не
линейностей, например слагаемых с большими степенями 
в дробнорациональной функции, могут обеспечить более 
разнообразное поведение. Количественный подход к оцен
ке сложности систем ОДУ с учетом степени нелинейности 
правых частей может быть основан на теореме Корзухина 
(Жаботинский, 1974), которая утверждает, что для систе
мы с нелинейными правыми частями можно построить 
систему уравнений химической кинетики (содержащую 
члены, которые описывают реакции не выше второго по
рядка) такую, что поведение некоторых из переменных 
новой системы будет совпадать с поведением переменных 
исходной системы. Количество уравнений второй, развер
нутой системы могло бы служить мерой сложности моде
ли с учетом степени нелинейности используемых правых 
частей. Поскольку наша задача состоит не в получении 
точной оценки сложности разрабатываемой модели, а 
лишь в построении максимально простой модели, обеспе
чивающей адекватное описание реальной системы, то мы 
будем минимизировать количество дифференциальных 
уравнений модели и одновременно использовать мини
мальные степени переменных в правых частях уравнений. 

Методы и материалы
Экспериментальная часть. Объектом исследования 
являются светящиеся бактерии Photobacterium phоsphо
reum 1889 из коллекции Института биофизики СО РАН. 
Рост бактерий оценивали путем измерения оптической 
плот ности при 660 нм на спектрофотометре Agilent Cary 60. 
Для измерения биолюминесценции реакционной смеси 
использовали люминометр (Prоmega GlоMax 20/20 Lu mi
nоmeter, США). Выращивание бактерий было проведено 
на жидкой среде для морских бактерий (г/л): NaCl – 28.5, 
KCl – 0.5, CaCl2 – 0.5, MgCl2 – 4.5, дрожжевой экстракт – 1, 
пептон – 10; pH 7.6.

Математическая модель. Биолюминесцентная систе
ма бактерий к настоящему времени очень хорошо изучена 
(Brodl et al., 2018). Известны ферменты, экспрессируемые 
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совместно при срабатывании КЭ, достаточно хорошо изу
чены пути синтеза субстратов люминесцентной реакции. 
Для нас, чтобы не погружаться в детали кинетики поли
ферментной системы, важно следующее: непосредствен
ными субстратами люминесцентной реакции являются: 
восстановленный флавинмононуклеотид (ФМН·H2), длин
ноцепочечный алифатический альдегид – тетрадеканаль 
и молекулярный кислород. Флавин восстанавливается 
ферментом НАДН:ФМНоксидоредуктазой, а альдегид 
синтезируется с помощью ферментного комплекса ре
дуктазы жирной кислоты с потреблением ATФ. Тем са
мым люминесцентная реакция непосредственно связана 
с энергетическим метаболизмом клетки, и ее свечение 
зависит не только от количества люциферазы в клетке, но 
и от состояния ее энергетического метаболизма. 

Следовательно, уже на уровне описания роста культуры 
в модель нужно закладывать оценку состояния ее энерге
тического метаболизма. Подробно свойства полифермент
ной системы энергетического метаболизма исследовались 
в почти забытой (если судить по статистике цитирования 
из ResearchGate) работе Е.Е. Селькова, составляющей 
часть коллективной монографии (Иваницкий и др., 1978). 
Одним из важнейших свойств энергетического метаболиз
ма является поддержание в достаточно широких пределах 
постоянства внутриклеточной концентрации АТФ, что
бы обеспечить развязку (относительную независимость) 
внутриклеточных потребителей энергии. В упомянутой 
работе рассматривался случай постоянства скорости по
ступления субстрата при варьировании нагрузки (актив
ности обобщенной АТФазы). В этой модели нужно учи
тывать и изменение скорости поступления субстрата (в на 
 шем случае будем рассматривать его концентрацию в сре
де), и изменения АТФазной активности, связанные с раз
ными фазами роста культуры. В нашей модели вся мо дель 
Селькова, в соответствии с ТЗ3, не будет воспроизведена, 
но некоторые его идеи будут использованы.

При написании модели, которая, с одной стороны, опи
сывает переменные, характеризующие бактериальную 
культуру (концентрацию субстрата и плотность биомассы 
в колбе), а с другой – должна описывать среднюю внутри
клеточную концентрацию АТФ, необходимо согласовать 
скорости процессов. Если обозначить объем колбы за Vc, 
а суммарный объем бактериальных клеток за Vb, то между 
скоростями процессов, выраженными в концентрациях 
за единицу времени, – vc и vb соответственно, вследствие 
закона сохранения должно выполняться следующее соот
ношение: vc·Vc = vb·Vb, где правая и левая части равенства 
описывают скорость изменения массы реагента. Отсюда 
следует, что скорости внутриклеточных процессов долж
ны превышать (концентрационные) скорости тех же про
цессов в Vc /Vb раз, и мы будем иметь систему с различ
ными характерными временами изменения переменных. 
Обозначим отношение Vb /Vc как малый параметр ε0.

С учетом вышесказанного «экологическая часть» мо
дели может быть записана в следующем виде: 

           

 ·S  = –[ fG (S, a) + fE (S, a)]N,
 ·N = [ fG (S, a) – MN (a)]N,

ε0
·a = fE (S, a) · N

ε1 + N – fG (S, a) – kd a
ε2 + a,

      (2)

где S – концентрация питательного субстрата; N – био
масса бактерий; a – усредненная внутриклеточная кон
центрация АТФ в клетках бактериальной культуры.

При этом функция  fG (S, a) = VG S
KG + S · a

KaG + a описыва

ет АТФзависимый синтез биомассы, функция  fE (S, a) = 

= 
VE S

KE + S · a
KaE + a2  – производство АТФ, выражение kd a

ε2 + a 

описывает активность обобщенной АТФазы, а функция
MN (a) = m

1 + AN a
 – интенсивность отмирания бактерий, 

зависящую от внутриклеточной концентрации АТФ. 
Как можно видеть, в данной модели обобщенные актив

ности анаболитных и катаболитных путей описываются 
отдельными функциями, поэтому вводить специально так 
называемый экономический коэффициент нет необходи
мости, более того, соотношение скоростей синтеза био
массы и окисления органики может меняться в ходе раз
вития культуры. Вид функции fE (S, a), точнее ее часть, 
описывающая зависимость активности синтеза АТФ от 
ее концентрации, выбран в соответствии с моделью Сель  
кова (Иваницкий и др., 1978). Последнее слагаемое в 
уравнении, описывающем концентрацию АТФ, представ
ляет вклад обобщенной АТФазы, т. е. совокупность всех 
базовых процессов в клетке. При малых значениях коэф
фициента ε2 активность АТФазы будет слабо меняться 
в широком диапазоне концентраций АТФ, и только при 
низких значениях будет наблюдаться падение АТФазной 
активности, что представляется естественным.

Наличие малого параметра в третьем уравнении делает 
концентрацию АТФ быстрой переменной и позволяет ис
следовать свойства этого уравнения отдельно от осталь
ных переменных, полагая остальные (экологические) пе 
 ременные константами (Романовский и др., 1984). Мы не 
будем делать полный анализ устойчивости этого урав не
ния вследствие его громоздкости, нам  достаточно про
верить возможность существования устойчивого квази
стационарного состояния этого уравнения данной динами
ческой системы и оценить зависимость его устойчивости 
от значений экологических переменных.

Из рис. 1 можно видеть, что в зависимости от набора 
параметров уравнение системы может иметь: А) одно 
устойчивое нулевое стационарное состояние либо три 
стационарных состояния в зависимости от концентра
ции субстрата S; Б) одно неустойчивое нулевое и одно 
устойчивое стационарные состояния при любых значе
ниях концентрации S. Поскольку на данном этапе мы не 
озабочены точным соответствием параметров модели 
энергетической системы клетки реальным данным, то, 
следуя подходу Селькова и заявленному ТЗ, выберем 
вариант, с одной стороны, обеспечивающий клетке ста
бильное удовлетворение ее энергетических потребностей, 
а с другой – делающий это наиболее простым способом. 
Этому требованию удовлетворяет набор параметров, по
рождающий зависимости, представленные на рис. 1, Б.

При определенных значениях параметров существует 
интервал изменения концентрации АТФ, в котором ско
рость синтеза АТФ положительна, что приводит к росту ее 
концентрации до тех пор, пока концентрация не попадет 
в область с отрицательным значением скорости, что и 
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обеспечивает существование устойчивого стационарного 
состояния (см. рис. 1).

Обеспечив, условно говоря, жизнедеятельность клетки, 
можно перейти к построению модели кворумэффекта. 
Рассмотрим модель КЭ (Williams et al., 2008), которая 
впоследствии была использована в ряде работ других 
авторов (Melke et al., 2010; Djezzar et al., 2019). Согласно 
этой модели, аутоиндуктор AHL (A) и рецептор LuxR (R) 
образуют димеризованный комплекс, который регулирует 
выработку как R, так и A. Кроме того, существует ненуле
вой, базовый, независимый от концентрации индуктора 
синтез LuxR. Модель имеет следующий вид:

             

·R = CR + VR D
KR + D – k3R – k1RA + k2C,

 ·C = k1RA – k2C – 2k4C 2 + 2k5D,
 ·D = k4C 2 – k5D.

       (3)

В этой системе первое уравнение описывает скорость 
изменения концентрации LuxR, которая положительно 
зависит от суммы базовой (СR) и автоиндуцированной 
скоростей синтеза, причем последняя пропорциональна 
вероятности инициации транскрипции, контролируемой 
связыванием комплекса (LuxRA)2 (D) с соответствующим 
сайтом связывания в регуляторной последовательности 
оперона. Второе и третье уравнения описывают образова
ние комплекса LuxRA (С) c последующим образованием 
димерного комплекса (LuxRA)2 (D).

Следуя (Williams et al., 2008) и ТЗ3, будем предполагать 
существование квазистационарного состояния для пере
менных C и D. Тогда уравнение, описывающее поведение 
LuxR при концентрации аутоиндуктора, рассматриваемой 
как внешний параметр, имеет вид:

             ·R = CR + 
VR γR2A2

KR + γR2A2 – k3R,        (4)

где γ = 
k4 k 2  1
k5 k 2  2

.

Для анализа свойств этого уравнения можно применить 
прием, использованный для третьего уравнения сис
темы (2), т. е. рассмотреть его в координатах (R, dR/ dt) 
при разных концентрациях аутоиндуктора, что является 
несложным делом (рис. 2). Из рисунка видно, что при 
ну левой и низких концентрациях субстрата может суще
ствовать только одно устойчивое стационарное состояние, 
соответствующее низкой концентрации LuxR. По мере 
повышения концентрации аутоиндуктора появляются 
еще два стационарных состояния – устойчивое и неустой
чивое, однако система произвольно не может перейти 
в состояние с высоким уровнем экспрессии LuxR. При 
дальнейшем росте концентрации аутоиндуктора левое 
ко ле но кривой выходит из отрицательной полуплоскости, 
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Случай А: в системе при S > Smin могут существовать три стационарных состояния, из которых одно неустойчивое, а одно соответствует нулевой концен-
трации АТФ. Штриховой овал выделяет группу малоразличимых стационарных состояний при различных значениях S. Случай Б: в системе существуют 
одно устойчивое и одно неустойчивое нулевое стационарные состояния. Красными кружками показаны устойчивые стационарные состояния при раз-
личных концентрациях субстрата. Соответствующие наборы параметров для случая А: Vg = 1.22, Kg = 1.94, Ka = 0.01, Ve = 2, Ke = 1, Kae = 0.2, kd = 0.5, ε2 = 0.05; 
для случая Б: Vg = 2.18, Kg = 4, Ka = 0.004, Ve = 3.299, Ke = 4, Kae = 0.008, kd = 0.026, ε2 = 0.85.
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Красными кружками показаны устойчивые стационарные состояния при 
различных концентрациях аутоиндуктора, черными  – неустойчивые со-
стояния. Изогнутая штриховая стрелка указывает направление измене-
ния концентрации аутоиндуктора, прямая – направление переключения 
в новое состояние.
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что приводит к исчезновению неустойчивого и устойчи
вого состояний, и система быстро переходит в состояние 
с высокой концентрацией LuxR.

Более наглядно процесс переключения можно показать, 
если предположить, что реализуется квазистационарное 
состояние системы, описываемой уравнением (4). В этом 
случае можно либо применить построение графиков неяв
но заданных функций в системах компьютерной алгебры 
типа Maxima, либо, приравняв правую часть к 0, получить 
выражение для явной функции 

       A = 1R σ(R – α)
(α + β) – R  ,         (5)

где σ = KRγ; α = CR/k3; β = VR/k3. При этом должно выпол
няться условие α < R < α + β.

Для наглядности можно протабулировать (5) как обыч
ную функцию в Excel, а потом перевернуть координаты –  
сделать (A, R) (рис. 3). Наглядно видно, что при превы
шении некоторой пороговой концентрации А(β) проис
ходит резкий переход в состояние высокого уровня экс
прессии LuxR, причем в системе наблюдается гистерезис, 
ко торый в природных условиях может наблюдаться при 
угнетении роста бактерий и постепенном разрушении 
аутоиндуктора.

После обкатки модели КЭ и ориентировочной оценки 
значений параметров, которые необходимы для реализа
ции КЭ, вернемся к построению модели. Несколько моди
фицируем рассмотренную выше известную модель, чтобы 
обеспечить ее концептуальное единство, а именно сделаем 
интенсивный синтез LuxR энергозависимым. При этом 
фоновый синтез аутоиндуктора и LuxR оставим условно 
энергонезависимым, считая, что расходы на их синтез 
входят в активность обобщенной АТФазы (2):

       
 ·A = CA – k0 A,
·R = CR + 

VR γR2A2

KR + γR2A2 · a
ε3 + a – k3R.

       (6)

Забегая вперед, можно сказать, что использование бо
лее сложного уравнения, предполагающего, что одновре
менно с синтезом LuxR интенсифицируется синтез ауто

индуктора, как это сделано в модели (Melke et al., 2010), 
оказалось не обязательным, чтобы описать эксперимен
тальные данные. Кроме того, для простоты предполага
ется, что концентрация аутоиндуктора в среде и в клетке 
совпадает, что позволяет обойтись без выделения малого 
параметра. В итоге наша модель, объединяющая эколо
гические и внутриклеточные молекулярные процессы, 
выглядит следующим образом:

            

 ·S  = –[ fG (S, a) + fE (S, a)]N,
 ·N = [ fG (S, a) – MN (a)]N,

ε0
·a = fE (S, a) · N

ε1 + N – fG (S, a) – kd a
ε2 + a ,

 ·A = CA – k0 A,
·R = CR + 

VR γR2A2

KR + γR2A2 · a
ε3 + a – k3R.

      (7)

Займемся конструированием завершающего люминес
центного блока модели. Вопервых, предположим, что 
синтез люциферазы идет параллельно с синтезом LuxR и 
тоже является энергозависимым. Кроме того, учтем энер
гонезависимый процесс инактивации люциферазы. Одна
ко в данном эксперименте мы регистрируем не количест
во люциферазы в культуре, а интенсивность люминесцен
ции. Как сказано выше, для обеспечения свечения от 
клетки должны поступать НАДН и АТФ. Учитывать эти 
потоки раздельно возможно, но вряд ли имеет смысл, так 
как от наличия НАДН зависит активность цитохромной 
цепи, производящей АТФ. Поскольку эти процессы тесно 
связаны и наличие АТФ означает наличие НАДН, будем 
в модели (следуя ТЗ3) рассматривать зависимость свече
ния только от АТФ. В результате получаем общую модель 
рас сматриваемой системы, где наблюдаемый показатель – 
свет, описывается функцией Light(t): 

           

 ·S  = –[ fG (S, a) + fE (S, a)]N,
 ·N =  fG (S, a) N,

ε0
·a = fE (S, a) · N

ε1 + N – fG (S, a) – kd a
ε2 + a  ,

 ·A = CA – k0A,
·R = CR + 

VR γR2A2

KR + γR2A2 · a
ε3 + a – k3R,

·L = 
VL R

KL + R · a
ε3 + a – kdLL,

       (8)

           Light(t) = L(t) · a(t)
ε4 + a(t).

Отличие экологической части этой модели от (2) заклю
чается в том, что поскольку в эксперименте рассматрива
ется накопительная культура от инокуляции до логариф
мической фазы роста включительно, без рассмотрения 
стационарной фазы и фазы отмирания, то смертность 
бактерий можно в данном эксперименте не учитывать. 

Математическая модель была реализована в среде от
крытого ПО SciLab 6.1. Для определения параметров ма
тематической модели по экспериментальным данным ис
пользовался метод Нелдера–Мида, код которого присут
ствует среди сопровождающих примеров программного 
обеспечения. 
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Результаты
Проведенные пробные эксперименты на рекомендован ной 
по прописям богатой (10 г/л пептона) и бедной (0.1 г/л 
пептона) средах показали наличие кворумэффекта в обо
их случаях. Кривые динамики биомассы и свечения при
ведены на рис. 4.

Уже рассматривая полученные кривые, без всякой мо
дели, можно видеть (см. рис. 4, а), что до начала КЭ (в те
чение 6 часов культивирования) наблюдается постепен
ное снижение интенсивности люминесценции, осущест
вляемой люциферазой, принесенной с инокулятом. После 
достижения максимума свечения (~11 часов) происходит 
резкий спад интенсивности свечения. Почти очевидно, что 
такой спад не может быть связан с инактивацией люцифе
разы, что потребовало бы предположить существование 
специальной системы, разрушающей люциферазу сразу 
после синтеза, да еще в условиях энергетического голо
да. Повидимому, именно падение концентраций НАДН 
и АТФ на заключительной стадии логарифмической фазы 
роста культуры и обусловило это падение свечения. Тогда 
как медленное падение интенсивности свечения, прохо
дившее в условиях избытка субстрата и интенсивной ра
боты энергетического метаболизма, демонстрирует про
цесс инактивации люциферазы, точнее всего комплекса 
ферментов, обслуживающих свечение бактерий.

В то же время динамика свечения культуры в условиях 
бедной среды (см. рис. 4, б ) ставит интересные вопросы. 
Видно, что за 7 часов культивирования биомасса бакте
рий достигла примерно трети от биомассы, достигнутой 
бактериями за это же время в богатой среде. При этом 
темпы роста культуры были хоть и не очень большими, но 
примерно постоянными на всем рассмотренном периоде, 
чего нельзя сказать о другом эксперименте. Очевидное 
ускорение роста культуры в богатой среде после 4часо
вого роста может указывать на субстратное угнетение при 
данных концентрациях субстрата. 

Интересно, что при этом на бедной среде КЭ начался 
на 2 часа раньше, чем на богатой. Не исключено, что так 
влияет субстратное ингибирование, но этот вопрос тре
бует дальнейшего исследования и большего количества 
экспериментального материала. На текущем этапе иссле
дований наша задача состоит в разработке адекватной мо
дели, удовлетворяющей заявленному в начале статьи ТЗ, 
и предварительной проверке адекватности этой модели 
на имеющихся экспериментальных данных. 

Результаты вычислительного моделирования приведе
ны на рис. 5 и 6. Подстройка параметров модели прохо
дила в два этапа. Сначала подстраивалась экологическая 
часть, описывающая динамику биомассы бактериальной 
культуры, концентрации субстрата и средней по культуре 
внутриклеточной концентрации АТФ. Результаты приве
дены на трех верхних графиках представленных рисунков. 
Надо отметить достаточно хорошее соответствие между 
модельной кривой, описывающей динамику биомассы, 
и экспериментальными точками. Как показали дополни
тельные расчеты, ни модель Ферхюльста, ни введение 
в модель фактора субстратного ингибирования не дают 
улучшенного описания. Возможны два варианта: либо на
блюдаемое расхождение имеет статистическую природу, 
либо в системе действует механизм, ускоряющий рост 

после достижения некоторого порога. Для дальнейшего 
анализа потребуются дополнительные эксперименты, ко
торые планируются.

Следует отметить ожидаемое поведение концентрации 
АТФ, которая, как видно из рис. 1, должна претерпевать 
незначительные изменения при варьировании концен
трации субстрата в определенном интервале и достаточно 
резко меняться при выходе из этого интервала.

На втором этапе подстраивалась часть модели, опи
сывающая КЭ и люминесценцию, причем в качестве 
опорных данных использовались уже данные по динами
ке люминесценции. При этом «экологоэнергетические» 
параметры модели не менялись. 

Рисунок 5 демонстрирует модельную динамику ауто
индуктора и LuxR, а также динамику количества люци
феразы, которая повторяет динамику экспрессии LuxR. 
Важно отметить, что модель хорошо описывает медленное 
падение свечения на начальном этапе развития культуры 
и быстрое ее уменьшение на завершающей стадии, от
личающееся по темпам от уменьшения количества люци
феразы, что отражает энергетическое состояние клеток. 

