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Оценка генетического разнообразия  
глиадинкодирующих локусов у образцов яровой пшеницы 
(Triticum aestivum L.), созданных в различных  
селекционных центрах Казахстана и России
М.У. Утебаев 1   , С.М. Дашкевич 1, О.О. Крадецкая 1, И.В. Чилимова 1, Н.А. Боме 2 

1 Научно-производственный центр зернового хозяйства им. А.И. Бараева, пос. Шортанды-1, Акмолинская область, Казахстан
2 Тюменский государственный университет, Тюмень, Россия

 phytochem@yandex.ru

Аннотация. Изучение генетических ресурсов с использованием полиморфизма проламинов сортообразцов 
пшеницы из стран с различными климатическими условиями позволяет выявить и проследить предпочтитель-
ность отбора аллелей глиадинкодирующих локусов, характерных для конкретных условий. Цель исследования – 
определить «глиадиновый профиль» коллекции яровой мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) из селекционных 
центров России и Казахстана на основе изучения генетического разнообразия аллельных вариантов глиадин-
кодирующих локусов. Проведен расчет внутрипопуляционного (μ ± Sμ) и генетического (Н) разнообразия, доли 
редких аллелей (h ± Sh), критерия идентичности (I) и генетического сходства (r) яровой мягкой пшеницы из 
восьми селекционных центров России и Казахстана. Установлено, что наибольшим внутрипопуляционным раз-
нообразием аллелей глиадина отличались образцы яровой мягкой пшеницы, созданные в Костанайской (Кара-
балыкская СХОС, Казахстан) и Челябинской (Челябинский НИИСХ, Россия) областях. Доля редких аллелей (h) по 
локусам Gli-В1 и Gli-D1 оказалась максимальной у сортов пшеницы селекции НИИСХ Юго-Востока (Саратовская 
область, Россия), что объясняется высокой частотой встречаемости аллелей Gli-В1е (86 %) и Gli-D1a (89.9 %). Ста-
тистически доказано, что изученные образцы яровой мягкой пшеницы из разных областей Казахстана и России 
отличаются друг от друга по глиадинкодирующим локусам на основе критерия идентичности (I). Наибольшее 
значение I = 619.0 установлено при сравнении образцов пшеницы, происходящих из Костанайской и Саратов-
ской областей, а минимальное I = 114.4 отмечено для сортов пшеницы из Тюменской и Челябинской областей. 
Выявлены аллели глиадина, которые были идентифицированы только образцах, созданных в определенных ре-
гионах. Сочетание аллелей Gli-А1f, Gli-B1e, Gli-Da идентифицировано у большинства образцов пшеницы Казах-
стана и России. Аллели Gli-A1f, Gli-A1i, Gli-A1m, Gli-A1o, Gli-B1e, Gli-D1a, Gli-D1f, Gli-A2q, Gli-B2o и Gli-D2a оказались 
характерными и с различной частотой встречались в сортах пшеницы восьми областей России и Казахстана. Наи-
больший внутрисортовой полиморфизм (51.1 %) наблюдался у сортов пшеницы селекции СибНИИСХ (Омская  
область, Россия), а наименьший (16.6 %) – у образцов Павлодарской СХОС (Павлодарская область, Казахстан). 
На основе частот встречаемости аллелей составлен «глиадиновый профиль» пшеницы из разных областей и 
селекционных учреждений России и Казахстана, который может быть использован для подбора родительских 
пар в селекционном процессе, контроле сортов при репродукции, а также для установления сортовой чистоты.
Ключевые слова: глиадинкодирующие локусы; генетическое разнообразие; генетическое сходство; мягкая 
пшеница; электрофорез.
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Genetic diversity of the alleles of gliadin-coding loci  
in wheat varieties from Kazakhstan’s and Russia’s collections

Abstract. The study of genetic resources using prolamin polymorphism in wheat cultivars from countries with different cli-
matic conditions makes it possible to identify and trace the preference for the selection of the alleles of gliadine-coding loci 
characteristic of specific conditions. The aim of the study was to determine the “gliadin profile” of the collection of common 
wheat (Triticum aestivum L.) from breeding centers in Russia and Kazakhstan by studying the genetic diversity of allelic va
riants of gliadin-coding loci. Intrapopulation (μ ± Sμ) and genetic (H) diversity, the proportion of rare alleles (h ± Sh), identity 
criterion (I) and genetic similarity (r) of common wheat from eight breeding centers in Russia and Kazakhstan have been 
calculated. It has been ascertained that the samples of common wheat bred in Kostanay region (Karabalyk Agricultural 
Experimental Station, Kazakhstan) and Chelyabinsk region (Chelyabinsk Research Institute of Agriculture, Russia) had the 
highest intrapopulation diversity of gliadin alleles. The proportion of rare alleles (h) at Gli-B1 and Gli-D1 loci was the highest 
in the wheat cultivars bred by the Federal Center of Agriculture Research of the South-East Region (Saratov region, Russia), 
which is explained by a high frequency of occurrence of Gli-B1e (86 %) and Gli-D1a (89.9 %) alleles. Based on identity crite-
rion (I), the studied samples of common wheat from different regions of Kazakhstan and Russia have differences in gliadin-
coding loci. The highest value of I = 619.0 was found when comparing wheat samples originated from Kostanay and Saratov 
regions, and the lowest I = 114.4, for wheat cultivars from Tyumen and Chelyabinsk regions. Some region-specific gliadin 
alleles in wheat samples have been identified. A combination of Gli-A1f, Gli-B1e and Gli-Da alleles has been identified in the 
majority of wheat samples from Kazakhstan and Russia. Alleles (Gli-A1f, Gli-A1i, Gli-A1m, Gli-A1o, Gli-B1e, Gli-D1a, Gli-D1f, 
Gli-A2q, Gli-B2o, and Gli-D2a) turned out to be characteristic and were found with varying frequency in wheat cultivars in 
eight regions of Russia and Kazakhstan. The highest intravarietal polymorphism (51.1 %) was observed in wheat cultivars 
bred in Omsk region (Russia) and the lowest (16.6 %), in Pavlodar region (Kazakhstan). On the basis of the allele frequencies, 
a “gliadin profile” of wheat from various regions and breeding institutions of Russia and Kazakhstan was compiled, which 
can be used for the selection of parent pairs in the breeding process, the control of cultivars during reproduction, as well 
as for assessing varietal purity.
Key words: gliadin-coding loci; genetic diversity; genetic similarity; common wheat; electrophoresis.
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Введение
На протяжении десятилетий трудами ученых установлено, 
что применение электрофореза запасного белка пшени-
цы – глиадина, является одним из методов, позволяющих 
различать сорта между собой (Autran et al., 1979; Watry 
et al., 2020). Различия по спектрам глиадина связаны с 
аллельным разнообразием генов, локализованных в ос-
новных локусах: Gli-A1, Gli-B1, Gli-D1, Gli-A2, Gli-B2, 
Gli-D2. Аллели локуса контролируют синтез нескольких 
компонентов глиадина, которые сцепленно наследуются 
и образуют блок. При этом блоки глиадинов могут от-
личаться между собой по количеству, интенсивности, 
электрофоретической подвижности и молекулярной мас­
се компонентов (Sozinov, Poperelya, 1980). 

На основе изучения мировой коллекции пшеницы ал­
лельные блоки глиадина идентифицированы и собраны 
в каталоги для мягкой (Metakovsky et al., 2018) и твердой 
пшеницы (Melnikova et al., 2012). Установлено, что сорта, 
созданные в разных селекционных центрах, могут быть 
сходны между собой по некоторым аллелям глиадинко-
дирующих локусов (Novoselskaya-Dragovich et al., 2011; 
Melnikova et al., 2012), несмотря на то что специального 
отбора по аллелям не проводилось. Причина этого со-
стоит, вероятно, в сцеплении данных аллелей с генами 
или группами генов, влияющих на селекционно значимые 
признаки пшеницы (Xynias et al., 2006), а также в привле-
чении в селекционный процесс одного и того же геноти­
па («сорт-шедевр»), ценного по многим биологическим 
и хозяйственным признакам, например Саратовская 29, 
Безостая 1, Мироновская 808 и т. д. Поэтому часто встре-
чающиеся аллели глиадина в образцах, созданных для 
конкретных климатических условий, можно использовать 
в идентификации сортов и в качестве маркеров ценных 

признаков в селекционном процессе, таких как качество 
зерна, устойчивость к абиотическим факторам (Созинов, 
1985).

Данные, полученные на основе полиморфизма запас­
ных белков, могут не уступать по информативности ДНК-
маркерам. Дополнительным преимуществом таких мар­
керов для селекции растений являются недорогое обору­
дование и простота выполнения анализов. Анализ состава 
проламинов до сегодняшнего дня используется при иден-
тификации сортов сельскохозяйственных культур, напри-
мер люцерны (Kakaei, Ahmadian, 2021), проса (Ma et al., 
2022) и риса (Kaur et al., 2023), в изучении генетическо- 
го контроля синтеза запасных белков овса (Lyubimova et 
al., 2020). Метод электрофореза запасных белков реко­
мендован для применения при идентификации сортово­
го материала в правилах UPOV для ячменя (Barley, UPOV 
Code(s)…, 2018) и пшеницы (Wheat, UPOV Code(s)…, 
2022). Для идентификации и регистрации образцов пше-
ницы, созданных в Российской Федерации, опубликовано 
методическое руководство по проведению электрофореза 
запасных белков (Лабораторный анализ…, 2013). При­
менение метода электрофореза для идентификации сор­
тов пшеницы прописано в государственном стандарте 
Республики Казахстан (СТ РК, 2018) и Республики Мали 
(MN-01-03, 2001). 

Результаты исследований белкового полиморфизма пше­
ницы могут стать основой стратегии отбора генотипов с 
определенным сочетанием аллелей глиадина. Одновре-
менно с этим изучение генетических ресурсов с учетом 
полиморфизма проламинов пшеницы из стран с различны-
ми климатическими условиями позволяет выявить и про-
следить предпочтительность отбора и установить «глиа­
диновый профиль» сорта, характерный для конкретных 
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условий. В предыдущих работах были идентифицированы 
преобладающие, или «лидирующие», аллели проламинов 
пшеницы, характерные для Северного Казахстана и Рос-
сии (Utebayev et al., 2016, 2019a, 2022; Утебаев и др., 2021). 
Однако важным является определение глиадинового спек-
тра яровой мягкой пшеницы, свойственного конкретному 
селекционному учреждению Казахстана и России. Такая 
информация отражает направление селекции, интенсив-
ность вовлечения в скрещивания генотипов пшеницы из 
других селекционных учреждений и вероятность прояв­
ления «генетической эрозии». 

В этой связи цель нашего исследования – определить 
характерный «глиадиновый профиль» образцов яровой 
мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.), созданных в раз-
личных селекционных центрах России и Казахстана, на 
основе изучения и статистического расчета генетического 
разнообразия аллельных вариантов глиадинкодирующих 
локусов.

Материалы и методы
Объектом изучения служили 347 (177  российских и 
170 казахстанских) сортов и селекционных линий яровой 
мягкой пшеницы (Приложение 1)1, глиадиновые спектры 
которых описаны и опубликованы ранее (Dobrotvorskaya 
et al., 2009; Novoselskaya-Dragovich et al., 2013; Utebayev 
et al., 2016, 2019а, 2022).

К сожалению, провести временную периодизацию по 
годам создания для всех сортов и селекционных линий не 
представлялось возможным, поэтому в расчетах исходили 
из принципа принадлежности того или иного образца к 
селекционному учреждению (области). Анализировались 
генетические формулы глиадина образцов мягкой пше-
ницы, созданных в десяти селекционных учреждениях 
России и Казахстана (см. Приложение 1). Дополнительно 
выполнен электрофорез глиадина нового сорта Целинная 
нива (Акмолинская область), формула которого вошла в 
общее количество проанализированных образцов пше­
ницы. Глиадиновые спектры пшеницы получены по ме­
тодике, предложенной Е.В.  Метаковским (Metakovsky, 
Novoselskaya, 1991), идентификация глиадинов прове-
дена по каталогу аллелей глиадинкодирующих локусов 
(Metakovsky, 1991).

Обозначение локусов глиадина выполнено в соответ-
ствии с каталогом генов пшеницы: Gli-A1, Gli-B1, Gli-D1, 
Gli-A2, Gli-B2 и Gli-D2 (McIntosh et al., 2003). Аллели 
локусов обозначали буквами латинского алфавита в сле-
дующей последовательности: например, генетическая 
формула глиадина сорта Chinese Spring – Gli-A1a, Gli-В1a, 
Gli-D1a, Gli-A2a, Gli-В2a, Gli-D2a – имеет сокращенную 
запись а, а, а, а, а, а, тогда как генетическая формула сор­
та Мироновская 808 – Gli-A1f, Gli-В1b, Gli-D1g, Gli-A2n, 
Gli-В2m, Gli-D2e – в сокращенной форме выглядит как 
f, b, g, n, m, e.

Статистический анализ. Внутрипопуляционное раз-
нообразие (μ), демонстрирующее частоту различных гено-
типов, рассчитывали согласно Л.А. Животовскому (1991):

μ = (√ p1 + … + √ pn )2,

1 Приложения 1–4 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx11.pdf

где р – частота аллелей, рассчитанная по формуле р = n/N, 
в которой N  – объем выборки, n  – количество аллелей 
одного локуса в сорте (селекционной линии). При равных 
частотах всех аллелей локуса μ = n, при неравномер-
ном распределении частот μ < n, а при мономорфизме 
μ = 1. Стандартная ошибка μ рассчитывалась по форму-
ле Sμ = √μ(n – μ)/N , где n – количество аллелей одного  
локуса.

Долю редких аллелей (h) определяли по формуле
hμ = 1 – (μ/n).

Для расчета стандартной ошибки доли редких аллелей 
применяли формулу

Sh = √h(1 – h)/N .
При попарном сравнении группы образцов пшеницы 

различного происхождения использовался такой пара-
метр, как показатель сходства (r) (Животовский, 1979):

r = ∑√ pq ,    

где p – частота аллеля в первой популяции; q – частота 
аллеля во второй популяции. Статистическая ошибка по-
казателя r выражалась формулой 

Sr = 0.5
 
q0 – r 2

N1
 + 

p0 – r 2
N2

.

В случае, когда в сравниваемых группах все иденти-
фицированные аллели общие, ошибка рассчитывалась 
по формуле

Sr = 0.5
N1 + N2

N1N2  
(1 – r) .

На основе показателя сходства (r) вычисляли критерий 
идентичности (I ): 

I = 8N1N2
N1 + N2

 (1 – r).  

При I, превышающем табличное значение χ2 с 95  % 
уровнем значимости, считали, что сортопопуляции имеют 
достоверную разницу.

Степень генетического разнообразия (Н) рассчитана по 
М. Nei (Nei, 1973):

H = 1 – ∑ p2
  i .  

Результаты и обсуждение
Сорта и селекционные линии, взятые для изучения, пред-
ставлены в Приложении 1. Известно, что не все селекци-
онные линии доходят до сорта, а сорт – до районирования, 
тем не менее в настоящем исследовании представлены 
образцы пшеницы (сорта и селекционные линии), которые 
по тем или иным признакам имели или имеют ценность 
для селекции, независимо от года создания или райони­
рования. С учетом этого нами предпринята попытка пока­
зать аллельное разнообразие глиадинкодирующих локу­
сов, встречающееся в том или ином селекционном центре 
России и Казахстана.

Локусы Gli-1
Казахстан. Для локуса А1 в пшенице из Павлодарской 
и Карагандинской областей было идентифицировано 
по 9  аллелей, из Акмолинской и Костанайской  – 12 и 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx11.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx11.pdf
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14 аллелей соответственно (рис. 1, табл. 1). По локусу В1 
в  пшенице карагандинского происхождения идентифи-
цировано 2 аллеля, павлодарского – 4, костанайского и 
акмолинского – 5 и 6 аллелей соответственно.

По локусу D1 наибольшее разнообразие зафиксирова­
но у пшеницы из Костанайской области – 9 аллелей, ми­
нимальное, 2  аллеля  – у пшеницы из Карагандинской 
области. В образцах из Акмолинской и Павлодарской об­
ластей идентифицировано 6 и 4 аллеля соответственно. 
Анализ формул глиадина показал, что аллели, обнаружен-
ные в пшенице одной области, отсутствуют в другой. Так, 
Gli-A1d и Gli-A1y идентифицированы только в пшенице 
Акмолинской, а Gli-A1n – в образце из Карагандинской 
области. 

При этом в образцах пшеницы из Акмолинской, Кос­
танайской, Павлодарской и Карагандинской областей по 
локусу Gli-A1 распространение получили аллели Gli- A1f, 
Gli-A1i и Gli-A1o. Общим во всех областях оказался аллель 
Gli-A1f, встречаемость которого в Акмолинской области 
составила 38.5 %, в Костанайской – 32.9 %, в Павлодар-
ской – 46.7 %, а в Карагандинской – 46.51 % (см. рис. 1). 

Вторым по распространенности в пшенице костанайской 
селекции был аллель Gli-A1o (15.3 %), а в павлодарской – 
Gli-A1i (16.67 %). Отметим, что аллели Gli-A1o и Gli-A1i 
встречаются в пшенице из Акмолинской области с часто-
той 12.50 и 13.54 % соответственно.

Стоит добавить, что аллель Gli-A1h, идентифициро-
ванный в образцах пшеницы из Карагандинской области 
с частотой 19.8 %, не имел широкого распространения 
в других областях Казахстана. С другой стороны, блоки 
компонентов глиадина, контролируемые аллелями Gli-A1h 
и Gli-A1i, достаточно схожи по количеству и электрофо-
ретической подвижности компонентов, отличаясь лишь 
подвижностью одного компонента в γ-зоне (Metakovsky, 
1991).

Поскольку каждый локус глиадина характеризуется 
множественным аллелизмом, то нередким является по-
лиморфизм сорта, линии. То есть полиморфные образцы 
представляют собой смесь зерновок, различающихся 
аллелями одного или нескольких глиадинкодирующих 
локусов. Полиморфизм по локусам Gli-1 составил: для 
образцов из Карагандинской области  – 27.9  % (12 из 

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5
0

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5
0

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

70

60

50

40

30

20

10

0

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

Ч
ас

то
та

 в
ст

р
еч

ае
м

о
ст

и
, 

%

Gli-A1

a a

a

a

b

b

b

b

b

b

c

e

c

c

e

d d

d

c

f

f

f

f

f

f

g

g

g

gh

h

h

h

h

h

i i

i

i

j

j

i

j

n new

k

k

d

k

k

k

m

m

a

m

m

n

l

l

l

l

l

o o

q

g

p q r y

Gli-B1

Gli-D1

Костанайская область

Павлодарская область

Акмолинская область

Карагандинская область

Челябинская область

Саратовская область

Тюменская область

Омская область

Gli-A1

Gli-B1

Gli-D1

Рис. 1. Частота встречаемости аллелей локусов Gli-1 яровой мягкой пшеницы по областям Казахстана и России.
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43  образцов), Костанайской области  – 20.4  % (10 из 
49 образцов), для пшеницы из Акмолинской и Павлодар-
ской областей – 18.7 % (9 из 48 образцов) и 13.3 % (4 из 
30 образцов) соответственно. Необходимо отметить, что 
значения, приведенные в табл. 1, характеризуют полимор-
физм отдельно взятого локуса. В этой связи наибольшим 
полиморфизмом по локусам А1 и D1 выделяются образцы 
из Карагандинской области – 18.6 и 9.3 % соответственно. 
Заметим, что полиморфизм по локусу B1 чаще представ-
лен комбинацией e+b, тогда как по локусу А1 – аллелем f 
в различных сочетаниях. Наименьшее аллельное разно-
образие локуса Gli-B1 отмечено у образцов пшеницы из 
Карагандинской и Павлодарской областей – 2 и 4 алле- 
ля соответственно. Во всех областях наибольшая часто­
та встречаемости зафиксирована для аллеля Gli-B1е (см. 
рис. 1). 

Интерес представляет Gli-В1l, обнаруженный только 
в образцах Лютесценс 71 и Линия 19ЧС (Карабалыкская 
СХОС, Костанайская область), поскольку данный аллель 
является маркером пшенично-ржаной транслокации. Гены,  
входящие в состав этой транслокации, контролируют ус­
тойчивость растения к ряду грибных заболеваний, таких 
как различные виды ржавчины (бурая, стеблевая, желтая), 
мучнистая роса (Козуб и др., 2012). Однако присутствие 
транслокации, как оказалось, снижает технологические 
характеристики зерна, что в конечном счете отражается 
на хлебопекарном качестве пшеницы (Созинов, 1985). 
В то же время отрицательное влияние пшенично-ржаной 
транслокации может быть нейтрализовано наличием «хо-
роших» субъединиц глютенина, таких как 1Dx5+1Dy10, 
1Bx7+1By9 и 1Bx7+1By8 (Sharma et al., 2018). Отметим, 
что в составе высокомолекулярных субъединиц глютенина 
сорта Лютесценс 71 содержатся компоненты 1Dx5+1Dy10 
и 1Bx7+1By9 (Utebayev et al., 2019b). 

Аллель Gli-В1b широко распространен среди изучен-
ных образцов, за исключением пшеницы из Акмолинской 
области. Низкая частота встречаемости данного аллеля, 

вероятно, связана с тем, что большинство сортов НПЦ ЗХ 
им. А.И. Бараева создано на основе сортов НИИСХ Юго-
Востока (Саратовская область), для которых характерен 
аллель Gli-В1е (Novoselskaya-Dragovich et al., 2003).

Наибольший полиморфизм по локусу Gli-D1 отмечен 
для пшеницы из Карагандинской области (9.3  %), что 
выражалось комбинацией Gli-D1g+a. 

Аллели Gli-D1а, Gli-D1f и Gli-D1g распространены в 
пшенице всех четырех областей Казахстана (см. рис. 1). 
При этом Gli-D1а имел максимальную частоту встречае­
мости. Следует отметить, что аллели Gli-D1а, Gli-D1f 
контролируют блоки глиадинов, которые весьма близки 
по количеству и электрофоретической подвижности ком­
понентов, за исключением наиболее подвижного компо-
нента, расположенного в γ-зоне. Согласно (Чеботарь и 
др., 2012), чем меньше различаются блоки глиадинов по 
компонентному составу, тем они ближе друг к другу по 
нуклеотидному составу. Тогда можно предположить, что 
и влияние таких блоков на качественные характеристики 
может быть схожим.

Россия. В пшенице из Челябинской и Тюменской об­
ластей идентифировано по 11  аллелей локуса  А1, из 
Саратовской и Омской – 6 и 8 аллелей соответственно. 
Наибольшее количество аллелей локуса В1 отмечено у 
пшеницы из Омской области – 8, наименьшее (5  алле-
лей) – у саратовской пшеницы (см. рис. 1). По локусу D1 
у пшеницы из Челябинской и Тюменской областей выяв-
лено по 7 аллелей, тогда как в пшенице из Саратовской и 
Омской областей – по 5 аллелей.

Анализ формул глиадина показал, что по каждому ло-
кусу имелись аллели, характерные для образцов только 
одной области. Например, аллели Gli-B1h, Gli-B1new 
и Gli-D1k встречались только в пшенице саратовской 
селекции (Dobrotvorskaya et al., 2009), Gli-B1i, Gli-B1k 
Gli-B1q – в омских образцах (Novoselskaya-Dragovich et 
al., 2013), Gli-A1l и Gli-D1l – в тюменских, а Gli-B1d – 
в образцах Челябинской области (см. рис. 1).

Таблица 1. Число аллелей и полиморфизм локусов Gli в сортах яровой мягкой пшеницы,  
созданных в различных селекционных центрах России и Казахстана

Селекционный центр (область) Gli-A1 Gli-B1 Gli-D1 Gli-A2 Gli-B2 Gli-D2 Общее кол-во, ед. 

Количество аллелей, ед. (полиморфизм, %) аллелей сорто
образцов

Российские селекционные центры (N = 177)

НИИСХ Юго-Востока (Саратовская область) 6 (23.2) 5 (2.9) 5 (5.8) 10 (14.5) 13 (21.7) 9 (14.5) 48 69

СибНИИСХ и ОмГАУ (Омская область) 8 (22.2) 8 (13.3) 5 (6.7) 9 (13.3) 12 (15.5) 9 (8.9) 51 45

Челябинский НИИСХ (Челябинская область) 11 (26.6) 7 (30.0) 7 (13.3) 12 (33.3) 15 (30.0) 17 (33.3) 69 30

НИИСХ Северного Зауралья  
и ГАУ Северного Зауралья (Тюменская область)

11 (12.1) 6 (9.1) 7 (6.1) 11 (30.3) 14 (18.2) 12 (18.2) 61 33

Казахстанские селекционные центры (N = 170)

НПЦ ЗХ им. А.И. Бараева (Акмолинская область) 12 (10.4) 6 (6.2) 6 (8.3) 10 (8.3) 14 (2.1) 13 (4.2) 61 48

Карабалыкская СХОС (Костанайская область) 14 (6.1) 5 (10.2) 9 (8.2) 15 (6.1) 15 (4.1) 15 (4.1) 73 49

Павлодарская СХОС (Павлодарская область) 9 (–) 4 (6.6) 4 (6.6) 9 (6.6) 13 (6.6) 9 (10.0) 48 30

Карагандинская СХОС им. А.Ф. Христенко  
(Карагандинская область)

9 (18.6) 2 (6.9) 2 (9.3) 10 (11.6) 12 (9.3) 8 (4.6) 43 43
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Genetic diversity of the alleles of gliadin-coding loci  
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Наибольший полиморфизм локусов Gli-1 отмечен у 
пшеницы челябинского происхождения – 33.3 % (10 из 
30 образцов), затем у омской – 31.1 % (14 из 45), саратов-
ской – 26.1 % (18 из 69), а наименьший – у тюменской, 
18.2 % (6 из 33). Такие образцы, как Кукушка 12-6, Миль-
турум 12013, Россиянка, Челябинская 17, Селивановский 
русак и Омская 9, оказались полиморфны по всем трем 
локусам Gli-1, при этом наибольшее количество аллелей 
на один локус выявлено у сорта Челябинская  17 (см. 
Приложение 1).

По локусу А1 зафиксирована высокая частота встречае-
мости аллеля Gli-А1f : в пшенице из Тюменской области – 
47.8 %, в пшенице из Челябинской – 48.5 %, Саратовской – 
44.3 %, Омской – 40.0 % (см. рис. 1). Отметим, что этот 
аллель распространен среди пшеницы австралийской 
(Metakovsky et al., 1990), иранской (Salavati et al., 2008), 
украинской (Kozub et al., 2009) селекции, а также в сортах 
из Западной и Восточной Сибири (Nikolaev et al., 2009) 
и, возможно, связан с некоторыми хозяйственно ценными 
признаками пшеницы. 

«Общими» являлись также аллели Gli-А1i, Gli-А1m 
и Gli-А1o (см. рис. 1). Как оказалось, аллели Gli-А1m и 
Gli-А1o составляют «глиадиновый профиль» пшеницы из 
Канады, Мексики, стран Скандинавии, Испании и Китая 
(Metakovsky et al., 2018).

По локусу В1 в пшенице четырех областей «лидировал» 
с разной встречаемостью аллель Gli-B1е (см. рис. 1). До-
бавим, что Gli-B1е имеет широкий ареал распростране-
ния среди сортов пшеницы казахстанской и российской 
селекции (Novoselskaya-Dragovich et al., 2003; Nikolaev et 
al., 2009; Utebayev et al., 2019а). Также по локусу В1 иден-
тифицировано наибольшее количество аллелей, встре­
чающихся в определенной области: Gli-B1d – в Челябин­
ской, Gli-B1h, Gli-B1new – в Саратовской, Gli-B1i, Gli-B1k, 
Gli-B1q – в Омской области. При анализе родословных 
установлено, что пшеница из НИИСХ Юго-Востока (Са-
ратовская область), для которой аллель Gli-B1е является 
характерным, активно вовлекалась в скрещивания при 
создании сортов пшеницы тюменской и челябинской 
селекции (GRIS, 2017). В свою очередь большинство 
сортов НИИСХ Юго-Востока (Саратовская область) так 
или иначе ведут свое происхождение от двух сортов-по-
пуляций: Полтавка (генетическая формула Gli-A1o+f+c+j, 
Gli-B1e+m, Gli-D1a, Gli-A2q, Gli-B2o+s, Gli-D2e+a) и 
Селивановский русак (Gli-A1f+i+j**, Gli-B1e+new, Gli-
D1a+i, Gli-A2j+q+s, Gli-B2o+q, Gli-D2e+s) (Novoselskaya-
Dragovich et al., 2003). Исторически сложилось, что в 
основе большинства казахстанских сортов лежат сорта из 
Саратовской и Омской областей, поэтому вполне ожидае­
мо некоторое сходство глиадинового профиля пшеницы 
двух стран. Тем не менее методами ДНК-диагностики 
доказано филогенетическое отличие казахстанских сортов 
от российских (Shavrukov et al., 2014). Нередко встречался 
аллель Gli-B1b: с частотой 32.0 % в пшенице из Челябин-
ской области, 28.8 % – из Тюменской, 30.0 % – из Омской. 
Поскольку Gli-B1b распространен от стран Скандинавии 
до Австралии (Metakovsky et al., 2018), то, вероятно, он 
ценен для селекции.

По локусу Gli-D1 наибольшая встречаемость установ­
лена для аллеля Gli-D1a (см. рис. 1). Помимо этого, об­

щими для четырех рассматриваемых областей России 
являются аллели Gli-D1b, Gli-D1f и Gli-D1i. Следует 
обратить внимание на аллель Gli-D1b, характерный для 
пшеницы Франции, Мексики, Португалии, Болгарии, 
Сербии (Metakovsky et al., 2018), Ирана (Salavati et al., 
2008) и Англии (Чернаков, Метаковский, 1994). К тому 
же на основе изучения протеолиза проламинов пшеницы 
предлагается использовать Gli-D1b вместе с Gli-D1а в ка-
честве маркеров адаптивности у яровой мягкой пшеницы 
(Upelniek et al., 2003).

Локусы Gli-2
Казахстан. При анализе генетических формул глиадина 
по локусу Gli-А2 идентифицировано по 10 аллелей в пше­
нице из Акмолинской и Карагандинской областей. В пше-
нице костанайской и павлодарской селекции определено 
15 и 9  аллелей соответственно. Локус  B2 представлен 
12 аллелями в пшенице карагандинской селекции, 13 – 
в павлодарской, 14 – в акмолинской, 15 аллелями – в кос­
танайской. По локусу D2 выявлено 8 аллелей в пшенице 
из Карагандинской, 9 – из Павлодарской, 13 – из Акмо-
линской, 15  аллелей  – из Костанайской областей (см. 
табл. 1, рис. 2). 

Пшеница карагандинской селекции вновь «лидирует» 
по полиморфизму отдельно взятого локуса, так как зна-
чения A2 и B2 являются наивысшими – 11.6 и 9.3 % соот-
ветственно (см. табл. 1). С различной частотой в четырех 
областях Казахстана отмечены «общие» аллели: Gli-A2b, 
Gli-A2l, Gli-A2q, Gli-B2a, Gli-B2f, Gli-B2l, Gli-B2m, Gli-B2t, 
Gli-D2a и Gli-D2q.

Полиморфизм пшеницы по локусам Gli-2 составил: 
для Карагандинской области – 11.6 % (5 из 43 образцов), 
Акмолинской – 10.4 % (5 из 48 образцов), Павлодарской 
и Костанайской – 10.0 % (3 из 30 образцов) и 8.2 % (4 из 
49 образцов) соответственно. Такие образцы, как Кара­
балыкская 9 (Костанайская область), Лютесценс 65, Лю­
тесценс  261 (Павлодарская область), Лютесценс  1220, 
Лютесценс 1242 (Карагандинская область), оказались по­
лиморфными по трем локусам Gli-2.

Анализ генетических формул глиадина показал, что 
аллели Gli-A2v (2.3 %), Gli-B2k (2.3 %), Gli-B2new (2.3 %), 
Gli-B2p (4.6 %), Gli-D2o (2.3 %), Gli-D2r (10.5 %) встреча-
лись только в сортообразцах пшеницы карагандинской, а 
Gli-А2h (5.0 %) – в образцах павлодарской селекции. По 
6 аллелей идентифицировано в образцах из Костанайской 
(Gli-A2a, Gli-A2w, Gli-B2i, Gli-B2j, Gli-D2f, Gli-B2j) и Ак-
молинской областей (Gli-B2h, Gli-B2q, Gli-B2s, Gli-D2d, 
Gli-B2g). При этом аллель Gli-B2s с частотой 16.67  % 
является вторым по распространенности после Gli-B2d 
среди пшеницы акмолинской селекции.

Отметим, что аллель Gli-A2l, встречающийся среди 
казахстанских образцов пшеницы, в особенности из Ка-
рагандинской области, оказался распространенным среди 
английских (Чернаков, Метаковский, 1994) и иранских 
(Salavati et al., 2008) образцов пшеницы. Аллель Gli-A2f, 
занимающий второе место по распространенности среди 
пшеницы костанайского происхождения (15.31 %), часто 
встречался в Мексике и Португалии (Metakovsky et al., 
2018). Интерес представляет аллель Gli-А2q, имеющий 
высокую частоту встречаемости в Акмолинской и Пав-
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лодарской областях – 18.7 и 30.0 % соответственно. Ока-
залось, что с ним связаны качественные характеристики 
зерна, свойственные сильным сортам пшеницы (Dobro­
tvorskaya et al., 2009). С другой стороны, установлено, что 
генотипы пшеницы с аллелем Gli-А2q имеют длинный 
стебель и низкую продуктивность (Хрунов и др., 2011). 

Аллель Gli-B2s с частотой 16.7 %, идентифицирован­
ный только среди сортов Акмолинской области, состав­
ляет «профиль» пшеницы саратовской селекции (Novo­
selskaya-Dragovich et al., 2003). 

Аллель Gli-D2a,  выявленный в образцах пшеницы из 
четырех областей Казахстана, широко распространен в 
сортах мягкой пшеницы Англии (Чернаков, Метаков-
ский, 1994), Италии (Metakovsky et al., 1994), Франции 
(Metakovsky, Branlard, 1998), Испании (Metakovsky et al., 
2000). Вероятно, это обусловлено его связью с адаптив-
ными признаками, поскольку климат европейских стран 
в сравнении с Казахстаном отличается по количеству 

осадков, солнечной активности, а также по характеру 
почвенного покрова (Kunanbayev et al., 2022). Аллель 
Gli-D2q, встречающийся в пшенице из Павлодарской об-
ласти, широко распространен в Австралии (Metakovsky 
et al., 1990), что, возможно, тоже связано с хозяйственно 
ценными признаками.

Россия. По локусу Gli-А2 идентифицировано 12  ал-
лелей в пшенице из Челябинской, 11  – из Тюменской, 
10 и 9 аллелей – из Саратовской и Омской областей со-
ответственно. По локусу B2 генетическое разнообразие 
представлено 12 аллелями в пшенице из Омской области, 
13 – Саратовской, 14 – Тюменской и 15 аллелями – Че-
лябинской. По локусу D2 в пшенице из Челябинской и 
Тюменской областей идентифицировано 17 и 12 аллелей 
соответственно, тогда как в пшенице саратовской и омской 
селекции – по 9 аллелей (см. табл. 1, рис. 2).

Аллели Gli-A2b, Gli-A2k, Gli-A2q, Gli-A2s, Gli-B2c, 
Gli-B2d, Gli-B2o, Gli-D2a, Gli-D2m и Gli-D2o оказались 
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Рис. 2. Частота встречаемости аллелей локусов Gli-2 яровой мягкой пшеницы по областям Казахстана и России.
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«общими» с различной частотой встречаемости для об-
разцов пшеницы из анализируемых областей. Полимор-
физм по всем локусам Gli-2 зафиксирован для пшеницы 
челябинского происхождения на уровне 36.6  % (11 из 
30 образцов), саратовского – 34.8 % (24 из 69 образцов), 
омского – 31.1 % (14 из 45 образцов), тюменского – 30.3 % 
(10 из 33 образцов).

Высокий полиморфизм отдельно взятых локусов от-
мечен для пшеницы челябинского происхождения: Gli-А2 
(33.3  %), Gli-B2 (30.0  %) и Gli-D2 (33.3  %). Наимень-
ший полиморфизм у пшеницы омской селекции: Gli-А2 
(13.3 %), Gli-B2 (15.5 %) и Gli-D2 (8.9 %) (см. табл. 1).

Такие образцы, как Кукушка 12-6, Мильтурум 12013, 
Россиянка, Уральская кукушка, Челяба 2, Челябинская 17, 
Эритроспермум  24841 (Челябинская область), Тюмен-
ская 30, Сурента 4, Сурента 6, Речка, Лютесценс 70, Тю-
менская юбилейная (Тюменская область), Лютесценс 55-
11, Саратовская  50, Селивановский русак (Саратовская 
область), Памяти Азиева (Омская область), являются по- 
лиморфными по трем локусам Gli-2.

Исходя из формул глиадина установлены аллели, не 
встречающиеся в других областях. Например, только в 
пшенице Челябинского НИИСХ обнаружено 8 аллелей: 
Gli-A2p, Gli-A2u, Gli-B2f, Gli-B2g, Gli-B2j, Gli-D2d, Gli-
D2g, Gli-D2h; из Тюменской области – 4 аллеля: Gli-A2a, 
Gli-A2g, Gli-B2a, Gli-B2l. В пшенице из Саратовской 
области идентифицировано 11 «специфичных» для дан-
ного региона аллелей: Gli-A2o, Gli-A2t, Gli-B2s, Gli-B2w, 
Gli-B2x и несколько новых аллелей на каждый локус 
(Dobrotvorskaya et al., 2009). В пшенице омской селекции 
выявлено 4 аллеля: Gli-A2u и по одному новому аллелю 
локусов А2, В2 и D2 (Novoselskaya-Dragovich et al., 2013) 
(см. Приложение 1).

Высокая частота встречаемости аллеля Gli-A2q (62.5 %) 
отмечена для пшеницы НИИСХ Юго-Востока (Саратов-
ская область), тогда как в пшенице Омской области наи-
большая частота аллеля отмечена для Gli-A2k (34.4 %), а 
для Челябинской и Тюменской – Gli-A2l (23.5 %) и Gli-
A2m (27.3 %) соответственно. Установлено, что аллель 
Gli-A2l распространен среди пшеницы Англии (Чернаков, 
Метаковский, 1994) и Ирана (Salavati et al., 2008), а аллель 
Gli-A2m – в Канаде и Франции (Metakovsky et al., 2018).

Аллель Gli-В2о оказался «общим» для четырех облас­
тей России. Данный аллель встречается также в пшенице 
иранского (Salavati et al., 2008) и итальянского (Metakov­
sky et al., 1994) происхождения, в некоторых сортах сара-
товской селекции (Dobrotvorskaya et al., 2009) и в озимых 
формах пшеницы (Novoselskaya-Dragovich et al., 2015). 
В целом стоит добавить, что по локусу  В2 у пшеницы 
саратовской селекции наибольшее число неизвестных 
аллелей (Dobrotvorskaya et al., 2009).

В тюменских сортах высокая частота встречаемости 
зафиксирована для аллелей Gli-D2q (31.8  %), Gli-D2a 
(16.6 %). В пшенице Челябинского НИИСХ преобладают 
аллели Gli-D2а (18.3 %) и Gli-D2l (13.7 %) (см. рис. 2). 
Вероятно, аллель Gli-D2а связан с ценными признаками, 
так как широко распространен среди итальянских сортов 
пшеницы (Metakovsky et al., 2018), а среди омских сор­
тов его встречаемость достигает 31.1 % (Novoselskaya-
Dragovich et al., 2013).

Таким образом, по восьми областям России и Казахста­
на получили распространение аллели Gli-A1f, Gli- A1i, Gli-
A1m, Gli-A1o, Gli-B1e, Gli-D1a, Gli-D1f, Gli-A2q, Gli-B2o 
и Gli-D2a (Приложение 2). При анализе общего полимор-
физма гетерогенными по всем шести глиадинкодирующим 
локусам оказались четыре образца пшеницы Челябинско­
го НИИСХ (Кукушка 12-6, Мильтурум 12013, Россиянка, 
Челябинская  17) и один сорт из НИИСХ Юго-Востока 
(Селивановский русак). Полиморфизм по пяти локусам 
глиадина A1, B1, A2, B2 и D2 отмечен для образцов: Ка-
рабалыкская 9 (Карабалыкская СХОС), Лютесценс 1242 
(Карагандинская СХОС им. А.Ф. Христенко), Сурента 4 
(НИИСХ СЗ и ГАУ СЗ), Челяба 2 (Челябинский НИИСХ). 
Гетерогенность локусов B1, D1, A2, B2 и  D2 зафикси-
рована для сортов Тюменская 30 и Тюменская юбилей-
ная (НИИСХ  СЗ и ГАУ  СЗ); образец Лютесценс  55-11 
(НИИСХ Юго-Востока) полиморфен по локусам А1, D1, 
A2, B2 и D2, а Омская 9 (Сибирский НИИСХ и ОмГАУ) – 
по А1, В1, D1, A2 и B2 (см. Приложение 1). Общий по-
лиморфизм образцов пшеницы в зависимости от проис-
хождения представлен на рис. 3.

Как видно, наибольший полиморфизм наблюдался у 
пшеницы омского происхождения. Считается, что на-
личие биотипов внутри сорта является дополнительным 
средством для получения стабильного урожая и повы-
шения его устойчивости к различным стресс-факторам 
окружающей среды (Metakovsky et al., 2020).

Обобщая полученные результаты по частотам аллелей 
глиадина, мы составили «глиадиновый профиль» пшени-
цы российской и казахстанской селекции (табл. 2). Для 
восьми областей получено одинаковое сочетание аллелей 
локусов Gli-1 (Gli-A1f, Gli-B1e и Gli-D1a), тогда как по 
локусам Gli-2 имеются отличия. Наибольшая встречае-
мость комбинации Gli-A1f, Gli-B1e и Gli-D1a отмечена в 
образцах саратовской (33 из 69 образцов) и карагандин-
ской (16 из 43) пшеницы – 47.8 и 37.2 % соответственно, 
наименьшая – в костанайской пшенице – 6.1 % (3 из 49). 
Максимальное сочетание аллелей Gli-A1f, Gli-B1e у пше­

Рис. 3. Полиморфизм образцов яровой мягкой пшеницы из различ-
ных областей Казахстана и России.
1  – Акмолинская область (НПЦ ЗХ им. А.И. Бараева); 2  – Костанайская 
(Карабалыкская СХОС); 3 – Павлодарская (Павлодарская СХОС); 4 – Кара-
гандинская (Карагандинская СХОС им. А.Ф. Христенко); 5 – Челябинская 
(Челябинский НИИСХ); 6 – Тюменская (НИИСХ СЗ и ГАУ СЗ); 7 – Саратовская 
(НИИСХ Юго-Востока); 8 – Омская область (СибНИИСХ и ОмГАУ).
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ницы Акмолинской (9 из 48  образцов) и Костанайской 
(9 из 49) областей – 18.8 и 18.4 % соответственно, ми-
нимальное – у образцов из Саратовской области – 1.4 % 
(1 из 69), а из Тюменской – отсутствует. 

Ассоциация Gli-B1e и Gli-D1a чаще встречалась в 
пшенице Саратовской (27 из 69  образцов) и Акмолин-
ской (13 из 48) областей – 39.1 и 27.1 % соответственно, 
а в пшенице Тюменской области – всего 9.1 % (3 из 33). 
Сведения о связях аллелей глиадина с показателями ка­
чества зерна несколько противоречивы. Например, нали­
чие аллеля Gli-A1m, как оказалось, вызывает снижение 
уровня седиментации муки. Позднее выяснилось, что он 
в большинстве случаев связан с Glu-A3e – самым «пло-
хим» аллелем. С другой стороны, Gli-A1m присутствует 
во многих высококачественных сортах канадской селек-
ции (Metakovsky et al., 2019). 

Аллели Gli-A2b и Gli-B2c статистически связаны с энер­
гией деформации теста (W), определяемой на альвеогра-
фе (Metakovsky et al., 1997). Хотя предполагалось, что 
аллели, кодируемые локусами Gli-2, негативно влияют 
на качество зерна (Masci et al., 2002), тем не менее пред-
ложено использовать Gli-A2s и Gli-B2o в качестве мар-
керов повышенного содержания протеина, клейковины 
и натуры зерна (Хрунов и др., 2011). Позднее на основе 
молекулярно-генетических методов получены результаты, 
свидетельствующие о наличии генов, локализованных в 
локусах Gli-2, положительно влияющих на реологические 
свойства теста (Noma et al., 2019). 

Аллель Gli-B1e составляет «глиадиновый профиль» 
многих качественных сортов пшеницы российской и ка­
захстанской селекции (Novoselskaya-Dragovich et al., 2013; 
Utebayev et al., 2019а, 2022). Вероятно, это объясняется 
тем, что он кодирует синтез так называемого ω-глиадина 
d4, который связан с повышенным качеством зерна (Bran­
lard et al., 2003). 

Следует отметить, что не все аллели глиадина, которые 
«позиционируются» как маркеры качественного зерна, 
повышают качественные характеристики. Значительную 
корректирующую роль при формировании зерна играют 
погодно-климатические условия. Поэтому до настоящего 
времени нет информации об «универсальных» аллелях, 
наличие которых влияло бы на получение качественно­
го зерна пшеницы. Такие противоречия, касающиеся свя­

зей аллелей глиадина с характеристиками зерна, требуют 
углубленного изучения данного явления. Тем не менее 
использование полиморфизма глиадина для идентифи-
кации и установления сортовой чистоты не теряет своей 
актуальности за счет простоты исполнения и постоянства 
глиадинового спектра.

Статистический анализ
На основе статистических расчетов внутрипопуляцион-
ное (μ) и генетическое разнообразие (Н ) по локусам A1, 
D1 и A2 оказались максимальными для образцов пшеницы 
из Костанайской области; по локусам В2 и D2 – для об-
разцов из Челябинского НИИСХ, а по В1 – для сортов из 
Тюменской области. Минимальные значения μ и Н отме­
чены для пшеницы из Акмолинской области по Gli-B1 – 
2.78 ± 0.43 и 0.24 соответственно (Приложение 3).

Оказалось, что показатель Н не всегда удовлетворитель-
но может описать генетическое разнообразие популяции, 
так как «недоучитывает» редкие аллели (аллели с низкой 
частотой встречаемости в популяции, сорте). Точнее оце-
нить степень разнообразия позволяет дополнительный 
параметр μ за счет учета количества редких аллелей и их 
частоты. Например, в наборе сортов тюменского проис-
хождения по локусам Gli-А1 и Gli-А2 идентифицировано 
по 11 аллелей. При этом внутрипопуляционное разнооб­
разие μ локуса Gli-А1 составило 8.00 ± 0.85, тогда как для 
Gli-А2  – 9.12 ± 0.72. Данное различие объясняется тем, 
что по Gli-А1 «лидировал» один аллель с частотой 0.47, 
а по локусу Gli-А2 преобладали два аллеля с частотами 
0.24 и 0.27. Применяемый показатель информирует о 
том, насколько изменчива популяция в зависимости от 
частоты аллелей. 

Критерий доля редких аллелей (h) характеризует рас-
пределение частот, которое при неравномерности всегда 
больше нуля (h > 0), по сравнению с μ, оценивающим сте-
пень разнообразия популяции. Исходя из этого по локусам 
Gli-В1 и Gli-D1 генетическое и внутрипопуляционное раз-
нообразие оказалось наименьшим для образцов пшеницы 
из Саратовской области (см. Приложение 3). Столь низкое 
значение объясняется преобладанием аллеля Gli-В1е над 
другими аллелями (92.8 % встречаемости). Соответствен-
но, показатель h будет максимальным – 0.56 ± 0.06. Такая 
же ситуация наблюдается при анализе частот аллелей по 

Таблица 2. Общий «глиадиновый профиль» яровой мягкой пшеницы,  
созданной в различных селекционных учреждениях России и Казахстана

Область (селекционный центр) Локусы 

Gli-A1 Gli-B1 Gli-D1 Gli-A2 Gli-B2 Gli-D2

Акмолинская (НПЦ ЗХ им. А.И. Бараева) f e a p d a+e

Костанайская (Карабалыкская СХОС) f e a+b f r a+q

Павлодарская (Павлодарская СХОС) f e a q a+b q

Карагандинская (Карагандинская СХОС им. А.Ф. Христенко) f e a l r a

Тюменская (НИИСХ СЗ и ГАУ СЗ) f e a m+f o+r q

Челябинская (Челябинский НИИСХ) f e a l b a

Саратовская (НИИСХ Юго-Востока) f e a q s e

Омская (СибНИИСХ и ОмГАУ) f e a k b a
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локусу Gli-D1. При высокой встречаемости аллеля Gli-
D1a (89.9 %) падает значение параметров μ (2.46 ± 0.30) 
и Н (0.19) и, соответственно, растет значение h. В сред­
нем наибольшим внутрипопуляционным разнообразием 
аллелей выделились образцы, созданные в Костанай­
ской (10.15 ± 0.62) и Челябинской (9.40 ± 0.76) областях 
(табл. 3). Надо отметить, что внутрипопуляционное раз­
нообразие и доля редких аллелей в образцах пшеницы 
из Челябинской области заметно возросли по сравне­
нию с результатами, которые были опубликованы ранее: 
μ = 6.15 ± 0.33 и h = 0.12 ± 0.05 (Чернаков, Метаковский, 
1994). Обратим внимание на то, что значения Н пшени­
цы тюменской селекции выше (0.78), чем челябинской 
(0.77), но при этом показатель внутрипопуляционного раз-
нообразия (μ) у пшеницы Челябинской области больше.