В случае моделирования поведения культуры на бедной 
среде (см. рис. 6) отметим следующий момент. Модель, 
содержащая большое количество подстраиваемых пара
метров, способна описывать разнообразные варианты ди
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Рис.  4.  Динамика роста биомассы и люминесценции культуры Pho
to bacterium phosphoreum 1889 на стандартной (а) и бедной (б ) среде. 
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намики, и вопрос состоит в том, насколько эти параметры 
соответствуют биологическим представлениям об иссле
дуемой системе. Модельные кривые хорошо соответству
ют экспериментальным данным (см. рис. 6). Сопоставим 
в разделе «Обсуждение» изменения в константах, которые 
произвела система подстройки параметров при описании 
роста культуры на бедной среде. При этом общие для 
двух случаев значения параметров модели следующие: 
Vg = 2.18, Kg = 3.99, Ka = 0.0033, Ve = 3.30, Ke = 4.02, 
Kae = 0.008, a0 = 1.40, kd = 0.0315, k0 = 0.082, VR = 1.50, 
CA = 0.14, CR = 0.011, k3 = 0.057, γ = 0.331, KR = 0.06, 
KL = 0.17, ε0 = 0.01, ε1 = 0.001, ε2 = 1.54, ε3 = 0.39, ε4 = 3.34. 

Обсуждение
Чтобы получить хорошее описание динамики культуры в 
обоих экспериментах, потребовалось изменить не очень 
большое количество параметров (см. таблицу). Отметим, 
что изменение S0 является ожидаемым, другое дело, что 
почти двукратное уменьшение S0 в модели плохо согласу
ется со стократным уменьшением концентрации пептона 
в среде. Это расхождение можно предварительно объяс
нить тем, что, повидимому, пептон не является ведущим 
субстратом и рост лимитируют биогены, содержащиеся 
в дрожжевом экстракте, концентрация которого в этих 
экспериментах не изменялась. 

В отношении изменений двух других параметров воз
никают вопросы. Столь существенное (60 раз!) падение 
константы VL можно объяснить только наличием некото
рой дополнительной системы контроля люминесцентной 
реакции через пути синтеза ФМН · Н2 или алифатического 
альдегида. В этом случае обобщенное описание вклада 
энергетического метаболизма только через АТФ является 
слишком сильным упрощением. 

Почти двукратное уменьшение константы kdL при рос
те на бедной среде тоже трудно объяснить. Гипотезы по 
этому поводу строить преждевременно, к вопросу можно 
вернуться после получения дополнительных эксперимен
тальных данных. 

Отмеченные расхождения между ожиданиями и резуль
татами обработки экспериментальных данных вместе с 
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Рис. 5. Модельная и реальная динамика переменных в культуре лю-
минесцентных бактерий.
Кружки – экспериментальные данные. 

Рис. 6. Модельная и реальная динамика переменных в культуре лю-
минесцентных бактерий на бедной среде.
Кружки – экспериментальные данные. 
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предположениями о причинах этих расхождений задают 
направление дальнейших экспериментальных и теорети
ческих исследований механизмов кворумэффекта в куль
туре люминесцентных бактерий. 

Заключение
Результаты сопоставления модели, построенной в рамках 
представленной логики, и экспериментальных данных 
показывают, что предложенная модель в целом удовлет
воряет условному техническому заданию, которое было 
сформулировано во введении. Действительно, модель 
вполне удовлетворительно описывает динамику биомассы 
бактерий в накопительной культуре и хорошо описывает 
динамику свечения бактериальной культуры, которая ре
гулируется кворумэффектом.

А вот третьему требованию ТЗ о максимальной про
стоте модели трудно дать окончательную оценку. С одной 
стороны, не исключено, что данная модель может быть 
упрощена, чтобы описывать поведение культур бактерий в 
условиях, приближенных к условиям рассмотренных экс
периментов. С другой стороны, работа с моделью (подбор 
параметров) сформировала ощущение, что данная модель 
недостаточно робастна (недостаточно груба) в отношении 
вариации параметров. Это проявлялось, в частности, в 
том, что метод Нелдера–Мида, как и любой метод ло
кального поиска, достаточно часто находит ближайший 
минимум целевой функции, который соответствует значе
ниям параметров, имеющих отдаленное отношение к био
логическому смыслу, например устремление константы 
Моно к 0. Не исключено, что модель, в которой смысловые 
блоки (экологический, энергетический, кворумный, лю
минесцентный) более артикулированы, более автономны 
в русле идей Е.Е. Селькова, будет по своей устойчивости 
к внешним и внутренним возмущениям больше похожа 
на живое существо.
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Аннотация. Целью исследования было сравнить методы количественного анализа, применявшиеся на ранних эта-
пах создания прототипов замкнутых систем, с современными подходами анализа данных. В качестве примера рас-
смотрена математическая модель устойчивого сосуществования двух микроводорослей в смешанной проточной 
культуре, предложенная Болсуновским и Дегерменджи в 1982 г. Модель построена на основе детального теорети-
ческого описания взаимодействия видов и субстрата (в данном случае освещенности). Возможность управления 
соотношением видов позволяет регулировать ассимиляционный коэффициент (AQ), т. е. отношение поглощенного 
углекислого газа к выделенному кислороду. Задача управления ассимиляционным коэффициентом системы жизне-
обеспечения до сих пор актуальна, микроводоросли рассматриваются как перспективные генераторы кислорода и 
в современных работах. При этом акцент в них сделан на эмпирических методах моделирования, в частности на ана-
лизе больших данных; также работы не выходят за пределы задачи управления монокультурой микроводорослей. 
В настоящем исследовании мы обращаем внимание на три результата, по нашему мнению, удачно дополняющих 
современные методы. Во-первых, модель позволяет использовать результаты экспериментов с монокультурами, 
во-вторых, предсказывает преобразование данных к виду, удобному для дальнейшего анализа, в том числе для вы-
числения AQ. В-третьих, модель позволяет гарантировать устойчивость полученного приближения и в дальнейшем 
искать решение как малую поправку эмпирическими методами.
Ключевые слова: система жизнеобеспечения (СЖО); математическая модель; смешанная культура двух водорослей.
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Abstract. The purpose of the study was to compare quantitative analysis methods used in the early stages of closed-loop 
system prototyping with modern data analysis approaches. As an example, a mathematical model of the stable coexistence 
of two microalgae in a mixed flow culture, proposed by Bolsunovsky and Degermendzhi in 1982, is considered. The model 
is built on the basis of a detailed theoretical description of the interaction between species and substrate (in this case, 
illumination). The ability to control the species ratio allows you to adjust the assimilation quotient (AQ), that is, the ratio 
of carbon dioxide absorbed to oxygen released. The problem of controlling the assimilation coefficient of a life support 
system is still relevant; in modern works, microalgae are considered as promising oxygen generators. At the same time, 
modern works place emphasis on empirical modeling methods, in particular, on the analysis of big data, and the work does 
not go beyond the task of managing a monoculture of microalgae. In our work, we pay attention to three results that, in 
our opinion, successfully complement modern methods. Firstly, the model allows the use of results from experiments with 
monocultures. Secondly, the model predicts the transformation of data into a form convenient for further analysis, includ-
ing for calculating AQ. Thirdly, the model allows us to guarantee the stability of the resulting approximation and further 
refine the solution by small corrections using empirical methods.
Key words: life support system (LSS); mathematical model; mixed culture of two algae.
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Введение
Сейчас сложные системы преимущественно рассматрива-
ются как «черный ящик», генерирующий большой объем 
данных. Развитию соответствующих методов анализа спо
собствовало значительное повышение доступности мето
дов регистрации данных и снижение стоимости вычис-
лительных мощностей. При проектировании замкнутых 
систем жизнеобеспечения данные продолжают быть ма
ло численными и дорогими. Теоретические подходы, ос-
нованные на детальном описании компонентов сложных 
систем, могут предсказать удобные подходы к предвари-
тельной обработке данных. Математические модели, стре-
мящиеся описать сложную систему минимально сложным 
образом, преобразуют массив экспериментальных данных 
к удобному не только для анализа, но и для восприятия 
человекомоператором виду. Кроме того, математические 
модели помогают решать актуальные до сих пор задачи. 
Эти положения мы иллюстрируем на примере управле-
ния ассимиляционным коэффициентом (AQ) смешанной 
культуры двух водорослей. 

Может ли нас научить чемунибудь ранний опыт соз-
дания прототипов замкнутых систем жизнеобеспечения? 
История конструирования замкнутых систем жизнеобес
печения (ЗСЖО) насчитывает уже более полувека. В связи 
с возрождением интереса к проектированию баз на Луне 
и Марсе в последнее десятилетие актуальность этого на
правления заметно возросла (Keller et al., 2021; Liu et al., 
2021). Поскольку на начальных этапах создавались и под
робно изучались некоторые прототипы, в дальнейшем от
клоненные по разным причинам, то возникает желание 
изучить опыт этих работ для возможного применения в 
современных проектах. В современных публикациях на 
 стойчиво предлагаются универсальные шаги по проек-
тированию отдельных модулей системы жизнеобеспече-
ния (СЖО) и ее апробации (Heinicke, Verseux, 2023; Metelli 
et al., 2023). Могут ли прежние подходы оказаться полезны 
для новых проектов? Возникает также соблазн сравнить 
использовавшиеся тогда методы с распространенными 
сейчас, в частности с методами анализа больших данных.

Подобный, на предварительном этапе мысленный экс
перимент удобно провести для системы, имеющей доста-
точно детальное теоретическое описание. В  нашем слу чае 
это система совместного культивирования двух водорос-
лей (Chlorella vulgaris и Spirulina platensis), используемая 
в качестве генератора кислорода для систем жизнеобес
печения. Идея применения водорослей для создания сис
тем жизнеобеспечения до сих пор актуальна (Häder, 2020; 
Fahrion et al., 2021; Matula et al., 2021; Keller et al., 2023). 
В частности, Chlorella vulgaris и Spirulina platensis рас-
сматриваются как перспективные виды для этой задачи 
(Helisch et al., 2020; Cycil et al., 2021; Matula, Nabity, 2021; 
Matula et al., 2021). Мы не можем уверенно утверждать, 
что все авторы названных работ искренне убеждены в 
будущей роли микроводорослей в СЖО. По нашему мне
нию, более перспективны для решения задачи обеспечения 
человека кислородом и пищей высшие растения. Однако 
мы, как, возможно, и многие из перечисленных авторов, 
считаем микроводоросли удачным учебным пособием. 
Благодаря ряду преимуществ культивирование микрово-
дорослей является хорошим модельным объектом. Напри-

мер, в литературе можно встретить работы, посвященные 
управлению монокультурами микроводорослей (Hu et al., 
2008, 2012, 2014), где демонстрируется эффективность 
различных методов управления. То есть теоретическая 
работа по управлению культивированием микроводорос-
лей в серии трех статей носит методический характер. Мы 
видим возможность дополнить эту серию статей, обратив-
шись к анализу модели сорокалетней давности. В рамках 
работ по созданию замкнутых систем жизнеобеспечения 
в 1982 г. была предложена модель управления смешанной 
проточной культурой двух водорослей (Болсуновский, 
Дегерменджи, 1982).

Использование водорослей в качестве единственных 
автотрофов в системе жизнеобеспечения позволяет при-
менить удобное упрощение для рассуждений о стехиоме
трии восстановления кислорода и связывания углекислого 
газа в водорослевом культиваторе. В первом приближе-
нии можно считать, что весь углекислый газ выделяется 
человеческим организмом в реакциях окисления углево-
дов и жиров. Это предположение основано на том, что 
использование человеческим организмом аминокислот 
в ка честве значимого источника энергии возможно при 
несбалансированном рационе, чрезмерных физических 
нагрузках или при некоторых хронических заболеваниях. 
Исключив три эти возможности, будем считать, что амино-
кислоты вносят незначительный вклад в дыхание. Углево-
ды и жиры – основные источники энергии человеческого 
организма и основные продукты биосинтеза водорослей.

Следующим удобным упрощением может быть игнори-
рование синтеза аминокислот водорослями. К сожалению, 
состав биомассы обеих водорослей указывает на то, что 
белки присутствуют в больших количествах. Тем не менее 
можно допустить первое приближение, за которым долж-
на последовать корректировка модели при необходимо
сти замыкания азотного обмена. То есть сколько человек 
окислил углеводов и жиров, столько углеводов и жиров 
должны синтезировать водоросли для связывания избы-
точного углекислого газа и регенерации использованного 
человеком кислорода. Использование высших растений 
не позволило бы прибегнуть к такому простому первому 
приближению, так как кроме углеводов, жиров и белков в 
состав высших растений в заметных количествах входит 
лигнин, значительно отличающийся по стехиометрии как 
от углеводов, так и от жиров.

В зависимости от рациона и уровня физических на-
грузок организм человека может использовать разные 
субстраты для получения энергии. При достаточном до-
ступе кислорода основным источником энергии является 
окисление жирных кислот в митохондриях. При нехватке 
кислорода организм человека предпочитает углеводы в 
качестве основного источника энергии. Таким образом, 
соотношение выделяемого человеком углекислого газа 
и поглощаемого кислорода может варьировать почти от 
0.7 (окисление жиров) до 1.0 (окисление углеводов). Для 
человека возможно даже кратковременное превышение 
респираторного индекса 1.0 в результате интенсивных 
физических нагрузок (ацидоз с потерей бикарбонатов) и 
даже длительное превышение при условии углеводного 
питания и увеличения массы тела при накоплении жиров. 
В отличие от человека, водоросли в среднем за цикл своей 
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жизни придерживаются относительного постоянства со-
става. Поскольку в анализируемой проточной культуре не 
наблюдалось синхронизации и колебаний численности, то 
можно для каждого из двух видов водорослей использо-
вать усредненные значения ассимиляционных индексов. 

Ассимиляционные индексы отражают стехиометриче
скую пропорцию, в которой связываемые молекулы уг
ле кислого газа относятся к вырабатываемым молекулам 
кислорода. Так как мы договорились в первом прибли-
жении описывать весь метаболизм балансом жиров и 
углеводов, то оставим за рамками этой статьи исследова
ние возможности сместить ассимиляционный индекс во
дорослей вариациями азотного питания (Белянин и др., 
1980). Примем ситуацию с азотным питанием стабильной 
и предположим, что ассимиляционный индекс системы из 
двух водорослей может меняться в пределах, указанных 
в литературе. Метаболическое постоянство автотрофов 
и метаболическая пластичность человека должны както 
согласовываться в рамках работы ЗСЖО. Диапазон воз-
можного суммарного ассимиляционного индекса двух во
дорослей ограничивает рацион и метаболическую актив
ность человека, поселенного в ЗСЖО. Важным допуще-
нием будем считать, что мы можем придерживаться в 
среднем указанного диапазона, рационально управляя 
дие той и физической активностью человека. Тогда, на-
пример, в зависимости от долговременного повышения 
уровня физических нагрузок респираторный коэффи
циент человека может сместиться, что потребует смеще-
ния ассимиляционного коэффициента СЖО. Конструкция 
СЖО должна предполагать возможность подстраиваться 
под потребности метаболизма человека. В анализируемой 
модели нас будет интересовать возможность управления 
составом смешанной культуры водорослей и управления 
суммарным ассимиляционным коэффициентом. 

Материалы и методы
Оценка ассимиляционных индексов смешанной 
культуры двух водорослей. Для того чтобы более 
детально представлять себе процессы газообмена в ис-
следуемой системе, воспользуемся бруттоформулами 
биомассы хлореллы (C6.0H9.7O2.635N0.937) и спирулины 
(C6.0H10.84O2.06N0.87) (Белянин и др., 1980). Так как сис
тема на первом этапе считается не замкнутой по азоту, 
то можно упростить формулы, считая, что основной 
фор мой усвоения азота водорослями является мочевина 
или ионы аммония, а также убрав из формул кислород 
в виде воды. Находим остаток в виде (С6.0H1.6) для хло-
реллы и (C6.0H4.11) для спирулины. Откуда следует, что 
синтез био массы хлореллы и спирулины позволяет на 
один поглощенный литр углекислого газа выделить 1.13 
и 1.3425 л кислорода соответственно. Что отвечает асси-
миляционным коэффициентам AQ = 0.885 для хлореллы 
и AQ = 0.745 для спирулины.

Ассимиляционный индекс смешанной культуры может 
быть легко получен из массовых соотношений водорослей 
в культуре: 

AQ = X · 0.885 + (1 – X ) · 0.745, 
где Х – доля спирулины в культуре. Так, для первоначально 
полученной устойчивой смешанной культуры Х = 0.6 и 
AQ = 0.6 · 0.885 + 0.4 · 0.745 = 0.829. Управление составом 

смешанной культуры дает возможность варьировать зна-
чение AQ в диапазоне от 0.745 (монокультура спирулины) 
до 0.885 (монокультура хлореллы).

Математическая модель. Для того чтобы прогнози-
ровать стационарное состояние популяций водорослей 
в проточном культиваторе, необходима математическая 
модель, обобщающая информацию о влиянии управля-
ющих факторов на систему из двух видов. Именно такая 
модель проточного культиватора с двумя водорослями 
была построена в работе (Болсуновский, Дегерменджи, 
1982). Модель описывает сосуществование двух видов, 
конкурирующих за лимитирующий субстрат. Лимити-
рующим субстратом в данном случае является световой 
поток. В модели есть область параметров освещенно
сти, в которой устойчиво сосуществуют два вида; кроме 
этого, существуют области доминирования для каждого 
вида, когда конкурирующий вид вытесняется. Разумеется, 
есть и диапазон параметров, не позволяющий воспроиз-
водиться ни одному из видов, – они просто вымываются 
из культиватора при заданном протоке и недостаточной 
освещенности. Проток вещества в культиваторе стабили-
зировался через регистрацию поглощения хлорофилла на 
длине волны 680 нм, т. е. система поддерживала постоян-
ную оптическую плотность среды. Управлять системой 
можно регулируя скорость протока (т. е. оптическую плот-
ность среды в культиваторе) и интенсивность освещен-
ности. Модель не учитывает фотоингибирование роста 
спирулины при высокой интенсивности освещенности, 
а также эффекты метаболического ингибирования при 
высокой плотности популяций. Математическая часть 
мо дели получена в результате количественного описа-
ния экспериментов (Белянин, Болсуновский, 1980) при 
помощи дифференциальных уравнений с применением 
последующей процедуры линеаризации (Болсуновский, 
Дегерменджи, 1982). 

Модель представляет собой систему из двух дифферен
циальных уравнений, каждое из которых отражает дина-
мику численности одной водоросли. Уравнения имеют 
вид:

X′   1 = (µ1 – Dп)X1; µ1 = a1 E/(b1 + E),
X′   2 = (µ2 – Dп)X1 ; µ2 = a2 E/(b2 + E),
E = E0(1 – γ1 X1 – γ1 X2),
Dп = µ1 X1 + µ2 X2.

Здесь E – средняя освещенность, учитывающая погло-
щение света культурами водорослей, получена после 
разложения в ряд Тейлора и отбрасывания нелинейных 
слагаемых, учитывая низкую оптическую плотность сме-
шанной культуры; Dп – скорость протока, в дальнейшем 
анализе заменяемая оптической плотностью культуры, 
как экспериментально измерявшейся величины. Уравне-
ния отражают конкуренцию за свет как за субстрат. Этот 
субстрат, как известно из экспериментальных данных по 
монокультурам, усваивается согласно уравнению Михаэ
лиса–Ментен. Кривые удельного роста в монокультурах 
демонстрируют, что спирулина эффективнее усваивает 
свет при низкой освещенности, а хлорелла – при высокой 
освещенности (рис. 1).

В областях параметров, характерных для устойчивой 
совместной культуры двух водорослей (низкая плотность 
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популяции и малый световой поток), модель должна да
вать наименьшее расхождение с  экспериментальными 
дан ными. Для изменения соотношения видов в культива-
торе в этих условиях достаточно небольшого по величине 
изменения режима освещенности или соответственного 
изменения протока. Долговременное увеличение и умень-
шение потребности в кислороде в ЗСЖО может быть ком  
пенсировано соответствующим масштабированием куль-
тиватора.

Результаты
Первое впечатление – культура двух практически не взаи-
модействующих видов при конкуренции за единственный 
общий субстрат должна приводить к устойчивому состо-
янию, когда доминирует один вид, а другой вытесняется. 
Оказывается, понять, почему сосуществование возникает, 
можно при внимательном анализе взаимодействия видов 
с субстратом в монокультуре. Хлорелла не только лучше 
себя чувствует при высокой освещенности, но и создает 
некоторое преимущество для спирулины в смешанной 
культуре по сравнению с монокультурой. То есть спиру-
лина в присутствии хлореллы может существовать в об-
ласти более высокой освещенности. Хлорелла «затеняет» 
спирулину, создавая ей более комфортные условия. Более 
детальный анализ биологии этих видов позволил вы явить 
приспособления к высокой и низкой освещенности, а так  
же адаптацию к разным диапазонам спектра (Болсунов-
ский, Дегерменджи, 1982). Но даже без учета этой при-
способленности к разным частям спектра и на материа
ле экспериментов с монокультурами удается получить не-
тривиальную динамику в модели смешанной культуры. 
Математическая модель помогает перейти от качествен-
ного объяснения к количественным предсказаниям.

Модель позволяет получить область устойчивого сосу-
ществования двух видов в непрерывной культуре. Графи-
чески область представлена на плоскости в координатах 
освещенность (E0) и оптическая плотность культуры на 
длине волны 680 нм (С), отражающая скорость протока 
в культиваторе (рис. 2).

Необходимо обратить внимание, что экстраполяция ре
зультатов модели в область высокой освещенности и вы
сокой плотности культуры нежелательна, так как в этой 
области экспериментально показано действие факторов, 
не учтенных при моделировании (Белянин и др., 1980). 

Модель позволяет вычислить стационарные концентра-
ции компонентов, т. е. плотности численности отдельных 
видов:

α1X1 = 2K1K2(E/E0 – 1 + C/2K2)/(K1 – K2), 

 α2X2 = 2K1K2(–E/E0 +1 – C/2K1)/(K1 – K2).
Для задачи управления газовым составом в ЗСЖО важ

но определить, где выполняется соотношение X1/X2 = const. 
Математическая модель была призвана качественно объ-
яснить наблюдающееся явление, а именно устойчивое 
сосуществование двух видов. Ожидать точного пред-
сказания положений равновесия во всей области суще-
ствования системы не приходится, но модель может дать 
хорошее первое приближение для решения этой задачи 
на практике.

Такой приближенный алгоритм поиска равновесного 
состояния системы послужит «ручкой грубой настройки». 
Более точный подбор параметров может быть осущест-
влен экспериментальным путем.

Для того чтобы понять, как модель может использовать-
ся для анализа экспериментальных данных, вообразим, 
что данные есть, а теоретических представлений о том, 

Хлорелла

а б

Хлорелла

Спирулина Спирулина

Рис. 1. Удельная скорость роста в зависимости от освещенности монокультур хлореллы и спирулины (а). Представление 
тех же данных в обратных координатах (б ) демонстрирует хорошее согласование с уравнением Михаэлиса–Ментен.
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Рис. 2. Область существования устойчивой культуры двух водорос-
лей ограничена двумя кривыми на плоскости Освещенность/Ско-
рость протока.
На верхней границе (красная кривая) смешанная кривая превращается в 
монокультуру хлореллы, на нижней (синяя кривая) – в монокультуру спи-
рулины.
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как функционирует система, нет. Прагматичным будет 
подход, состоящий в поиске преобразования кривых, 
огра ничивающих область существования, в прямые в 
новых координатах. Тогда все прямые на этой плоскости, 
проходящие через точку пересечения и лежащие в области 
существования смешанной культуры, можно принять за 
X1/X2 = const. Например, для данного типа кривых аппрок-
симацией может быть преобразование вида 

C(E) = K · ln(E) – const, 
где K и const подбирались бы методом наименьших ква-
дратов.

Результаты обратного преобразования графиков 
E = exp(C/K + const) показаны на рис. 3. Можно отметить, 
что после преобразования точки хорошо аппроксимиру-
ются прямой линией.

Все возможные устойчивые положения равновесия сис
темы, допускающие сосуществование двух видов, преоб-
разуются в пучок прямых, проходящих через одну точку. 
Для каждой подобной прямой можно принять AQ = const. 
Так как AQ получен простой суперпозицией ассимиляци-
онных индексов двух водорослей, то естественно пред-
положить, что на плоскости, где данные о монокультурах 
представлены прямыми линиями, данные о смешанной 
культуре тоже будут представлены прямыми линиями.

Следует обратить внимание на два наглядных факта: 
1) выбранная аппроксимация чувствительна к тому, в 
ка кой области набраны экспериментальные данные; 
2) аппроксимация дает систематическую ошибку, зани-
жая результаты при средней освещенности и завышая в 
области низкой и высокой освещенности.

Теперь сравним этот подход с тем, который вытекает из 
знания точного решения модели. Точную аппроксимацию 
модельного решения даст преобразование к координатам 
(1/E0; С), тогда точные решения преобразуются в пря-
мые (рис. 4). Все точки, подчиняющиеся соотношениям 
X1/ 

X2 = const, также будут лежать на прямых, проходя-
щих через общую точку пересечения. Именно такую 
ап проксимацию можно рекомендовать для дальнейшего 
применения при обработке экспериментальных данных 
в качестве первого приближения.

Представим ситуацию, когда у нас есть эксперимен-
тальные данные, полученные в современных условиях. 

Допустим, в культиваторе установилось стационарное со-
стояние. В эксперименте можно контролировать скорость 
протока и освещенность. Можно при помощи газоанализа 
получить значение AQ для стационарного случая, а за-
тем вычислить соотношение видов в культуре. Можно 
представить и непосредственное измерение соотношения 
видов. Используя современные методы, например про-
точную цитометрию, можно в автоматическом режиме 
получать данные об установившемся соотношении X1/X2. 
Все эти данные можно использовать для восстановления 
параметров калибровочных графиков вида X1/X2 = const. 
То есть теория помогает выбрать процедуру предобра-
ботки данных для дальнейшего анализа, например, ме-
тодами математической статистики, или искусственными 
нейронными сетями, или даже в виде графических по-
строений. Более того, теория получена преимущественно 
исходя из данных об удельной скорости роста водорослей 
в мо нокультурах. Опираясь на данные о монокультурах, 
эмпирические методы просто не могут предсказать со-
отношения в смешанной культуре, поэтому для эмпири-
ческих методов, к которым относятся все современные 
методы анализа больших данных, понадобятся не только 
большие, но еще и достаточно труднодоступные данные.

Как теперь определить положение прямой с заданным 
соотношением X1/X2? Нижний график – это оптическая 
плотность монокультуры спирулины, верхний – оптиче-
ская плотность монокультуры хлореллы. Для того чтобы 
на заданном уровне освещенности найти положение с за
данным соотношением X1/X2, надо поделить вертикаль-
ный отрезок, соединяющий нижнюю и верхнюю пря 
 мую, в соотношении X1/X2. Устойчивость решения мате-
матической модели гарантирует, что последующее экс-
периментальное уточнение положения равновесия будет 
небольшим. Эмпирические методы в настоящее время не 
дают представления об устойчивости полученных с их 
помощью прогнозов.

Заключение
При создании сложных биотехнологических систем до-
статочно простые и наглядные математические модели 
могут быть хорошим дополнением современных методов 
анализа данных. В случае труднодоступности эксперимен-
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Рис.  3.  Результат эмпирического подбора преобразования, «спрям-
ляющего» графики данных в новых координатах.
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тальных данных единственным способом получить про-
гноз поведения системы становится создание адекватной 
математической модели. Кроме того, в случае замкнутых 
систем жизнеобеспечения немаловажна возможность по
нимания устройства системы со стороны человекаопе
ратора, как правило, обитателя этой системы. Чем более 
простые и наглядные механизмы будут заложены в кон-
струкцию системы жизнеобеспечения, тем выше будет 
ее надежность.
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A phenomenological model of non-genomic variability  
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Abstract. The light emitted by a luminescent bacterium serves as a unique native channel of information regarding 
the intracellular processes within the individual cell. In the presence of highly sensitive equipment, it is possible to 
obtain the distribution of bacterial culture cells by the intensity of light emission, which correlates with the amount of 
luciferase in the cells. When growing on rich media, the luminescence intensity of individual cells of brightly luminous 
strains of the luminescent bacteria Photobacterium leiognathi and Ph. phosporeum reaches 104–105 quanta/s. The sig-
nal of such intensity can be registered using sensitive photometric equipment. All experiments were carried out with 
bacterial clones (genetically homogeneous populations). A typical dynamics of luminous bacterial cells distributions 
with respect to intensity of light emission at various stages of batch culture growth in a liquid medium was obtained. 
To describe experimental distributions, a phenomenological model that links the light of a bacterial cell with the history 
of events at the molecular level was constructed. The proposed phenomenological model with a minimum number of 
fitting parameters (1.5) provides a satisfactory description of the complex process of formation of cell distributions by 
luminescence intensity at different stages of bacterial culture growth. This may be an indication that the structure of 
the model describes some essential processes of the real system. Since in the process of division all cells go through the 
stage of release of all regulatory molecules from the DNA molecule, the resulting distributions can be attributed not 
only to luciferase, but also to other proteins of constitutive (and not only) synthesis.
Key words: non-genomic variability; phenomenological model; luminescent bacteria.
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Феноменологическая модель негеномной изменчивости 
люминесцентных бактериальных клеток
С.И. Барцев1, 2
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Аннотация. Свет, испускаемый люминесцентными бактериями, может служить уникальным природным кана-
лом передачи информации о процессах внутри отдельной клетки. При наличии высокочувствительного обору-
дования можно получить распределение клеток бактериальной культуры по интенсивности свечения, которая 
коррелирует с количеством люциферазы в клетках. При выращивании на богатых питательных средах интенсив-
ность свечения отдельных клеток ярко светящихся штаммов люминесцентных бактерий Photobacterium leiogna thi 
и Ph. phosporeum достигает 104–105 квантов/с. Сигнал такой интенсивности может быть зарегистрирован с по-
мощью чувствительного фотометрического оборудования. Все эксперименты проводились с бактериальными 
клонами – генетически однородными популяциями. Получена типичная динамика распределения светящихся 
бактериальных клеток по интенсивности свечения на различных стадиях периодического выращивания куль-
туры в жидкой среде. Для описания экспериментальных распределений была построена феноменологическая 
модель, которая связывает излучение бактериальной клетки с историей событий на молекулярном уровне. 
Предложенная феноменологическая модель с минимальным числом подстроечных параметров (1.5) обеспечи-
вает удовлетворительное описание сложного процесса формирования распределения клеток по интенсивности 
свечения на разных стадиях роста бактериальной культуры. Это может свидетельствовать о том, что структура 
модели описывает некоторые существенные процессы реальной системы. Поскольку в процессе деления все 
клетки проходят стадию отсоединения всех регуляторных молекул от молекулы ДНК, результирующие распре-
деления можно отнести не только к люциферазе, но и к другим белкам конститутивного (и не только) синтеза.
Ключевые слова: негеномная изменчивость; феноменологическая модель; люминесцентные бактерии.

© Bartsev S.I., 2023

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 License

ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ
Оригинальное исследование 

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2023;27(7):884-889
DOI 10.18699/VJGB-23-102



Феноменологическая модель негеномной изменчивости 
люминесцентных бактериальных клеток

С.И. Барцев 2023
27 • 7

885ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / ECOLOGICAL COMPUTATIONAL BIOLOGY

Introduction
The heterogeneity of isogenic bacterial populations, or, in 
other words, non-genomic variability of cells, is increasingly 
attracting the attention of researchers. This is partly due to 
the development of methods for tracking individual cell para-
meters, down to the dynamics of protein synthesis during the 
cell cycle (Taheri-Araghi et al., 2015; Andryukov et al., 2021). 
On the other hand, understanding the mechanisms or causes 
of phenotypic differences of cells from an isogenic population 
is important both for the formation of fundamental concepts 
of intracellular processes organization and for increasing 
the efficiency of solving practical problems in medicine and 
biotechnology.

The cell cycle is a potentially significant source of non-
genomic variability. During the cell cycle, the protein abun-
dance in the cell undergoes two-fold changes. In the case of 
an asynchronous population, these changes can contribute 
significantly to phenotypic variability. However, another 
possible source of heterogeneity is related to the cell cycle. 
It has been shown quite a long time ago (Shkolnik, 1989) 
that the widely used allometric dependences (when different 
variables Ni are related by relations of the form Ni = αi N βi

   1 ), 
when describing growth curves, lead to a contradiction with 
observations. So in the case of an allometric growth model, 
a cell dies after a small number of generations due to the fact 
that certain substances abundance approaches zero. Then 
a phenomenological trigger model combining allometric 
growth with switches was proposed. According to the model, 
the passage of a cell through various phases of the cell cycle 
is accompanied by sharp changes in the allometric ratios of 
growth variables. There are certain combinations of parame-
ters that can be conditionally associated with multidimensional 
switching surfaces – the boundaries of cellular phases – from 
cell birth to division. When passing the next boundary, the 
rates of change in cellular variables switch. This model was 
further developed (Zinovyev et al., 2022) and demonstrated 
strong agreement with experimental data.

According to this model, switching should occur in a cer-
tain sequence and in a fairly uniform manner, but for a non-
synchronous culture such switching can make a significant 
contribution to the variability of phenotypic traits. However, 
it should be noted that this model was compared with data on 
the dynamics of variable eukaryotic cells and it is possible 
that in bacterial cells the limitations of allometric growth are 
overcome in another way.

Thus, experimental observations of protein synthesis inside 
bacterial cells (Kiviet et al., 2014) show that the activation of 
particular protein synthesis occurs without pronounced pat-
terns. Another paper on the topic (Walker et al., 2016) notes 
that the contribution of the bacterial cell cycle to expression 
noise consists of two parts: a deterministic fluctuation synchro-
nous with the cell cycle and a stochastic component caused 
by variable timing of gene replication. It was shown earlier 
(Taniguchi et al., 2010) that proteins with strong expression 
have a coefficient of variation of ~30 %, which indicates an 
“external” factor not associated with fluctuations in the abun-
dance of a small number of molecules.

Fluorescence microscopy is primarily used to monitor pro-
tein synthesis at the single-cell scale, which is essential for 

studying non-genomic variation. However, it is noted that 
with the current level of device sensitivity stimulating light 
has a negative effect on the physiological state of cells (Taheri-
Araghi et al., 2015).

A unique alternative to fluorescence microscopy is the use 
of luminescence of luminescent bacteria (Deryabin, 2009) as 
a channel of information about the state of intracellular pro-
cesses (Berzhanskaya et al., 1975; Bartsev, Gitelzon, 1985). 
The uniqueness of luminescence lies in the fact that the cell 
emits light while in its native state, which significantly reduces 
the probability of artifacts. Moreover, since the intensity of 
cell luminescence depends both on the abundance of  luciferase 
and on the presence of substrates for the luciferase reaction, 
the luminescence of a bacterium is a kind of multiplexer – 
information from different input channels can be transmitted 
through one output channel – about the expression of the 
luciferase operon, on the one hand, and the state of the cell’s 
energy metabolism, on the other.

The goal of the work is to assess the degree of variability 
of individual bacterial cells regarding luminescence intensity 
at different stages of development of batch culture of bacteria, 
and to test the simplest possible approach to the mathematical 
description of this variability.

Experiment description
When growing on rich media, the luminescence intensity of 
individual cells of brightly luminous strains of luminescent 
bacteria Photobacterium leiognathi and Ph. phosporeum 
reaches 104–105 quanta/s. Such signal can be registered  using 
sensitive photometric equipment. The strains used did not 
demonstrate the typical quorum effect (Brodl et al., 2018) 
and an increase in their luminescence was observed from the 
beginning of culture growth.

Without delving into the details of the experimental setup, 
which operates in the photon counting mode, and the routine 
for measuring the distribution of bacterial cells according to 
luminescence intensity (Bartsev, Shenderov, 1985), let us 
proceed to the description of the results. It should be noted 
that all experiments were carried out with bacterial clones 
(genetically homogeneous populations). 

During the registration of distributions, the bacteria were in 
a medium containing only glucose as an energy substrate, i. e. 
bacterial growth was stopped and the luciferase abundance 
during the measurement can be considered unchanged. At 
least, control experiments showed that over a typical period 
of time the luminescence intensity of individual bacterial cells 
did not undergo noticeable changes.

A typical view of  luminous bacteria distribution at various 
stages of batch culture growth in a liquid medium is shown 
in Figure 1.

An immediate question arises regarding the potential me-
chanism behind the observed variation in the phenotypic trait. 
The simplest explanation for the observed variability can 
be suggested immediately – the intensity of the emission is 
determined by the variability of the bacterial cell volumes. 
However, direct measurements of cell volume variation in 
B. subtilis and E. coli showed that the coefficient of varia-
tion (CV) of cell volume is ~23 % (van Heerden et al., 2017), 
while the average CV of bacterial luminescence intensity 
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is ~50 % and can exceed 70 %. Therefore, there is an ad-
ditional factor that provides a significant variability in cell 
luminescence.

On possible causes of non-genomic variability
Under normal growth conditions, the luminescence intensity 
of a bacterial cell is determined by the abundance of lucife-
rase, the enzyme responsible for catalyzing the luminescent 
reaction, as well as a set of enzymes that supply the necessa ry 
substrates for this reaction (Brodl et al., 2018). Proteins in-
volved in bacterial bioluminescence, notably, LuxCDABEG, 
are encoded by the lux operon and are highly conserved among 
different bacterial strains. The luxA and luxB genes encode 
a heterodimeric luciferase; the luxCs, luxDs, and luxE gene 
products are components of the fatty acid reductase complex; 
and luxG encodes flavin reductase.

It is natural to assume that in the presence of an energy 
substrate, as was the case in the experiments performed, the 
intensity of bacterial luminescence is determined primarily by 
the expression of the luciferase operon. Other factors, such 
as the contribution of uneven distribution of protein, mRNA 
and ribosomes during division, variability in the amount of 
mRNA due to the small number of molecules, the transition 
of genes from active to passive state due to reversible binding 
of a transcription factor, conformation of the DNA molecule 
that prevents binding RNA polymerases show less variability 
(Paulsson, 2004; Schwabe, Bruggeman, 2014; Kuwahara et 
al., 2015; van Heerden et al., 2017; Dessalles et al., 2020) 
than observed in the experiment. In addition, the resulting 
cell distributions by protein amount give a distribution close 
to normal, while asymmetric distributions were observed in 
the experiment. In addition to this, these distributions demon-
strated characteristic dynamics during the development of the 
enrichment culture, and an adequate model for the formation 
of distributions of luminescent bacteria by luminescence 
intensity should, at least qualitatively, reproduce the experi-
mental dynamics.

With a large number of molecules, which is the case for 
luciferase, fluctuations in its amount between daughter cells 
are determined by fluctuations in the uneven volumes of 

daughter cells, which cannot explain the observed CV value. 
At the same time, it was shown (Taniguchi et al., 2010) that 
proteins with strong expression have a coefficient of variation 
of ~30 %, which indicates an “external” factor not associated 
with fluctuations in a small number of molecules. 

Mathematical model derivation
Without delving into the details of the processes of transcrip-
tion and translation, let us consider a possible phenomenologi-
cal stochastic mechanism for generating significant variability 
in the amount of luciferase in cells. The amount of luciferase 
in a cell of age τ – z(τ) is the sum of the amount of luciferase 
received by the cell after division (x) and the amount of lu-
ciferase accumulated by age τ – y(τ):

          z(τ) = x + y(τ).       (1)

Immediately after division, when τ = 0, the cell contains 
only the luciferase produced in the previous cell cycle. Let 
f(x) be the distribution of cells of a narrow age interval ac-
cording to the amount of luciferase obtained during division, 
which does not change throughout the entire cell cycle. The 
form of this distribution is not known and must be obtained 
by solving the model equation.

Type of cells distribution from a narrow age interval ac-
cording to the amount of luciferase synthesized and accumu-
lated by age τ – Р( y, τ) can be obtained from the following 
considerations. For the sake of simplicity, let’s assume that 
luciferase synthesis begins immediately after cell division, 
closely associated with the release of DNA from all transcrip-
tion factors (in our case, the luciferase gene repressor), pro-
ceeds at a constant rate, and stops after binding the repressor 
to the operator.

Let’s assume that τ′  is the moment when the repressor binds 
to the operator. Then the amount of luciferase synthesized by 
time τ is described by the following expression:

     y(τ) = α
τ

∫
0
θ(τ′ – η)dη,        (2)

where α is the rate of enzyme synthesis; θ is the Heaviside 
step function.
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Fig. 1. Dynamics of luminescent bacteria culture parameters (a) and cell distributions by luminescence intensity (b).
Curves of culture parameters are given in relative units: 1 – optical density; 2 – culture luminescence intensity; 3 – the average intensity of a single cell. The dashed 
lines indicate sampling times, and their numbers correspond to the numbers of distributions.
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Since y(τ) is also a function of the random variable τ′, 
distribution Р( y, τ) is described by the following expression:

     Р( y, τ) = 
τ

∫
0
g(τ′)δ( y – ατ′) dτ′ + δ( y – ατ)

∞

∫
τ
g(τ′) dτ′,     (3)

where g(τ′) is the distribution describing the proportion of the 
cell population in which the binding of the repressor to the 
operator occurred in the interval [τ′, τ′+dτ′]; δ(x) is the Dirac 
delta function.