Если учитывать погрешности μ обеих областей, то раз­
ница их значений лежит в пределах статистической ошиб­
ки, и внутрипопуляционное разнообразие примерно на 
одном уровне. Однако средние значения были получены 
на основе расчетов разнообразия каждого локуса, поэтому 
необходимо учитывать аллельное разнообразие сортов 
(популяций) внутри локуса. Выяснилось, что при одина-
ковом количестве (семь) идентифицированных аллелей 
локуса D1 в пшенице Челябинского НИИСХ преобладал 
аллель Gli-D1a с частотой 71 %, а остальные имели часто-
ты не более 10 %. В тюменских сортах тоже «лидировал» 
аллель Gli-D1a, но уже с меньшей частотой  – 51.5  %; 
вместе с ним встречались аллели Gli-D1b и Gli-D1f с час­
тотами 18.2 и 12.1 % соответственно. Другими словами, 
разнообразие тюменских сортов пшеницы по локусу D1 
выше, чем челябинских, что в конечном итоге отразилось 
на средних значениях генетического и внутрипопуляцион­
ного разнообразия.

Сравнительный анализ генетического разнообразия 
глиадинкодирующих локусов яровой мягкой пшеницы 
селекционных центров Казахстана и России
Для определения схожести и различий между образцами 
пшеницы из разных селекционных центров (областей) 
России и Казахстана по аллелям глиадина проведен кла-
стерный анализ, в результате которого образовались три 
группы – А, В и С (рис. 4). Группу А составили образцы 
из североказахстанских областей, при этом пшеница ко-
станайской и павлодарской селекции оказалась достаточ­
но близка. Это объясняется тем что с различной частотой 
и по каждому локусу имелись «общие» аллели; напри-
мер, из 14 аллелей, идентифицированных по локусу А1, 
9 аллелей оказались «общими», а в сумме по шести локу­
сам из 77 аллелей общими были 45 аллелей, т. е. 58.4 %.  
В пшенице из Акмолинской области общими для коста-
найской и павлодарской были только 35.6  % аллелей, 
что и отразилось на дендрограмме. Схожая ситуация 
наблюдалась с образцами кластера  В. Обособленность 
саратовских образцов пшеницы связана с тем, что только 
10.1 % аллелей глиадина являлись общими для пшеницы 
из других областей Казахстана и России.

Для дальнейшего установления достоверной степени 
различий между группами яровой мягкой пшеницы по 
частоте встречаемости аллелей глиадинкодирующих ло­
кусов использован критерий идентичности (I ). Суть его 
заключается в том, что если полученная величина пре-
вышает табличное значение χ2 при заданном уровне зна­
чимости, то между группами существует достоверное 
различие (Животовский, 1979). 

В Приложении  4 приведены значения генетического 
сходства (r) – критерия попарного сходства исследован-
ных групп, и критерия идентичности (I ) для каждого ло­
куса отдельно. Генетическое сходство r не превышает 1, 
но может быть равно 1 лишь в том случае, если сравни­
ваемые группы идентичны по количеству и частоте ал-
лелей. При усреднении полученные значения критерия 
идентичности  I превышали табличное значение  χ2 для 
всех попарных сравнений. Соответственно, изученные 
группы сортообразцов яровой мягкой пшеницы из разных 

Таблица 3. Средние значения доли редких аллелей (h ± Sh), 
генетического (Н ) и внутрипопуляционного (μ ± Sμ) 
разнообразия по локусам Gli-1 и Gli-2

Область  
(селекционный центр)

H μ ± Sμ h ± Sh

Акмолинская  
(НПЦ ЗХ им. А.И. Бараева)

0.72 7.78 ± 0.55 0.22 ± 0.05

Костанайская  
(Карабалыкская СХОС)

0.80 10.15 ± 0.62 0.19 ± 0.05

Павлодарская  
(Павлодарская СХОС)

0.73 6.82 ± 0.54 0.18 ± 0.06

Карагандинская  
(Карагандинская СХОС 
им. А.Ф. Христенко)

0.68 5.97 ± 0.48 0.21 ± 0.06

Тюменская  
(НИИСХ СЗ и ГАУ СЗ)

0.78 8.34 ± 0.70 0.20 ± 0.06

Челябинская  
(Челябинский НИИСХ)

0.77 9.40 ± 0.76 0.22 ± 0.07

Саратовская  
(НИИСХ Юго-Востока)

0.46 4.61 ± 0.47 0.44 ± 0.06

Омская  
(СибНИИСХ и ОмГАУ)

0.74 6.83 ± 0.49 0.20 ± 0.06

Карагандинская  
область

Костанайская  
область

Павлодарская  
область

Акмолинская   
область

Челябинская  
область

Тюменская  
область

A

B

C

Омская  
область

Саратовская  
область

Рис. 4. Кластеризация по частоте встречаемости (%) аллелей локусов 
Gli-1 и Gli-2 яровой мягкой пшеницы в зависимости от области про-
исхождения.
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областей и селекционных центров Казахстана и России 
достоверно отличаются друг от друга по глиадинкодирую­
щим локусам (табл. 4).

Но при анализе значений I по отдельным локусам вы-
яснилось, что даже при наличии аллелей, характерных 
для определенной области, не всегда достигалась досто­
верная разница между группами (см. Приложение 4). На­
пример, при сравнении пшеницы тюменского и омского 
происхождения по локусу D1 разница была несуществен-
ной: I = 7.6 (12.6), так как пять из семи идентифициро-
ванных аллелей встречались в обеих группах, причем с 
довольно высокой частотой. Отметим, что в большинстве 
случаев несущественная разница отмечалась по локусам 
Gli-1, тогда как по локусам Gli-2 различия статистически 
достоверны.

Вероятно, это объясняется тем, что селекция пшеницы 
традиционно направлена на повышение урожайности, ка­
чества зерна и устойчивости к различным стресс-факто­
рам, а аллели локусов Gli-A1, Gli-B1 и Gli-D1 сопряжены 
с хлебопекарным качеством (Nieto-Taladriz et al., 1994; 
Li et al., 2009; Demichelis et al., 2019) и устойчивостью к 
листовой, стеблевой ржавчине (Czarnecki, Lukow, 1992; 
Cox et al., 1994) и мучнистой росе (Hsam et al., 2015).

Заключение
В результате изучения, описания и статистического рас-
чета генетического разнообразия аллельных вариантов 
глиадинкодирующих локусов яровой мягкой пшеницы 
установлено достоверное различие генотипов из разных 
областей Казахстана и России. Выявленная генетическая 
дифференциация на основе белкового полиморфизма, ве-
роятно, носит адаптивный характер. Идентифицированы 
аллели глиадина, которые характерны для конкретной 
области. Определен «глиадиновый профиль» пшеницы 
казахстанского и российского происхождения, который 

показывает предпочтительность генотипов пшеницы по 
аллелям глиадина в результате селекционного отбора. 
Данная информация может быть использована для под-
бора родительских пар в селекционном процессе, конт­
роля сортов при репродукции, а также для мониторинга 
сортовой чистоты.
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0.72 ± 0.06
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Примечание. Верхняя строка в ячейке – показатель генетического сходства (r), нижняя – критерий идентичности (I ). В скобках указано χ2 для 5 % уров-
ня значимости. Если I > χ2, различия достоверны.
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Abstract. Beneficial endophytic bacteria can suppress the development of insect pests through direct antagonism, 
with the help of metabolites, or indirectly by the induction of systemic resistance through the regulation of hormonal 
signaling pathways. Lipopeptides are bacterial metabolites that exhibit direct antagonistic activity against many or-
ganisms, including insects. Also, lipopeptides are able to trigger induced systemic resistance (ISR) in plants against 
harmful organisms, but the physiological mechanisms of their action are just beginning to be studied. In this work, 
we studied ten strains of bacteria isolated from the tissues of wheat and potatoes. Sequencing of the 16S rRNA gene 
showed that all isolates belong to the genus Bacillus and to two species, B. subtilis and B. velezensis. The genes for 
lipopeptide synthetase – surfactin synthetase (Bs_srf  ), iturin synthetase (Bs_ituA, Bs_ituB) and fengycin synthetase 
(Bs_fenD) – were identified in all bacterial isolates using PCR. All strains had high aphicidal activity against the Green-
bug aphid (Schizaphis graminum Rond.) due to the synthesis of lipopeptides, which was proven using lipopeptide-
rich fractions (LRFs) isolated from the strains. Endophytic lipopeptide-synthesizing strains of Bacillus spp. indirectly 
affected the viability of aphids, the endurance of plants against aphids and triggered ISR in plants, which manifested 
itself in the regulation of oxidative metabolism and the accumulation of transcripts of the Pr1, Pr2, Pr3, Pr6 and Pr9 
genes due to the synthesis of lipopeptides, which was proven using LRF isolated from three strains: B. subtilis 26D, 
B. subtilis 11VM, and B. thuringiensis B-6066. We have for the first time demonstrated the aphicidal effect of fengycin 
and the ability of the fengycin-synthesizing strains and isolates, B. subtilis Ttl2, Bacillus sp. Stl7 and B. thuringiensis 
B-6066, to regulate components of the pro-/antioxidant system of aphid-infested plants. In addition, this work is the 
first to demonstrate an elicitor role of fengycin in triggering a systemic resistance to S. graminum in wheat plants. We 
have discovered new promising strains and isolates of endophytes of the genus Bacillus, which may be included in the 
composition of new biocontrol agents against aphids. One of the criteria for searching for new bacteria active against 
phloem-feeding insects can be the presence of lipopeptide synthetase genes in the bacterial genome.
Key words: Bacillus spp.; Schizaphis graminum; endophytes; PCR; RT-PCR; plant-microbial interactions; lipopeptides; 
biological control agents.
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Аннотация. Полезные эндофитные бактерии могут подавлять развитие вредителей за счет прямого антаго-
низма, с помощью метаболитов или опосредованно индуцировать системную устойчивость через регуляцию 
гормональных сигнальных путей. Липопептиды – бактериальные метаболиты, проявляющие прямую антаго-
нистическую активность ко многим организмам, в том числе к насекомым. Также липопептиды способны за-
пускать системную индуцированную устойчивость у растений против вредных организмов. В настоящее время 
механизм действия бактериальных метаболитов липопептидов на защитную систему растений только начи-
нают исследовать. В данной работе изучено десять штаммов и изолятов бактерий, выделенных из внутренних 
тканей культурной и дикой пшеницы и картофеля. Секвенирование гена 16S рРНК показало принадлежность 
всех изолятов к роду Bacillus и двум видам – B. subtilis и B. velezensis. У всех бактериальных изолятов методом 
ПЦР были идентифицированы гены липопептид синтаз – сурфактин синтазы (Bs_srf ), итурин синтаз (Bs_ituA, 
Bs_ituB) и фенгицин синтазы (Bs_fenD). Все штаммы обладали афицидной активностью в отношении обыкновен-
ной злаковой тли (Schizaphis graminum Rond.) за счет синтеза липопептидов, что было доказано с помощью ли-
попептид-богатых фракций (ЛБФ), выделенных из штаммов. Эндофитные липопептид-синтезирующие штаммы 
Bacillus spp. опосредованно влияли на жизнеспособность тли, выносливость растений по отношению к тле и 
запускали системную индуцированную устойчивость у растений, что проявлялось в регуляции окислительно-
го метаболизма и накоплении транскриптов генов Pr1, Pr2, Pr3, Pr6 и Pr9, за счет синтеза липопептидов, что под-
тверждено с помощью ЛБФ, выделенных из трех штаммов – B. subtilis 26D, B. subtilis 11VM и B. thuringiensis B-6066. 
В нашей работе впервые показано афицидное действие фенгицина и способность штаммов и изолятов B. subti­
lis Ttl2, Bacillus sp. Stl7 и B. thuringiensis B-6066, синтезирующих фенгицин, регулировать компоненты про-/анти-
оксидантной системы растений, зараженных тлей. Кроме того, впервые продемонстрирована элиситорная 
роль фенгицина в запуске системной устойчивости растений пшеницы к S. graminum. Обнаружены новые пер-
спективные штаммы и изоляты эндофитных бактерий рода Bacillus, которые могут стать основой будущих био-
препаратов против тлей. Одним из критериев поиска новых бактерий, активных против насекомых, питающих-
ся флоэмным соком, может быть наличие в бактериальном геноме генов липопептид синтаз. 
Ключевые слова: Bacillus spp.; Schizaphis graminum; эндофитные бактерии; ПЦР; ПЦР в реальном времени; рас-
тительно-микробные взаимодействия; липопептиды; биопрепараты.

Introduction
Insects of the order Hemiptera, aphids, whiteflies, planthop-
pers, including the Greenbug aphid Schizaphis graminum, 
which are sap-sucking insects, can cause severe yield losses 
of up to 60–80 % due to their influence on photosynthesis 
processes and biomass growth rate (Koch et al., 2016; Rad-
chenko et al., 2022). Currently, chemical insecticides remain 
the main agents of controlling phloem-feeding pests, leading 
to the emergence of new pesticide-resistant forms of pests. 
Therefore, it is necessary to find environmentally friendly 
biological control agents to defend plants from pests. Such 
effective biological control agents can be endophytic growth-
promoting bacteria that can live inside plants without causing 
diseases in them (Rani et al., 2022).

Currently, many researchers suppose that endophytes 
protect plants from stress through the mechanisms of direct 
or indirect protective effects on harmful organisms due to 
the synthesis and secretion of diverse metabolites (Oukala et 
al., 2021; Xia et al., 2022). The direct action of endophytes 
is carried out due to the biocidal activity of some metabolites 
(bacteriocins, biosurfactants, lipopeptides). Indirect action 
is expressed in the ability of endophytes to stimulate growth 
processes in plants, improve the immune system of plants, 
and build a durable defense of the host against harmful or-
ganisms, which is known as priming (Rashid, Chung, 2017; 
Xia et al., 2022). Bacteria-induced priming provides faster 
and longer-lasting plant protection throughout the growing 
season with low physiological costs, making endophyte-based 
biocontrol agents very promising (Oukala et al., 2021; Rani 
et al., 2022; Xia et al., 2022). Activation of the plant immune 
system and priming by endophytes is realized by triggering 
induced systemic resistance (ISR) against harmful organisms, 
which has been shown by many researchers and summarized 

in recent reviews (Oukala et al., 2021; Rani et al., 2022; Xia et 
al., 2022). Endophyte-activated ISR is regulated by bacterial-
produced hormone-like substances with growth-regulating 
activity such as abscisic  (ABA), salicylic  (SA), jasmonic 
acids (JA), and ethylene (ET) (Pieterse et al., 2014; Rashid, 
Chung, 2017). The characteristic features of ISR are jumps in 
the generation of reactive oxygen species (ROS) and changes 
in the gene expression with a focus on defense-related genes 
of pathogenesis-related proteins (PR proteins) (Oukala et al., 
2021; Xia et al., 2022).

Bacteria of Bacillus spp. are famous for their ability to syn-
thesize a wide range of diverse metabolites (Miljaković et al., 
2020). Bacterial metabolites are the active ingredient of any 
biocontrol agent. Lipopeptides are one of the major classes of 
bacterial metabolites intensively researched in recent years. 
Lipopeptides are small peptides that have biocidal properties 
against mycoplasmas, bacteria, yeasts, fungi, oomycetes, ne
matodes, and pests due to their capability to connect to the 
lipid bilayer of the plasmalemma and change its permeability 
(Andrić et al., 2021). Bacteria of the genus Bacillus produce 
lipopeptides of three families: surfactins, fengycins and iturins 
(Andrić et al., 2021). Recently, the insecticidal activity of li-
popeptides against the orders Diptera, Coleoptera, Hemiptera, 
and Lepidoptera have been shown in some studies (Rodríguez 
et al., 2018; Denoirjean et al., 2022). Currently, the eliciting 
role of lipopeptides in triggering systemic resistance in plants 
is being actively studied (Rashid et al., 2018; Tunsagool et al., 
2019; Miljaković et al., 2020). The elicitor role of lipopeptides 
against a wide range of pathogens of plants has been shown 
in many studies (Tunsagool et al., 2019; Jiang et al., 2021). 
However, information on the elicitor role of lipopeptides in 
triggering ISR in plants against sucking insects is limited 
(Rashid et al., 2018; Rumyantsev et al., 2023).
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Endophytic lipopeptide-synthesizing Bacillus ssp. 
for wheat protection against Schizaphis graminum

Thus, the search for highly effective endophytic strains for 
plant protection against sap-sucking insects using the prim-
ing mechanism, the study of the metabolic composition and 
mechanisms of action of endophytes is an urgent task. In 
this regard, the aim of our work was to study the elicitor role 
of lipopeptides and the ability of endophytic bacteria that 
synthesize lipopeptides to protect plants through the priming 
mechanism. To do this, in our work we searched for strains 
and isolates of the genus Bacillus capable of synthesizing 
lipopeptides, studied the insecticidal activity of bacteria in 
relation to Greenbug aphid, and also studied the indirect effect 
of endophytes and lipopeptide-rich fractions (LRFs) of three 
strains – B. subtilis 26D, B. subtilis 11VM and B. thuringien­
sis B-6066  – on the redox status, indicators of resistance 
(antibiosis and endurance) to the pest, and changes in the 
expression of defense-related genes of PR proteins of wheat 
plants populated by S. graminum.

Materials and methods
Bacteria, plants and insects. In this work, gram-positive 
aerobic endophytic bacteria from the collection of the Labo-
ratory of Biochemistry of Plant Immunity of the Institute of 
Biochemistry and Genetics of the Ufa Federal Research Centre 
of the Russian Academy of Sciences (UFRC RAS) were used. 
Three strains of Bacillus subtilis, 26D (Russian Collection 
of Agricultural Microorganisms (RCAM), No. 128), 11VM 
(RCAM No. 519), Ttl2 (isolated from the leaves of Triticum 
timopheevii Zhuk., Republic of Bashkortostan), one strain of 
B. thuringiensis, B-6066 (All-Russian collection of industrial 
microorganisms (ARCIM), No. 6066), and six isolates of Ba­
cillus spp. isolated from leaves of wheat and potatoes growing 
on the territory of the Republic of Bashkortostan were used. 
Bacteria were grown on liquid lysogenic broth (LB) medium 
(1 % tryptone, 0.5 % yeast extract and 0.5 % NaCl) in 50 ml 
flasks at 28 °C using laboratory shakers (120 rpm) within 72 h 
until complete sporulation. 

In this work, we studied the population of Greenbug aphid 
(Schizaphis graminum Rond.), 2020, which was maintained 
under laboratory-controlled conditions on plants of common 
spring wheat (Triticum aestivum L.) cv. Salavat Yulaev (SY) 
as described previously (Rumyantsev et al., 2023). Seeds of 
cv. SY were obtained from the Bashkir Research Institute of 
Agriculture – Subdivision of the UFRC RAS.

Isolation of DNA from bacteria. Genomic DNA from 
bacteria was isolated with a lysis buffer containing 1 % Che-

lex 100 resin (BioRad Laboratories, USA), as described earlier 
(Veselova et al., 2022).

16S rRNA gene sequencing. The gene of 16S rRNA was 
amplified using the universal primers 27F (5′-CAGAGTTT 
GATCCTGGCT-3ʹ) and 1492R (5′-AGGAGGTGATCCAG 
CCGCA-3ʹ). Amplified fragments of the 16S RNA gene of 
Bacillus spp. isolates were visualized on a 1 % agarose gel 
stained with ethidium bromide. Then, PCR fragments of the 
16S RNA gene were excised from the agarose gel and puri-
fied using a  diaGene agarose gel DNA elution kit (DiaM, 
Russia). Sanger sequencing of  PCR fragments was performed 
on a  3500xL genetic analyzer from Applied Biosystems 
(Evrogen, Russia). BLAST software was used for alignment 
and comparison of the obtained sequences of Bacillus spp. 
isolates with sequences deposited in GenBank. These results 
were used for identifying what matched the searched sequence 
and what species the isolates under consideration belonged 
to. Data on sequences and species of bacteria were submitted 
in GenBank (see Table 3). 

Detection of genes of lipopeptide synthetase in the Bacil-
lus spp. strains and isolates by PCR. The genes of lipopep-
tide synthetase – surfactin synthetase (srf  ), iturin synthetases 
(ituA, ituB) and fengycin synthetase (  fenD) – were identified 
in bacterial strains and isolates using PCR with gene-specific 
primers. Primers to the bac gene encoding 16S RNA of Bacil­
lus spp. were used as an inner control. The sequences of all 
primers are presented in Table 1.

Isolation of the lipopeptide-rich fraction (LRF) from the 
Bacillus spp. strains. LRFs from the acidified liquid bacterial 
culture medium of three Bacillus spp. strains B. subtilis 11VM, 
B. subtilis 26D and B. thuringiensis B-6066 and two isolates 
Bacillus sp. Tas2.1 and Bacillus sp. Tas8.2 were obtained by 
ethanol extraction followed by purification on an Amicon 
Ultracel-3K filter (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) as 
described previously (Maksimov et al., 2020). The purified 
lipopeptide fraction was weighed and dissolved in 80  % 
ethanol, the growth-promoting concentrations selected earlier 
were used (Maksimov et al., 2020).

Aphicidal activity of the Bacillus spp. strains and iso-
lates. Aphicidal activity of  bacterial strains and LRF was 
studied on first cut leaves of  wheat seedlings cv. SY, placed in 
test tubes with 5 ml of the bacterial suspension at the concen-
tration of 107 cells/ml (control tubes contained 5 ml of sterile 
water) or those with 5 ml of LRF at various concentrations 
from 2.5 to 200 μg/ml according to a method modified for 

Table 1. Nucleotide sequences of primers, bacterial genes encoding lipopeptide synthases

Genes GenBank Accession number Sequence (5’–3’) Amplicon size, bp

Bs_srf EU882341 F – ATGAAGATTTACGGAATTTATATG
R – TTATAAAAGCTCTTCGTACGAG

675

Bs_ituA D21876.1 F – ATGAAAATTTACGGAGTATATATG
R – TTATAACAGCTCTTCATACGTT

674

Bs_ituB KR149331 F – AAGAAGGCGTTTTTCAAGCA
R – CGACATACAGTTCTCCCGGT

508

Bs_fenD AJ011849 F – TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT
R – GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC

964

Bs_Bac NR102783 F – ACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
R – GGCGGAAACCCCCTAACACT

356
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wheat and described earlier (Veselova et al., 2019). Aphicidal 
activity was expressed as mortality rate (%) among the total 
number of aphids (Veselova et al., 2019). 

Experimental conditions. Before planting, some wheat 
seeds were treated with a liquid culture of bacteria in a semi-
dry manner at growth-stimulating concentrations selected 
earlier (Alekseev et al., 2021; Rumyantsev et al., 2023). The 
cell titer in the suspension was counted at 600  nm using 
a SmartSpectm Plus spectrophotometer (Bio-Rad, USA) cer
tified for this task. The cell titer of the studied cultures was 
(1.8–2)·109 cells/ml; by adding distilled water, the suspensions 
were diluted to a final titer of (2–4)·106 cells/ml and the result-
ing suspensions were used for seed treatment. The final titer 
of B. subtilis 26D, Bacillus sp. Tas2.1 and B. thuringiensis 
B-6066 was 4·106  cells/ml. The final titer of Bacillus  sp. 
Tas8.2, B.  subtilis 11VM, B.  subtilis Ttl2 and Bacillus  sp. 
Stl7 was 2·106 cells/ml.

Wheat seedlings were grown in 1-liter vessels on an aquatic 
culture (10 % Hoagland–Arnon solution) under aphid breeding 
conditions. Solutions of LRFs at growth-stimulating concen-
trations selected earlier (Alekseev et al., 2021) were added 
to the plant nutrient medium 24 h before aphid colonization. 
After 24 h, the medium was replaced with Hoagland–Arnon 
solution without LRFs. Growth-promoting concentrations of 
LRF of Bacillus spp. strains B. subtilis 11VM, B. subtilis 26D 
and B. thuringiensis B-6066 and isolates Bacillus sp. Tas2.1 
and Bacillus sp. Tas8.2 were 1.5, 2.5, 1.5, 2.5 and 2.0 μg/ml, 
respectively (Alekseev et al., 2021). Plant treatment with LRFs 
was carried out to establish the elicitor role of  lipopeptides in 
the induction of defensive signaling pathways in plants and 
did not pursue the goal of studying these metabolites as in-
dependent biocontrol agents. The colonization of 4-day-old 
wheat seedlings by aphids was carried out as described earlier 
(Rumyantsev et al., 2023).

Antibiosis test and endurance test. The antibiosis test 
was carried out as described earlier (Veselova et al., 2019). 
Mortality and fecundity of aphids were expressed as % of 
the total number of aphids. The propagation coefficient was 
calculated as described earlier (Veselova et al., 2019). Plant 
endurance was assessed by measuring the length of the first 
and second leaves of seedlings as described previously and 
expressed as % leaf growth compared to uninfected control 
(Veselova et al., 2019).