This integral is split into two integrals with integration 
limits [0, τ) and [τ, ∞), and the cells in which the binding of 
the repressor to the operator occurred by the age τ (τ′< τ) fall 
into the first integral, the rest (τ′ ≥ τ) fall into in the second. 
Let’s do some calculations:

Р( y, τ) = 
τ

∫
0
g(τ′) δ( y – α

τ′

∫
0
dη) dτ′ + 

∞

∫
τ
g(τ′) δ( y – α

τ

∫
0
dη) dτ′,

Р( y, τ) = 
∞

∫
0
g(τ′) δ[ y – α

τ

∫
0
θ(τ′ – η) dη] dτ′,

Р( y, τ) = 1α  g  yα  θ(ατ – y) + δ( y – ατ)
∞

∫
τ
g(τ′) dτ′.  

Since the total amount of  luciferase in a cell (z(τ)) is the sum 
of independent random variables x and y, then the distribution 
of cells in a narrow time interval of age τ by the total amount 
of luciferase has the following form:

L(z, τ) = 
∞

∫
0
 
∞

∫
0
 f (x)P( y, τ) δ(z – x – y) dx dy,

L(z, τ) = 
∞

∫
0
 f (z – y) P( y, τ) dy,

 L(z, τ) = 
∞

∫
0
 f (z – y) 1α  g  yα  θ τ –  yα  dy +

       + 
∞

∫
0
 f (z – y) δ( y – ατ)

∞

∫
τ
g(τ′) dτ′ dy.

By changing the variables τ′ = y/α we get:

    L(z, τ) = 
τ

∫
0
 f (z – ατ′) g(τ′) dτ′ + f (z – ατ)

∞

∫
τ
g(τ′) dτ′.       (4)

As a result, an expression for the distribution of cells by 
the amount of luciferase for a narrow age range of age τ was 
obtained. In order to obtain the equations for the distribution 
function f (x) and the expression for Φ(z) – the distribution 
function of the cell population by the amount of luciferase, 
it is necessary to know the age structure of the population.

The form of cells distribution by age Ψ(τ) is obtained from 
the equation (Romanovsky et al., 1984):

∂n
∂t  + ∂n

∂τ  = –ω(τ)n,

where n(t, τ)dτ is the number of cells of age in the interval 
[τ, τ + dτ] at the moment t; ω(τ) is the rate of cell loss from a 
given age interval due to division.

Let us consider the case of a stationary age distribution 
of bacteria, i. e. n(t, τ)/N(t), is fixed, but the total number of 
cells N(t) increases. In the case of a stationary distribution, the 
specific growth rate of cells number in a given age interval is 
equal to the specific population growth rate:

      ∂n(t, τ)
∂t  = μn(t, τ).        (5)

Dividing this equation by N(t) we get the equation for fre-
quencies:

∂Ψ
∂τ  = –[ω(τ) + μ]Ψ,     Ψ(τ) = n(t, τ)

N(t) .   

For simplicity, we set the division rate as a step function 
(Romanovsky et al., 1984, p. 88):

ω(τ) = C Θ(τ – τ1) = 0, τ < τ1
C, τ ≥ τ1

,

then the distribution density of dividing cells looks like:

Ω(τ) = 0             , τ < τ1
Ce–C(τ – τ1), τ ≥ τ1

,

where C is the intensity of cell division events. And as a result:

Ψ(τ) = Ψ0 e–μτ                 , τ < τ1
Ψ0 e–μτe–C(τ – τ1), τ ≥ τ1

.

It remains to determine the form of the function g(τ). As-
sumptions about the constant amount of the repressor in the 
cell and the irreversibility of its binding to the operator allow 
us to represent the distribution of cells over the time that 
elapsed from replication (division) to the moment of binding 
the repressor to the operator in the form of an exponential 
distribution:

g(τ) = Ae–Aτ,
where А is the intensity of events.

As a result of all substitutions, we obtain a model for the 
distribution of luciferase over the cells of the bacterial culture:

f  z
2  = 2

∞

∫
0
Ω(τ) dτ 

τ

∫
0
 f (z – ατ′) Ae–Aτ′dτ′ + 2f (z – ατ)e–Aτ  ,   

Ф(z) = 
∞

∫
0
Ψ(τ) dτ 

τ

∫
0
 f (z – ατ′) Ae–Aτ′dτ′ + f (z – ατ′)e–Aτ  ,    

where

Ω(τ) = 0             , τ < τ1
Ce–C(τ – τ1), τ ≥ τ1

,     Ψ(τ) = Ψ0 e–μτ                 , τ < τ1
Ψ0 e–μτe–C(τ – τ1), τ ≥ τ1

, 

and where f (z) is the density of distribution of cells from a 
narrow age interval according to the amount of luciferase 
obtained during division; Ф(z) is the density of cell distribu-
tion according to the intracellular amount of luciferase; Ψ(τ) 
is distribution density of culture cells by age; Ω(τ) is distribu-
tion density of dividing cells; A is the intensity of binding the 
repressor to the operator; α is the rate of luciferase synthesis; 
C is the intensity of cell division events; τ1 is the minimum 
age of the beginning of cell division τ.

Computer simulation
If the resulting equations cannot be solved analytically, then 
successive approximations are used. But first the values of the 
model parameters need to be chosen. Note that if the intensity 
of the repressor binding the activator (parameter A) is equal to 
zero, then constitutive protein synthesis throughout the entire 
cell cycle takes place. It is natural to compare this synthesis 
with the growth of cell volume.

That is, the parameters C and τ1 can be determined from 
other independent distributions (van Heerden et al., 2017), 
assuming that the coefficients of variation of distributions by  
volume in luminescent bacteria and other gram-negative bacte-
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ria are close. The coefficient of variation of the model dis tri-  
bution is close to the value of 24 % at С = 4 and τ1 = 3/4 τ0, 
where τ0 is the average generation time in the population. 
These values were used for further simulation. When modeling 
the dynamics of light intensity distributions during popula-
tion growth, at the next iteration step the value of the specific 
growth rate μ was substituted from population growth simula-
tion describing the growth of a real culture.

Thus, as a result, there are only two adjustable parameters, 
or rather, one and a half – the parameter α (the rate of  lucife-
rase synthesis) is, in fact, a scale factor. It shows the relative 
value of the luminescence intensity, mediated in the experi-
ment by the quantum efficiency of the luciferase itself, the 
geometry of the recording system that determines the amount 
of light from a bacterium that hits the photocathode of the 
photomultiplier, the quantum yield of the photocathode, and 
the fraction of single-electron pulses cut off  by the discrimi-
nator at the PMT output.

So to describe the dynamics of distributions obtained in 
the experiment, the model has one adjustable parameter, A, 
the intensity of repressor-operator binding events. The results 
of calculations for the most suitable value for describing real 
distributions, which is A = 2, are shown in Figure 2.

When comparing Figures 2 and 1, one can see a quite satis-
factory correspondence between them. It is worth noting that 
this correspondence was obtained with one fitting parameter, 
which apparently indicates that the proposed model describes 
something significant in the simulated real system.

It should be noted that luciferase inactivation was not taken 
into account when deriving the model, which was done to sim-
plify the model; however, it is a common practice (Schwabe, 
Bruggeman, 2014, p. 306). Palliative inactivation of luciferase 
can be introduced externally – simply by shifting the distribu-
tion points to 0 in proportion to their distance from the origin. 
In this case, the visual representation of the model would be 
closer to the experimental data.

However, one property of the model is of interest, which 
manifested itself in the shift of distributions to 0 at the last 
stages of population development. By distribution No. 4, 
the model has almost reached a stationary state and should 

have remained in it. But since the model takes into account 
the increase in the duration of the generation time due to the 
slowdown in culture growth, the established balance between 
the rate of luciferase synthesis and its distribution between 
two daughter cells is disturbed.

Since the rate of synthesis of a particular protein is related 
to the state of basic metabolism, a slowdown in the cell growth 
rate and accordingly an increase in the generation time leads 
to a decrease in the rate of luciferase synthesis (decreasing   
α coefficient). But the intensity of repressor-operator binding 
events (a physical, energy-independent process) remains the 
same. However, on the time scale of the cell itself (the unit 
of measurement is generation time), the rate of luciferase 
synthesis remained the same, while the intensity of switching 
events of the luciferase operon increased. Therefore, according 
to the model, there is a close relationship between the rate of 
cell growth and the content of luciferase in it, and the higher 
the rate, the more luciferase is synthesized per cell cycle and 
vice versa.

The proposed model based on switching off the operon 
some time after the birth corresponds to the results on the 
dependence of fluorescent protein expression on cell age (van 
Heerden et al., 2017, Fig. 4, B, C). It should be noted that the 
imposition of the age distribution on the expression level curve 
(Fig. 4, C) was not done entirely correctly by the authors – 
they have expression even at negative ages (beyond the left 
border of the age distribution). When bringing the expression 
level to the age distribution, it would be even more clearly 
visible, as can be judged by the saturation of the blue area in 
Fig. 4, B, that the expression level is maximum immediately 
after the birth of the cell and then decreases with age, which 
corresponds to the proposed model.

Conclusion
In conclusion, it can be noted that the proposed phenome no-
logical model with a minimum number of adjustable para-
meters (1.5) satisfactorily describes a rather complex process 
that takes place during the growth of a bacterial culture. 
This may be an indication that the structure of the model 
describes some essential processes of the real system. Since 
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in the process of division all cells go through the stage of 
release of all regulatory molecules from the DNA molecule, 
the resulting distributions can be realized not only in relation 
to luciferase, but also to other proteins of constitutive (and 
not only) synthesis. 
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Abstract. To study the mechanisms of growth and development, it is necessary to analyze the dynamics of the tis-
sue patterning regulators in time and space and to take into account their effect on the cellular dynamics within a 
tissue. Plant hormones are the main regulators of the cell dynamics in plant tissues; they form gradients and maxima 
and control molecular processes in a concentration-dependent manner. Here, we present DyCeModel, a software 
tool implemented in MATLAB for one-dimensional simulation of tissue with a dynamic cellular ensemble, where 
changes in hormone (or other active substance) concentration in the cells are described by ordinary differential 
equations (ODEs). We applied DyCeModel to simulate cell dynamics in plant meristems with different cellular struc-
tures and demonstrated that DyCeModel helps to identify the relationships between hormone concentration and 
cellular behaviors. The tool visualizes the simulation progress and presents a video obtained during the calculation. 
Importantly, the tool is capable of automatically adjusting the parameters by fitting the distribution of the sub-
stance concentrations predicted in the model to experimental data taken from the microscopic images. Noteworthy, 
DyCeModel makes it possible to build models for distinct types of plant meristems with the same ODEs, recruiting 
specific input characteristics for each meristem. We demonstrate the tool’s efficiency by simulation of the effect of 
auxin and cytokinin distributions on tissue patterning in two types of Arabidopsis thaliana stem cell niches: the root 
and shoot apical meristems. The resulting models represent a promising framework for further study of the role of 
hormone-controlled gene regulatory networks in cell dynamics.
Key words: computer modeling; developmental trajectory; input data; genetic algorithm; phytohormones.
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DyCeModel: программное средство для одномерного 
моделирования распределения гормонов растений, 
контролирующих образование структуры ткани
Д.С. Азарова1, Н.А. Омельянчук1, В.В. Миронова2, Е.В. Землянская1, 3, В.В. Лавреха1, 3 

1 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
2 Университет Неймегена, Неймеген, Нидерланды 
3 Новосибирский национальный исследовательский государственный университет, Новосибирск, Россия

  vvl@bionet.nsc.ru

Аннотация. Для изучения механизмов роста и развития необходимо анализировать динамику распределе-
ния регуляторов по ткани во времени и пространстве и учитывать их влияние на клеточную динамику внутри 
ткани. Растительные гормоны являются основными регуляторами динамики клеток в тканях растений; они об-
разуют градиенты и максимумы и контролируют молекулярные процессы в зависимости от концентрации. Мы 
представляем DyCeModel, программный инструмент, реализованный в среде MATLAB для одномерного моде-
лирования ткани с динамическим клеточным ансамблем, где изменения концентрации гормона (или другого 
активного вещества) в клетках описываются обыкновенными дифференциальными уравнениями. Мы приме-
нили DyCeModel для моделирования динамики клеток в меристемах растений с различной клеточной струк-
турой и продемонстрировали, что DyCeModel помогает выявить взаимосвязь между концентрацией гормо-
нов и поведением клеток. Инструмент визуализирует ход моделирования и предоставляет видео, полученное 
в ходе расчета. Важно отметить, что инструмент способен автоматически подбирать параметры, подгоняя рас-
пределение концентраций веществ, предсказанное в модели, к экспериментальным данным, полученным по 
изображениям с микроскопа. Примечательно, что DyCeModel позволяет строить модели для различных типов 
меристем растений на основе одних и тех же обыкновенных дифференциальных уравнений, используя для 
каждой меристемы специфические входные характеристики. Эффективность инструмента продемонстриро-
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вана путем моделирования влияния распределения ауксина и цитокинина на формирование паттерна ткани 
в двух типах ниш стволовых клеток Arabidopsis thaliana: апикальных меристемах корня и побега. Полученные 
модели представляют собой перспективный фреймворк для дальнейшего изучения роли контролируемых 
гормонами генных регуляторных сетей в динамике клеток.
Ключевые слова: компьютерное моделирование; траектория развития; входные данные; генетический алго-
ритм; фитогормоны.

Introduction
Understanding the control of cell division and differentiation 
in stem cell niches is among the major issues in plant deve
lopmental biology (Hayashi et al., 2023). Although many com
ponents of the molecular regulatory networks, which underlie 
these processes, have been identified, complex interactions and 
numerous players hinder detailed study on the mechanisms 
of their functioning. For example, it is still largely unknown 
how the formation of plant hormone concentration gradients 
results in particular alterations in the cellular dynamics of 
developing tissues and organs (Rutten et al., 2022). Dissec
tion of these issues requires application of computer modeling 
to predict the output in cellular dynamics and to determine 
whether various developmental pathways exist under certain 
conditions (Fisher et al., 2023).

Nowadays, developmental biology has recruited experts in 
mathematical modeling and computer sciences to create ap
propriate tools. Numerical simulations were successfully used 
to study the influence of phytohormone concentration distribu
tion on the functioning of plant stem cell niches in 1D and 2D 
models describing cell divisions, growth, and differen tia tion 
under control of signaling molecules (Kitano et al., 2005; 
Ni kolaev et al., 2006; Mironova et al., 2010; Muraro et al., 
2013; Band et al., 2014; De Rybel et al., 2014; Lavrekha et 
al., 2014; Dubreuil et al., 2018; Savina et al., 2020; Hartmann 
et al., 2021). At the same time, these models stay within the 
limits of a certain meristem, and are not applicable to a wider 
range of plant stem cell niches. A general description of the 
basic set of processes related to the redistribution of  hormone 
gradients and cellular response to this may serve as a basis 
for the investigation of the common and specific features of 
various plant meristems. 

To solve this kind of problem, professional tools have 
started to be developed, helping researchers to create ex
tensible computer models, which enable applying the same 
mathematical model equations to various plant systems (Hay 
Mele et al., 2015; Schölzel et al., 2021). For example, Cell 
Designer is a tool for simulating biochemical networks (Ki
tano et al., 2005) without reference to the tissue topology. 
A similar tool, PySB, has ample opportunity to create, extend 
and combine models based on genetic networks with high 
complexity (Lopez et al., 2013). This Python-based software 
is highly flexible because it provides the possibility of direct 
manipulation of equations. BioNetGen allows to create models 
both using a graphic editor and describing models manually 
inside the program code that simplifies reconstruction of mo
lecular networks (Harris et al., 2016). BioNetGen has a con
venient graphical representation for the solution of equations. 
SBMLToolbox provides the possibility to create, validate and 
calculate models with ODEs using SBML in MATLAB and 
Octave (Keating et al., 2006). DBSolve features abundances 
of certain molecules in a system, displaying it dynamically as 

a bar graph (Gizzatkulov et al., 2010). MGSmodeller is a Java 
application, which enables hierarchical data presentation and 
editing, and implements dynamic calculation tools in recon
structing molecular genetic networks and solving inverse 
problems (Kazantsev et al., 2008). The COPASI soft ware is 
able to describe models of biological processes, such as meta
bolic networks, cellular signaling pathways, regulatory net
works, infectious diseases and many others, simulate and ana  
lyze these models,  create analysis reports and import/export 
models (reviewed in Berg mann et al., 2017). In COPASI, 
models are defined as chemical reactions between molecules. 
The model analyzer includes steadystate analysis, stoichio
metric analysis, time history modeling using deterministic and 
stochastic modeling algorithms, metabolic control analysis, 
optimization and parameter estimation. VCell is a computing 
system for modeling physicochemical and electrophysiologi
cal processes in living cells (Loew, Schaff, 2001; Moraru et 
al., 2008). The tool allows the user to enter a description of 
cell physiology, biochemical reactions, and automatically 
or manually input mathematical equations. The resulting 
simulations are displayed on dynamic spatial regions of vari
ous shapes, including irregular 3D geometries derived from 
experimental images. VCell can also implement rule-based 
models, which allows the representation of species as struc
tured objects consisting of molecules and uses reaction rules 
to define molecular interactions. SpringSaLaD is a software 
platform based on spatial stochastic modeling of biochemi
cal systems (Michalski, Loew, 2016). SpringSaLaD models 
molecules as a group of connected spherical regions with ex
cluded volume. This allows establishing a connection between 
molecular dynamics modeling and processes at the cellular 
level. SpringSaLaD is a standalone tool that supports model 
building, simulation, visualization, and data analysis through 
a graphical user interface.

The tools listed above develop models for metabolic and 
signal transduction pathways, and gene regulation networks. 
Such tools do not implement embedding of the generated ma
thematical models into cell ensembles to study the influence of 
regulatory networks on cell divisions, growth and differentia
tion (Kitano et al., 2005; Keating et al., 2006; Kazantsev et 
al., 2008; Gizzatkulov et al., 2010; Lopez et al., 2013; Harris 
et al., 2016).

On the other hand, there are programs that along with simu
lation of gene networks also consider the influence of regulato
ry circuits on cell growth or divisions. CompuCell3D is a tool 
for constructing dynamic multicellular 2D and 3D models to 
simulate cells that lack a cell wall (Swat et al., 2012). It is 
based on the latticebased Glazier–Graner–Hogeweg (GGH) 
Monte Carlo multi-cell modeling, which employs an energetic 
approach to model growth, intercellular communication and 
maintenance of cell shape. Molecular processes, namely, the 
production and diffusion of substances, are described via ODE 
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solvers. The VirtualLeaf program simulates the relationship 
between gene expression and the biophysics of plant cell 
growth (Merks et al., 2011). The model is a set of cells and 
cell walls, through which chemical substances can move, 
affecting gene expression and properties of the cell wall. 
Cellzilla is a 2D tissue modeling platform using Cellerator, 
a tool describing biochemical interactions via simplified no
tation as reactions and converting them automatically to the 
corresponding differential equations by an inner computer 
algebra system (Shapiro et al., 2013). In Cellzilla, cells are 
represented by a polygonal grid of well-mixed compartments. 
Cell components can interact through Cellerator reactions, 
which describe diffusion and transport. Dynamic simulation 
consists of cell growth and division. Despite these advantages, 
modern software tools for modeling usually use manual setting 
of parameters, and do not support automatic parameter fitting, 
which may be critical for some models.

A recent trend is further improvement of computer tools, 
which can be used by biologists for indepth study of develop
mental processes at the multicellular level. One of the current 
challenges is the creation of software that constructs numerical 
models along various plant organs utilizing uniformly de
scribed processes and provides automatic parameters setting. 
Here we present a tool creating onedimensional computer 
models that provide embedding of signaling molecules into 
a dynamically developing cellular ensemble, where, based on 
the same set of processes, it is possible to model cellular dy
namics in various plant tissues. To build realistic computer 
models, it is necessary to apply experimental data. The tool 
we have developed takes experimental data into account al
ready at the first stage of parameter fitting, which brings the 
constructed models as close to reality as possible.