The content of hydrogen peroxide (H2O2) and the ac
tivity of enzymes – peroxidase (POD) and catalase (CAT) 
were analyzed according to standard methods (Rumyantsev 
et al., 2023). To measure the content of hydrogen peroxide 
(H2O2) and enzyme activity, plant material was homogenized 
24 and 72 hours after colonization by S. graminum in 0.05 M 
Na-phosphate buffer (PB), pH 6.2, in a ratio of 1:5 (wt/vol) and 
incubated at 4 °C for 30 min. The supernatant was separated 
by centrifugation at 15,000 g for 15 min (5415K Eppendorf, 
Germany). The concentration of Н2О2 in the supernatant was 
determined according to the method of (Bindschedler et al., 
2001; Maksimov et al., 2011), using orange xylenol in the pre
sence of  Fe2+ ions. After coloring, the mixture was centrifuged 
for 5 min at 10,000 g and the optical density was measured 
at a wavelength of 560 nm on an LS 55 Luminescence Spec-
trometer (Perkin Elmer, USA). H2O2 content was calculated 
using a calibration curve and expressed in µmol H2O2/g fresh 

weight (FW). POD activity was determined by a micromethod 
in 96-well plates (Corning-Costar, USA) by the oxidation of 
(o-)phenylenediamine in the presence of H2O2 at 490 nm on 
a Benchmark Microplate Reader spectrophotometer (Bio-Rad 
Laboratories, USA) (Veselova et al., 2014). The enzyme ac
tivity was expressed in optical density/mg protein per minute, 
which corresponded to the amount of oxidized substrate caus-
ing an increase in optical density in 1 min. CAT activity was 
determined by a micromethod based on the ability of H2O2 to 
form a stable colored complex with molybdate salts (Veselova 
et al., 2014). Optical density was measured at 405 nm on 
a  Benchmark Microplate Reader spectrophotometer. CAT 
activity was calculated using a calibration curve and expressed 
in µmol H2O2/(mg protein per min). Protein content was de-
termined by the Bradford method. 

Performing qPCR. Isolation of RNA from wheat leaves 
(five plants per repeat) fixed in liquid nitrogen 1, 3, and 6 days 
after aphid infestation was performed using Lira® (Biolabmix, 
Russia) according to the manufacturer’s instructions. cDNA 
synthesis was performed as described previously (Veselova 
et al., 2022). Expression of genes encoding PR proteins was 
analyzed by quantitative real-time PCR using a CFX Con-
nect real-time PCR Detection System device (BioRad Labo-
ratories, USA) and a set of predefined reagents EvaGreen I 
(Sintol, Russia). In the work, primers for the genes encoding 
PR1  protein, PR2  protein  – glucanase, PR3  protein  – chi-
tinase, PR6 protein – proteinase inhibitors and PR9 protein 
peroxidase were used. To standardize the data, the wheat gene 
TaRli (RNaseLinhibitor-like) was used as an inner reference 
for the real-time qPCR analysis. Primers for qRT-PCR were 
designed using a web-based primer designing tool from IDT 
(http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest) 
(USA). Primer sequences were validated by the presence of 
only a single peak on the thermal dissociation  (Tm) curve 
generated by the thermal denaturing protocol. The sequences 
of all primers are presented in Table 2.

To quantify relative gene expression, the delta-delta Ct 
method was applied using the CFX Connect real-time PCR 
Detection System (BioRad Laboratories, USA) as described 

Table 2. Nucleotide sequences of primers  
for wheat genes encoding PR-proteins

Genes GenBank  
Accession number

Sequence (5’–3’)

TaPr1 AF384143 F – ATAACCTCGGCGTCTTCATC
R – GCTTATTACGGCATTCCTTTT

TaPr2 DQ090946 F – CTGACCTACACATCCCTGTTC
R – CTCGGAAATCACCACCTTCA

TaPr3 AB029936 F – CCATCCAGATCTCACACAACTAC
R – ACCACAACGCCGTCTTAAA

TaPr6 EU293132.1 F – GGGCCCTGCAAGAAGTACTG
R – ACACGCATAGGCACGATGAC

TaPr9 AK333699 F – CAACTGCAGGGTTCCCAATA
R – CCTAGCTACCCGTTCATCTTTC

TaRli AY059462 F – GCTGTGTATTGGTTGTGGTATTT
R – GCGATGGGTAGTATCTTTCTCC
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for wheat protection against Schizaphis graminum

previously (Veselova et al., 2022). Three independent biologi-
cal and three technical replications were performed for each 
experiment.

Statistical analysis. The experiments were carried out in 
triplicate with a different number of biological repetitions, 
from 3 to 10, depending on the type of analysis. The exact 
number of replicates for each analysis is indicated in the table 
note or figure legend. Experimental data were expressed as 
means ± SE, which were calculated in all treatments using 
MS  Excel. The significance of differences was assessed 
by ANOVA followed by Duncan’s test ( p ≤ 0.05) with 
STATISTICA 10.0 software.

Results

Characterization of bacteria isolated  
from the inner tissues of plants
Two strains, B. subtilis 26D and B. subtilis 11VM, were used in 
the work as reference endophytic strains with known proper
ties and protective action against Greenbug aphid (Rumyan
tsev et al., 2023). Previously, it was shown that the B. subti- 
lis 26D strain synthesizes surfactin, and the B. subtilis 11VM 
strain synthesizes iturin (Rumyantsev et al., 2023). B. thurin­
giensis B-6066 also induced resistance against aphids, but was 
not tested for the ability to synthesize lipopeptides (Veselova 
et al., 2019).

Two isolates from the UFRC RAS collection of microorga
nisms were previously sequenced using 16S RNA gene frag-
ments: Bacillus sp. Stl7 (GenBank: MT613864) (isolated from 
the inner tissues of leaves of Solanum tuberosum L., Republic 
of  Bashkortostan) and B. subtilis Ttl2 (GenBank: OK427265) 
(Sorokan et al., 2020; Veselova et al., 2022) (Table 3). For the 
remaining five isolates, presented in Table 3, fragments of the 
16S RNA gene were sequenced in this work. Isolate of Bacil­
lus sp. Ttl1 was isolated from the inner tissues of the leaves 
of T. timopheevii, the remaining isolates of Bacillus sp. Tas2, 
Tas8.2, TV2 and Tas2.1 were isolated from the inner tissues 
of common spring wheat leaves (T. aestivum) (Table 3). Iso-
lates of Bacillus sp. Ttl1 and TV2 were designated as Bacillus 
velezensis. Isolates of Bacillus sp. Tas2, Tas2.1, Tas8.2 were 
designated as B. subtilis (Table 3).

Detection of genes of lipopeptide synthetases  
in the Bacillus spp. strains and isolates
Ten strains and isolates of the Bacillus spp. were tested for the 
presence of lipopeptide synthetases genes (Fig. 1).

As in B. subtilis 26D, in the strains of B. subtilis Tas2, Tas8.2 
and Tas2.1, gene encoding surfactin synthetase srf  was found 
(Fig. 1). As in the B. subtilis 11VM strain, in the B. subtilis Ttl2 
strain and the Bacillus sp. Stl7 isolate, genes encoding iturin 
synthetase ituA and ituB and fengycin synthetase fenD were 
found, and in the strains of B. velezensis, TV2 and Ttl1, only 
genes encoding inturin synthetase were detected. The genes 
encoding surfactin and fengycin synthetase were identified in 
the B. thuringiensis B-6066 strain (Fig. 1). 

Direct aphicidal effect of endophytic strains and isolates  
of bacteria Bacillus spp. and LRF on the S. graminum
Analysis of the aphicidal activity of ten strains and isolates of 
the genus Bacillus showed that all bacteria had high insecti-
cidal activity against Greenbug aphid (Table 4).

Aphid mortality increased from 8 to 50–77  % during 
feeding on bacterial suspension (Table 4). Accordingly, the 
fecundity of aphids decreased. In addition, bacteria reduced 
the propagation coefficient of aphids by 2–5 times (Table 4). 

Table 3. Characterization of bacteria isolated from the inner tissues of plants

Isolate number Source of origin Species designation Accession number in GenBank

Ttl1 Triticum timopheevii Bacillus velezensis OR775749

Tas2 Triticum aestivum Bacillus subtilis OR775745

Tas2.1 Triticum aestivum Bacillus subtilis OR775746

Tas8.2 Triticum aestivum Bacillus subtilis OR775748

TV2 Triticum aestivum Bacillus velezensis OR775756

Ttl2 Triticum timopheevii Bacillus subtilis OK427265

Stl7 Solanum tuberosum Bacillus sp. MT613864

srf

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ituA

ituB

fenD

bac

Fig. 1. PCR analysis of bacteria Bacillus spp. for the presence of lipopep-
tide synthetase genes: srf  – surfactin synthetase, ituA and ituB  – iturin 
synthetase, and fenD  – fengycin synthetase, bac  – reference gene. The 
samples are indicated as follows: 1  – B.  subtilis  26D; 2  – B.  subtilis Tas2; 
3 – B. subtilis Tas8.2; 4 – B. subtilis Tas2.1; 5 – B. subtilis11VM; 6 – B. vele­
zensis TV2; 7  – B.  velezensis Ttl1; 8  – B.  subtilis Ttl2; 9  – Bacillus  sp. Stl7; 
10 – B. thuringiensis B-6066.
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The greatest aphicidal activity was shown by the B. subtilis 
26D, B.  subtilis 11VM, B.  subtilis Ttl2, B.  subtilis Tas2.1, 
B. subtilis Tas8.2 and B. thuringiensis B-6066 strains and the 
Bacillus sp. Stl7 isolate (Table 4).

All studied strains synthesized lipopeptides (Fig.  1). To 
confirm the hypothesis about the role of lipopeptides in the 
aphicidal activity of Bacillus spp. LRFs were isolated from 
five strains. First of all, the aphicidal activity of LRFs was 
tested. The aphicidal activity of LRFs of the strains B. subti­
lis 26D (LRFBs26D) and B. subtilis 11VM (LRFBs11VM) 
was studied previously (Rumyantsev et al., 2023). And it 
was shown that the concentration of 25 μg/ml of  LRFBs26D 
or LRFBs11VM caused the death of 50 % of aphids, and 
100 % death of aphids was caused by 150 μg/ml already on 
the 5th day of feeding (Rumyantsev et al., 2023). LRFs of 
the strains B. subtilis Tas8.2, B. subtilis Tas2.1 and B. thurin­
giensis B-6066 (LRFBsTas8.2, LRFBsTas2.1 and LRFBt 
B-6066) as well as the strains themselves had a negative effect 
on the viability of S. graminum at direct influence (Fig. 2). 
The concentration of 25 μg/ml of LRFBsTas8.2 and LRFBt 
B-6066 caused death in more than 50 % of aphids, but not 
LRFBsTas2.1. However, 100 % of aphids died on the 5th day 
of feeding with solutions of LRFBsTas8.2, LRFBsTas2.1 and 
LRFBt B-6066 at a concentration of 50 μg/ml (Fig. 2).

The plant-mediated effect of endophytes of Bacillus spp. 
and LRF on various types of resistance (antibiosis,  
endurance) of wheat plants against S. graminum
In further study of the indirect effect of bacteria on the pest, 
seven strains and isolates were taken that showed the high-
est aphicidal activity, which are presented in Table  5. All 
seven bacterial strains and isolates had an indirect effect on 
aphid mortality and propagation coefficient. Aphid mortal-
ity increased from 10.9 to 36.3 % during aphid feeding on 
bacteria-treated plants (Table 5). Some bacteria reduced the 
propagation coefficient of aphids by 1.5–2 times (Table 5). 
The B. subtilis 26D and B. thuringiensis B-6066 strains and 
the Bacillus sp. Stl7 isolate had the greatest effect on aphid 
mortality, and the propagation coefficient was most strongly 
influenced by the B. subtilis 26D, B. subtilis Ttl2, B. subtilis 

Tas2.1 and B. subtilis Tas8.2 strains (Table 5). Moderate sus-
ceptible cv. SY showed low tolerance (endurance) to S. gra­
minum, which manifested itself in inhibition of the growth 
of the first and second leaves in seedlings by 20 and 30 %, 
respectively (Table  5). Treatment of plants with bacterial 

Table 4. Aphicidal (insecticidal) effect of endophytic strains and isolates of the genus Bacillus against S. graminum

Isolate/Strain Mortality, % Fecundity, % Propagation coefficient

Control    8.0 ± 1.1a 89.1 ± 4.5a 2.47 ± 0.15a

B. subtilis 26D 66.7 ± 5.3b 33.3 ± 1.8b 0.78 ± 0.07b

B. subtilis Tas2 61.2 ± 5.3c 38.8 ± 2.9c 1.07 ± 0.12c

B. subtilis Tas8.2 76.7 ± 6.7d 23.3 ± 1.3d 0.71 ± 0.04b

B. subtilis Tas2.1 73.3 ± 5.7d 26.7 ± 1.5d 0.80 ± 0.10b

B. subtilis 11VM 72.3 ± 8.1d 27.7 ± 1.6d 0.50 ± 0.02d

B. velezensis TV2 49.8 ± 2.3e 50.2 ± 4.2e 0.92 ± 0.05c

B. velezensis Ttl1 58.3 ± 4.1c 41.7 ± 2.2f 1.03 ± 0.08c

B. subtilis Ttl2 69.5 ± 5.5b 30.5 ± 1.7b 1.10 ± 0.05c

Bacillus sp. Stl7 68.2 ± 6.4b 31.8 ± 1.9b 0.80 ± 0.03b

B. thuringiensis B-6066 76.8 ± 8.7d 23.2 ± 1.4d 0.10 ± 0.001e

Note. The same Latin letters in one column indicate that the values aren’t statistically different according to Duncan’s test (n = 30, p ≤ 0.05).
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Fig. 2. Aphicidal activity of LRFs of the strains B. subtilis Tas8.2 (а), B. sub­
tilis Tas2.1  (b) and B.  thuringiensis B-6066  (c) against Greenbug aphid 
S. graminum.
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the same Latin letters indicate that the values aren’t statistically different 
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strains and isolates increased plant resistance to Greenbug 
aphid by accelerating leaf growth by 10–20 % compared to 
the control and by 30–50 % compared to plants infested with 
aphids (Table 5).

Since the effect of bacteria on plants and pests depends on 
the synthesis of various metabolites, we tested the indirect 
effect of LRF from five bacterial strains presented in Table 6 
on the aphid indices of vitality and endurance of wheat plants.

Major lipopeptides in the LRFBs26D and LRFBs11VM 
were surfactin and iturin, respectively, which was confirmed 
by HPLC (Rumyantsev et al., 2023). LRFBt  B-6066 pre-
sumably contained a mixture of fengycin and surfactin and 
LRFBsTas8.2, LRFBsTas2.1 contained surfactin (Fig.  1). 
Growth-promoting concentrations of LRFBs26D, LRFBs 
11VM, LRFBt B-6066, LRFBsTas8.2, and LRFBsTas2.1 
increased plant tolerance to the pest and increased aphid mor
tality, but to a lesser extent than bacterial strains (Table 6).

However, the propagation coefficient of aphids decreased 
much more during feeding on LRF-treated plants than on 
plants treated with the B. subtilis 11VM and B. thuringiensis 
B-6066 strains. LRFBt B-6066 had the greatest influence on 
the propagation coefficient of aphids, which indicates the role 

of fengycin in the indirect effect on aphid indices of vitality 
(Table 6). Thus, the results of this work show that lipopeptides, 
besides the direct insecticidal effect (Rumyantsev et al., 2023), 
manifest an indirect effect on the pest.

The plant-mediated effect of endophytes of Bacillus spp. 
and LRFs on changes in the redox status  
of S. graminum-infested wheat plants
The plant-mediated effect of endophytes of Bacillus  spp. 
and their LRFs on plant endurance and indices of vitality of 
aphids may be connected with the start of induced systemic 
resistance (ISR) in plants (Rashid, Chung, 2017; Veselova et 
al., 2019). During the development of ISR, bacteria can af-
fect the accumulation of ROS, both locally and systemically 
(Rashid, Chung, 2017). 

The infestation of non-bacterial control plants by aphids led 
to a decrease in the content of  hydrogen peroxide (Fig. 3a, b), 
the absence of an increase in peroxidase activity (Fig. 3c, d ) 
and an increase in catalase activity (Fig. 3e, f  ) 24 and 72 hours 
post aphid infestation and was accompanied by low aphid 
mortality and low plant endurance (Table 5). In wheat plants 
treated with strains and isolates of Bacillus spp. and infested 

Table 5. The effect of endophytes of Bacillus spp. on the vitality of aphids and endurance of S. graminum-infested wheat plants

Isolate/Strain Aphid indices of vitality (antibiosis) Plant endurance

Mortality,
%

Propagation
coefficient

Growth rate of the 1st leaf, 
% of control 

Growth rate of the 2nd leaf, 
% of control 

Control (Water) 10.9 ± 1.5a 2.47 ± 0.15a    79.2 ± 6.1a    69.9 ± 5.1a

B. subtilis 26D 31.5 ± 2.2b 1.32 ± 0.10b 114.7 ± 7.3b 142.0 ± 12.9b

B. subtilis Tas2.1 22.6 ± 1.1c 1.54 ± 0.12c 110.0 ± 6.6b 111.0 ± 4.7c

B. subtilis Tas8.2 28.7 ± 1.4b 1.25 ± 0.09b 113.2 ± 8.1b 116.0 ± 5.8c

B. subtilis 11VM 24.3 ± 3.4c 2.10 ± 0.13d 103.2 ± 5.6c 115.0 ± 9.2c

B. subtilis Ttl2 22.4 ± 2.5c 1.60 ± 0.11c 107.8 ± 5.8c 122.5 ± 12.3d

Bacillus sp. Stl7 35.5 ± 3.8d 1.95 ± 0.12d    97.8 ± 4.6d 117.6 ± 9.5c

B. thuringiensis B-6066 36.3 ± 3.5d 2.08 ± 0.15d 103.6 ± 2.5c 121.0 ± 7.1d

Note. Growth rate of the 1st or 2nd leaf of control, non-treated with bacterial strains and non-infested with aphids is 100 %. The same Latin letters in one column 
indicate that the values aren’t statistically different according to Duncan’s test (n = 30, p ≤ 0.05).

Table 6. Effect of lipopeptide-rich fractions (LRFs) of three Bacillus spp. strains  
on the vitality of aphids and endurance of S. graminum-infested wheat plants

LRF from strain Aphid indices of vitality (antibiosis) Plant endurance

Mortality,
%

Propagation
coefficient

Growth rate of the 1st leaf, 
% of control

Growth rate of the 2nd leaf, 
% of control

Control 10.9 ± 1.5a 2.47 ± 0.15a    79.2 ± 6.1a    69.9 ± 5.1a

LRF of B. subtilis 26D (surfactin) 24.9 ± 2.3b 1.3 ± 0.09b 107.0 ± 5.7b 102.1 ± 5.0b

LRF of B. subtilis 11VM (iturin) 20.9 ± 2.6c 1.2 ± 0.08b    98.1 ± 6.2c 102.3 ± 8.0b

LRF of B. thuringiensis B-6066  
(fengycin + surfactin)

21.5 ± 3.9c 0.9 ± 0.03c 113.0 ± 8.2b    95.3 ± 3.0c

LRF of B. subtilis Tas8.2 (surfactin) 18.6 ± 4.9c 2.2 ± 0.30d    99.5 ± 3.6c    93.6 ± 5.4c

LRF of B. subtilis Tas2.1 (surfactin) 14.1 ± 5.1d 1.5 ± 0.20b 113.0 ± 4.0b 100.0 ± 2.8b

Note. Growth rate of the 1st or 2nd leaf of control, non-treated with bacterial suspensions and non-populated with aphids is 100 %. The same Latin letters in one 
column indicate that the values aren’t statistically different according to Duncan’s test (n = 30, p ≤ 0.05).
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with S. graminum, a sharp accumulation of  H2O2, an increase 
in POD activity, no change in CAT activity compared to the 
control ones were found (Fig. 3).

The accumulation of H2O2 that was observed in bacterized 
plants of colonized aphids was associated with high pest mor-
tality (Table 5, Fig. 3a, b). Treatment with strains B. subtilis 
26D, B. subtilis 11VM, and B. thuringiensis B-6066 had the 
greatest effect on H2O2 accumulation 24 hours after aphid 
infestation. All strains and isolates equally increased the con-
tent of H2O2 after 72 hours post aphid infestation (Fig. 3a, b).

Treatment with strains B. thuringiensis B-6066, B. subtilis 
11VM, B. subtilis Tas8.2 and Bacillus sp. Stl7 isolate increased 
POD activity earlier than treatment with strains of B. subtilis 
26D, B. subtilis Ttl2 and B. subtilis Tas2.1 (Fig. 3c, d ). The 
first bacteria mentioned acted 24 hours after plant infesta-
tion by aphids, and the second bacteria mentioned activated 
POD 72 hours after plant infestation by aphids (Fig. 3c, d ). 
LRFs affected components of the pro-/antioxidant system of 
plants in the same way as bacterial strains (Fig. 4). However, 
LRFBs26D, LRFBt B-6066, and LRFBs11VM significantly 
induced the accumulation of H2O2 only 72 hours after plant 
colonization with the pest (Fig. 4a), unlike bacteria that in-
duced H2O2 accumulation after 24 hours of feeding (Fig. 3). 

LRFBs11VM and LRFBs26D increased POD activity in 
plants infested with aphids, as well as in plants treated with 
bacterial strains B. subtilis 11VM and B. subtilis 26D (Fig. 4b, 
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Fig. 3. The effect of endophytes of Bacillus spp. on the content of hydrogen peroxide (H2O2) (a, b), activity of peroxidase (c, d ), and activity of catalase (e, f ) 
of S. graminum-infested wheat plants.
Designations in the figure: 0 h – plants uninfested by aphids; Control – unbacterized plants; Bs 26D, Bs Tas8.2, Bs Tas2.1, Bs 11VM, Bs Ttl2, B Stl7 and Bt B-6066 – 
plants treated by the appropriate strain or isolate. Figures present means ± SE (n = 9). Columns of each histogram marked with the same Latin letters indicate that 
the values aren’t statistically different according to Duncan’s test ( p ≤ 0.05).

Fig.  3). LRFBt B-6066 increased POD activity later than 
treatment with the bacterial strain, only 72 hours after aphid 
infestation (Fig. 4b). Treatment of wheat plants with LRFs 
did not lead to an increase in CAT activity during aphid feed-
ing (Fig. 4c). Such results may indicate the possible role of 
lipopeptides in the induction of systemic resistance against 
Greenbug aphid in wheat.

The plant-mediated effect of endophytes  
of Bacillus spp. and LRFs on changes in the expression 
of defense-related genes of PR proteins of wheat plants 
populated by S. graminum
Another indicator of the formation of systemic resistance in 
plants is considered to be an increase in the expression of 
defense-related genes of pathogenesis-related (PR) proteins, 
which is regulated by intermediate products of cell signaling 
systems (for example, H2O2) and phytohormones (Pieterse  et 
al., 2014). The expression of defense-related Pr genes, sali
cylate (SA)-regulated and ethylene/jasmonate (JA)-regulated 
markers have been studied to test the bacteria-mediated acti
vation of systemic resistance in S. graminum-infested plants. 
Proteins PR1, PR2 (glucanases) are markers of the SA signal
ing pathway. PR3 proteins (chitinases) are considered ethylene 
(ET)-regulated markers, and PR6 proteins (proteinase inhi
bitors) are considered JA-regulated markers. Proteins of PR9 
(peroxidases) are both SA-responsive and JA-responsive 
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pathogenesis-related proteins (Pieterse et al., 2014). In this 
work, in the moderately susceptible cv. SY, a slight increase 
of transcripts level of the Pr3 and Pr6 genes, markers of the 
ET- and JA-signaling pathways, respectively, and an increase 
of the expression levels of the Pr9 gene 72 hours after aphid 
colonization were found (Table 7).

The effect of bacterial treatment on the expression of 
Pr genes had a different pattern. All seven bacterial strains 
and isolates increased the transcripts level of the Pr9 gene in 
aphid-infested plants compared to the control (Table 7). Six 
strains and isolates, excluding the B. subtilis Tas2.1 strain, 
increased the expression levels of the Pr3  gene, an ET-re
gulated marker, in S.  graminum-infested plants. However, 
only two strains, B. thuringiensis B-6066 and B. subtilis Ttl2, 
influenced the expression levels of the Pr3 gene more strongly 
than others (Table 7).

Only four strains of B.  subtilis 26D, 11VM, Tas8.2 and 
Tas2.1 significantly increased the expression levels of SA-re
gulated markers genes Pr1 and Pr2 in S. graminum-infested 
plants compared to the control. Only one strain of B. thurin­
giensis B-6066 increased the expression levels of the Pr6 gene, 
a marker of the JA-signaling pathway, in S. graminum-infested 
plants (Table 7).

LRFs affected the expression of defense-related Pr genes 
of plants in the same way as bacterial strains, however, the 
degree of influence of LP was much higher (Fig. 5). Treat-
ment with LRFBs26D, in which the major lipopeptide was 
surfactin, affected the accumulation of mRNA levels of the 
Pr1 and Pr2 genes in S. graminum-infested plants more than 
treatment with the B. subtilis 26D strain (Fig. 5a). Treatment 
with LRFBs11VM, in which the major lipopeptide was iturin 
and which also contained fengycin, increased the expression 
levels of the Pr1 and Pr3 genes in S. graminum-infested plants 
twice as much as treatment with the B. subtilis 11VM strain 
(Fig. 5a, b). The effect of LRFBt B-6066 on the expression of 
Pr genes resembled the effect of the B. thuringiensis B-6066 
strain (Fig. 5, Table 7).
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Table 7. The effect of endophytes of the Bacillus spp. on changes in the expression of Pr genes  
of wheat plants infested by S. graminum

Isolate/Strain Genes

TaPr1 TaPr2 TaPr3 TaPr6 TaPr9

Control 100 ± 5a 100 ± 4a 100 ± 62a 100 ± 3a 100 ± 7a

Aphid 66 ± 3a 126 ± 5a 143 ± 5ac 270 ± 18b 200 ± 16b

Bs 26D + Aphid 382 ± 23c 223 ± 15b 240 ± 12b 180 ± 6c 375 ± 22c

Bs Tas2.1 + Aphid 80 ± 4a 200 ± 18b 130 ± 4ac 140 ± 4d 180 ± 15b

Bs Tas8.2 + Aphid 250 ± 17d 300 ± 24c 160 ± 13c 123 ± 5a 260 ± 6d

Bs 11VM + Aphid 170 ± 15e 120 ± 5a 200 ± 18b 70 ± 10a 405 ± 29e

Bs Ttl2 + Aphid 80 ± 2a 85 ± 4a 300 ± 19d 83 ± 3a 402 ± 32e

B Stl7 + Aphid 110 ± 3a 100 ± 6a 250 ± 17b 90 ± 4a 452 ± 37e

Bt B-6066 + Aphid 70 ± 3ab 140 ± 5d 350 ± 19d 380 ± 9e 180 ± 17b

Note. The same Latin letters in one column indicate that the values aren’t statistically different according to Duncan’s test (n = 9, p ≤ 0.05).
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However, it is worth noting that LRFBt B-6066 contained 
two lipopeptides  – surfactin and fengycin. Treatment with 
LRFBt B-6066 increased the transcripts level of the Pr3 gene 
as LRFBs11VM, increased the mRNA content of the Pr9 gene 
as LRFBs26D and, in addition, only LRFBt B-6066 affected 
the expression of the Pr6 gene in S. graminum-infested plants 
(Fig. 5). Importantly, the expression of some Pr genes induced 
by LRFs was activated later than during the treatment with the 
corresponding bacterial strains, 6 days after plant colonization 
by aphids (Fig. 5, Table 7). Thus, the results of this work show 
that lipopeptides have elicitor activity and induce the expres-
sion of defense-related Pr genes in aphid-infested plants.

Discussion
In this research, ten endophyte isolates of the genus Bacillus 
from the collection of the Laboratory of  Biochemistry of  Plant 
Immunity of the Institute of  Biochemistry and Genetics UFRC 
RAS were studied. Although the bacteria have been isolated 
from the inner tissues of various plants, many of them have 
been tested for their ability to colonize the inner tissues of 
other host plants (Veselova et al., 2019, 2022; Sorokan et al., 
2020; Rumyantsev et al., 2023). All studied strains and isolates 
were found to have lipopeptide synthetase genes (Fig. 1) and 
all strains and isolates showed aphicidal activity (Table 4), 
which was due to the synthesis of lipopeptides as the results 
showed (Fig. 2).

In this work, using LRF isolated from Bacillus spp. strains, 
it was proven that the aphidicidal activity of bacterial strains 
against Greenbug aphid was due to lipopeptides – surfactin, 
iturin and fengycin (Fig. 2). This coincides with the results of 
other authors. Nowadays, the insecticidal activity of surfactin, 
plipastatin (fengycin family), bacillopeptin and iturin against 
some species of phloem-feeding insects has been shown 
(Rashid et al., 2018; Rodríguez et al., 2018; Denoirjean et 
al., 2022). Our studies have recently shown that surfactin 
and iturin exhibit aphicidal activity against Greenbug aphid 
(Rumyantsev et al., 2023). In addition, the results of our recent 
work showed that commercial surfactin (Sigma, USA) ex
hibited the same aphicidal activity as LRF from the B. subtilis 
26D strain (Maksimov et al., 2020). In this work, the aphicidal 
effect of fengycin was demonstrated for the first time (Fig. 2).

This work also shows that bacterial strains, isolates, and 
LRFs of three Bacillus spp. strains had an indirect effect on 

the indices of vitality of aphids and endurance of S. graminum-
populated wheat plants (Tables 5, 6). The weaker effect of  
bacteria on the mortality of aphids under the indirect effect 
compared to the direct effect was possibly due to the  dif- 
ferent degree of plant tissue colonization of the strains and 
isolates, which we showed in another work using the B. sub­
tilis 11VM strain as an example (Rumyantsev et al., 2023). 
Thus, when testing for endophyticity, the B. subtilis 26D strain 
showed the greatest ability to reproduce in the plant tissues, 
the other strains and isolates studied in this work reproduced 
in the tissues of plants by an order of magnitude less, and the 
Bacillus sp. Stl7 isolate reduced the number of cells by two 
orders of quantity compared to the B. subtilis 26D strain (Ve
selova et al., 2019, 2022; Sorokan et al., 2020; Rumyantsev 
et al., 2023).

LRFs increased plant tolerance, but to a weaker extent than 
bacterial strains and isolates (Tables 3, 4). The influence of 
bacteria on plant growth may be associated with the synthesis 
of  hormone-like compounds by bacteria and the effect on the 
availability of nutrients for plants (Eid et al., 2021). Also, the 
effect on plant growth may be indirect through the synthesis 
of metabolites with biocidal activity, which reduce the infec-
tion load on plants, and may trigger systemic resistance in 
plants (Eid et al., 2021). Presumably, the effect of LRFs on 
plant growth was indirect and was related to the stimulation 
of systemic resistance in plants. 

Verification of the indirect action of bacterial strains and 
isolates and LRFs showed that both bacteria and LRFs are 
able to change the redox status of plants inhabited by aphids 
(Fig. 3, 4) and cause an oxidative burst, which subsequently 
induces the expression of defense-related Pr genes (Rashid et 
al., 2018; Tunsagool et al., 2019; Oukala et al., 2021). Thus, 
the generation of ROS during attack by phloem-feeding in-
sects is discussed as a resistance response against pests (Koch 
et al., 2016; Veselova et al., 2019). The jump in the ROS 
generation, including H2O2, can lead both to direct damage 
to aphids and their death, and to the circumstantial effect of 
H2O2 through signaling regulation of resistance and gene 
expression (Rashid, Chung, 2017; Rashid et al., 2018). In 
addition, bacterial strains and isolates, and LRFs affected the 
activity of redox enzymes – POD and CAT in aphid-infested 
plants (Fig. 3, 4). Low catalase activity was found in aphid 
resistant crop phenotypes (Zhu-Salzman et al., 2004). An 
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increase in POD activity under the influence of bacteria led 
to an improvement in the strategy of plant resistance against 
insects (Rashid et al., 2018; Veselova et al., 2019; Ling et 
al., 2022). To date, the role of lipopeptides in the regulation 
of ROS generation and the work of redox enzymes has been 
studied only during infection of plants with pathogenic fungi 
(Farzand et al., 2019; Tunsagool et al., 2019). These works 
showed the positive effect of fengycin, surfactin and iturin on 
the activity of peroxidases in plants during the attack of fungal 
pathogens (Farzand et al., 2019; Tunsagool et al., 2019). This 
work demonstrates for the first time the ability of strains and 
isolates B. subtilis Ttl2, Bacillus sp. Stl7 and B. thuringien­
sis B-6066, which synthesize fengycin, regulate components 
of the pro-/antioxidant system of aphid-infested plants.

Bacterial strains and isolates and LRFs induced the ex-
pression of defense-related Pr genes, markers of hormonal 
signaling pathways such as JA, SA and ethylene (Table 7, 
Fig. 5). All three hormonal signaling pathways are known to 
play a role in plant defense against phloem-feeding insects 
and other pests (Morkunas et al., 2011; Pangesti et al., 2016). 
B.  subtilis induced resistance against the whitefly Bemisia 
tabaci on tomato plants by activating SA- and JA-responsive 
genes. Rhizobacteria Pseudomonas simiae WCS417r induced 
Arabidopsis defense reaction against Mamestra brassicae by 
activating the synthesis of camalexin and aliphatic glucosino
lates, which is regulated by the ORA59-branch of the JA/ ethy
lene signaling pathway (Pangesti et al., 2016). A  series of 
studies have shown that the ethylene signaling pathway is 
required for the polymerization of phloem proteins, which 
block phloem pores and therefore prevent aphids feeding (Fu 
et al., 2014; Lu et al., 2023). 

Unfortunately, there are very few works on the activation of 
resistance against insects by lipopeptides. Thus, it was shown 
that the bacillopeptin of the B.  velezensis YC7010 strain, 
which induces the deposition of lignin and callose in plants, 
increased the resistance of rice against Nilaparvata lugens 
(brown planthopper) (Rashid et al., 2018). Nowadays, the role 
of lipopeptides in the activation of plant resistance against 
various pathogens through the induction of JA/ethylene-, 
ABA-, SA- and auxin-dependent response is well studied 
(Tunsagool et al., 2019; Jiang et al., 2021). Our results showed 
that lipopeptides surfactin, fengycin and iturin activated the 
expression of defense-related Pr genes of the SA-, JA- and 
ethylene-regulated markers in wheat against the S. graminum. 
Our results suggest a role of fengycin in inducing the expres-
sion of ethylene-dependent genes (Fig. 5), which is consistent 
with results obtained during studies of resistance to pathogen 
(Waewthongrak et al., 2014). This work demonstrates for the 
first time the elicitor role of fengycin in triggering the systemic 
resistance of wheat plants against S. graminum.

Conclusion
In the ten studied strains and isolates of endophytes of the 
genus Bacillus, lipopeptide synthetase genes were found, 
and all bacteria had aphicidal activity. This study shows that 
lipopeptides play a role in the defense of plants from phloem-
feeding insects through a direct and an indirect mechanism of 
action. We have discovered new promising strains and isolates 
of endophytes of the genus Bacillus, which can become the 

basis for future biocontrol agents against aphids. The search 
for new bacteria active against phloem-feeding insects can be 
conducted by the presence of lipopeptide synthetase genes in 
the bacterial genome.
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Influence of leptin administration to pregnant mice  
on fetal gene expression and adaptation to sweet and fatty food  
in adult offspring of different sexes
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Abstract. Elevated leptin in pregnant mice improves metabolism in offspring fed high-calorie diet and its influence 
may be sex-specific. Molecular mechanisms mediating leptin programming action are unknown. We aimed to in-
vestigate programming actions of maternal leptin on the signaling function of the placenta and fetal liver and on 
adaptation to high-calorie diet in male and female offspring. Female C57BL/6J mice received leptin injections in 
mid-pregnancy. Gene expression was assessed in placentas and in the fetal brain and liver at the end of pregnancy. 
Metabolic parameters and gene expression in the liver, brown fat and hypothalamus were assessed in adult male 
and female offspring that had consumed sweet and fatty diet (SFD: chow, lard, sweet biscuits) for 2 weeks. Females 
had lower blood levels of leptin, glucose, triglycerides and cholesterol than males. Consuming SFD, females had 
increased Ucp1 expression in brown fat, while males had accumulated fat, decreased blood triglycerides and liver 
Fasn expression. Leptin administration to mothers increased Igf1 and Dnmt3b expression in fetal liver, decreased 
post-weaning growth rate, and increased hypothalamic Crh expression in response to SFD in both sexes. Only in 
male offspring this administration decreased expression of Fasn and Gck in the mature liver, increased fat mass, blood 
levels of glucose, triglycerides and cholesterol and Dmnt3a expression in the fetal liver. The results suggest that the 
influence of maternal leptin on the expression of genes encoding growth factors and DNA methyltransferases in the 
fetal liver may mediate its programming effect on offspring metabolic phenotypes.
Key words: adaptation to high-calorie food; developmental programming; leptin; mice; pregnancy.
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Введение лептина беременным мышам  
влияет на экспрессию генов у плодов и адаптацию  
к сладкой и жирной пище у взрослых потомков разного пола
Е.И. Денисова  , Е.Н. Макарова   
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Аннотация. Повышенный уровень лептина в период беременности у самок мышей оказывает благоприят
ное действие на метаболические показатели их зрелого потомства при потреблении последним высококало-
рийной пищи, и это влияние может зависеть от пола. Молекулярные механизмы, опосредующие программи-
рующее действие лептина, неизвестны. Целью представленной работы было изучение программирующего 
действия материнского лептина на сигнальную функцию плацент и печени плодов, а также на адаптацию к 
высококалорийной диете у потомства в зависимости от пола. Самкам мышей линии C57BL/6J вводили лептин 
в середине беременности. В конце беременности в плацентах, мозге и печени плодов оценивали экспрес-
сию генов. У взрослого потомства обоего пола оценивали метаболические показатели и экспрессию генов в 
печени, буром жире и гипоталамусе после двухнедельного потребления стандартной либо сладко-жирной 
диеты (СЖД: гранулы стандартного корма, сало, сладкое печенье). У самок наблюдался более низкий уровень 
лептина, глюкозы, триглицеридов и холестерина в крови, чем у самцов. Потребление СЖД увеличивало экс-
прессию гена Ucp1 в буром жире у самок, тогда как у самцов накапливался жир, снижались уровень тригли-
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церидов в крови и экспрессия гена Fasn в печени. Введение лептина матерям увеличивало экспрессию генов 
Igf1 и Dnmt3b в печени плодов, снижало скорость роста после отъема от матери и повышало экспрессию Crh 
в гипоталамусе в ответ на СЖД у взрослых потомков обоих полов. Только у самцов введение лептина матерям 
снижало экспрессию генов Fasn и Gck в печени, увеличивало жировую массу, уровни глюкозы, триглицеридов 
и холестерина в крови, а также экспрессию гена Dmnt3a в печени плодов. Полученные результаты позволяют 
предположить, что влияние материнского лептина на экспрессию генов, кодирующих факторы роста и ДНК-
метилтрансферазы в печени плодов, может опосредовать его программирующий эффект на метаболический 
фенотип потомства.
Ключевые слова: адаптация к высококалорийной пище; программирование развития; лептин; мыши; бере-
менность.

Introduction
Obesity and related metabolic diseases are one of the major 
problems in modern medicine. The potentiating effect of ma­
ternal obesity on the development of obesity in the offspring is 
considered as one of the reasons for the widespread prevalence 
of obesity (Shrestha et al., 2020; Schoonejans et al., 2021). 
In this regard, the study of the possible mechanisms respon­
sible for mediating the effects of early-life environment on 
susceptibility to obesity later in life is of particular relevance.

The adipocyte hormone leptin can have a  programming 
effect on the development of offspring. It was shown in la
boratory models that elevated blood levels of leptin in pregnant 
females, whether caused by genetic disorders or leptin admini­
stration, may have a beneficial effect on glucose metabolism 
and obesity in offspring fed a high-calorie diet (Stocker, Caw
thorne, 2008; Pollock et al., 2015; Talton et al., 2016; Denisova 
et al., 2021). It was also shown that the programming effects of 
maternal leptin can be different in offspring of different sexes 
(Nilsson et al., 2003; Makarova et al., 2013). The study of the 
molecular and physiological mechanisms that mediate the 
programming effect of leptin may contribute to the elaboration 
of methods for correcting individual development to reduce 
the risk of metabolic disease.

In most cases, the development of obesity is promoted by 
the consumption of high-calorie sweet and fatty food. Adap­
tation to the consumption of this type of food is expressed in 
a decrease in the amount of food consumed, storage of excess 
energy in adipose tissue, and an increase in energy expenditure 
(Duca et al., 2014). These adaptive responses are associated 
with changes in the expression of orexigenic and anorexigenic 
neuropeptides in the hypothalamus (Cone, 2005), activation 
of thermogenesis in brown adipose tissue (Even, 2011), and 
changes in the activity of enzymes related to glucose and lipid 
metabolism in the liver and other organs (Akieda-Asai et al., 
2013). Ability to adapt to the consumption of high-calorie 
foods may affect the rate and degree of obesity development. 
However, the effect of maternal leptin on adaptation to sweet 
and fatty foods has not yet been investigated.

The programming effect of maternal leptin on the develop­
ment of offspring can be mediated via epigenetic modifica­
tions, including methylation of regulatory regions of genes and 
changes in the expression of signaling factors that affect the 
growth and maturation of organs and tissues in fetuses (Rey­
nolds et al., 2017). Insulin-like growth factors 1 and 2 (IGF1, 
IGF2) play a significant role in the somatic development of 
the fetus (Petry et al., 2010; Xiagedeer et al., 2020; Hattori et 
al., 2021). These factors are synthesized and secreted into the 
blood of the fetus by both placenta and fetal liver (Nawathe 
et al., 2016). The effect of maternal leptin on the signal­

ing function of the placenta and fetal liver has not yet been  
studied.

The aim of this study is to investigate the effect of increased 
leptin levels in pregnant females on the signaling function 
of the placenta and fetal liver and on the adaptation to the 
consumption of high-calorie sweet and fatty foods in mature 
offspring of different sexes in mice.

Materials and methods
Animals and experimental design. The study was conducted 
according to the guidelines of the Declaration of  Helsinki and 
approved by the Independent Ethics Committee of the Institute 
of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences (protocol number 76, 07.04.2021).

Experiments were conducted with С57BL/6J mice housed 
at the vivarium of the Institute of Cytology and Genetics, No
vosibirsk, Russia. The animals were kept at a 12-h daylight 
cycle with free access to water and standard chow for the 
conventional maintenance and breeding of rodents (BioPro 
Company, Novosibirsk, Russia). Mature females were mated 
to males of the same strain. Mating was confirmed by the 
presence of a copulation plug. The appearance of the plug 
signified day 0 of pregnancy. The females were administered 
0.2 mg/kg of recombinant murine leptin (Peprotech, United 
Kingdom) or the same volume of normal saline on days 11, 12, 
and 13 of pregnancy. The injections were done subcutaneously 
in the shoulder area. It has been shown that during this period, 
sexual differentiation begins in fetuses (Hacker et al., 1995) 
and there is a peak in the formation of hypothalamic neurons 
that regulate energy intake and expenditure (Ishii, Bouret, 
2012). As we showed earlier, the food intake of females re­
duces in response to leptin administration, and the offspring 
demonstrate sensitivity to its programming effect during this 
period of pregnancy (Denisova et al., 2021).

To study the effect of leptin administration on the fetal 
growth and expression of genes in fetuses and placentas, 
6 leptin-treated and 6 control females were sacrificed at the 
pregnancy day (PD) 18 by displacement of the cervical ver­
tebrae, fetuses and placentas were removed and weighed. 
Samples of placentas and fetal liver and brain were placed 
in liquid nitrogen. To measure gene expression, two tissue 
samples of the placentas and fetuses of each sex were selected 
from each litter and combined in equal representation, taking 
into account the RNA concentration after RNA isolation.

In another group, the mated females were monitored to 
record parturition and the number of pups, and the day of 
delivery was designated as postpartum day (PPD) 0. Females 
with a litter of less than 6 pups did not participate in the further 
experiment. If there were more than 7 pups in the litter, it was 
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adjusted to 7 on PPD 0. There were 9  leptin-treated litters 
and 8 control litters. The females and pups were weighed on 
PPDs 0, 7, 14, 21, and 28. The offspring were weaned from 
their mothers at PPD 28.

To assess the effect of maternal leptin on the metabolic pa
rameters of mature offspring, two males and two females from 
each litter were housed individually after weaning. At the age 
of 10 weeks, some of the offspring begun to receive a sweet 
and fatty diet (SFD): sweet butter cookies and lard were added 
to standard chow, and the other part of the animals remained 
on standard diet (SD). There were 8 experimental groups with 
6–7  animals in each group: males and females consuming 
SFD and males and females consuming SD born to control 
mothers and males and females consuming SFD and males 
and females consuming SD born to leptin-treated mothers. The 
weight of standard chow, fat and cookies eaten per week was 
measured, and energy intake was calculated (lard – 8 kcal/g, 
cookies – 4.58 kcal/g, and standard chow – 3 kcal/g). The 

total amount of energy consumed was calculated and related 
to body weight.

After 2 weeks of SFD eating, the animals were decapitated, 
the weight of the liver, interscapular brown fat, and subcutane­
ous and intraperitoneal fat were measured. To assess the effect 
of leptin on blood biochemical parameters and gene expres­
sion, blood samples were collected, liver, muscle, brown fat 
and hypothalamus samples were placed in liquid nitrogen and 
then stored at –80 °C.

Plasma assays. Concentrations of leptin and FGF21 were 
measured using Mouse Leptin ELISA Kit (EMD Millipore, 
St.  Charles, MO, USA) and Quantikine® ELISA Mouse/ 
Rat FGF-21 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, 
USA).

Concentrations of glucose, triglycerides, and cholesterol 
were measured colorimetrically using Fluitest GLU, Fluitest 
TG, and Fluitest CHOL (Analyticon® Biotechnologies AG Am 
Mühlenberg 10, 35,104 Lichtenfels, Germany), respectively.

Table 1. TaqMan Gene Expression Assays used for relative quantitative real-time PCR

Protein Function Gene Gene expression assay ID

Agouti-related neuropeptide Orexigenic neuropeptide Agrp Mm00475829_g1

Beta-actin Actb Mm00607939_s1

Carnitine palmitoyltransferase 1a Beta-oxidation of long-chain fatty acids (liver) Cpt1a Mm01231183_m1

Carnitine palmitoyltransferase 1b Beta-oxidation of long-chain fatty acids 
(muscles, BAT)

Cpt1b Mm00487191_g1

Corticotropin-releasing hormone Hypothalamic signaling Crh Mm01293920_s1

DNA methyltransferase 3 alpha De-novo DNA methylation Dnmt3a Mm00432881_m1

DNA methyltransferase 3 beta De-novo DNA methylation Dnmt3b Mm01240113_m1

Fatty acid synthase Fatty acid synthesis Fasn Mm00662319_m1

Fibroblast growth factor 21 Influence on carbohydrate and lipid metabolism Fgf21 Mm00840165_g1

Glucokinase Glucose phosphorylation Gck Mm00439129_m1

Glucose-6-phosphatase, catalytic Glucose-6-phosphate dephosphorylating G6pc Mm00839363_m1

Insulin receptor Insulin signaling Insr Mm01211875_m1

Insulin-like growth factor 1 Fetal growth and development Igf1 Mm00439560_m1

Insulin-like growth factor 2 Fetal growth and development Igf2 Mm00439564_m1

Insulin-like growth factor 2 receptor Attenuation of IGF2 signaling Igf2r Mm00439576_m1

Klotho beta Enables FGF21 binding activity Klb Mm00473122_m1

Leptin receptor Leptin signaling Lepr Mm00440181_m1

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha Regulation of lipid metabolism Ppara Mm0040939_m1

Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic Regulation of gluconeogenesis Pck1 Mm01247058_m1

Pro-opiomelanocortin Anorexigenic signaling Pomc Mm00435874_m1

Peptidylprolyl isomerase A Ppia Mm02342430_g1

Pyruvate kinase liver and red blood cell Regulation of glycolysis Pklr Mm00443090_m1

Solute carrier family 2 (facilitated glucose 
transporter), member 4 (GLUT4)

Glucose transporter activated by insulin Slc2a4 Mm00436615_m1

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 1 Amino acid transport Slc38a1 Mm00506391_m1

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2 Amino acid transport Slc38a2 Mm00628416_m1

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 4 Amino acid transport Slc38a4 Mm00459056_m1

Uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier) Thermogenesis Ucp1 Mm01244861_m1

Uncoupling protein 3 (mitochondrial, proton carrier) Mitochondrial anion carrier protein Ucp3 Mm01163394_m1
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Relative quantitative real-time PCR. Gene expression 
was measured using relative quantitative real-time PCR. Total 
RNA was isolated from tissue samples using the ExtractRNA 
kit (Evrogen, Moscow, Russia) according to the manufac­
turer’s instructions. First-strand cDNA was synthesized using 
Moloney murine leukemia virus (MMLV) reverse transcrip­
tase (Evrogen, Moscow, Russia) and oligo(dT) as a primer. 
TaqMan gene expression assays (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA USA) indicated in Table 1 were used for relative 
quantitative real-time PCR with β-actin (Actb) and cyclophilin 
(Ppia) as an endogenous control.

Sequence amplification and fluorescence detection were 
performed on a QuantStudio™ system. Relative quantifica­
tion was performed by the comparative threshold cycle (CT) 
method.