Materials and methods
DyCeModel overview. DyCeModel allows creating a dyna-
mic onedimensional cell lattice, embedding it into a mathe
matical model in ODE, and performing numerical analysis. It 
contains five script files (.m files) executed in the MATLAB 
software environment (Fig. 1). The substance_eq.m block 
incorporates an ODE system for description of synthesis, 
degradation, passive and active transport for the substances 
of interest. By default, DyCeModel provides examples of 
functions, which describe these processes for two substances 
according to Michaelis–Menten kinetics and Generalized Hill 
function method (Likhoshvai, Ratushny, 2007), Fick’s law of 
diffusion and the mass action law (for describing active trans
port). Alternatively, users can build their own functions instead 
of the default ones. The parameters_fitting.m block describes 
the realization of a genetic algorithm to assess the similarity 
of the modeled substance distribution to the experimental 
data. The model_parameters.m block contains all model pa
rameter default values for the ODE system and describes the 
model configuration of substance influxes. The grow_eq.m 
block describes the cell growth function, tool_1d_model.m 
ensures the simulation procedure. Importantly, there are 
two different strategies of applying DyCeModel: using the 
parame ters_fitting.m block or omitting it. In the latter case, the 
user should define all parameters in the model_parameters.m  
file.

The input data. A pre-processed experimentally obtained 
microscopic image, which visualizes the distribution profile 
of the substance concentration within the modeled tissue, is an 
input for the parameters_fitting.m block. DyCeModel accepts 
TIFF, GIF, JPEG, PNG formats and some other graphic file 
formats supported by MATLAB, and it is capable of process

The model template
ODEs for synthesis, 

degradation, passive  
and active transport etc. 

Experimental data
Microscopic image

Output
Calculation results table

Statistical summary on the cellular composition
Video file containing cell dynamics and substance distributions 

The growth rules
ODEs for cell growth 

Parameters of ODEs  
for synthesis, degradation, 

passive and active transport

substance_eq.m parameters_fitting.m

tool_1d_model.m grow_eq.m

model_parameters.m

Parameters settings
– for ODE system
– model configuration
– growth and division setting
– initial conditions

Fig. 1. DyCeModel pipeline for creating mathematical models.
The input data are marked in red. The output data are depicted in blue. Gray circles indicate the presence of visualization modules. Five 
script files are given in rhombuses.
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ing the signal localized in the cytosol or in the nucleus. The 
image must be well focused. The aforementioned image pre
processing consists in excision of a rectangular area containing 
the modeled axis along the tissue, which should be parallel 
to the long side of the rectangle. This area should not contain 
microscope artifacts. To obtain noisefree measurements, the 
user can decrease the size of the rectangular area (the minimum 
size of the uploaded rectangular image is 1 pixel in width 
and 90 pixels in length). There are no strict requirements for 
image resolution.

The ODE system of the mathematical model is an input, 
which is written in the substance_eq.m file block (see Fig. 1). 
The default example equations can be changed according to 
the user’s request. The model configuration is defined by the 
initial number of cells and position of the substance influxes 
in model_parameters.m file. For the model simulation, initial 
concentrations of all substances, as well as growth and division 
settings should be defined. The user also sets the number of 
calculation steps in order to define the time of investigation. 
If automatic parameter fitting is going to be omitted, the 
user can optionally set the parameters for the ODE system 
in the model_parameters.m file. All default example model 
parameters are consistent with the default ODE system and 
calculation procedure.

The parameter fitting. First, the parameters_fitting.m 
script quantifies the distribution of the substance concentration 
along the selected axis from the microscopic image. These data 
will be used as target distribution, which the algorithm should 
reproduce as precisely as possible according to the model 
equations and configuration. At this stage, the concentration 
distribution can be manually corrected if it is distorted in the 
microscopic image. Next, the genetic algorithm is used to find 
a set of model parameters, which allow reproducing the input 
experimental data on the distribution of the substance concen
tration the most accurately (Fig. 2) (Dubitzky et al., 2013). 

Initially, the parameters_fitting.m script generates indivi-
duals: the sets of model parameters assigned to random values. 
Each individual is characterized with the fitness function value 
that scores the similarity of the modeled distribution of the 
substance concentration to the experimental data. The root-
mean-square deviation (RMSD) metric is used as a fitness 
function. A lower fitness value corresponds to a better quality 
of the solution. The genetic algorithm is implemented in the 
following three steps. 

Step 1 is “mutation”, which changes a randomly selected 
parameter in each parameter set by the value of λ (which is 
also randomly selected in the interval from 0 to 1). For each 
individual, we calculate the model with a new parameter 
set. “Mutation” is fixed if it brings the solution closer to the 
target distribution. Step 2 is “crossover”, the exchange of the 
parameter values between two individuals. In the first new set 
of parameters, a few (the number is defined randomly at each 
step of the algorithm) are picked from individual 1, and the rest 
are taken from individual 2. The second new set of parameters 
incorporates the values for the corresponding few parameters 
from individual 2, and the values for the rest of the parameters 
are taken from individual 1. The model is calculated with two 
new sets of parameters after the “crossover”, and the recom
bination event is fixed if it brings the solution closer to the 

target. Step 3 supports biologically reasonable limitations on 
parameter values, which the user can set up manually in the 
“Biological limits” block of the parameters_fitting.m script 
(see Fig. 2). The restrictions may apply, for example, to the 
parity of the passive transport of different substances, the pa-
rity of active and passive transport of the same substance, the 
parity of the substance inflow and synthesis, etc. Taking into 
account reasonable biological restrictions, the algorithm “re
wards” the realistic parameter values during selection, which 
both favors identification of the local optimum corresponding 
to the real processes, and speeds up the algorithm. 

The fitting ends when the difference between the substan-
ce distribution calculated with the adjusted parameters and 
tar get substance distribution from the microscopic image be
comes less than the threshold. The selected parameters set 
(the “Par” variable) is saved in a file. After executing the 
parameters_fitting.m script, it is recommended to inspect the 
selected parameters, since not all biological limitations could 
be taken into account during the selection. The user can view 
the “Par” variable and, if there are obvious inconsistencies in 
parameter matching, restart the parameter fitting.

Calculation of the mathematical model. When the ODE 
system and cell growth rules are defined, the user can load 
the mandatory parameters of the model with the model_pa
rameters() function, including the initial number of cells, 
the initial concentrations of substances, the initial cell sizes, 
the maximum number of cells to be monitored, cell division 
parameters and cell growth settings according to the function 
described in the grow_eq.m file. Then the user uploads the set 
of parameters for the model ODE system, which are either ob
tained during the parameter fitting procedure or defined manu
ally in the model_parameters.m script. After that, the model 
can be calculated (Fig. 3). We proceed under the assumption 
that cell dynamic events such as division or differentiation 
are discrete processes. Therefore, the calculation of ODEs 
is periodically interrupted to check if the conditions for cell 
division and differentiation specified in the tool_1d_model.m 
and model_parameters.m files are met. Optionally, the user 
decides which substances will regulate the ability to divide 
and the probability of cell division. All calculation results 
obtained during the simulation of the model are recorded in 
a video file, which represents the redistribution of the sub
stance concentrations on a onedimensional dynamic cellular  
ensemble.

Images used in the study. To model root apical meristem, 
we used publicly available images for 9dayold Arabidop-
sis thaliana seedlings expressing DR5::GFP auxin sensor 
(Ottenschläger et al., 2003) or TCSn::GFP cytokinin sensor 
(Zürcher et al., 2013), which were obtained using a confocal 
fluorescence microscope (FV-1200, Olympus) (Sakamoto et 
al., 2019). To model shoot apical meristem, we took publicly 
available images for 7dayold A. thaliana seedlings ex-
pressing TCSn::GFP cytokinin sensor obtained by a confocal 
microscope (Leica) (Zürcher et al., 2016). As a visualization 
of auxin distribution in the shoot apical meristem, we used 
images of auxin immunolocalization in the inflorescences 
of 22dayold A. thaliana seedlings taken by a confocal 
microscope (LSM, FluoView1000, Olympus) (Banasiak et 
al., 2019).
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Results and discussion

A one-dimensional model of Arabidopsis thaliana  
root apical meristem built with DyCeModel 
To demonstrate the performance of DyCeModel, we used it to 
create a 1D model of A. thaliana root apical meristem. Plant 
hormones auxin and cytokinin play major roles in regulation 
of maintenance of its structure (Yamoune et al., 2021). We 
built an ODE system based on mathematical models of auxin 
and cytokinin distribution published earlier (Mironova et al., 
2010; Lavrekha et al., 2014). To set the parameters for the 

model ODE system, we used automatic parameter fitting. To 
define the target dis tribution of the hormone concentrations 
in the root tip, we used publicly available microscopic images 
described in the “Materials and methods” section. We used the 
following parameter value limitations during parameter fitting: 
approximately equal diffusion parameter values for auxin and 
cytokinin, prevalence of active auxin transport over the passive 
transport, prevalence of auxin flow into the meristem over 
its biosynthesis, which is typical for the root apical meristem 
(Overvoorde et al., 2010). Figure 4, a–c de monstrates auxin 
and cytokinin distributions in the root apical meristem gener

Fig. 3. The framework for calculation of the ODE system on a dynamic cell ensemble.
Input data are marked by red. Output data are depicted in blue. 

Fig.  4.  DyCeModel solutions on auxin and cytokinin distribution within the root  (a–c) and shoot (d–f ) apical meristems along the central axis.  
a, d, Obtained signal intensity of hormone distributions along the allocated area; b, e, visualization of the parameter fitting process; c, f, the result of 
automatic parameter fitting.
Pink or burgundy indicates the signal intensity distribution obtained from the experimental data. The distributions of phytohormones during each step of para-
meter selection are indicated in green. Blue marks the distribution of the substances when calculating the model with the automatically selected set of para-
meters.
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ated using the DyCeModel tool. The equation describing the 
dependence of cell growth on auxin was built on principles 
similar to the Hartmann model (Hartmann et al., 2021), where 
the growth rate is directly proportional to auxin concentration 
in the cell and inversely proportional to the cell size. Cell divi
sion can occur if the cell attains minimum size required for 
division and possesses a certain ratio of auxin and cytokinin 
concentrations. The probability of cell division is 0.1, the 
values were obtained by analyzing images and 24hour videos 
with marked division events in the meristem of A. thaliana 
(Marhava et al., 2019). Cell differentiation occurs if the cell  
size approaches the “maximum cell size” parameter value.

Then we built a functional model of the root apical meristem 
and obtained a stationary solution. Analysis of the steadystate 
solution of the root apical meristem model showed that it is 
consistent with experimental data (García-Gómez et al., 2017; 
Hu et al., 2021). The distribution of auxin had the shape of an 
inverted dome and reached a maximum in cells representing 
the quiescent center. The concentration of cytokinin decreased 
nonlinearly towards the stem cell niche and reached a mini
mum in the initial cells, which corresponds to experimental 
data. In the constructed model obtained with DyCeModel, 
the correct location and size of the zone of high proliferative 
activity were specified and remained stable for a long period 
of calculation, corresponding to those in the root meristem 
in vivo. Similar zones of proliferative activity were also formed 
in two other models of the root apical meristem (Mironova et 
al., 2010; Lavrekha et al., 2014). 

DyCeModel enables modeling distinct types  
of plant meristems based on the same ODEs 
We speculated that recruiting specific input characteristics 
for distinct meristems could enable the modeling of distinct 
types of plant meristems with DyCeModel based on the 
same ODEs. Therefore, we applied DyCeModel to build 
a model of A. thaliana shoot apical meristem using the same 
mathematical model equations and rules as for root apical 
meristem. The images used for automatic parameter fitting are 
described in the “Materials and methods” section. We used the 
following parameter value limitations during parameter fitting: 
approximately equal diffusion parameter values for auxin and 
cytokinin and a low level of auxin synthesis. In the model of 
the shoot apical meristem, we obtained a hormone distribution 
profile that qualitatively corresponds to experimental data 
(Heisler, Jönsson, 2006). Auxin and cytokinin concentrations 
decreased nonlinearly with distance from the stem cells. 
Onedimensional simulations of the shoot apical meristem of 
A. thaliana established a dynamic balance between dividing 
and differentiated cells. In this way, zones of proliferative 
activity were identified, and the number of cells within this 
zone was maintained at a certain level throughout the entire 
model calculation. At the same time, the identified parameters 
of passive transport, degradation, and growth were the same 
for the model of shoot meristem and root meristem, and the 
parameters determining cell division remained similar.

Conclusion
The DyCeModel tool constructs mathematical models of  
hormone distribution based on the processes of their synthesis, 
degradation, diffusion and active transport in a dynamically 

developing cellular ensemble. Such models are necessary to 
consider the influence of  hormone distribution on cell growth 
and division. The developed DyCeModel tool is quite flexible, 
it provides embedding, addition, mixing of already exist
ing mathematical models. Adding each model to the scripts 
switches on machine selection of unknown parameters, which 
speeds up the work with the model and makes it more stable. 
In addition, DyCeModel makes a statistical summary on the 
cellular composition that can be used for predictions about the 
influence of hormones on proliferative cell activity.

Using DyCeModel, we built a functional model of the root 
apical meristem, which was consistent with the experimental 
data. Next, we applied DyCeModel to build a model of the 
shoot apical meristem using the same mathematical model 
equations as for the root apical meristem model and demon
strated that the parameters of passive transport, degradation, 
growth, even the parameters determining cell division remain 
similar between root and shoot models. The resulting one
dimensional models can be further used as a framework to 
study the role of hormonecontrolled gene networks in cell 
dynamics in two types of meristem.
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Аннотация. Современная исследовательская работа в биологии нередко требует усилий одной или не-
скольких групп исследователей. Часто это группы специалистов из смежных областей, которые генерируют 
и обмениваются данными разных форматов и размеров. Без применения современных подходов автома-
тизации работы и версионирования данных (когда данные от разных сотрудников сохраняются в разные 
моменты времени) коллективная работа быстро переходит в неуправляемый хаос. В настоящем обзоре при-
веден ряд информационных систем, предназначенных для решения озвученных задач. Их применение для 
организации научной деятельности позволяет управлять потоком действий и данных, добиваясь работы 
всех участников с актуальной информацией, и решением вопроса воспроизводимости как эксперименталь-
ных, так и вычислительных результатов. Описаны методики по организации потоков данных в рамках работы 
коллектива, принципы по организации метаданных и онтологий. Рассмотрены информационные системы 
Trello, Git, Redmine, SEEK, OpenBIS и Galaxy. Описана их функциональность и сфера использования. Выбирая 
те или иные инструменты, важно понимать цель внедрения, определить набор задач, которые они должны 
решать, и исходя из этого формулировать требования и отслеживать применение рекомендаций на местах. 
Задачи по созданию структуры онтологий, метаданных, схем хранения данных и программных систем явля-
ются ключевыми для коллектива, который решился на проведение работ по автоматизации оборота данных. 
Не всегда возможно внедрить такие системы целиком, но все же следует стремиться к этому через поэтапное 
внедрение принципов по организации данных и задач с освоением отдельных программных инструментов. 
Следует отметить, что системы Trello, Git и Redmine проще в использовании, настройке и поддержке для 
малых исследовательских групп. В то же время SEEK, OpenBIS и Galaxy более специфичные, их применение 
целесообразно в случае, если возможностей простых систем уже недостаточно.
Ключевые слова: управление; LIMS; ELN; FAIR; системы контроля версий; Trello; GitHub; Redmine; SEEK; 
OpenBIS; Galaxy.
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Abstract. Modern investigations in biology often require the efforts of one or more groups of researchers. Often 
these are groups of specialists from various scientific fields who generate and share data of different formats and 
sizes. Without modern approaches to work automation and data versioning (where data from different collabora-
tors are stored at different points in time), teamwork quickly devolves into unmanageable confusion. In this review, 
we present a number of information systems designed to solve these problems. Their application to the organiza-
tion of scientific activity helps to manage the flow of actions and data, allowing all participants to work with rele-
vant information and solving the issue of reproducibility of both experimental and computational results. The ar-
ticle describes methods for organizing data flows within a team, principles for organizing metadata and ontologies. 
The information systems Trello, Git, Redmine, SEEK, OpenBIS and Galaxy are considered. Their functionality and 
scope of use are described. Before using any tools, it is important to understand the purpose of implementation, 
to define the set of tasks they should solve, and, based on this, to formulate requirements and finally to monitor 
the application of recommendations in the field. The tasks of creating a framework of ontologies, metadata, data 
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warehousing schemas and software systems are key for a team that has decided to undertake work to automate 
data circulation. It is not always possible to implement such systems in their entirety, but one should still strive to 
do so through a step-by-step introduction of principles for organizing data and tasks with the mastery of individual 
software tools. It is worth noting that Trello, Git, and Redmine are easier to use, customize, and support for small 
research groups. At the same time, SEEK, OpenBIS, and Galaxy are more specific and their use is advisable if the 
capabilities of simple systems are no longer sufficient. 
Key words: management; LIMS; ELN; FAIR; version control systems; Trello; GitHub; Redmine; SEEK; OpenBIS; Galaxy.
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Введение
Современная исследовательская работа в биологии не-
редко требует усилий одной или нескольких групп иссле
дователей. Часто это группы специалистов из смежных 
областей, которые генерируют и обмениваются  данными 
разных форматов и размеров. Для автоматизации и ком
пьютерной поддержки этой работы используют различ
ные инструменты каталогизации, протоколирования хода 
протекания экспериментов и фиксации результатов: бу
мажные блокноты и лабораторные журналы, программы 
ведения электронных таблиц, составление отчетов в раз
ных текстовых редакторах. Без применения современных 
подходов автоматизации работы и версионирования дан
ных в коллективе быстро наступает «неуправляемый хаос».  
Критическим местом организации взаимодействия в кол-
лективе является сложность процедуры передачи знаний 
от одного члена команды другому, так как такие знания 
не формализованы и часто содержат пометки, понятные 
только автору. Все это приводит к задержкам в проведе-
нии следующих этапов исследования или в оформлении 
пуб ликаций. Иногда сотрудники забывают записывать но
вые факты и заметки либо вообще не ведут никакого учета 
промежуточных этапов работы. Это приводит к безвоз-
вратным потерям знаний и тратам ресурсов на повторные 
эксперименты и наблюдения.

При сборе первичных данных исследователи могут 
также допускать ошибки в обработке значений или при-
писывании их к той или иной категории. Например, транс-
криптомные данные могут быть ошибочно приписаны к 
организму, отличному от того, откуда они получены; дан
ные могут быть записаны не в унифицированном виде, 
с использованием значений разных типов (целое число, 
число с плавающей точкой, строка, дата и т. п.). При ра
боте с Excel может произойти ошибочное преобразование 
строк в числа с плавающей точкой, что критично для 
интерпретации результатов исследования (Zeeberg et al., 
2004), поэтому неявных преобразований данных необхо
димо избегать. В статье (Roche et al., 2015) были проана-
лизированы биоресурсные коллекции (БРК) в области 
Экологии и Эволюции. Выяснилось, что 56 % этих БРК 
были неполными, т. е. в табличных данных были пустые 
значения, а 64 % собраны таким образом, что повторно 
использовать хранящиеся данные невозможно ввиду оши
бок записи значений.

Поэтому перед каждым коллективом стоит задача по 
грамотной формализации процессов управления данными 
и обмена знаниями между сотрудниками. Далее мы рас-
смотрим конкретные методологии организации данных и 

реализующие их информационные системы и програм м
ные инструменты, которые используются научными ор
ганизациями для распределения задач и автоматизации 
потока рабочих данных.

Методологии организации  
данных и процессов
Для решения задачи организации потоков научных дан-
ных существует несколько путей, но все они требуют от 
коллектива исследователей создания систем договорен-
ностей по управлению, обработке и передаче научной 
информации. Системы автоматизации с предоставлением 
управляемого доступа помогают в сохранении знаний, 
регламентов и других «сущностей» лабораторной работы, 
не требуют постоянных согласований. В самом начале 
этих работ встают следующие вопросы: 1) использование 
существующих стандартов оформления данных, разра-
ботанных профессиональным сообществом; 2) форма-
лизация или создание единого «рабочего языка» внутри 
коллектива; 3) развертывание, внедрение и сопровождение 
информационной системы и настройка прав доступа для 
групп пользователей.

Переход на существующие стандарты и форматы пред-
ставления данных или создание собственных форматов с 
исчерпывающей документацией, достаточной для одно-
значной интерпретации значений, позволяет преодолеть 
проблему передачи знаний между сотрудниками внутри 
коллектива и вне его. Сопроводительная документация 
будет использована для автоматизации работы с инфор-
мационной системой, например для построения модулей 
генерации сводных диаграмм и отчетов. Формальные 
схемы описания результатов научной деятельности в по-
следнее время полезны для быстрого поиска информации 
и интерпретации этих файлов не только машинами, но 
и людьми. В качестве примеров могут служить матема-
тические модели в форматах SBML (Hucka et al., 2019), 
SBGN (Novère et al., 2009), поддерживаемые сообществом 
CO.MBINE (Schreiber et al., 2015). Отметим также подход 
MIRIAM для описания целостных биохимических систем 
(Novère et al., 2005) и формат MIAME (Brazma et al., 2001) 
для описания результатов секвенирования на микрочипах 
или РНКпоследовательностей. 