Statistical analyses. Data were analyzed with the 
STATISTICA 10.0 program. Descriptive statistic was used 
to determine means and standard error  (SE) of the mean. 
Data on body weight and food intake were analyzed using 
Repeated Measures ANOVA with factors “maternal treatment” 
(administration of leptin or saline), “sex”, and “age” (from 
4 to 10 weeks) for offspring when kept on a standard diet. 
When kept on a sweet and fatty diet, data on energy intake 
were analyzed using Repeated Measures ANOVA with factors 
“diet” (SD and SFD), “maternal treatment” and “age” (from 
10 to 12 weeks) and data on weight gain were analyzed using 
two-way ANOVA with factors “diet” and “maternal treatment” 
separately for male and female offspring. Morphometric, me
tabolic and hormonal parameters and gene expression were 
analyzed initially by three-way ANOVA with factors “maternal 
treatment,” “diet,” and “sex” and then separately by two-way 
ANOVA in offspring consuming SD or SFD with factors “sex” 
and “maternal treatment,” or in males and females with factors 
“maternal treatment” and “diet”. To identify the effect of leptin 
administration on the weight of fetuses and placentas and 
gene expression in fetuses and placentas, two-way ANOVA 

was used with factors “sex” and “maternal treatment”. To 
assess intergroup differences, post hoc Newman–Keuls test 
was used. The comparisons between single parameters were 
performed with a two-tailed Student’s t-test. The results on 
the graphs are presented as mean ± SE. Significance was de­
termined as p < 0.05.

Results

The effect of leptin administration to pregnant mice  
on body weight and energy intake in offspring  
of different sexes when kept on SD
The administration of leptin to pregnant females had no effect 
on body weight (BW) of the offspring at birth and during the 
period of maternal care (PPDs 1–28); no sex differences in 
BW were observed during this period either.

After weaning, males as compared to females had a higher 
growth rate and were significantly heavier (Fig.  1a). The 
administration of leptin to mothers affected the dynamics of 
weight gain in both males and females; it reduced the growth 
rate of the offspring in the first two weeks after weaning 
(Fig. 1a). Females consumed more energy per unit of body 
weight than males (Fig. 1b), leptin administration to mothers 
had no effect on offspring energy intake.

The effect of leptin administration to pregnant mice  
on energy intake and body weight in offspring  
of different sexes when kept on SFD
Energy consumed with SFD changed dramatically in the 
course of the experiment: it increased sharply in comparison 
with the control in the first week, and returned to normal in 
the second week in mice of both sexes (Fig. 2a). The leptin 
administration to mothers had no effect on the dynamics of 
energy intake with SFD in the offspring. At the same time, 
there were sex differences in BW changes resulting from SFD 
consumption ( p < 0.05, “sex” × “diet”, 3-way ANOVA): SFD 
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Fig. 1. The effect of leptin administration to female mice at 11–13 days of pregnancy on weight gain during the first two weeks after weaning (a) 
and body weight (a) and weekly energy intake related to body weight (b) at the age of 4–10 weeks in offspring of different sexes when consuming a 
standard diet.
Data are means ± SE from 12–14 animals in every group. Weight gain was calculated as the difference in weight in the first two weeks after weaning divided by 
weight at the weaning and expressed as a percentage.
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did not affect weight gain in females, and increased weight 
gain in males, especially in the offspring of leptin-treated 
mothers (Fig. 2b).

Influence of leptin administration to pregnant mice  
on the metabolic characteristics in offspring  
of different sexes when kept on SD or SFD
When offspring consumed SD, sex differences were observed 
in many morphometric and biochemical parameters. Two-way 
ANOVA with factors “sex” and “maternal treatment” showed 
that females compared with males had decreased absolute and 
relative weights of brown adipose tissue (BAT) ( p < 0.001, ab­
solute, p < 0.05, relative, “sex”) and intraperitoneal white adi­
pose tissue (WAT) ( p < 0.01, absolute, p < 0.05, relative, “sex”) 
(Table 2), and lowered levels of glucose ( p < 0.05, “sex”), cho­
lesterol ( p < 0.01, “sex”), triglycerides ( p < 0.001, “sex”) and 
leptin ( p < 0.05, “sex”) in the blood (Table 3). Leptin adminis
tration to pregnant mothers was associated with an increase 
in blood triglyceride levels ( p < 0.05, “maternal treatment”), 
and this increase reached statistically significant values in  
male offspring ( p < 0.05, post hoc Newman–Keuls test).

A two-week intake of SFD reduced the absolute and rela­
tive weight of the liver, increased the absolute and relative 
weight of  BAT, as well as visceral and subcutaneous WAT, and 
increased the blood levels of glucose, cholesterol and leptin 
in both males and females (Tables 2, 3). Only the change in 
blood triglyceride levels in response to the consumption of 
SFD depended on sex: triglyceride levels decreased in males 
and did not change in females (Table 3). At the same time, 
in females, the mass of visceral WAT and the concentration 
of glucose, cholesterol, and leptin in the blood were lower 
than in males, regardless of the diet consumed (Tables 2, 3). 
Leptin administration to mothers had a sex-specific effect on 

the mass of subcutaneous WAT and blood glucose, cholesterol, 
and triglyceride levels. When the effect of maternal leptin was 
analyzed separately in males and females (two-way ANOVA 
with factors “diet” and “maternal treatment”), it was observed 
only in males. Regardless of the diet, male offspring of  leptin-
treated mothers had more subcutaneous fat mass ( p < 0.05, 
“maternal treatment”) and elevated blood levels of glucose 
( p < 0.05, “maternal treatment”), triglycerides ( p < 0.05, “ma­
ternal treatment”) and cholesterol (at the trend level, p < 0.07, 
“maternal treatment”) than males born to control mothers.

Influence of leptin administration to pregnant mice  
on gene expression in the liver, BAT and muscles  
in male and female offspring consuming SFD or SD
When mice were kept on a standard diet, sex differences were 
observed in the expression of some of the studied genes in the 
liver and brown fat. In the liver, the mRNA level of glucose-
6-phosphatase (G6pc) in females was lower than in males 
( p < 0.05, “sex”, two-way ANOVA, SD, Fig. 3e). In BAT, 
the FGF21 mRNA level in females was lower than in males, 
and the level of insulin receptor mRNA was higher ( p < 0.05, 
“sex”, for both cases, two-way ANOVA, SD, Fig.  4a,  e). 
Leptin administration to mothers reduced the expression of 
Fasn ( p < 0.05, “maternal treatment”, two-way ANOVA, SD, 
Fig. 3c) and Gck ( p < 0.05, “maternal treatment”, two-way 
ANOVA, SD, Fig. 3g) in the liver on a standard diet, and this 
decrease was more pronounced in males, reaching statistically 
significant values in them (Fig. 3c, g).

In the liver, SFD consumption resulted in activation of 
Fgf21 gene expression and inhibition of Pck1 gene expres­
sion in both males and females (Fig. 3a, h), and inhibition of 
Fasn gene expression only in males ( p < 0.01, “diet”, two-
way ANOVA, males, Fig. 3c). At the same time, in males, 

Fig. 2. Influence of leptin administration to pregnant mice on energy intake (a) and weight gain (b) in male and female offspring 
consuming standard or sweet and fatty diet.
Data are means ± SE from 6–7 animals in every group. * p < 0.05, SFD vs. SD, post hoc Newman–Keuls test.
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leptin administration to mothers changed the response of the 
Fasn gene to SFD consumption: in the offspring of control 
mothers, Fasn gene expression significantly decreased, while 
in the offspring of leptin-treated mothers, it did not change 
(Fig. 3c). Leptin administration to mothers also had a sex-
specific effect on the expression of the glucokinase gene in 
the liver – it decreased in males regardless of the diet and did 
not significantly change in females (Fig. 3g).

In BAT, SFD consumption increased Fgf21 and Cpt1 gene 
expression (Fig.  4a,  c), decreased Slc2a4 gene expression 

(Fig.  4 f ), had a down-regulating effect on Klb expression 
(Fig.  4b) in mice of both sexes, and increased Ucp1 gene 
expression only in females (Fig. 4d). Leptin administration 
to mothers had no effect on the expression of the studied 
genes in BAT.

In the muscles, the expression of genes related to insulin 
sensitivity (Slc2a4, Insr) and β-oxidation (Cpt1b, Ucp3) were 
studied. The expression of these genes did not depend on sex 
and diet, and leptin administration to mothers had no effect 
on the expression of these genes.

Table 2. Influence of leptin administration to pregnant mice on the absolute and relative weight  
of the liver, BAT, and visceral and subcutaneous WAT in male and female offspring consuming SD or SFD

Parameter Males Females p, ANOVA

SD SFD SD SFD

Saline Leptin Saline Leptin Saline Leptin Saline Leptin

Weight, g

Liver 1.21 ± 0.03 1.22 ± 0.07 1.05 ± 0.06 1.06 ± 0.03 1.06 ± 0.04 0.89 ± 0.01 0.92 ± 0.05 0.91 ± 0.06 <0.01 sex,  
<0.01 diet

BAT 0.10 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.14 ± 0.02 0.14 ± 0.02 0.07 ± 0.01 0.06 ± 0.00 0.11 ± 0.02 0.08 ± 0.01 <0.001 sex,  
<0.001 diet

WAT visceral 0.41 ± 0.08 0.47 ± 0.04 0.86 ± 0.13 1.21 ± 0.22# 0.29 ± 0.10 0.15 ± 0.01 0.61 ± 0.13 0.59 ± 0.14* <0.01 sex,  
<0.01 diet

WAT sub-
cutaneous

0.63 ± 0.06 0.89 ± 0.13 1.18 ± 0.12 1.65 ± 0.22 0.58 ± 0.09 0.49 ± 0.03 1.14 ± 0.17 0.97 ± 0.22 <0.01 sex, diet 
<0.05 sex × mat. tr.

Index, %

Liver 4.87 ± 0.08 4.85 ± 0.22 4.18 ± 0.18 4.01 ± 0.09 5.09 ± 0.13 4.66 ± 0.07 4.45 ± 0.15 4.45 ± 0.17 <0.001 diet

BAT 0.40 ± 0.02 0.36 ± 0.03 0.55 ± 0.06 0.53 ± 0.04 0.32 ± 0.04 0.30 ± 0.02 0.51 ± 0.07 0.41 ± 0.03 <0.001 diet,  
<0.05 sex

WAT visceral 1.64 ± 0.31 1.87 ± 0.15 3.37 ± 0.39 4.41 ± 0.67 1.39 ± 0.46 0.77 ± 0.05 2.92 ± 0.60 2.75 ± 0.54 <0.01 sex,  
<0.01 diet

WAT sub-
cutaneous

2.51 ± 0.20 3.52 ± 0.47 4.68 ± 0.35 6.08 ± 0.62 2.78 ± 0.39 2.55 ± 0.15 5.48 ± 0.82 4.58 ± 0.86 <0.001 diet  
<0.05 sex × mat. tr.

Note. Data are means ± SE from 6–7 animals in every group. Data were analyzed using three-way ANOVA with factors “sex”, “diet”, and “maternal treatment” 
(mat. tr.). * p < 0.05 females vs. males, # p < 0.05 SFD vs. SD, post hoc Newman–Keuls test.

Table 3. Influence of leptin administration to pregnant mice on hormonal and metabolic characteristics  
in male and female offspring consuming SD or FSD

Parameter Males Females p, ANOVA

SD SFD SD SFD

Saline Leptin Saline Leptin Saline Leptin Saline Leptin

Glucose, mM 15.8 ± 1.7 17.4 ± 0.5 16.2 ± 0.9 18.9 ± 0.6 13.4 ± 0.7 14.0 ± 0.5 15.2 ± 0.6 15.2 ± 0.6* <0.001 sex,  
<0.05 diet

Cholesterol, mM    1.4 ± 0.1    1.5 ± 0.1    2.3 ± 0.1    2.7 ± 0.2    1.2 ± 0.1    1.2 ± 0.03    2.6 ± 0.4    2.0 ± 0.1* <0.001, diet,  
<0.05 sex×mat. tr.

Triglycerides, mM    1.5 ± 1.1    1.9 ± 0.1    1.0 ± 0.1    1.2 ± 0.1#    0.9 ± 0.1*    1.1 ± 0.1    1.3 ± 0.3    1.1 ± 0.1 <0.01 sex,  
<0.001 sex×diet

Leptin, ng/ml    2.8 ± 1.1    3.5 ± 0.6    9.1 ± 2.4# 13.8 ± 2.3+    1.6 ± 0.7 1.3 ± 0.2    4.9 ± 1.6    7.1 ± 1.6* <0.01 sex,  
<0.001 diet

FGF21, ng/ml    5.0 ± 1.6    4.9 ± 1.4    8.2 ± 1.6    3.7 ± 1.6

Note. Data are means ± SE from 6–7 animals in every group. Data were analyzed by three-way ANOVA with factors “sex”, “diet” and “maternal treatment” (mat. tr.). 
* p < 0.05 females vs. males, # p < 0.05 SFD vs. SD; + p < 0.05 males, leptin vs. saline, post hoc Newman–Keuls test.
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Fig. 3. Influence of leptin administration to pregnant mice on liver gene expression in male and female offspring consuming SFD or SD.
* p < 0.05 SD, males, leptin vs. saline; # p < 0.05 SFD vs. SD, post hoc Newman–Keuls test. Data are means ± SE from 6–7 animals in every group.

Fig. 4. Influence of leptin administration to pregnant mice on gene expression in BAT in male and female offspring consuming SFD or SD.
Data are means ± SE from 6–7 animals in every group.
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Influence of leptin administration to pregnant mice  
on hypothalamic gene expression  
in male and female offspring consuming SFD or SD
When kept on SD, males and females did not differ in the ex­
pression of the studied genes in the hypothalamus. Leptin ad­
ministration to mothers had a down-regulating effect on Pomc 
gene expression regardless of animal sex and diet (Fig. 5b), 
reduced Agrp gene expression only in males (Fig.  5a) on 
both SD and SFD, and altered the response of the Crh gene 
to SFD intake. In mice of both sexes born to leptin-treated 
mothers, the expression of the Crh gene increased when SFD 
was consumed, while in the offspring of control females it did 
not change (Fig. 5c). Expression of Agrp, Pomc, and Lepr did 
not change in response to SFD consumption.

The results presented suggest that maternal leptin has a pro­
gramming effect on the metabolic phenotype of the offspring, 
including influence on the central mechanisms supporting 
energy homeostasis, and gene expression in the liver and 
brown fat, and males are more sensitive to the programming 
action of maternal leptin.

Influence of leptin administration to pregnant mice  
on the weight of placentas and fetuses  
in offspring of different sexes
Leptin administration to mothers at mid-pregnancy did not 
affect fetus viability: control and leptin-treated mothers did 
not differ in litter size (8.7 ± 0.2, n = 6, control mothers, and 
9.0 ± 0.2, n = 6, leptin-treated mothers). At the end of the 
embryonic period, male and female fetuses did not differ in 
weight, and leptin administration to mothers did not have a de­
layed effect on fetal weight (Fig. 6b). Male placentas weighed 
more than female placentas (Fig. 6a). Leptin administration to 
mothers had no effect on placental or fetal weight.

Influence of leptin administration to pregnant mice  
on gene expression in placentas, and in the brain and liver 
of fetuses of different sexes
In the control, female fetus placentas differed from male fetus 
placentas by increased expression of the Igf1 gene ( p < 0.05, 
Student’s t-test). Administration of leptin to pregnant mice 
affected the placental expression of this gene differently in 
male and female fetuses ( p < 0.05, “sex” × “maternal treat­
ment”, two-way ANOVA): it increased Igf1 expression in 
male placentas and decreased in female placentas (Fig. 7a). 
As a result, the sex differences in Igf1 expression observed in 
the control group disappeared when leptin was administered 
to mothers.

The expression of the Igf2r gene and, at the level of a trend, 
the Slc38a2 (SNAT2) gene ( p  = 0.054, two-way ANOVA) 
in placentas (Fig. 7a) depended on the sex of the fetuses: it 
was higher in females than in males, and leptin administra­
tion to pregnant females had no effect on the expression of 
these genes.

Sex differences in the expression of the genes studied in 
the fetal brain and the effect of leptin administration to preg
nant females on the expression of these genes were not found 
(Fig. 7b).

Sex differences in the expression of the genes studied in 
the liver were not found. Leptin administration to pregnant 
females had an up-regulating effect on the liver expression 
of the Igf1 and Dnmt3b genes in the fetuses of both sexes 
and a multidirectional effect (up-regulating in males and 
down-regulating in females) on the liver expression of the 
Dnmt3a gene (Fig. 7c). As a result, Dnmt3a gene expression 
in male fetuses was higher than in female fetuses after leptin 
administration to mothers. 

Thus, administration of leptin to females during pregnancy 
has a  delayed effect on the expression of genes encoding 
growth factors and DNA methyltransferases in the fetal liver.

Discussion
In the present work, we assessed the effect of maternal leptin 
on adaptation to high-calorie food in adult offspring, as well 
as on the signaling function of placentas and fetal liver 
depending on offspring sex. Sex has a significant effect on 
obesity-induced metabolic alterations (Hwang et al., 2010), 
and, in addition, there is sexual dimorphism in the response 
of offspring to maternal influences not only in the postnatal 
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Fig. 5.  Influence of leptin administration to pregnant mice on gene ex-
pression in hypothalamus in male and female offspring consuming SFD 
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Data are means ± SE from 6–7 animals in every group.
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Influence of maternal leptin  
on fetuses and adult offspring

period of life, but also in fetuses and placentas (Dearden et 
al., 2018; Yu et al., 2021). It suggests that the programming 
effect of maternal leptin may be sex-specific.

Male and female offspring differed in metabolic characteris­
tics consuming SD and in response to SFD intake. Compared 
to males, females had reduced fat mass and reduced blood 
glucose, cholesterol, and leptin concentrations regardless 
of the diet consumed, which is consistent with the results of 
other authors (Freire-Regatillo et al., 2020). SFD consumption 
was accompanied by an increase in the intake of energy in 
the offspring of both sexes, but the utilization of this excess 
energy depended on the sex. In males, when switching to 
SFD, the mass of white fat increased, the expression of the 
Fasn gene encoding the enzyme for the synthesis of fatty 
acids decreased in the liver, and the level of triglycerides in 
the blood decreased. These results are consistent with data 
obtained in other studies on male mice (Voigt et al., 2013; 
Casimiro et al., 2021; Kakall et al., 2021) and suggest that 
in males, excessive consumption of fat at the initial stages of 
fatty food eating inhibits lipogenesis in the liver and enhances 
lipid uptake by tissues and lipid storage in adipose tissue. In 
females, the mass of adipose tissue, liver expression of Fasn, 
and blood triglyceride level did not change in response to SFD 
but the expression of the Ucp1 gene in BAT increased, which 
indicates an increase in thermogenesis and energy dissipation 
in the form of heat. Thus, males and females demonstrate dif­
ferent adaptive strategies in relation to excess energy intake 
with SFD.

In other respects, the hormonal and metabolic changes in­
duced by the intake of SFD were similar in males and females 
and were aimed at reducing food intake, lowering blood glu­
cose levels, and activating fat utilization. In offspring of both 
sexes, energy intake declined to normal levels in the second 
week of SFD intake, which may be due to an increase in leptin 
levels, because leptin reduces food intake (Morton, 2007). In 
both males and females, the mass of BAT increased and BAT 
expression of the Cpt1 gene increased and that of the Slc2a4 
gene (GLUT4) decreased, which points to intensification of 
lipid utilization. In addition, liver mass decreased and liver 
Pck1 gene expression decreased, which indicates the suppres­
sion of gluconeogenesis. The expression of the Fgf21 gene 
increased in the liver and brown fat. This hormone increases 
insulin sensitivity, activates fat oxidation, and influences food 
choice, increasing the propensity to consume a balanced diet 
(Flippo, Potthoff, 2021). These results are consistent with data 
obtained by other authors. It has been shown in mice and rats 
that the initial stages of adaptation to the consumption of a 
high-calorie diet are characterized by an increase in energy 
expenditure, an increase in the level of leptin in the blood, an 
increase in the mass of brown fat, UCP1 protein expression 
and fatty acid oxidation in brown fat, an increase in fat utiliza­
tion, a decrease in liver weight, a decrease in the expression 
of the Slc2a4 gene (GLUT 4) in adipocytes (So et al., 2011; 
Andrich et al., 2018; Kakall et al., 2021).

Leptin administration to pregnant females had a delayed 
effect on both the metabolic phenotype of the offspring in the 
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Fig. 7. Influence of leptin administration to female mice at the days 11–13 of pregnancy on gene expression in placentas (a), fetal 
brain (b) and fetal liver (c) in male and female fetuses at the end of pregnancy (PD 18).
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postnatal period, and on fetuses and placentas. Leptin admi
nistration to mothers reduced offspring growth rate in the first 
weeks after weaning. These results are consistent with the re­
sults obtained previously, demonstrating that hyperleptinemia 
during pregnancy reduces the weight of the offspring during 
their growth after weaning (Makarova et al., 2013; Pollock et 
al., 2015). In this work, we have shown for the first time that 
leptin administration to pregnant females has an up-regulating 
effect on the level of IGF1 mRNA in the liver of fetuses at 
the end of pregnancy. IGF1 has multisystem effects on fetal 
development (Hellström et al., 2016), and it is possible that the 
programming effect of maternal leptin on postnatal metabolic 
traits and offspring growth is partly mediated by its influence 
on Igf1 expression in fetuses.

The programming effect of maternal leptin was more pro­
nounced in male offspring: only in males, administration of 
leptin to mothers increased fat mass, plasma concentrations 
of glucose, cholesterol, and triglycerides and decreased the 
expression of the Agrp gene in the hypothalamus and the 
genes for glucokinase and fatty acid synthase in the liver. Sex 
differences in the response to elevated maternal leptin were 
also observed at the prenatal stage of development: only in 
male fetuses, administration of  leptin to mothers increased the 
expression of the Dnmt3a gene in the liver. DNMT3a mediates 
de novo methylation (Jurkowska et al., 2011) and maternal 
influence on fetal liver expression of this enzyme may have 
delayed effects on mature liver gene expression. In turn, 
changes in the expression of genes encoding enzymes in the 
liver can affect the metabolic parameters of the blood. Thus, a 
decrease in the expression of the glucokinase gene may be the 
cause of an increased blood level of glucose in males born to 
leptin-treated mothers, since glucokinase is a major contributor 
to glucose homeostasis (Massa et al., 2011), and a decrease in 
the expression of the Gck gene is accompanied by an increase 
in the level of glucose in the blood (Magnuson et al., 2003).

Despite the pronounced sex differences in metabolic cha
racteristics and the sex-specific effect of maternal leptin on 
the metabolic phenotype of the offspring, the programming 
effect of maternal leptin on adaptation to SFD consumption 
did not depend on the offspring sex. Leptin administration to 
mothers did not pronouncedly affect the metabolic response 
and transcriptional changes in the liver and brown fat caused 
by SFD consumption, but affected the central mechanisms 
regulating energy intake and expenditure. In both sexes, ad­
ministration of leptin to mothers doubled the expression of 
the Crh gene in the hypothalamus when SFD was consumed. 
Hypothalamic corticotrophin-releasing hormone (CRH) co­
ordinates energy intake and expenditure with metabolic and 
behavioral response to stress (Richard et al., 2000). CRH in the 
hypothalamus has an anorexigenic effect and increases energy 
expenditure (Radahmadi et al., 2021). Decreased sensitivity of 
CRH neurons increases susceptibility to obesity in mice (Zhu 
et al., 2020). Since the increase in Crh gene expression was 
not accompanied by changes in food intake and body weight, 
it can be assumed that maternal leptin affected the response 
of hypothalamic–pituitary–adrenal axis to metabolic stress 
caused by SFD consumption. The nature of these influences 
requires additional research.

In addition, leptin administration to mothers affected the 
hypothalamic expression of orexigenic (Agrp) neuropeptide 

in males and anorexigenic (Pomc) neuropeptide in males 
and females. It is assumed that prenatal programming of the 
metabolic phenotype is mediated via epigenetic modifica­
tions of the central systems that regulate energy intake and 
expenditure (Dearden, Ozanne, 2015). Thus, it has been shown 
in laboratory models and humans that the metabolic state of 
mothers during pregnancy (malnutrition, overeating) affects 
methylation of the gene encoding proopiomelanocortin and, 
accordingly, its expression in the hypothalamus in the off­
spring (Candler et al., 2019). In rats, maternal consumption 
of  high-calorie diet significantly increased basal CRH mRNA 
expression in the paraventricular nucleus of hypothalamus 
(Niu et al., 2019). Our results indicate that leptin may be the 
factor mediating maternal influences on the central regulation 
of energy homeostasis.

Although we found no sex-dependent programming effects 
of maternal leptin on adaptation to SFD eating, its sex-specific 
influence on liver gene expression and metabolic characteris­
tics may promote formation of sex differences in the develop­
ment of diet-induced obesity in offspring.