Когда определены стандарты представления данных, 
наступает этап формализации или создания единого ра-
бочего языка и протоколов обмена внутри коллектива для 
упорядочения передачи знаний предметной области. Если 
оставить подход к оформлению данных «как удобно/как 
раньше», то вопрос с неоднозначными или пропущенными 
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знаниями в базе не будет решен, что в дальнейшем приве-
дет к дополнительным затратам ресурсов на исправление 
данных на более поздних стадиях работы. В решении зада-
чи формализации и создании единого рабочего языка мо-
гут помочь инструменты с онтологиями (Guizzardi, 2020).   
Онтологии являются более широким классом систем ор-
ганизации знаний по описанию результатов в сравнении 
с вышеупомянутыми формальными схемами. В системах 
онтологий можно устанавливать «понятия» и «отноше-
ния» между понятиями, а не строго следовать за готовой 
схемой, предложенной кемто ранее. Онтологии создают
ся с целью описания смысловой информации и однознач
ной интерпретации системы понятий и процессов внутри 
коллектива и за его пределами. Коллективы используют 
как простые методы описания онтологий, такие как язык 
логики первого порядка, так и более сложные древовид-
ные структуры, например OntoUML (Guizzardi et al., 2018) 
или схемы RDF (Gutierrez et al., 2007). Для составления 
онтологических связей предметной области также наби-
рает популярность математическая теория категорий (Kuś, 
Skowron, 2019), призванная соединять различные области 
математики и предметные области друг с другом. Был реа
лизован графический язык «онтологических журналов» 
(англ. Ologs, по сути описания предметной области в виде 
графов, где в узлах описаны объекты с определенными 
свойствами, а в ребрах – функции по преобразованию из 
одного объекта в другой) с использованием основ дан ной 
теории (Spivak, Kent, 2012). В настоящее время инстру-
ментарий и язык теории категорий не используются широ-
ко в научных публикациях и системах, однако есть рабо  
ты по реализации этого языка в нейробиологии (Brown, 
Porter, 2003) и по математическому описанию развиваю-
щейся модели памяти (Ehresmann, Vanbremeersch, 2007).

Одним из путей формализации этапов работы лабора-
тории является создание метаданных – информации, опи
сывающей сами данные (Roche et al., 2015). Формат их 
описания довольно свободный. Метаданные могут быть 
описаны/представлены в виде структурированного файла 
(XML или JSON) или таблиц баз данных как реляцион-
ной (Postgrespro.ru), так и документноориентированной 

структуры (MongoDB.com). Описанием может быть любая 
информация, например: что означают колонки в табли-
цах, какие используются единицы измерений, из какого 
организма были получены материалы, каким образом 
получались эти результаты. Метаданные могут дополнять 
системы онтологий и формальные схемы представления 
научных результатов для быстрого поиска нужной инфор-
мации и однозначного интерпретирования результатов.

Сообщество исследователей FAIR (Wilkinson et al., 2016) 
предложило свой набор принципов описания данных и 
метаданных в задачах хранения и передачи информации 
как между коллективами исследователей, так и между 
различными программами анализа данных. Ими были 
сформулированы следующие четыре принципа, которыми 
должна обладать лабораторная информационная система:
1. Определенность (Findable) – (мета)данные уникальные 

и однозначно определяемые. Система должна обладать 
базовым механизмом чтения подробного описания и 
возможностью искать эти данные по ключевым полям.

2. Доступность (Accessible) – данные доступны для чтения 
как людям, так и компьютерам для дальнейшей рабо-
ты. Достигается с помощью стандартных форматов и 
протоколов.

3. Интерпретируемость (Interoperable) – (мета)данные 
описаны в машиночитаемом виде, в удобном формате 
и аннотированы с помощью онтологии.

4. Повторная используемость (Reusable) – (мета)данные 
достаточно хорошо описаны, чтобы передавать  эти дан
ные другим людям и системам для дальнейшего анализа. 
Этот пункт является логичным следствием выполнения 
вышеупомянутых пунктов.
Далее рассмотрим программные инструменты для ре

шения задач управления данными и автоматизации ис-
следовательских работ. 

Программные инструменты
Две концепции – LIMS и ELN (Barillari et al., 2016), ко-
торые реализовываются в программных комплексах для 
задач контроля выполнения исследовательских работ, 
приведены на рисунке.

Исследовательская 
работа

LIMS

Плазмиды

Плазмиды дрожжевые

Буферы

Вещества
ПЦР

Локализация белка x

Антитела Вестерн блоттинг Экспрессия гена x

Плазмиды млекопитающих

Реагенты Протоколы Проект 1 Проект 1

Проект 2

Проект 3

Материалы Методы Исследователь 1 Исследователь 2

ELN

YP-1

BufA

Ch-A
ПЦР-1

ES-3

Ab-A WB-1 ES-1 ES-1

MP-1

YP-2

BufB

Ch-B
ПЦР-2

Ab-B WB-2

MP-2

YP-3

BufC

ПЦР-3
Ch-C

YP-3 YP-3

MP-3

Описание структуры данных, которые хранятся в LIMS и ELN системах.
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LIMS (Laboratory Information Management System) – 
система управления лабораторной информацией. В ее 
за да чи входят управление и контроль за лабораторными 
материалами и методами. С помощью этой системы ис
следователи могут осуществлять документооборот с адми  
нистрацией и компаниями, создавать расписание исполь
зования инструментов, учет реактивов, объектов иссле-
дований и др.

ELN (Electronic Laboratory Notebook) – электронный ла
бораторный журнал. В задачи таких систем входит управ  
ление проектами, экспериментами, пользователями, ис-
следовательскими группами, а также протоколирование 
(журналирование) и контроль проведения эксперимен-
тов. По сути, эти системы заменяют функции бумажных 
блокнотов для ведения и передачи заметок по ходу экс-
периментов.

Trello
Trello (https://trello.com/) является условнобесплатным 
вебсервисом по организации рабочего процесса и ком-
муникации. В этой системе пользователи настраивают 
виртуальную доску, на которой располагаются «карточки» 
с «заданиями». Сама доска разделена на участки, между 
которыми перемещаются эти карточки, демонстрируя 
дви жение по этапам работ. Чаще всего участки доски 
помечают статусами выполнения работ, например: «за-
дачи в очереди», «в работе», «ждут отклика», «задача вы-
полнена». Возможно самостоятельно создавать участки/
разделы по своему сценарию, наиболее отражающему 
рабочий процесс коллектива. Таким образом, сотрудники 
и руководители могут: 1) наблюдать в режиме реального 
времени за прогрессом работ; 2) изменять статусы задач, 
добавлять к задачам комментарии; 3) связывать друг с 
другом задачи; 4) реагировать на ранних этапах в случаях 
зависших работ.

К недостаткам Trello можно отнести невозможность мо
дифицировать функционал системы собственными модуля-
ми и ограниченную функциональность в бесплатной вер  
сии. Аналогами можно считать решения Яндекс. Тре кер 
(https://cloud.yandex.ru/services/tracker), GutHub Pro jects 
(https://docs.github.com/en/issues/planningandtracking
withprojects/learningaboutprojects/quickstartforprojects) 
и Kanboard (https://kanboard.org/). Предложенные инстру-
менты ориентированы на реализацию требований ELN, 
однако пользователи могут адаптировать их под ре ше
ние задач LIMS. Они направлены на управление процес
сами работы коллектива. Для организации хранения и 
перемещения самих данных надо использовать другие 
инструменты.

GitHub
При совместной работе коллектива над кодами программ, 
документами и отчетами стоит важная задача по контролю 
за изменениями. Почтовые клиенты и пересылка по сети 
от человека к человеку плохо справляются с этой задачей, 
так как самим пользователям нужно контролировать ак-
туальность версий этих документов. Также не решается 
задача версионирования данных и текста ввиду отсутствия 
системы централизации хранения файлов и фиксации их 

изменений. Именно эти задачи можно решить с помощью 
программы Git (Chacon, Straub, 2014).

Программа Git создает в локальной папке файлы репо
зитория, позволяющие перемещаться между изменения-
ми в файлах. Как правило, данную систему используют 
программисты для одновременной работы над проектом, 
сравнивая и объединяя изменения кода от разных разра-
ботчиков. Проекты с открытым кодом обычно хранятся 
публично в серверах проекта GitHub (https://github.com). 
Некоторые исследовательские группы используют си-
стему контроля версий Git для подготовки статей и дис 
 сертаций. К примеру, с их помощью писалась математи-
ческая книга по гомотопической теории типов (The Uni-
valent Foundations Program, 2013). Над книгой работало 
около 20 человек, и сервис облачного хранения Dropbox 
не справлялся с задачей синхронизацией текста. В ре-
зультате команда выпустила книгу объемом 600 страниц 
менее чем за полгода (https://math.andrej.com/2013/06/20/
thehottbook/).

Сам GitHub нельзя установить на локальном компью-
тере, однако есть аналогичные решения с возможностью 
установки в локальное хранилище, например GitLab 
(https://gitlab.com), Gogs (https://gogs.io), Gitea (https://
gitea.com), GitWeb (https://gitscm.com/docs/gitweb). В рам-
ках этих систем возможно решать задачи ELN и задачи 
LIMS, но пользователям придется подробно разобраться 
с Git.

Redmine
Redmine (https://redmine.org/) используется в качестве си
стемы контроля проектов и распределения задач. Чаще 
всего главный управляющий проекта (менеджер, заведую-
щий лабораторией и т. д.) создает набор задач и назначает 
ответственных исполнителей. Исполнители по мере вы-
полнения меняют статус готовности задачи. Система авто-
матически отслеживает состояние задач проекта и строит 
сводные диаграммы, на которых видно расхождение по 
срокам между планом и фактическим исполнением. Также 
в основные функции данной системы входят:
• создание и ограничение ролей – администратор может 

создать несколько дополнительных ролей пользовате-
лей и установить для них правила работы в системе 
(чтение и/или запись «задачи», викистраниц и т. д.);

• гибкая система по контролю ошибок – функция широ
ко используется в сфере разработки ПО, когда тести-
ровщики или пользователи добавляют «задачу» вида 
«ошибка» в систему для оповещения разработчиков;

• календарь и диаграмма Ганта. Служат для отслежива ния 
сроков исполнения задач;

• добавление новостей по проекту с оповещением участ-
ников;

• добавление документов и файлов в систему;
• оповещение пользователей по электронной почте или 

RSSленте;
• оформление знаний для каждого проекта в формате 

Википедии – электронная энциклопедия/справочник 
в виде интернетстраниц;

• система форумов для каждого проекта – возможность 
публично обсудить в одном месте решение задач. Воз-
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можность быстро пробежать глазами цепочки сообще-
ний по теме;

• учет времени работы над задачами и проектом в целом;
• создание пользовательских форм и полей для допол-

нительного описания «задач», «проектов», «пользова-
телей» и других сущностей в рамках данной системы.
Для данной системы существует функция по ее разво-

рачиванию в локальной информационной среде (вплоть 
до персонального компьютера). Также пользователи мо
гут реализовывать новую функциональность через реа-
лизацию подмодулей (плагинов). К недостаткам Redmine 
можно отнести отсутствие доски задач по типу Trello, ко
торая понятна и проста в использовании, а также ограни
ченность функциональности стандартной версии. Поэто-
му для полноценной работы приходится устанавливать 
сторонние подмодули.

На основе программного комплекса Redmine построе
ны рабочие процессы многих коллективов в секторе ин
формационных технологий. В 2019 г. была начата реализа-
ция проекта ENVRIFAIR (Petzold et al., 2019) по объеди-
нению ресурсов и данных между кластером Европейской 
инфраструктуры экологических исследований (ENVRI) и 
вычислительным облаком Европейской «Открытой науки» 
(EOSC) с использованием Redmine (эта информация была 
получена из технической документации данного проекта). 
На основе Redmine возможно реализовать решение задач 
и ELN, и LIMS.

Система SEEK
Система SEEK (Wolstencroft et al., 2015) предназначена 
для управления, распространения и изучения математи-
ческих моделей и ассоциированных данных системной 
биологии. SEEK организовывает информацию исследо-
вательского проекта, включающего экспериментальные 
данные и результаты биоинформатической обработки в 
рамках структуры из трех сущностей: Исследования, Ста-
дии, Образцы (ISA) (RoccaSerra et al., 2010). «Исследова-
ние» раскрывает суть конкретного проекта (кто выполняет 
работу, какой институт, время проведения исследования). 
«Стадия» описывает конкретный этап исследования (экс-
креция ДНК или белка из ткани исследуемого организ 
 ма, картирование РНКпрочтений на референсный геном 
и т. д.). «Образец» – единица результата выполненной 
работы. Также в системе можно устанавливать ассоциа-
тивную связь между образцами.

Достоинством этой системы является связывание дан-
ных между собой в рамках вышеописанной структуры с 
описанием коллектива исследователей, а также перефор-
матирование метаданных в граф знаний RDF (Gutierrez 
et al., 2007) с помощью сервера Virtuoso (Software, 2022). 
Метаданные описываются в основном в табличной форме 
(сокр. ISATab), также есть возможность использования 
JSON схемы. Для ручной аннотации данных разработчики 
SEEK предлагают программное обеспечение FightField. 
Поиск данных по графу RDF с помощью языка запросов 
SPARQL является гибким в использовании в сравнении 
с SQL, в котором, помимо написания правил отбора дан
ных, от пользователя требуется вручную расписать список 
таблиц и способ их объединения. Проблема SQL также 

в том, что пользователь вынужден оптимизировать свои 
запросы для быстрого выполнения поиска.

Основным направлением SEEK является хранение и 
передача математических моделей биологических про-
цессов. Ресурс также позволяет работать с SBML моде-
лями и открывать их в JWS Online (Olivier, Snoep, 2004) 
и в COPASI (Hoops et al., 2006). Эта система в основном 
реализовывает требования ELN по биоинформатическим 
проектам, а LIMS не реализован в ней.

Система OpenBIS
В рамках работы лаборатории перед исследователями 
стоит задача по созданию протоколов экспериментов, 
следованию этим протоколам с фиксацией результатов, 
фиксации событий и т. д. Необходимо выстраивать резуль-
таты серии данных в рамках одного проекта, например, 
связывание экспериментов с различными организмами, 
их фенотипами, генотипами, средой развития и другими 
данными. OpenBIS (Bauch et al., 2011) предоставляет 
функционал по хранению и выстраиванию метаданных 
под подробное описание экспериментов, их результатов, 
параметров и т. д. Система OpenBIS состоит из трех мо
дулей: сервер приложения, сервер данных и база мета-
данных.
• Сервер приложения является точкой доступа для поль-

зователей. Модуль реализовывает доступ к программ-
ному комплексу через графический пользовательский 
интерфейс, а также по HTTP протоколу (для OpenBIS 
предоставлены библиотеки на языках программирова-
ния Python, Java и Matlab для взаимодействия по сети). 
Для добавления новых функций (например, хранение 
данных по массспектрометрии) OpenBIS предостав
ляет систему модулей, каждый из которых должен 
быть реализован на языке программирования Jython. 
Этот модуль разделяет полномочия среди пользовате
лей (чтение данных, чтение/запись данных).

• Сервер данных выполняет работу по организации хра-
нения первичных данных на дисковых накопителях.

• База метаданных представляет собой систему управ-
ления базой данных (СУБД) PostgreSQL. Этот модуль 
связывает данные в проектах, хранит метаданные, ука
зывает на данные из сервера данных, обеспечивает за
дачи поиска в данных.

• Возможность ссылок к данным на внешних ресурсах 
(модуль BigDataLink). Метаданные сохраняются в базе 
метаданных, при этом исходная информация не хранит-
ся на сервере данных, а остается на сторонних ресурсах. 
Эта функция используется в случае работы с файлами 
большого размера.

• Расширение функционала с помощью библиотек на 
Java, Python, JavaScript, Matlab для взаимодействия с 
системой OpenBIS (получение/загрузка данных, поиск 
метаданных). Эти библиотеки используют аппаратный 
интерфейс REST API сервиса OpenBIS; таким образом, 
можно реализовать модули для взаимодействия с си-
стемой на других языках программирования. Может 
использоваться для реализации автоматизированных 
вычислений с привлечением хранимых данных из си
стемы OpenBIS.



Лабораторные информационные системы  
для управления исследовательскими работами в биологии

А.М. Мухин, Ф.В. Казанцев 
С.А. Лашин

2023
27 • 7

903ТЕХНИЧЕСКАЯ БИОИНФОРМАТИКА / INDUSTRIAL BIOINFORMATICS

• Структура хранения данных является иерархической 
и организована следующим образом: область (space), 
проект (project), эксперимент/коллекция (experiment/
collection), Объект/Образец (Object/Sample), данные 
(Data Set).

• Для связи объектов и данных друг с другом существует 
метод по установлению связей «предок–потомок», т. е. 
система может создавать граф объектов и данных.

• Импорт/экспорт данных в табличном виде.
• Реализация дополнительного функционала самой си-

стемы с помощью системы модулей.
• Система выполняет аудит каждого изменения в своих 

базах данных.
• Семантическое аннотирование данных – описание 

результатов в удобном и интерпретируемом формате. 
Для описания семантики используется RDF схема (Gu
tier rez et al., 2007).

• Интеграция с системой SEEK.
Система OpenBIS хорошо себя зарекомендовала для 

первичного хранения биологической информации, полу-
ченной в ходе экспериментов. В работе (Friedrich et al., 
2015) была реализована система по добавлению и учету 
экспериментальных данных по различным тканям орга-
низмов при применении разных препаратов. На первом 
уровне системы хранения описывается объект исследо-
вания (например, определенная мышь в лаборатории, 

которой ввели конкретный препарат). На втором уровне – 
определенная биологическая ткань, которую извлекли 
из объекта. На третьем уровне – последовательности (ну
клео тидные или белковые), полученные из исследуемой 
ткани объекта. Система основывается на требованиях 
LIMS и ELN, является образцовой их реализацией.

Galaxy
Выше были описаны в основном системы для контроля 
лабораторных данных, однако для биоинформатических 
лабораторий задачи стоят точно такие же: контроль за по
током данных, воспроизводимость вычислений, доступ 
к данным и их сохранение в сервере. Для решения по-
добных задач была реализована система Galaxy (Galaxy 
Community, 2022). Galaxy состоит из следующих модулей: 
1) сервер с программным и графическим интерфейсом; 
2) рабочие процессы, которые и запускают аналитические 
конвейеры по запросу пользователей. Пользователи могут 
запускать самостоятельным образом установленные в 
сервере программы и там же хранить свои данные (по-
следовательности, аннотации, список белков и т. д.).

Доступна реализация вычислительных конвейеров в 
виде графа, где в вершинах обозначены программы с на
строенными параметрами, а связаны они между собой 
реб рами, которые обозначают направление движения дан-
ных от выхода одной программы ко входу другой. Также 

Сравнение программных решений

Название 
системы

Основная  
сфера работы

Уровни  
иерархии

Использование 
метаданных

LIMS ELN Используемые 
средства  
разработки

Развертывания

Trello Организация задач  
в виде заметок на  
доске (Kanban стиль)

Проект
Стадии
Задача

–/+ + Невозможно 
установить  
в локальной 
среде

Не нуждается в развертывании, 
для локального развертывания 
требуются другие инструменты 
(например, Kanboard)

Git Версионирование 
текстовых файлов

Свободное Файлы  
изменений  
и дерево  
«коммитов»

–/+ +/– Само прило-
жение git, 
GitHub нельзя 
установить 
локально

Для эффективной работы требу-
ются навыки работы с git. Также 
стоит решить, использовать 
сторонний сервис (например, 
GitHub) или разворачивать  
локальный сервер (GitLab, Gitea)

Redmine Организация  
работы по проектам 
(исполь зуется в IT)

Проекты
Задачи

Сервер 
PostgreSQL
Можно добав-
лять пользова-
тельские поля 
для описания

+/– + Ruby,  
PostgreSQL

Требуется развертывание 
системы и базы данных

OpenBIS Управление  
лабораторией (LIMS)  
и проектами (ELN) 

Проекты
Эксперименты
Образцы
Набор данных

Сервер 
PostgreSQL
Пользователь-
ские поля 

+ + Java,  
PostgreSQL 

Требуется развертывание 
системы и базы данных

SEEK Управление данными 
и моделями системной 
биологии (ELN)

ISA стандарт:
Исследование
Стадия
Образец

Схемы RDF
Пользователь-
ские поля  
на уровне  
«Образец»

– + Ruby, MySQL, 
Virtuoso

Требуется развертывание 
системы и базы данных

Galaxy Воспроизводимость 
вычислительных экспе-
риментов/протоколов

Отсутствует, 
есть связь  
между данными

База  
метаданных 
PostgreSQL

– + Python,  
PostgreSQL

Требуется развертывание 
системы и базы данных, также 
требуется настройка кластера
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эти процессы могут запускать программы на удаленном 
сер вере или кластере, а обмен файлами выполнять через 
общую файловую систему. Воспроизводимость вычис-
лительных программ достигается с помощью системы 
окружений Conda (Yan Y., Yan J., 2018), когда для каждой 
программы создается свое независимое окружение (набор 
библиотек, программ и модулей на Python\R строго опре-
деленных версий). Может также использоваться система 
легковесной виртуализации Docker (Rad et al., 2017), в 
рамках которой программа запускается в «виртуальной» 
и «легковесной» операционной системе семейства Linux. 
Galaxy является FAIRподобной системой (Hiltemann et al., 
2023). По сути, Galaxy реализовывает ELN систему тре-
бований, но в области биоинформатических конвейеров, 
т. е. не является полноценной ELN. LIMS не реализован 
в полной мере, есть лишь многопользовательский вход и 
ограничение на хранение результатов вычислений.

Заключение
В настоящей работе было рассмотрено ограниченное 
множество информационных решений в сфере организа-
ции проектной деятельности лабораторий, работающих в 
области биологии. Краткие характеристики систем опи
саны в таблице. Такие решения, как OpenBIS, SEEK и 
Galaxy, были созданы специально для сопровождения 
научных работ, тогда как Trello и Redmine являются си-
стемами управления проектами более общих категорий, 
хотя и могут использоваться в работе научных групп. 
Программный комплекс Git может быть рассмотрен круп-
ными коллективами как инструмент для обмена и версио
нирования программного кода, данных, текстов статей, 
монографий и других научных текстов. Следует отметить, 
что Git не предназначен для хранения бинарных файлов 
(в частности, файлов в формате DOCX, PDF и др.), так 
как учитывает лишь изменения текстовых файлов. Более 
подходящие форматы для такого использования Git – это 
Markdown и LaTeX.

Перед внедрением тех или иных инструментов важно 
понимать цели их внедрения. Исходя из целей сформу-
лировать требования, определить набор задач, которые 
должна решать система, а также отслеживать применение 
рекомендаций конкретными исполнителями. Учитывая 
сложность перечисленных процессов, можно рекомендо-
вать начинать с внедрения открытых форматов и стандар-
тов по представлению и передаче биологических данных, 
предложенных и развиваемых научным сообществом. Ис-
пользование систем документооборота общего назначения 
в лаборатории позволит получить опыт эксплуатации, что, 
в свою очередь, поможет определить форматы данных, 
протоколы работы и программные продукты, необходи-
мые для работы лаборатории, и исходя из этого принимать 
решение о масштабировании автоматизации работы с дан-
ными, включая создание структур онтологий, метаданных, 
схем хранения, сценариев работы программных систем.
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Аннотация. Культивируемые клетки яичника китайского хомячка (CHO) наиболее часто используются для 
синтеза рекомбинантных белков в биофармацевтическом производстве. При получении стабильных клеточ-
ных линий-продуцентов локус интеграции трансгена в геном оказывает большое влияние на уровень его экс-
прессии (явление, известное как эффект положения гена). Соответственно, поиск локусов генома, обеспечи-
вающих высокий уровень продукции белков, является актуальной практической задачей. В данной работе мы 
использовали метод TRIP для исследования влияния локального окружения хроматина на активность транс-
генов, встроенных в разные локусы генома культивируемых клеток CHO. С этой целью репортерные конструк-
ции, кодирующие белок eGFP под контролем четырех разных промоторов, были стабильно встроены в геном 
клеток CHO при помощи транспозона piggyBac. При этом каждый отдельный трансген содержал уникальную 
метку – ДНК-штрихкод. Полученная трансгенная поликлональная популяция клеток была культивирована в 
течение месяца без какой-либо селекции. Далее при помощи присутствующих в конструкциях штрихкодов и 
высокопроизводительного секвенирования были определены сайты локализации трансгенов в геноме, из-
мерена их представленность в популяции, а также транскрипционная активность. Всего удалось полностью 
охарактеризовать около 640 трансгенов, более-менее равномерно распределенных по всем хромосомам кле-
ток CHO. Более половины трансгенов оказались полностью молчащими. Наиболее активные трансгены выяв-
лены в окрестностях геномных сайтов инициации транскрипции – в промоторных и 5’-некодирующих районах 
генов. Наибольшей активностью обладали трансгены, несущие полноразмерный промотор гена EF-1α китай-
ского хомячка. Трансгены с укороченным вариантом этого же промотора, а также трансгены с промотором 
мышиного гена PGK (mPGK) были соответственно в среднем в 10 и 19 раз менее активны. В целом в результате 
данной работы выявлены сочетания локусов генома культивируемых клеток CHO и промоторных элементов, 
которые обеспечивают разные уровни транскрипционной активности модельной репортерной конструкции.
Ключевые слова: TRIP; штрихкод; эффект положения гена; трансген; хроматин; транскрипция.
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Abstract. CHO cells are most commonly used for the synthesis of recombinant proteins in biopharmaceutical pro-
duction. When stable producer cell lines are obtained, the locus of transgene integration into the genome has a 
great influence on the level of its expression. Therefore, the identification of genomic loci ensuring a high level of 
protein production is very important. Here, we used the TRIP assay to study the influence of the local chromatin en-
vironment on the activity of transgenes in CHO cells. For this purpose, reporter constructs encoding eGFP under the 
control of four promoters were stably integrated into the genome of CHO cells using the piggyBac transposon. Each 
individual transgene contained a unique tag, a DNA barcode, and the resulting polyclonal cell population was cul-
tured for almost a month without any selection. Next, using the high-throughput sequencing, genomic locali zations 
of barcodes, as well as their abundances in the population and transcriptional activities were identified. In total, 
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~640 transgenes more or less evenly distributed across all chromosomes of CHO cells were characterized. More than 
half of the transgenes were completely silent. The most active transgenes were identified to be  inserted in gene 
promoters and 5’ UTRs. Transgenes carrying Chinese hamster full-length promoter of the EF-1α gene showed the 
highest activity. Transgenes with a truncated version of the same promoter and with the mouse PGK gene promoter 
were on average 10 and 19 times less active, respectively. In total, combinations of genomic loci of CHO cells and 
transgene promo ters that together provide different levels of transcriptional activity of the model reporter con-
struct were described.
Key words: TRIP; barcode; chromatin position effect; transgene; chromatin; transcription.
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Введение
Метод TRIP (thousands of reporters integrated in parallel) 
позволяет выполнять масштабные исследования влияния 
локального окружения хроматина на активность транс
генов. Метод основан на использовании ДНК штрихко
дов (далее – просто штрихкодов) и исходно был апро
бирован на культивируемых эмбриональных стволовых 
клетках мыши с помощью транспозона piggyBac в каче
стве средства доставки трансгенов в геном (Akhtar et al., 
2013). Штрихкод – это короткая последовательность ДНК 
(длиной 16–20 п. н.), являющаяся уникальной для каждой 
копии трансгена, используемой в исследовании. Крайне 
важно, что штрихкод располагается в пределах транскри
бируемой части трансгенов, что обеспечивает его присут
ствие не только в ДНК, но также в составе моле кул мРНК, 
синтезированных с трансгенов. Соответствен но, штрих
код можно применять и для количественного из ме рения 
уровня транскрипционной активности трансгенов. 

Транспозон piggyBac позволяет эффективно модифи
цировать различные клеточные линии и организмы (Wil
son et al., 2007), в том числе протяженными конструкция
ми (Ding et al., 2005). Кроме того, транспозон piggyBac 
характеризуется относительно равномерным профилем 
встраивания в клеточный геном (Huang et al., 2010). 
В экспериментах TRIP система для трансгенеза исследуе
мых клеток состоит из двух плазмидных конструкций: 
конструкции для экспрессии транспозазы piggyBac, ка
тализирующей встраивание трансгена в случайное место 
генома, и собственно трансгена – целевой конструкции 
(состоящей из промотора, репортерного гена, штрихкода 
и сигнала полиаденилирования), расположенной между 
обращенными повторами транспозона piggyBac (Akhtar 
et al., 2014; Lebedev et al., 2019). Котрансфекция клеток 
такими плазмидными конструкциями позволяет полу
чить поликлональную популяцию трансгенных клеток, 
в которой каждая индивидуальная встройка трансгена в 
геноме маркирована уникальной последовательностью 
штрихкода. После размножения трансфицированных кле
ток из них выделяют геномную ДНК и тотальную РНК. 
С помощью образца геномной ДНК идентифицируют сай
ты локализации трансгенов в геноме и определяют пред
ставленность каждого штрихкода в популяции клеток. На 
основе образца тотальной РНК определяют представлен
ность каждого штрихкода в общей массе транскриптов, 
синтезированных с трансгенов. Наконец, соотношение 
представленности каждого штрихкода в молекулах мРНК 

и его представленности в геноме трансгенных клеток по
зволяет количественно измерить уровень транскрипцион
ной активности каждого отдельного трансгена (Akhtar et 
al., 2014).

В данной работе с помощью метода TRIP исследова
но влияние локального окружения хроматина на тран
скрипционную активность трансгенов в клетках яични
ка китайского хомячка CHO. Культивируемая клеточная 
линия CHO наиболее часто используется для наработки 
разнообразных белков (Xu et al., 2023). Несмотря на до
ступность ряда других культивируемых клеток млекопи
тающих, таких как клетки почки детеныша хомячка, клет
ки мышиной миеломы NS0, эмбриональные клетки почки 
человека (HEK293) и эмбриональные клетки сетчатки 
глаза человека PerC6, более 70 % всех рекомбинантных 
терапевтических белков производится в клетках яични ка 
китайского хомячка (Kim et al., 2012; Ritacco et al., 2018; 
Gupta et al., 2021). Популярность клеток СНО можно объ
яснить следующими причинами. Вопервых, применение 
клеток CHO для производства рекомбинантных белков 
является безопасным, так как клетки СНО невосприим
чивы к заражению вирусами человека (Lalonde, Du ro cher, 
2017). Вовторых, клетки СНО обладают способно стью 
к эффективной посттрансляционной модификации и 
продуцируют рекомбинантные белки с совместимыми 
для человека гликоформами (Stach et al., 2019). Наконец, 
клетки линии CHO обладают высокой скоростью роста 
и относительно легко адаптируются к росту в суспензии, 
что является предпочтительной характеристикой для круп
номасштабного культивирования в биореакторах (Ri tac co 
et al., 2018; Dahodwala, Lee, 2019). В настоящее время 
биореакторы объемом более 10 тыс. литров используют
ся для суспензионных культур рекомбинантных клеток 
CHO, продуцирующих терапевтические антитела (Kim 
et al., 2012). 

Локализация в геноме оказывает большое влияние на 
уровень экспрессии рекомбинантного гена (явление, из
вестное как эффект положения) (Gierman et al., 2007; Ba
benko et al., 2010; Ruf et al., 2011; Chen M. et al., 2013; Elgin, 
Reuter, 2013). Интеграция в неактивный гетерохроматин 
приводит к незначительной экспрессии трансгена или ее 
полному отсутствию, тогда как интеграция в активный 
эухроматин часто делает возможной экспрессию транс
гена. Однако просто интеграции в эухроматин может быть 
недостаточно для обеспечения длительной экспрессии 
рекомбинантного гена. Экспрессия трансгена в клетках 
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млекопитающих во многих случаях быстро инактивиру
ется (замалчивается), в частности, вероятно, изза влияния 
соседнего конденсированного хроматина.

Интеграция трансгенов в транскрипционноактивные 
области генома является одной из стратегий, позволяю
щих избежать их инактивации. Данная работа направлена 
на анализ транскрипционной активности piggyBac транс
генов, интегрированных в разные локусы генома куль
тивируемых клеток CHO при отсутствии селекционного 
давления.

Материалы и методы
Приготовление конструкции pPB-mPGK-Puro-IRES-
eGFP-PI.11-TR.242. Плазмида pPBmPGKPuroIRES
eGFPPI.11TR.242 была приготовлена на основе ранее опи
санной универсальной конструкции (Lebedev et al., 2019).  
Встройку амплифицировали с использованием праймеров 

mPGKEcoRIF и eGFPXbaIR (табл. 1), используя в каче
стве матрицы плазмиду mPGKPuroIRESeGFPsNRPpA 
(Akhtar et al., 2013). В 50 мкл реакцион ной смеси добав
ляли 1 нг матрицы плазмиды, 2.5 е. а. Phu sionполимеразы 
(ThermoFisher Scientific), по 1 мкл 10 мкМ праймеров и 
дНТФ до 0.2 мМ. Условия ПЦР: 98 °С в течение 30 с, 
35 циклов: 98 °С 10 с, 62 °С 10 с, 72 °С 1 мин, инкубация 
10 мин при 72 °С. 

Получение генно-инженерных конструкций с раз-
личными промоторами генов китайского хомячка. 
Плазмиду pPBmPGKPuroIRESeGFPPI.11TR.242 
гидролизовали по сайтам рестрикции EcoRI, BglII, AgeI. 
Для получения встроек амплифицировали последова
тельности промоторов гена PGK китайского хомячка и 
длинного и короткого варианта промотора гена EF-1α с 
использованием праймеров hamPgk1EcoRIF и hamPgk1
BglIIR, CHEF1v1EcoRIF и CHEF1v1BclIR, CHEF

Таблица 1. Список праймеров, использованных в работе

Название праймера Последовательность (5’→3’)

mPGK-EcoRI-F aaagaattctcgacaattctaccgggtagg

eGFP-XbaI-R aaatctagaccctccggattacttg

hamPgk1-EcoRI-F aaagaattcaggtccctggggattcca

hamPgk1-BglII-R aaaagatctcggtaggatcaagaggctcag

CHEF-1-v1-EcoRI-F aaagaattccacgttgtgcatagaaacagatgc

CHEF-1-v1-BclI-R aaatgatcatggttttcacaacaccttaaaaaaaaagttcg

CHEF-1-v2-EcoRI-F aaagaattcaagcttctgtggatagaaaatgattag

CHEF-1-v2-BclI-R aaatgatcactgcgttctgacggcaaac

Plasmid-1 ccgcttaattaatccagcttttgttc

pPB-eGFP-PI-6-R ctcgagctctcgatctctagacc

pPB-eGFP-PI-11-R ctcactagctcgatctctagacc

pPB-eGFP-PI-16-R ctcttgtactcgatctctagacc  

pPB-eGFP-PI-28-R ctcctcggctcgatctctagacc

PB-Barcode-PI-6-Gibson-F gtctagagatcgagagctcgaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Barcode-PI-11-Gibson-F gtctagagatcgagctagtgaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Barcode-PI-16-Gibson-F gtctagagatcgagtacaagaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Barcode-PI-28-Gibson-F gtctagagatcgagccgaggaggN18gagttgtggccggcccttgtg

PB-Gibson-R1 aacaaaagctggattaattaagcggccgcatacgcgtatactagattaaccc

Libr-cDNA-for gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacaggtcctgctggagttcgtgac

Libr-cDNA-A16-rev tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagcctatggtcgccagggttttcccagtcacaagg

Libr-cDNA-A23-rev tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagtaattgcgcgccagggttttcccagtcacaagg

Libr-P5-for aatgatacggcgaccaccgagatctacactcgtcggcagcgtc

Libr-P7-rev caagcagaagacggcatacgagatgtctcgtgggctcgg

PB-outer-F-2 ttttacgcatgattatctttaacgtacgtc

cDNA-ampl-R cgccagggttttcccagtcacaag

PB-cDNA-fwd-A7 tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagagcgagctgtcacaagggccggccacaa

InvPCR-F-Nextera2 gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacaggtacgtcacaatatgattatctttctag

Примечание. N18 – случайная 18-буквенная последовательность ДНК-штрихкода.
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1v2EcoRIF и CHEF1v2BclIR (см. табл. 1) соответ
ственно. В 50 мкл реакционной смеси добавляли 50 нг 
матрицы геномной ДНК, выделенной из культивируемых 
клеток CHO, 2.5 е. а. Phusionполимеразы (ThermoFisher 
Scientific), по 1 мкл 10 мкМ праймеров и дНТФ до 0.2 мМ. 
Условия ПЦР: 98 °С 30 с, 35 циклов: 98 °С 10 с, 62 °С 10 с, 
72 °С 1 мин, инкубация 10 мин при 72 °С.

Штрихкодированные плазмидные библиотеки были 
приготовлены в соответствии с ранее описанным протоко
лом (Lebedev et al., 2019) с помощью метода бесшовного 
клонирования по Гибсону. Для этого с помощью ПЦР 
были получены векторы и встройки, содержащие 18бук
венный ДНКштрихкод и промоторный индекс. Для амп
лификации векторов использовали праймеры Plasmid1 и 
pPBeGFPPI6R / pPBeGFPPI11R / pPBeGFPPI16R / 
pPBeGFPPI28R (см. табл. 1) соответственно для кон
струкций с промотором гена PGK китайского хомячка / 
промотором гена mPGK / коротким вариантом промотора 
гена EF-1α / длинным вариантом промотора гена EF-1α. 
Для амплификации штрихкодированных встроек для 
получения конструкций с промотором гена PGK китайско
го хомячка / промотором гена mPGK / коротким вариан
том промотора гена EF-1α / длинным вариантом промо
тора гена EF-1α использовали праймеры PBGibsonR1 и 
PBBarcodePI6GibsonF / PBBarcodePI11GibsonF / 
PBBarcodePI16GibsonF / PBBarcodePI28GibsonF 
(см. табл. 1) соответственно. В 50 мкл реакционной сме
си добавляли 1 нг матрицы, 2.5 е. а. Phusionполимеразы 
(ThermoFisher Scientific), по 1 мкл 10 мкМ праймеров и 
дНТФ до 0.2 мМ. Условия ПЦР: 98 °С 30 с, 35 циклов: 
98 °С 10 с, 62 °С 10 с, 72 °С 1 мин, инкубация 10 мин при 
72 °С. После очистки 200 нг «вектора» и 135 нг «встроек» 
смешивали с 10 мкл 2× NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Mas ter в суммарном объеме 20 мкл. Лигирование ДНК 
и трансформацию бактерий выполняли в соответствии 
с ранее описанным протоколом (Lebedev et al., 2019). 
Штрихкодированные плазмидные библиотеки выделяли 
с помощью набора Mega Plasmid Kit (Qiagen).

Получение поликлональной трансгенной популя-
ции клеток СНО. За 24 ч до трансфекции культиви
руемые клетки СHOS (далее – клетки CHO; любезно 
пре до ставлены лабораторией иммуногенетики ИМКБ 
СО РАН) рассаживали в 12луночный культуральный 
планшет в концентрации 1.5 · 105 клеток на лунку в 1 мл 
среды IMDM с добавлением 10 % сыворотки крупного 
рогатого скота. Проводили котрансфекцию клеток сме
сью плазмидных штрихкодированных библиотек (3 мкг) 
и плазмидой pRP[Exp]mCherryCAG>hyPBase (Vec
torBuilder #VB16021610057; любезно предоставлена 
проф. В.В. Верхушей, Медицинский колледж им. Аль
берта Эйнштейна, Бронкс, НьюЙорк, США) (0.3 мкг) с 
использованием реагента XtremeGENE HP DNA trans
fection reagent (Roche). Трансгенную популяцию клеток 
культивировали в течение месяца при отсутствии селек
ционного давления.

Выделение геномной ДНК. Геномную ДНК выделяли 
из 5·107 клеток полученной поликлональной трансген
ной популяции с помощью набора PureLink® Genomic 
DNA Kit (Invitrogen) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Выделение тотальной РНК, обратная транскрипция. 
Тотальную РНК выделяли из 5·107 клеток полученной 
поликлональной трансгенной популяции с помощью реа
гента RNAzol RT (Molecular Research Center) в соответст
вии с рекомендациями производителя. Выделенную РНК 
инкубировали с 20 е. а. эндонуклеазы DpnI (New Eng
land Biolabs) и 3 е. а. ДНКазы I (ThermoFisher Scientific) 
30 мин при 37 °С. Для очистки РНК использовали набор 
CleanRNA Standard («Евроген»). 2 мкг тотальной РНК сме
шивали с 1 мкл 50 мМ олиго(dT) праймера в суммарном 
объеме 13.5 мкл, смесь инкубировали в течение 5 мин при 
65 °С. Последующую реакцию обратной транскрипции 
проводили в объеме 20 мкл со следующими компонен
тами: 13.5 мкл матрицы РНК с отожженными праймера
ми, 4 мкл 5× буфера RT (ThermoFisher Scientific), 1 мкл 
10 мМ дНТФ, 1 мкл RNaseOUT (ThermoFisher Scientific), 
100 е. а. обратной транскриптазы RevertAid (ThermoFisher 
Scientific). Смесь инкубировали 60 мин при 42 °С, инак
тивировали фермент в течение 10 мин при 70 °С.