Conclusion
Males differ from females in metabolic features associated 
with glucose and lipid metabolism, as well as adaptation to ex­
cess energy intake with a high-calorie diet. Leptin administra­
tion to pregnant female mice sex-specifically affects liver gene 
expression and metabolic characteristics in adult offspring. 
This sex-specific programming effect may be associated with 
sex-specific influence of maternal leptin on expression of the 
Dnmt3a gene in fetal liver. Regardless of sex, maternal leptin 
had a programming effect on the activity of the hypothalamic 
CRH system during adaptation to SFD consumption.
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Аннотация. Многообразие патогенетических механизмов, лежащих в основе артериальной гипертонии, приво-
дит к необходимости разработки персонализированного подхода к диагностике и терапии заболевания. Одним 
из перспективных методов для персонализированной медицины является метаболомика, которая позволяет по-
лучить комплексное представление о физиологических процессах, происходящих в организме. Метаболом – это 
совокупность низкомолекулярных веществ, определяемых в образце и являющихся промежуточными и конеч-
ными продуктами метаболизма клеток. Изменения в содержании и соотношении метаболитов в исследуемом 
образце маркируют соответствующие патогенетические механизмы, выделяя их, что особенно важно для такого 
мультифакторного заболевания, как артериальная гипертония. Для идентификации метаболомных маркеров ги-
пертензивных состояний разного генеза были исследованы три разные формы артериальной гипертонии (АГ): 
крысы c наследственной АГ (линия крыс НИСАГ/ISIAH); крысы с АГ, индуцированной введением L-NAME (модель 
эндотелиальной дисфункции с нарушением продукции NO); крысы с АГ, вызванной введением дезоксикортико-
стерона в сочетании с солевой нагрузкой (гормон-зависимая форма – DOCA-солевая АГ). В качестве нормотен-
зивного контроля были использованы крысы линии WAG. У всех животных собрали образцы суточной мочи, мета-
боломный профиль которой проанализировали методом количественной ЯМР-спектроскопии. Затем с помощью 
методов многомерной статистики выявили потенциальные метаболомные маркеры исследуемых форм гипер-
тензивных состояний. Анализ полученных данных показал, что для наследственной стресс-индуцированной ар-
териальной гипертонии у крыс линии НИСАГ характерно снижение содержания следующих метаболитов в моче: 
никотинамида и 1-метилникотинамида (маркеры воспалительных процессов), N-ацетилглутамата (цикл оксида 
азота), изобутирата и метилацетоацетата (микробиота кишечника). Фармакологически индуцированные фор-
мы АГ (группы L-NAME и DOCA+NaCl) не имеют общих с наследственной АГ метаболомных маркеров. Их отличают 
один общий маркер, N,N-диметилглицин, и два специфических – холин (для группы L-NAME) и 1-метилникотин
амид (для группы крыс с DOCA-солевой артериальной гипертонией).
Ключевые слова: артериальная гипертония; крысы НИСАГ (ISIAH); L-NAME; DOCA-солевая гипертония; метабо-
ломные маркеры мочи.
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Abstract. The diversity of pathogenetic mechanisms underlying arterial hypertension leads to the necessity to devise a 
personalized approach to the diagnosis and treatment of the disease. Metabolomics is one of the promising methods 
for personalized medicine, as it provides a comprehensive understanding of the physiological processes occurring in 
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the body. The metabolome is a set of low-molecular substances available for detection in a sample and representing 
intermediate and final products of cell metabolism. Changes in the content and ratio of metabolites in the sample mark 
the corresponding pathogenetic mechanisms by highlighting them, which is especially important for such a multifac-
torial disease as arterial hypertension. To identify metabolomic markers for hypertensive conditions of different origins, 
three forms of arterial hypertension (AH) were studied: rats with hereditary AH (ISIAH rat strain); rats with AH induced 
by L-NAME administration (a model of endothelial dysfunction with impaired NO production); rats with AH caused 
by the administration of deoxycorticosterone in combination with salt loading (hormone-dependent form – DOCA-
salt AH). WAG rats were used as normotensive controls. 24-hour urine samples were collected from all animals and ana-
lyzed by quantitative NMR spectroscopy for metabolic profiling. Then, potential metabolomic markers for the studied 
forms of hypertensive conditions were identified using multivariate statistics. Analysis of the data obtained showed 
that hereditary stress-induced arterial hypertension in ISIAH rats was characterized by a decrease in the following urine 
metabolites: nicotinamide and 1-methylnicotinamide (markers of inflammatory processes), N- acetylglutamate (nitric 
oxide cycle), isobutyrate and methyl acetoacetate (gut microbiota). Pharmacologically induced forms of hypertension 
(the L-NAME and DOCA+NaCl groups) do not share metabolomic markers with hereditary AH. They are differentiated 
by N,N-dimethylglycine (both groups), choline (the L-NAME group) and 1-methylnicotinamide (the group of rats with 
DOCA-salt hypertension).
Key words: arterial hypertension; ISIAH rats; L-NAME; DOCA-salt hypertension; urine metabolomic markers.
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Введение
Артериальная гипертония (АГ) – это сложное мульти-
факторное заболевание, в патогенез которого вовлечены 
многие системы организма. Разнообразие механизмов раз-
вития этого заболевания и их взаимодействия между со-
бой обусловливают необходимость учитывать множество 
факторов при разработке методов профилактики и лече-
ния. К настоящему времени разработаны и применяются 
многоступенчатые протоколы лечения АГ, учитывающие 
образ жизни, стадию заболевания, сопутствующие пато-
логии и т. д. (Carey et al., 2022). Однако все еще актуаль­
ны задачи персонализированной медицины: использовать 
комплексные подходы к диагностике с целью определения 
характерного для конкретного пациента «набора» задей-
ствованных в развитии АГ механизмов и, соответственно, 
назначить индивидуальное лечение. Для этой цели хорошо 
подходят так называемые омиксные технологии, анали-
зирующие своего рода «срез» деятельности организма и 
функционирования его систем (на уровне генома, транс-
криптома, протеома, метаболома и т. д.).

Для изучения метаболических путей, вовлеченных  в 
патогенез различных гипертензивных состояний, мы ис-
пользовали три экспериментальные модели АГ. Первая 
модель: линия крыс НИСАГ/ISIAH (наследственная ин­
дуцированная стрессом артериальная гипертония/Inherited  
Stress-Induced Arterial Hypertension), которая была полу­
чена из аутбредной популяции крыс Wistar путем много-
летней селекции на повышение АД в условиях психоэмо-
ционального стресса (Markel, 1992). Эта модель наиболее 
близко воспроизводит первичную (эссенциальную) ги-
пертонию человека. Вторая модель: АГ, вызванная дис-
функцией эндотелия сосудов, индуцированной фармако-
логически – введением L-NAME (ингибитора синтеза NO) 
(Biancardi et al., 2007). Эндотелиальная дисфункция, свя­
занная с нарушением синтеза оксида азота, – один из рас­
пространенных механизмов повышения АД. Третья мо- 
дель: АГ, также индуцированная фармакологически вве-
дением синтетического минералокортикоида  – DOCA 
(дезоксикортикостерона ацетат) на фоне дополнительной 

солевой нагрузки (Basting, Lazartigues, 2017). Сочетание 
повышенного уровня минералокортикоидов и солевой 
нагрузки – еще одна из возможных причин развития АГ 
у людей (Gupta, 2011).

При разработке методов поиска биохимических марке-
ров разных форм АГ следует обращать внимание на до­
ступность и неинвазивность предлагаемых технологий. 
Один из наиболее доступных методов – анализ образцов 
мочи. Метаболомные исследования мочи в настоящее 
время представляют интерес для исследователей; активно 
обсуждаются способы анализа и интерпретации данных 
(Zhang et al., 2012; Bouatra et al., 2013).

Цель нашей работы – оценить метаболомный профиль 
суточной мочи крыс, моделирующих три разных по ме-
ханизмам развития формы гипертензивных состояний, в 
сравнении с нормотензивным контролем.

Методы исследования
Экспериментальные животные. Исследование вы-
полнено на 3–4-месячных самцах крыс линии НИСАГ 
(ISIAH) с наследственной формой АГ, а также на двух 
группах крыс с фармакологически индуцированными 
формами АГ: группа крыс, получавших блокатор син-
теза NO – L-NAME, и группа крыс с гормон-зависимой 
DOCA-солевой АГ. В качестве нормотензивного контроля 
использованы крысы линии WAG.

Для моделирования NO-дефицитной АГ с эндотелиаль­
ной дисфункцией крысам линии WAG перорально вво-
дили раствор ингибитора эндотелиальной NO-синтазы 
(L-NAME, Nω-nitro-l-arginine methyl ester – N-омега-нитро- 
L-аргинин метиловый эфир; Sigma Aldrich, США) в дозе 
30 мг/кг массы тела в течение двух недель (Fürstenau et 
al., 2008). Для моделирования гормон-зависимой DOCA-
солевой гипертонии крысам WAG подкожно вводили 
DOCA (deoxycorticosterone acetate – дезоксикортикосте-
рона ацетат; Sigma Aldrich, США) в дозе 25 мг/кг массы 
тела раз в 4 дня при постоянной солевой нагрузке (1 % 
раствор NaCl в поилках) в течение трех недель (Chan et 
al., 2006). В результате были сформированы четыре экс-
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периментальные группы животных: три с АГ и одна нор­
мотензивная, по 10 самцов в каждой.

Все животные содержались в стандартных условиях 
вивария Института цитологии и генетики СО РАН (тем­
пература воздуха 22–24 °С, световой режим дня 12:12 ч), 
получая полнорационный корм («Чара», Россия) и питье­
вую воду в свободном доступе. Все процедуры с экспе-
риментальными животными соответствовали этическим 
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, прин- 
ципам Базельской декларации и рекомендациям Меж­
институтской комиссии по биологической этике при Ин­
ституте цитологии и генетики СО РАН (протокол № 127 
от 08.09.2022).

Мониторинг АД проводили два раза в неделю в тече-
ние всего эксперимента с использованием прибора для 
неинвазивного измерения АД (BIOPAC, США) методом 
tail-cuff с предварительной адаптацией животных к данной 
процедуре в течение трех-четырех дней. Одновременно с 
измерением АД крыс регулярно взвешивали.

Сбор образцов суточной мочи. Животных помещали 
по одному в индивидуальные метаболические клетки для 
грызунов (Techniplast, Италия), где они адаптировались 
к новым условиям в течение трех дней. В последующие 
три дня в одно и то же время суток осуществляли сбор 
образцов мочи и учет объема выпитой воды. Собранную 
мочу хранили при –70  °С. Дальнейшая работа с полу-
ченными образцами проводилась в ЦКП «Масс-спектро­
метрические исследования» Международного томогра-
фического центра СО РАН, в лаборатории протеомики и 
метаболомики.

Экстракция метаболитов из образцов мочи. Для 
получения небелкового экстракта метаболитов мочи крыс 
использовали следующий протокол пробоподготовки: оп-
тимальным соотношением объемов мочи и экстрагирую-
щего раствора является соотношение моча/метанол = 1/4. 
К 100 мкл мочи добавляли 400 мкл холодного метанола 
(–20 °С). Образцы перемешивали на вихревой центрифуге 
и помещали в шейкер на 15 мин при 1300 об/мин, затем 
центрифугировали при 12 000 об/мин при 4 °С в течение 
30  мин, после чего отбирали надосадочную жидкость. 

Супернатант высушивали на вакуумном испарителе и 
хранили при –70 °С. Лиофилизированные экстракты раз-
водили в 600 мкл дейтерированного фосфатного буфера 
(50 мМ, pH 7.4) с добавлением внутреннего стандарта DSS 
(3-(триметилсилил)пропан-1-сульфонат натрия, 20 мкМ).

Спектры ЯМР регистрировали на ЯМР-спектрометре 
AVANCE  III HD 700  MHz (Bruker BioSpin, Германия), 
оборудованном криомагнитом Ascend с полем 16.44 Тл и 
зондом TXI 1H-13C/15N/D ZGR 5 мм. Параметры съем-
ки соответствовали описанным ранее (Zelentsova et al.,  
2020). Для обработки спектров и интегрирования сигналов 
применялась программа MestReNova v12.0. Метаболиты 
идентифицировали с использованием базы данных Human 
Metabolome Database (https://hmdb.ca/) и собственных дан-
ных о метаболомном составе биологических жидкостей 
человека и животных (Tsentalovich et al., 2020; Fomenko 
et al., 2022).

Статистическая обработка данных проводилась в па­
кете программ Statistica 12 (StatSoft, Inc., 2014) и на веб-
платформе MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.
ca/) с применением многомерного анализа (метод главных 
компонент) и непараметрических методов (U-критерий 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на множествен-
ные сравнения).

Результаты
Сравнительный анализ физиологических параметров ис-
следуемых животных показал, что группы крыс не имели 
достоверных различий по массе тела: WAG – 326.1 ± 12.87 г 
(АД = 135.9 ± 1.21 мм рт. ст.), НИСАГ (ISIAH) – 325.9 ± 6.44 г 
(АД = 205.9 ± 2.12  мм  рт.  ст.), L-NAME  – 326.9 ± 4.71  г 
(АД  = 192.0 ± 2.96  мм  рт.  ст.), DOCA  – 328.2 ± 6.18  г  
(АД = 184.2 ± 1.19 мм рт. ст.). Однако такие показатели, 
как суточное потребление жидкости, суточный диурез и 
скорость клубочковой фильтрации, были достоверно по-
вышены у крыс группы DOCA по отношению к контролю 
(рис.  1). Повышенные диурез и потребление жидкости 
наблюдались также у крыс НИСАГ (ISIAH). Исходя из 
этих межгрупповых различий, для метаболомного ана-
лиза состава суточной мочи полученные методом ЯМР-
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Рис.  1.  Межгрупповые различия в суточном потреблении жидкости, суточном уровне диуреза и скорости клубочковой фильтрации  (СКФ) 
у крыс НИСАГ (ISIAH), L-NAME, DOCA по отношению к контрольным крысам WAG.
Критерий Манна–Уитни, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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спектроскопии концентрации метаболитов (нмоль/мл) 
были пересчитаны в суточные показатели выделения ме­
таболитов с мочой (нмоль/сут) с учетом уровня диуреза 
каждой крысы в день сбора анализируемых проб.

Многомерный анализ метаболомных данных методом 
главных компонент выявил три основных оси (РС1, РС2, 
РС3), отвечающих соответственно за 45.2, 16.5 и 10.0 % 
общей вариации содержания исследуемых метаболитов 
в образцах суточной мочи. Распределение эксперимен-
тальных групп в координатах главных компонент при-
ведено на рис.  2. Можно наблюдать четкое разделение 
групп исследуемых крыс по первой главной компоненте, 
отвечающей за 45.2 % вариации признаков: в одну груп­
пу попали нормотензивные крысы WAG и крысы с на­
следственной гипертонией линии НИСАГ. Крысы с фар- 
макологическими формами  АГ  – L-NAME и DOCA – 
образовали другую группу. Отсюда можно заключить, 
что «естественная» генетическая АГ резко отличается от 
двух фармакологически индуцируемых форм  АГ и что 
метаболомные маркеры мочи соответствуют не столько 
повышенному уровню АД, сколько механизмам развития 
разных форм артериальной гипертонии.

Относительно небольшая доля изменчивости (16.5 %) 
метаболомных показателей описывается второй главной 
компонентой. Проекция исследуемых групп крыс на вто-
рую компоненту не позволяет разделить сравниваемые 
группы по набору метаболомных маркеров. В то же время 
учет остаточной изменчивости показателей (10  %) по 
третьей главной компоненте показал возможность четкого 
разделения крыс нормотензивной группы (WAG) и крыс 
с наследственной артериальной гипертонией (НИСАГ). 
То есть метаболомные маркеры, коррелирующие с тре- 
тьей главной компонентой, могут служить диагностиче-
скими показателями наследственных стресс-зависимых 
форм артериальной гипертонии.

На рис. 3 приведены нагрузки метаболитов на оси пер­
вой и третьей главных компонент. Большинство маркеров 

по первой главной компоненте коррелируют с объединен-
ной группой – нормотензивные крысы WAG + гипертен-
зивные крысы НИСАГ, в то время как с фармакологически 
индуцированными формами  АГ коррелируют холин, 
N,N-диметилглицин, N6-ацетиллизин, 1-метилникотин­
амид и формиат. Таким образом, метаболомный профиль 
наследственной АГ (по крайней мере на ранних этапах ее 
развития) ближе к норме, чем к фармакологически инду-
цированным моделям АГ. Маркеры, отличающие стресс-
зависимую АГ крыс НИСАГ от нормотензивного контроля 
(крыс WAG), можно условно разделить на положительно 
и отрицательно коррелирующие с наследственной фор-
мой АГ, исходя из расположения их нагрузок относитель-
но оси третьей главной компоненты. К положительно кор-
релирующим относятся ацетат, цитозин, глицин, лактат; 
к отрицательно коррелирующим – цитидин, изобутират, 
1-метилникотинамид, 2ʹ-дезоксиуридин, урацил, нико-
тинамид, цитрат, метилацетоацетат, N-ацетилглутамат.

Помимо оценки нагрузок метаболитов на оси главных 
компонент, проведен анализ межгрупповых различий по 
содержанию метаболитов в суточной моче исследуемых 
животных (см. таблицу). В результате был сформирован 
список из 12 метаболитов мочи, уровни которых отлича-
лись у животных с разными формами АГ от контроля и 
которые вносили наибольший вклад в разделение экспе-
риментальных групп в пространстве осей главных ком­
понент.

Для выявления возможных взаимосвязей между мета­
болитами, которые давали наибольший вклад в наблю­
даемые различия между группами, был проведен корре­
ляционный анализ методом Пирсона с частичной клас­
теризацией (рис.  4). Наиболее высокие коэффициенты 
корреляции (r > 0.7) наблюдались между холином, N,N-
диметилглицином и N6-ацетиллизином (корреляция была 
положительной). Эти же три соединения отрицательно 
коррелировали с метилацетоацетатом (r < –0.5). Цитрат и 
1-метилникотинамид положительно коррелировали меж­
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Рис. 3. Нагрузки уровней метаболитов мочи на оси главных компонент (РС1, РС3).

Достоверные отличия от контроля в содержании отдельных метаболитов  
в моче гипертензивных крыс трех групп (ISIAH, L-NAME, DOCA)

Метаболиты Группы крыс с АГ Метаболиты Группы крыс с АГ

ISIAH L-NAME DOCA ISIAH L-NAME DOCA

Холин *** 2’-Дезоксиуридин **

N,N-диметилглицин * * Урацил ***

N6-ацетиллизин *** * Никотинамид **

1-Метилникотинамид *** *** Цитрат ***

Цитидин *** Метилацетоацетат **

Изобутират *** N-ацетилглутамат **

Примечание. Цветом показано повышение (оранжевый цвет) или понижение (синий) уровней метаболитов по отношению к контрольным крысам 
WAG. Критерий Манна–Уитни, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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ду собой и с N,N-диметилглицином, N6-ацетиллизином 
и цитидином (r > 0.5). Никотинамид, 2ʹ-дезоксиуридин, 
изобутират, N-ацетилглутамат и урацил также положи-
тельно коррелировали между собой (r > 0.5). Кроме того, 
2ʹ-дезоксиуридин положительно коррелировал с цитиди-
ном с коэффициентом корреляции r = 0.64.

Таким образом, отмечено наличие определенных ассо­
циаций между метаболитами мочи, которые могут слу-
жить маркерами трех различных по своему генезу гипер-
тензивных состояний.

Обсуждение

Метаболизм холина и гомоцистеина
Холин принимает участие в метаболизме липидов, об-
разовании клеточных мембран, синтезе нейромедиатора 
ацетилхолина (Zeisel, 2000). Под действием ферментов 
холиноксидазы и бетаин-альдегиддегидрогеназы холин 
окисляется до бетаина. Бетаин, в свою очередь, является 

донором метильной группы для фермента бетаин-гомо­
цистеин-метилтрансферазы – участвует в реметилирова­
нии гомоцистеина до метионина с образованием N,N- ди­
метилглицина (альтернативный путь утилизации гомо-
цистеина в фолатном цикле). В норме гомоцистеин не 
должен накапливаться в организме, при повышении его 
содержания в крови возрастает риск нейродегенератив-
ных и сердечно-сосудистых заболеваний (Wald et al., 
2002). Увеличение концентрации гомоцистеина в крови 
способствовало повреждению эндотелия стенок сосудов, 
активации агрегации тромбоцитов, образованию атеро-
склеротических бляшек (Paré et al., 2009; Ganguly, Alam, 
2015). Повышенный уровень N,N-диметилглицина в кро­
ви коррелирует с повышенным гомоцистеином у паци- 
ентов с хронической почечной недостаточностью (McGre­
gor et al., 2001). Поскольку введение L-NAME ингибирует 
синтез оксида азота и приводит к эндотелиальной дис-
функции, одновременное повышение уровней холина и 
N,N-диметилглицина в моче крыс данной группы пред-
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Рис. 4. Коэффициенты корреляций Пирсона между исследуемыми параметрами (уровни метаболитов в моче).
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ставляет интерес для дальнейших исследований. В ли-
тературе отмечается, что эффекты введения экзогенного 
гомоцистеина и L-NAME могут быть разнонаправлен-
ными: гомоцистеин усиливает экспрессию NO-синтазы, 
тогда как L-NAME ингибирует этот процесс (Celotto et al., 
2010). В то же время введение L-NAME нормализовало 
уровни гомоцистеина и его метаболитов в плазме крови 
крыс с холестазом, индуцированным перевязкой желчного 
протока (Ebrahimkhani et al., 2005). 

N6-ацетиллизин повышен в моче у крыс групп L-NAME 
и DOCA. На данный момент биологическая роль этого 
соединения не изучена, однако есть сведения о его ассо-
циации с развитием осложнений диабета 1-го и 2-го типа 
(Niewczas et al., 2017; Xu et al., 2023). Тем не менее отсут-
ствие описания каких-либо патогенетических механизмов 
не позволяет рассматривать N6-ацетиллизин в качестве 
потенциального биомаркера АГ. N6-ацетиллизин имел вы­
сокие коэффициенты корреляции с холином и N,N-диме­
тилглицином, для которых выше была описана связь с 
гомоцистеином и регуляцией NO-синтаз. Возможно, в 
дальнейшем роль этих соединений в развитии АГ, вы-
званной эндотелиальной дисфункцией, будет уточнена.

Метаболизм никотинамида
Никотинамид превращается в 1-метилникотинамид под 
действием печеночного фермента никотинамид-N- метил­
трансферазы. Никотинамид-N-метилтрансфераза также 
способствует реметилированию гомоцистеина в S-адено­
зилметионин (один из путей утилизации гомоцистеина) 
(Hong et al., 2018), положительно коррелирует с ожире-
нием и инсулинорезистентностью (Kannt et al., 2015), 
предположительно регулирует экспрессию фруктозо-1,6-
бисфосфатазы, участвующей в процессе глюконеогенеза 
(Visinoni et al., 2008). Было показано, что никотинамид 
предотвращает высвобождение цитохрома С и индукцию 
каспаз, таким образом поддерживая потенциал мито-
хондриальной мембраны и оказывая цитопротекторное 
действие на эндотелий мелких мозговых сосудов (Chong 
et al., 2002). 

Также имеются свидетельства того, что никотинамид 
может проявлять противовоспалительную активность, ин­
гибируя экспрессию тромбопластина и CD11b антигена 
(Ungerstedt et al., 2003). Внутривенное введение 1-метил-
никотинамида оказывало антитромботический эффект, 
активируя простациклиновый и циклооксигеназный пути 
развития воспаления (Chlopicki et al., 2007). Уровни ни­
котинамида и 1-метилникотинамида были снижены в 
моче крыс НИСАГ, тогда как в моче крыс с DOCA-соле­
вой гипертонией наблюдалось повышенное содержание 
1-метилникотинамида, что может указывать на роль вос­
паления в развитии как наследственной, так и фармако-
логически индуцированной артериальной гипертонии.

Пиримидиновый метаболизм
Серьезные нарушения пиримидинового метаболизма, как 
правило, связаны с дисфункцией ферментов – чаще всего 
дигидропиримидин-дегидрогеназы или дигидропирими-
диназы, проявляются в раннем детском возрасте, имеют 
системный характер, выражаются в умственной отста-
лости и судорогах (Nyhan, 2005). У крыс НИСАГ такие 

симптомы отсутствуют, однако наблюдается снижение 
содержания в моче цитидина, 2ʹ-дезоксиуридина и ура-
цила по сравнению с нормотензивным контролем. Интер-
претация этих данных затруднена в силу наличия лишь 
отдельных разрозненных исследований. Так, у пациентов 
с хронической почечной недостаточностью были обна- 
ружены пониженные уровни почечной экскреции 1-ме­
тиладенозина, 1-метилгуанозина, N2,N2-диметилгуанози­
на и N4-ацетилцитидина (Niwa et al., 1998). Кроме того, 
есть доказательства, что из цитидина и холина может 
синтезироваться так называемый цитиколин (цитидин-
5ʹ- дифосфохолин), который затем способен оказывать 
холиноподобный эффект на мембранный метаболизм и 
холинергическую передачу сигнала (Yilmaz et al., 2008). 
Однако этих результатов недостаточно для того, чтобы 
определить продукты пиримидинового метаболизма в 
моче как маркеры гипертензивного состояния.