Приготовление образцов нормирования и экспрес-
сии. Проводили два раунда ПЦР. Для первого раунда 
амплификации использовали: 600 нг матрицы геномной 
ДНК (для образцов нормирования) или 3 мкл кДНК (для 
образцов экспрессии), 0.5 мкл 10 мкМ праймеров Libr
cDNAfor и LibrcDNAA16rev / LibrcDNAA23rev (см. 
табл. 1) соответственно для образцов нормирования/ экс
прессии), 2 мкл 2.5 мМ дНТФ, 1.25 е. а. Phusion HS II ДНК
полимера зы (ThermoFisher Scientific), 5 мкл 5× буфера 
Phusion HF (ThermoFisher Scientific) и бидистиллирован
ную воду до конечного объема 25 мкл. Условия первого 
раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 15 циклов: 98 °С 30 с, 70 °С 30 с, 
72 °С 30 с, инкубация 5 мин при 72 °С. Второй раунд ам
плификации проводили в объеме 25 мкл со следующими 
компонентами: 0.5 мкл ПЦРпродукта первого раунда, по 
0.25 мкл 10 мкМ праймеров LibrP5for и LibrP7rev (см. 
табл. 1), 2 мкл 2.5 мМ дНТФ, 1.25 е. а. Phusion HotStart II 
ДНКпо лимеразы (ThermoFisher Scientific), 5 мкл 5× буфе
ра Phu sion HighFidelity (ThermoFisher Scientific). Условия 
второго раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 23 цикла: 98 °С 30 с, 
61 °С 30 с, 72 °С 30 с, инкубация 5 мин при 72 °С.

Приготовление образцов картирования. 2 мкг геном
ной ДНК инкубировали с 10 е. а. эндонуклеазы рестрик
ции DpnII (New England Biolabs) при 37 °С в течение 16 ч, 
затем очищали с помощью набора реагентов GeneJET PCR 
Purification Kit (ThermoFisher Scientific). 600 нг фрагмен
тированной геномной ДНК смешивали с 4 мкл 100 мМ 
АТФ, 2.5 е. а. Т4 ДНКлигазы («Евроген») в суммарном 
объеме 400 мкл. Лигазную смесь инкубировали 2 ч при 
комнатной температуре и 16 ч при 4 °С, лигазу инактиви
ровали при 65 °С в течение 10 мин. К реакции лигирования 
добавляли 100 мкл бидистиллированной воды и 500 мкл 
раствора фенол : хлороформ (в соотношении 1:1), пере
мешивали, центрифугировали при комнатной температуре 
5 мин 10 000 g, переносили верхнюю фазу в новую про
бирку. К полученному раствору добавляли 1/10 объема 
3M NaОAc (pH 5.5), 2.5 объема 96 % этилового спирта, 
инкубировали 2 ч при –70 °С, центрифугировали 30 мин 
при 4 °С, 14 000 об/мин. Удаляли супернатант, осадок 
про мывали 750 мкл охлажденного 70 % этилового спир
та, центрифугировали 10 мин при 4 °С, 14 000 об/мин.  
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Удаляли супернатант, осадок высушивали 15 мин при 
37 °С, ДНК растворяли в 30 мкл бидистиллированной 
воды.

Для приготовления образцов картирования проводили 
три раунда ПЦР. Для первого раунда амплификации ис
пользовали: 5 мкл очищенной лигазной смеси, по 0.5 мкл 
10 мкМ праймеров PBouterF2 и cDNAamplR (см. 
табл. 1), 2 мкл 2.5 мМ дНТФ, 1.25 е. а. Phusion HS II 
ДНКпо лимеразы (ThermoFisher Scientific), 5 мкл 5× бу
фера Phu sion HighFidelity (ThermoFisher Scientific) и би
дистиллированную воду до конечного объема 25 мкл. 
Второй и третий раунды амплификации проводили в том 
же со ста ве с использованием 10 мкМ праймеров PB 
cDNAfwdA7 и InvPCRFNextera2 (см. табл. 1) для 
второго раунда, LibrP5for и LibrP7rev (см. табл. 1) для 
третьего раунда, в качестве матрицы использовали 1 мкл 
смеси ПЦР первого и второго раундов соответственно. 
Условия пер вого раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 12 циклов: 
98 °С 30 с, 65 °С 30 с, 72 °С 2 мин, инкубация 5 мин при 
72 °С. Условия второго раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 12 цик
лов: 98 °С 30 с, 62 °С 30 с, 72 °С 2 мин, инкубация 5 мин 
при 72 °С. Условия третьего раунда ПЦР: 98 °С 1 мин, 
16 циклов: 98 °С 30 с, 61 °С 30 с, 72 °С 2 мин, инкубация 
5 мин при 72 °С. Образец картирования (5 мкг) обрабаты
вали 10 е. а. эндонуклеазы рестрикции NotI для удаления 
побочных продуктов в суммарном объеме 100 мкл при 
37 °С в течение 2 ч.

Секвенирование и анализ данных. Секвенирование 
образцов проводили на платформе Genolab 2 × 75 п. о. 
(https://genomed.ru/). Fastqфайлы были демультиплекси
рованы с помощью инструмента sabre (https://github.com/
najoshi/sabre). В результате получено 4.5 млн, 1.6 млн и 
около 1 млн прочтений для образцов картирования, нор
мирования и экспрессии соответственно. Анализ качества 
прочтений fastq файлов для каждого образца выполняли 
с помощью специального инструмента FastQC (https://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Далее 
с помощью инструмента TASK (The TRIP Analysis Soft
ware Kit, https://trip.nki.nl/) были установлены последова
тельности достоверно выявляемых штрихкодов, а также 
их нормированные уровни экспрессии и локализация в 
версиях генома китайского хомячка CriGriPICRH1.0 
(GCA_003668045.2) и Cgr1.0 (GCA_000448345.1). Вер  
сия генома CriGriPICRH1.0 характеризуется наличием 
очень протяженных последовательностей, соответствую
щих всем ожидаемым хромосомам клеток CHO, и поэто
му именно эта версия генома была использована в работе 
как основная, тогда как версия генома Cgr1.0 была ранее 
использована для картирования типов хроматина в клетках 
CHOK1 (Feichtinger et al., 2016). Для определения наи
более «надежных» (далее – отфильтрованных) трансгенов 
дополнительно использовали следующие параметры ин
струмента TASK: norm > = 5, reads_r > = 10, freq1_r > 0.60. 
Данные по типам хроматина были взяты для временной 
точки Tp0, соответствующей 4 ч культивирования клеток 
(https://choepigenome.boku.ac.at/JB/). Позиционная весо
вая матрица для геномных последовательностей, пере
крывающих сайты инсерции трансгенов, была построена 
с помощью специального приложения pLogo (https://plogo.
uconn.edu/) (O’Shea et al., 2013).

Результаты и обсуждение
Чтобы изучить активность нескольких промоторных эле
ментов в разных локальных окружениях хроматина в 
культивируемых клетках CHO, на основе транспозона 
piggyBac были сконструированы штрихкодированные 
модельные трансгены, несущие ген устойчивости к пу ро
мицину (далее – PuroR ) и ген улучшенного зелено го флуо
ресцентного белка eGFP под контролем четырех следую
щих промоторов: 1) промотора гена PGK мыши (mPGK), 
использованного ранее для аналогичного иссле дования 
на культивируемых мышиных эмбриональных стволо
вых клетках (Akhtar et al., 2013); 2) промотора гена PGK 
китайского хомячка, гомологичного промото ру mPGK; 
3) полноразмерного (long) и 4) усеченного (short) вариан
тов промотора гена EF-1α китайского хо мяч ка (Running 
Deer, Allison, 2004; Orlova et al., 2014; Wang et al., 2017) 
(рис. 1, А). При этом в конструкциях с каждым отдельным 
промотором непосредственно перед 18буквенным штрих
кодом присутствовал также спе ци фиче ский 5буквенный 
мотив (промоторный индекс), позволяющий одновременно 
использовать все четыре штрихкодированных модельных 
трансгена в одном эксперименте (Gisler et al., 2019) (см. 
рис. 1, А). Полученные штрихкодированные плазмидные 
библиотеки с промоторами long EF-1α, short EF-1α, mPGK 
и PGK были смешаны в молярных пропорциях 7:7:7:1. 
Меньшая доля конструкции с промотором PGK объясня
ется ее использованием в данном эксперименте в качестве 
контроля. Мы также использовали эту конструкцию для 
получения стабильных трансгенных популяций клеток 
CHO при селекции пуромицином (результаты исследо
вания будут сообщены отдельно), и нам представлялось 
полезным иметь в будущем техническую возможность 
для корректного сравнения данных для таких разных 
трансгенных популяций.

Культивируемые клетки CHO (сублинии СНОS) были 
котрансфицированы вышеописанной смесью модельных 
трансгенов, а также плазмидой, кодирующей транспоза
зу piggyBac. Спустя 72 ч после трансфекции экспрессия 
белка eGFP наблюдалась примерно в 40 % клеток (см. 
рис. 1, Б). После этого трансфицированные клетки куль
тивировали в отсутствие какойлибо селекции еще 25 дней 
с целью размножить трансгенные клетки и параллельно 
избавиться от молекул плазмидной ДНК, которые могут 
загрязнить интересующие нас данные. Действительно, 
в результате в популяции наблюдались множественные 
клоны трансгенных клеток (см. рис. 1, Б).

Из полученной поликлональной популяции клеток 
были выделены геномная ДНК и тотальная РНК, на основе 
которых определены геномные локализации и нормиро
ванные уровни экспрессии штрихкодированных транс
генов. Всего в трансгенной популяции выявлен 641 уни
кально штрихкодированный и картированный в геноме 
трансген. Эти трансгены присутствовали в болееменее 
ожидаемых количествах на всех хромосомах клеток CHO 
(см. рис. 1, В). Анализ геномных последовательностей, 
перекрывающих сайты инсерции трансгенов, выявил их 
ATобогащенность, а также присутствие центрального 
мотива ttaa (см. рис. 1, Г) – черты, характерные для транс
позона piggyBac (Fraser et al., 1996; Li et al., 2013; Chen Q. 
et al., 2020).
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Среди выявленных трансгенов 38.8 % оказались с про
моторным индексом tacaa (соответствующим промотору 
short EF-1α), 24.3 % – с промоторным индексом ccgag 
(соответствующим промотору long EF-1α), 32.2 % – 
с промоторным индексом ctagt (соответствующим про
мотору mPGK), 4.7 % – с промоторным индексом agctc 
(соответствующим промотору PGK китайского хомячка) 
(рис. 2, А). 

Анализ активности репортерных конструкций, находя
щихся под контролем четырех разных промоторов, выявил 
наличие большого числа молчащих (т. е. транскрипционно 
неактивных) трансгенов с каждым промотором (табл. 2), 
что, наиболее вероятно, связано с отсутствием селекции 
антибиотиком при получении поликлональной популяции 
трансгенных клеток СНО.

Сравнение активностей промоторов среди отфильтро
ванных экспрессирующихся трансгенов (144 шт.) пока
зало, что основная часть высокоактивных репортерных 
конструкций находится под контролем полноразмерного 
варианта промотора гена EF-1α (см. рис. 2, Б, табл. 2). В 

частности, среди 10 % наиболее активных отфильтро
ванных трансгенов доли промоторов распределяются 
следующим образом: long EF-1α – 70 %, mPGK – 20 %, 
short EF-1α – 10 %, PGK – 0 %. Надо отметить, что изза 
малого количества ис следованных трансгенов с промо
тором PGK результаты по его активности носят очень 
предварительный характер.

Две трети всех трансгенов встроились в геном кле
ток CHO внутри генов (которые были определены как 
–1000 п. н. от дистального сайта инициации транскрипции 
до сайта терминации транскрипции), причем преимуще
ственно в интроны (42.3 %), промоторы (8.5 %) и 5′не
кодирующие области (9.4 %) (см. рис. 2, В). Необхо димо 
отметить, что промоторы были определены как районы 
от –1000 до +100 п. н. относительно сайтов инициации 
транскрипции. Схо жие паттерны интеграции  трансгенов 
на основе транспозона piggyBac были описаны ранее 
для культивируемых клеток других видов (Ding et al., 
2005; Wilson et al., 2007; Galvan et al., 2009; Li et al., 
2013). Анализ 10 % наиболее активных отфильтрованных 

Рис. 1. Стабильная интеграция модельных piggyBac-трансгенов в геном культивируемых клеток СНО.
А – схема штрихкодированных репортерных конструкций, использованных в работе. 5’-TR и 3’-TR – обращенные концы транспозона piggyBac; IRES – 
учас ток внутренней посадки рибосомы; PI – промоторный индекс; BC – штрихкод; PAS – сигнал полиаденилирования. Б – клетки CHO спустя 3 дня и 
28 дней после трансфекции. В – распределение всех уникально картированных трансгенов по хромосомам китайского хомячка. Красными и синими 
черточками обозначены встройки трансгенов по плюс- и минус-цепи ДНК соответственно. Г – анализ мотивов генома, по которым произошла интегра-
ция всех уникально картированных трансгенов. Позиции от +1 до +4 соответствуют последовательности, которая при встройке транспозона piggyBac 
дуплицируется и фланкирует интегрированный трансген.
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Рис. 2. Характеристика исследованных трансгенов.
А – распределение всех выявленных трансгенов по исследуемым промоторам long EF-1α, short EF-1α, mPGK и PGK. Б – сравнение 
активностей промоторов на основе данных для отфильтрованных 144 экспрессирующихся трансгенов (см. Материалы и мето-
ды). Штриховыми вертикальными линиями показаны медианные значения нормированной экспрессии для каждого промотора.  
В, Г – распределение всех выявленных трансгенов (В) и 10 % наиболее активных отфильтрованных трансгенов (Г ) по элементам 
генов (промоторам, 5’- и 3’-некодирующим районам, экзонам, интронам), а также межгенным промежуткам. Д, Е – распределение 
всех трансгенов ( Д) и 10 % наиболее активных отфильтрованных трансгенов (Е ) по типам хроматина, определенным ранее для 
клеток CHO-K1 (Feich tinger et al., 2016).
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репортерных конструкций (21 шт.) выявил увеличение 
доли трансгенов как раз именно в 5′некодирующих обла
с тях генов, промоторах и интронах (в 1.6, 1.4 и 1.1 раза 
соответственно) (см. рис. 2, Г ). Интересно, что трансгены 
чаще локализовались ближе к началу, чем к концу генов. 
Значения медианных расстояний от позиции локализации 
трансгена в геноме до ближайших сайтов инициации и 
терминации транскрипции оказались равны соответствен

но 11.4 и 20.2 т. п. н. для полного набора исследованных 
репортерных генов (641 шт.). При этом для 10 % наиболее 
активных отфильтрованных трансгенов (21 шт.) такие 
значения были рав ны 6.6 и 17.8 т. п. н. соответственно.

Для изучения влияния локального окружения хрома
тина на активность репортерных генов были использо
ваны ранее опубликованные данные по распределению 
11 ти пов хроматина в геноме клеток CHOK1 (Feichtinger 
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Рис. 3. Примеры геномной локализации трансгенов из числа наиболее активных (А) и со средней транскрипционной ак-
тивностью (Б).
Схемы встроек трансгенов не масштабированы относительно геномной ДНК. Активности трансгенов и ближайших к ним генов 
указаны относительно среднего уровня экспрессии всех изученных штрихкодированных трансгенов и всех эндогенных генов со-
ответственно.
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Таблица 2. Сравнительная активность исследованных промоторов

Промотор Количество  
трансгенов

Доля трансгенов, % Значение медианной активности 
промотора, отн. ед.молчащих активных

long EF-1α 156 42.31 57.69 18.93

short EF-1α 249 60.24 39.76 1.84

mPGK 206 53.88 46.12 1

PGK    30 66.67 33.33 1.42

Всего 641 54.13 45.87

et al., 2016). Изначально эти данные были определены 
для версии генома китайского хомячка, отличной от ис
пользованной для всех описанных выше анализов (под
робности см. в разделе Материалы и методы), поэтому 
только для 595 из 641 трансгена удалось определить типы 
хроматина, перекрывающие позиции их локализации в 
геноме. При этом лишь 39.5 % трансгенов оказались 
рас положены в неак тивных типах хроматина “Quiescent/ 

low”, “Repressed he terochromatin (H3K9me3)” и “Polycomb 
re pressed regions (H3K27me3)”, которые суммарно по
крывают более 88 % генома клеток китайского хомячка 
(Feich tinger et al., 2016). Остальные 60.5 % трансгенов 
были выявлены в различных активных типах хроматина 
(см. рис. 2, Д ). 

Наиболее активные трансгены чаще обнаруживались в 
районах генома, ассоциированных с активными типами 
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хроматина “Enhancer (H3K27ac high)”, “Strong trans
cription (H3K36me3)” и “Flanking active TSS”, а также с 
не активным типом хроматина “Repressed heterochromatin 
(H3K9me3)” (см. рис. 2, Е ). Последнее достаточно неожи
данное наблюдение, возможно, связано с тем, что типы 
хроматина были определены для другой (отличной от ис
пользованной в данной работе) сублинии клеток CHO.

Поскольку, как отмечено выше, две трети всех транс
генов локализовались внутри генов (см. рис. 2, В), стоит 
отметить, что встройка трансгена даже в какойто важный 
ген, вероятно, лишь незначительно сказывается на жиз
неспособности клеток. Это связано как с тем, что далеко 
не каждая встройка чужеродной последовательности в 
пределах гена существенно нарушает его функцию, так 
и с наличием второй нативной копии этого гена в геноме. 
Вместе это обеспечивает выживание таких трансгенных 
клеток в поликлональной популяции. Шансы повредить 
сразу оба аллеля гена в использованном нами экспери
ментальном подходе ничтожно малы. Для этого сразу 
два трансгена должны встроиться в геном одной и той же 
клетки, причем в разные аллели одного и того же гена. 
Таким образом, выявленные в данной работе геномные 
позиции активных трансгенов вполне могут претендовать 
на рассмотрение в качестве перспективных сайтов для 
направленной интеграции целевых биотехнологических 
трансгенов, даже если они располагаются внутри актив
ных генов (рис. 3).

Заключение
В полученной при отсутствии селекционного давления 
по ликлональной популяции культивируемых клеток 
CHO более половины модельных трансгенов, стабильно 
интегрированных в геном, оказались транскрипционно 
неактивными. По сравнению с полным набором транс
генов, наиболее активные трансгены локализовались в 
1.6 и 1.4 раза чаще в районах промоторов и 5′некодирую
щих областей генов соответственно. Также наиболее ак
тивные трансгены локализовались в 2.3 и 1.4 раза чаще 
в транскрипционно активных типах хроматина “Strong 
transcription (H3K36me3)” и “Enhancer (H3K27ac high)” 
соответственно. Трансгены, содержащие полноразмерный 
промотор гена EF-1α китайского хомячка, оказались в 
среднем наиболее активными. При этом медианная ак
тивность короткого варианта промотора гена EF-1α была 
в 10 раз ниже медианной активности полноразмерного 
промотора этого гена (см. табл. 2). Это можно объяснить 
наличием важных сайтов связывания транскрипционных 
факторов в полноразмерной версии промотора гена EF-1α. 
Геномные сайты локализации наиболее активных встроек 
модельных трансгенов могут представлять интерес для 
дальнейших экспериментов как перспективные позиции 
для направленной интеграции целевых биотехнологиче
ских конструкций.
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на платформе Web of Science, Российский индекс научного цитирования, ВИНИТИ, Web of Science СС, 
Scopus, PubMed Central, DOAJ, ROAD, Ulrich’s Periodicals Directory, Google Scholar.

Открытый доступ к полным текстам: 
русскоязычная версия – на сайте ИЦиГ СО РАН, https://vavilovj-icg.ru/  
и платформе Научной электронной библиотеки, elibrary.ru/title_about.asp?id=32440

англоязычная версия – на сайте vavilov.elpub.ru/index.php/jour  
и платформе PubMed Central, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/3805/
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