Цикл мочевины и оксида азота
N-ацетилглутамат является одним из важных участников 
цикла мочевины, он синтезируется в митохондриях из 
ацетилКоА и глутамата с помощью фермента N-ацетил­
глутаматсинтазы. Недостаток самого N-ацетилглутамата 
или N-ацетилглутаматсинтазы вызывает нарушения ци­
кла мочевины и гипераммониемию – накопление свобод­
ных ионов аммония в крови (Tuchman et al., 2008). У крыс 
НИСАГ ранее наблюдалось повышение концентрации ор­
нитина в сыворотке крови (Серяпина и др., 2023), что в 
сочетании с пониженным содержанием N-ацетилглута­
мата в моче позволяет предположить значительную роль 
нарушений в синтезе оксида азота в формировании ги­
пертензивного статуса крыс НИСАГ.

Цикл трикарбоновых кислот
Цитрат участвует в цикле трикарбоновых кислот (ЦТК). 
Снижение его концентрации в моче коррелировало с 
развитием гипертонии в исследовании с участием добро­
вольцев (Chachaj et al., 2020), правда, помимо цитрата, 
изменены были уровни других метаболитов-участников 
цикла Кребса: понижено содержание фумарата, транс-
аконитата, повышено – метилмалоната. В данной работе 
у крыс НИСАГ снижено содержание лишь одного ци-
трата, поэтому представляется некорректным говорить о 
серьезном нарушении ЦТК. Цитрат известен также тем, 
что предотвращает кристаллизацию солей кальция и об-
разование мочевых камней. Соответственно, дефицит ци­
трата в моче  может быть связан с нарушением почечного 
механизма выведения кальция. Кроме того, авторы некото-
рых работ  связывают низкий уровень экскреции цитрата 
с повышенной инсулинорезистентностью (Cupisti et al., 
2007). Однако в рамках нашего исследования трудно опре-
делить механизм снижения содержания цитрата, поэтому 
предлагать его в качестве маркера наследственной стресс-
зависимой гипертонии представляется нецелесообразным.

Метаболизм короткоцепочечных жирных кислот
Изобутират и метилацетоацетат – производные так на-
зываемых короткоцепочечных жирных кислот, которые 
в основном продуцируются микробиотой кишечника. 
Снижение их продукции приводит к воспалению и дис-
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функции кишечника, почечной недостаточности, что, в 
свою очередь, способствует повышению артериального 
давления (Kim et al., 2018; Felizardo et al., 2019). По-
казано, что короткоцепочечные жирные кислоты могут 
связываться с различными рецепторами, сопряженными 
с G-белками. Эти рецепторы расположены во многих тка-
нях и по-разному взаимодействуют со своими лигандами 
(Chen et al., 2020). Среди эффектов короткоцепочечных 
жирных кислот – модуляция синтеза цитокинов, регуляция 
дифференциации и активации макрофагов, нейтрофилов 
и Т-лимфоцитов, снижение продукции TNF-α и IL-12 
(Corrêa-Oliveira et al., 2016). В моче крыс НИСАГ наблю-
дается сниженное содержание изобутирата и метилаце-
тоацетата. По всей видимости, их гипертензивный статус 
близок по свойствам микробиоты кишечника к крысам 
линии SHR со спонтанной гипертензией, у которых было 
обнаружено пониженное количество бактерий, продуци-
рующих ацетат и бутират (Yang et al., 2015).

Заключение
Таким образом, у крыс НИСАГ с наследственной стресс-
зависимой АГ, исходя из результатов анализа метаболом-
ного профиля мочи, можно предположить нарушения в 
цикле оксида азота (снижение уровня N-ацетилглутамата), 
изменения в функции микробиоты кишечника (сниже­
ние содержания изобутирата и метилацетоацетата), учас- 
тие воспалительных процессов в формировании гипер-
тензивного статуса (пониженные никотинамид и 1-ме­
тилникотинамид). Полученные данные дополняют наше 
предыдущее исследование (Серяпина  и др., 2023): при 
сравнении метаболомных профилей сыворотки крови 
крыс НИСАГ и WAG также были отмечены изменения в 
цикле оксида азота (повышенное содержание орнитина 
в крови крыс НИСАГ), содержании короткоцепочечных 
жирных кислот (повышенный уровень изобутирата и по-
ниженный – 2-гидроксиизобутирата), наблюдалось сни-
жение концентраций бетаина и триптофана, обладающих 
противовоспалительными свойствами. Следовательно, 
снижение содержания в моче N-ацетилглутамата, изобу-
тирата, метилацетоацетата, никотинамида и 1-метилнико-
тинамида в сочетании с вышеописанными изменениями 
в метаболомном составе сыворотки крови можно рассма-
тривать как набор потенциальных маркеров наследствен-
ной стресс-зависимой гипертонии крыс линии НИСАГ. 

Фармакологически индуцированные формы АГ (груп­
пы L-NAME и DOCA + NaCl) идентифицируются други­
ми метаболомными маркерами (повышенное содержание 
в моче холина, N,N-диметилглицина, 1-метилникотин­
амида) и в координатах двух первых главных компонент 
занимают позицию, которая фактически не перекрывается 
с группами контрольных крыс и крыс НИСАГ с наслед-
ственной АГ. Это происходит несмотря на то, что между 
крысами НИСАГ и группой крыс, получавших L-NAME, 
предполагается общее метаболическое звено, связанное с 
нарушением эндотелиальной функции и, возможно, син­
теза NO. Полученные результаты свидетельствуют о более 
глубоких метаболомных различиях между «естественно» 
развивающейся наследственно обусловленной формой АГ 
и двумя другими, вызванными внешними фармакологи-
ческими воздействиями, что, собственно, и позволило 

выявить комплекс специфических метаболомных мар-
керов наследственной  АГ, которые дают возможность 
дифференцировать ее от фактически «вторичных», или 
симптоматических, форм гипертонической болезни.
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Abstract. We report the results of taxonomic studies on members of the family Micrococcaceae that, according to the 
16S rRNA, internal transcribed spacer 1 (ITS1), average nucleotide identity (ANI), and average amino acid identity (AAI) 
tests, are related to Kocuria rosea strain RCAM04488, a plant-growth-promoting rhizobacterium (PGPR) isolated from 
the rhizosphere of potato (Solanum tuberosum L.). In these studies, we used whole-genome phylogenetic tests and 
pangenomic analysis. According to the ANI > 95 % criterion, several known members of K. salina, K. polaris, and K. rosea 
(including K. rosea type strain ATCC 186T) that are related most closely to isolate RCAM04488 in the ITS1 test should be 
assigned to the same species with appropriate strain verification. However, these strains were isolated from strongly 
contrasting ecological and geographical habitats, which could not but affect their genotypes and phenotypes and 
which should be taken into account in evaluation of their systematic position. This contradiction was resolved by a 
pangenomic analysis, which showed that the strains differed strongly in the number of accessory and strain-specific 
genes determining their individuality and possibly their potential for adaptation to different ecological niches. Similar 
results were obtained in a full-scale AAI test against the UniProt database (about 250 million records), by using the 
AAI-profiler program and the proteome of K. rosea strain ATCC 186T as a query. According to the AAI > 65 % criterion, 
members of the genus Arthrobacter and several other genera belonging to the class Actinomycetes, with a very wide 
geographical and ecological range of sources of isolation, should be placed into the same genus as Kocuria. Within the 
paradigm with vertically inherited phylogenetic markers, this could be regarded as a signal for their following taxo-
nomic reclassification. An important factor in this case may be the detailing of the gene composition of the strains 
and the taxonomic ratios resulting from analysis of the pangenomes of the corresponding clades.
Key words: Arthrobacter; Kocuria; Micrococcaceae; pangenome; PGPR; phylogenetic analysis; strain verification; 
Solanum tuberosum L.
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(PGPR), изолированному из ризосферы картофеля (Solanum tuberosum L.) с использованием полногеномных 
филогенетических тестов и пангеномного анализа. Согласно критерию ANI > 95 %, ряд известных представите-
лей видов K. salina, K. polaris и K. rosea (включая типовой штамм K. rosea ATCC 186T), наиболее близкородствен-
ных изоляту в тесте ITS1, должны быть приписаны к одному и тому же виду с соответствующей верификацией 
штаммов. Однако указанные штаммы были выделены из весьма контрастных по экологии и географии мест 
обитания, что не могло не сказаться на их генотипе и фенотипе и должно быть так или иначе учтено в оценках 
их систематического положения. Данное противоречие проясняют результаты пангеномного анализа, проде-
монстрировавшие существенные различия в этих штаммах количества акцессорных и штамм-специфичных ге-
нов, определяющих их индивидуальность и, возможно, потенциал для адаптации к различным экологическим 
нишам с соответствующими фенотипическими признаками. Аналогичные результаты получены в тесте AAI в 
полномасштабном варианте его применения против базы данных UniProt (около 250 млн записей) с использо-
ванием программы AAI-profiler и протеома штамма K. rosea ATCC 186T в качестве запроса. Согласно критерию 
AAI > 65 %, в один и тот же род с Kocuria должны быть объединены представители рода Arthrobacter и неко-
торых других родов, относящихся к классу актиномицетов, с весьма широким географическим и экологиче-
ским спектром источников их выделения. В рамках парадигмы о вертикально наследуемых филогенетических 
маркерах это можно трактовать как сигнал для их последующей таксономической переквалификации. Важным 
фактором при этом может быть детализация генного состава штаммов и таксономических соотношений, полу-
чаемых в результате анализа пангеномов соответствующих клад.
Ключевые слова: Arthrobacter; Kocuria; Micrococcaceae; пангеном; PGPR; филогенетический анализ; верифика-
ция штаммов; Solanum tuberosum L.

Introduction
The paper (Potanina et al., 2017) presented the results of phy-
logenetic studies on the plant-growth-promoting (Kargapolo
va et al., 2017) bacterial strain Kocuria rosea RCAM04488, 
isolated from surface-sterilized roots of potato (Solanum tu-
berosum L. ‘Kondor’). For the genotypic taxonomic identifica-
tion of this isolate, sequences of the 16S rRNA gene (GenBank 
MF754147.1) and of the ITS1 transcribed intergenic spacer 
(GenBank MF765458.1) were obtained. By using 16S rRNA 
(Potanina et al., 2017), the evolutionary proximity of this 
isolate to the genera Rothia, Arthrobacter, and Zhihengliuella, 
as well as to members of the species K. rosea and K. polaris, 
was ascertained.

Kocuria is a genus of gram-positive bacteria of the family 
Micrococcaceae, phylum Actinobacteria, which are either 
aerobic or facultatively anaerobic. To date, 32 Kocuria species 
have been identified.

Kocuria bacteria have been found on human and animal 
skin and mucous membranes. They are generally considered 
nonpathogenic but can be detected in some urinary tract in-
fections and in hepatobiliary, cardiovascular, nervous system, 
and gastrointestinal infections (Kandi et al., 2016). Although 
Kocuria can infect immunocompromised patients, they are 
weakly pathogenic and are highly sensitive to antibiotics 
(Odeberg et al., 2023).

Many Kocuria members, including the type species K. ro-
sea, live in soil (Stackebrandt, Schumann, 2015) and are en
dophytes; i. e., they have been isolated from the rhizosphere 
and tissues of many plants. Endophytic Kocuria are inhibitory 
to several pathogenic fungi and bacteria (Cho et al., 2007; 
Rao et al., 2015; Andreolli et al., 2016; Candra et al., 2022; 
Tavarideh et al., 2022; Tedsree et al., 2022). In addition, 
some of them have properties of plant-growth-promoting rhi
zobacteria (PGPR), because they produce indole-3-acetic acid 
and other phytohormones and because they increase plant 
resistance to stress (Passari et al., 2017; Li et al., 2020).

Bacteriocins from nonlactic acid bacteria, in particular 
variacin from K. varians, can be used for the biopreservation 

of food (cheese and meat) products (Gálvez et al., 2010). The 
K. rosea exopolysaccharide, kocuran, is used in the production 
of antimicrobial coatings (Kumar, Sujitha, 2014).

A number of soil Kocuria can degrade some xenobiotics, 
in particular phthalate esters, pesticides, and salts of arsenic, 
copper, and other heavy metals (Kaur et al., 2015; Román-
Ponce et al., 2016; Hansda et al., 2017; Mukherjee et al., 2018; 
Vital et al., 2019; Yastrebova, Plotnikova, 2020; González-
Benítez et al., 2021; Mawang et al., 2021). Various Kocuria 
have been recovered from soils; marine sediments; meat, 
dairy and seafood products; beer; seawater; rocks; livestock 
bedding; manure; surface spring water; and other sources 
(Church et al., 2020).

The aim of this research was to obtain phylogenetic and 
genetic information on Micrococcaceae members related to 
K.  rosea isolate RCAM04488 according to the following 
tests: 16S rRNA (Potanina et al., 2017), internal transcribed 
spacer (ITS1), average nucleotide identity (ANI), and average 
amino acid identity (AAI). Whole-genome phylogenetic tests 
and pangenomic analysis were applied to the known results of 
whole-genome DNA sequencing of these strains.

Materials and methods
In our phylogenetic and pangenomic studies, we used the 
published genomes of the bacterial strains under study, brought 
into consideration as a result of the use of the bioinformatic 
resources mentioned below. The characteristics of the genomes 
are summarized in Results and Discussion and in Supplemen-
tary Materials.

The blastn program1 was used in taxonomic analysis with 
the genetic sequence of the ITS1 intergenic spacer of K. rosea 
RCAM04488 (GenBank MF765458.1). Strain RCAM04488 is 
part of the Russian Collection of Agricultural Microorganisms 
(https://arriam.ru/kollekciya-kul-tur1, accessed 09/06/2023; 
RCAM04488) and of the Collection of  Rhizosphere Microor-
1 Standard Nucleotide BLAST. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 
PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome. 
Accessed 09/06/2023.
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ganisms, Institute of  Biochemistry and Physiology of  Plants 
and Microorganisms, Russian Academy of Sciences (IBPPM 
RAS) (http://collection.ibppm.ru, accessed 09/06/2023;  
IBPPM604).

The average nucleotide identity (ANI) test2 (Goris et al., 
2007; Rodriguez-R, Konstantinidis, 2014; Jain et al., 2018), in 
its OAT modification3 (Lee et al., 2016), was used for quantita-
tive species/genus demarcation on the basis of whole-genome 
sequencing of the strains’ DNA. Note that the 16S  rRNA, 
ITS1, ANI, and AAI tests were developed within the para-
digm of vertically inherited prokaryotic genotypic traits by 
using markers from the core component of the pangenome 
(Tettelin, Medini, 2020) without any account of the effects 
of horizontal gene transfer (HGT) in its accessory (optional) 
and strain-specific parts. The HGT effects largely control the 
variety of phenotypic traits that determine, in particular, the 
ability of  bacteria and archaea to adapt and function in diverse, 
frequently changing ecological niches (Koonin, 2012). These 
traits are taken into account in the analysis of the systematic 
position of entries that is based on the polyphasic approach, 
which is very common in the traditional systematics of the 
prokaryotes (Oren, Garrity, 2014). Hence follows the obvious 
conventionality of phylogenetic analysis within any scheme 
using only vertically inherited phylogenetic markers, as do 
possible contradictions of its results to the traditional classi
fication and nomenclature of the prokaryotes (Shchyogolev, 
2021). This probably explains, in particular, the need for their 
verification with appropriate classification changes, which 
turned out to be relevant for about 60  % of the Genome 
Taxonomy Database4 (GTDB) entries analyzed in Parks et 
al. (2018).

We used the PGAP program5 (Chen et al., 2018) to obtain 
information on pangenome composition for selected phylo-
genetic groups of bacteria (clades).
We used the AAI-profiler program6 (Medlar et al., 2018) 

to evaluate the whole-genome systematic position of Kocu-
ria members relative to the entries from the UniProt protein 
property database7 (250 million records) for Kocuria members 
found by the 16S rRNA and ITS1 tests to be closely related 
to K. rosea RCAM04488. In particular, the program detects 
and visualizes possible contradictions in the classification of 
pro- and eukaryotes and microbial contamination (Medlar et 
al., 2018). To visualize and analyze phylogenetic trees, we 
used the MEGA11 program8.

Results and discussion

Strains closely related to Kocuria rosea isolate RCAM04488 
in the ITS1 test
Use of  blastn with the sequence of the ITS1 intergenic spacer 
of K.  rosea RCAM04488 (GenBank MF765458.1) against 
the RefSeq Genome Database (refseq_genomes) with the Ko- 
2 ANI/AAI-Matrix. http://enve-omics.ce.gatech.edu/g-matrix. Accessed 
09/06/2023.
3 OAT. https://www.ezbiocloud.net/tools/orthoani. Accessed 09/06/2023.
4 Genome Taxonomy Database. https://gtdb.ecogenomic.org. Accessed 
09/06/2023.
5 PGAweb. http://pgaweb.vlcc.cn/analyze. Accessed 09/06/2023.
6 AAI-profiler. http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/AAI. Accessed 09/06/2023.
7 Find your protein. https://www.uniprot.org. Accessed 09/06/2023.
8 MEGA. https://www.megasoftware.net. Accessed 09/06/2023.

curia option (taxid:57493) yielded a set of 12 hits. These in
cluded ITS1 sequences from Kocuria members and references 
to the results of whole-genome DNA sequencing of all (mostly 
type) strains in the set (Supplementary Material 1)9. Of note, 
in the BacDive database (Reimer et al., 2022), on the web 
page10, information is given on 29 entries representing the 
type strain of K.  rosea, including K.  rosea DSM 20447T, 
which, according to the 16S rRNA test, is evolutionarily close 
to the isolate we are studying (Potanina et al., 2017). Among 
the results of similar studies conducted by us with the use of 
the resource11 (data not shown), K. rosea strain ATCC 186T 
(characteristics summarized in Supplementary Material 1) is 
indicated as the type strain. It is also found on the K. rosea 
DSM 20447T BacDive web page, presented as the type strain 
in Trachtenberg et al. (2018), and used for comparison in 
pangenomic analysis and in AAI-profiler studies. 

The BLAST distance tree for ITS1 of K. rosea RCAM04488 
(GenBank MF765458.1) with the indicated 12 hits (Fig. 1) 
shows clustering of K.  rosea RCAM04488 with members 
of K. rosea, K. polaris, and K. salina, in agreement with the 
main results of the 16S  rRNA test (Potanina et al., 2017). 
The value of the ITS1 sequence identity I = 99.1 % among 
those marked in Figure  1 and the general structure of the 
cluster, the node of which is marked by a red dot in Figure 1, 
indicates that K. rosea RCAM04488 is most closely related 
taxonomically to K. rosea strain AF099C18 in this test. Strain 
AF099C18 belongs to the type species of the genus Kocuria, 
the members of which are found in very diverse ecological 
niches (Stackebrandt, Schumann, 2015) (see Introduction 
and Supplementary Material 1), and was isolated in Eugene 
(Oregon, USA) from a dust sample during the study of the 
effect of the finishing of indoor surfaces on bacterial viability 
(Hu et al., 2019).

The other members of this cluster include K. rosea strain 
DSM 20447T, a member of the Actinobacteria; K. polaris 
type strain CMS 76orT, isolated from cyanobacterial mats in 
McMurdo Dry Valley, Antarctica (Gundlapally et al., 2015); 
and K. salina strain CV6 29, isolated in the vicinity of Lake 
Schott el Djerid (Tunisia) from the roots of Cistanche violacea, 
a desert plant of the Orobanchaceae family that lives on the 
roots of host plants (tamarix, black saxaul). The adaptation 
of these strains to such a contrasting diversity of habitats and 
conditions can be attributed to the phenotypic traits encoded 
by the genes in the accessory and strain-specific parts of the 
Kocuria pangenome, to which a large contribution is prob-
ably made by HGT (Treangen, Rocha, 2011; Koonin, 2012).

At the whole-genome level with housekeeping genes, how
ever (ANI  test, orthologous genes), all four strains in the 
monophyletic group with sequence MF765458.1 (Fig.  1) 
obey the ANI > 95  % condition and, therefore, should be 
considered as belonging to the same species (Jain et al., 2018). 
This is illustrated by the ANI dendrogram (UPGMA variant) 
obtained by the OAT method described in Lee et al. (2016) 
(Supplementary Material 2). In addition to the four strains 
listed above, the ANI > 95 % condition, which groups the 
9 Supplementary Materials 1–4 are available at: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx12.pdf
10 Kocuria rosea DSM 20447 is an aerobe, mesophilic bacterium of the family 
Micrococcaceae. https://bacdive.dsmz.de/strain/7641. Accessed 09/06/2023.
11 Search EzBioCloud Database. https://www.ezbiocloud.net. Accessed 
09/06/2023.

http://collection.ibppm.ru
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx12.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx12.pdf
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strains into the same species (Jain et al., 2018), is also obeyed 
by the K. sediminis JCM 17929T–K. turfanensis HO-9042T 
pair. Unlike 16S rRNA and ANI, the ITS1 test (Fig. 1) does 
not have quantitative criteria for grouping/demarcating taxa. 
In our case, this turned out to be possible only by combining 
the OrthoANI dendrogram with the heat map in Supplemen-
tary Material 2.

To elucidate those whole-genome details that determine the 
strains’ individuality and possibly also differences in adapta-
tion behavior in contrasting ecological niches, we performed 
a pangenomic analysis (Chen et al., 2018; Tettelin, Medini, 
2020) of the strains included in Figure 1 and Supplementary 
Material 2 by using the PGAweb program. To the 12 genomes 
of these strains, we added the genome of K.  rosea strain 
ATCC 186T (see above).

Figure 2A shows the dependences of pangenome size 
(curve 1) and core genome size (curve 2) on the number of ge-
nomes being considered for the set corresponding to Figure 1. 
Different colors and numbers in the pie chart of Figure 2B 

denote the content of the core, accessory, and strain-specific 
genes in their total pool for a clade of 13 strains. The general 
appearance of curves 1 and 2 indicates that this pangenome is 
of the open type, which means that it allows DNA exchange 
with the global prokaryote gene pool through a  variety of 
mechanisms (Chen et al., 2018; Tettelin, Medini, 2020), in-
cluding HGT (Treangen, Rocha, 2011; Koonin, 2012).
To elucidate subtle differences among these five genomes, 

which possibly contribute substantially to their distribution 
across different ecological niches and other individual phe-
notypic traits but are not evident in the ANI test (see Supple-
mentary Material 2), we conducted a separate pangenomic 
analysis for 5 strains corresponding to the monophyletic group 
highlighted in Figure 1 (red dot) (Fig. 2C, D). For this clade of 
closely related species, the analysis showed a relatively high 
content of core genes (70 %), a lower content of accessory 
genes (24 %), and a low percentage of unique (strain-specific) 
genes (6 %), with very marked interstrain differences in their 
number (Fig. 2D).

Kocuria flava HO-9041{95.5}

Kocuria turfanensis HO-9042{93.2}

Kocuria sediminis JCM 17929{94.6}

Kocuria dechangensis CGMCC 1.12187{96.3}

Kocuria salina CV6 29{97.9}

Kocuria rosea DSM 20447{97.6}

Kocuria polaris CMS 76or{98.1}

MF765458.1
Kocuria rosea AF099C18{99.1}

Kocuria palustris F5_7S_P11C{98.0}
Kocuria soli M5W7-7{96.7}

Kocuria subflava YIM 13062{96.8}
Kocuria coralli SCSIO 13007{95.2}0.005

Fig. 1. Distance tree for BLAST hits with the ITS1 query sequence (GenBank MF765458.1) of K. rosea RCAM04488 
against the RefSeq Genome Database (refseq_genomes) with the Kocuria option (taxid:57493).
The identity values (I, %) between sequence MF765458.1 and hit sequences are indicated in curly brackets.

Fig. 2. Pangenomic analysis of the Kocuria strains included in Figure 1 and Supplementary Material 2. A, size of the pangenome (1) and core genome (2) 
versus the number of genomes being considered. B, pie chart of pangenome contents in Fig. A with core, accessory, and strain-specific genes. C, pie 
chart of the pangenome contents corresponding to the monophyletic group highlighted in Figure 1 (red dot), with core, accessory, and strain-specific 
genes. D, histogram of the number of strain-specific genes in the strains corresponding to the pangenome in Fig. C.
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The largest number of unique genes is present in the en-
dophytic strain K. salina CV6 (480), which is followed by 
K. rosea AF099C18 (287) and K. polaris CMS 76orT (235). 
The letter R in K. rosea strain AF099C18 in Figure 2, D shows 
its status as a representative of K. rosea isolate RCAM04488 
at the whole-genome level, which is the most closely related 
to it in the 16S rRNA (Potanina et al., 2017) and ITS1 tests  
(Fig. 1).

Strains related to Kocuria rosea RCAM04488  
in the AAI-profiler test
Using AAI-profiler, we made an extended whole-genome 
evaluation of the systematic position of the Kocuria members 
related to K. rosea RCAM04488 according to the 16S rRNA 
(Potanina et al., 2017) and ITS1 tests (see above). This was 
done at the level of the UniProt database, which has about 
250 million records as of autumn 2023. With allowance for 
the close kinship between K. rosea strains, which is shown 
in Supplementary Material 2, we chose K. rosea type strain 
ATCC 186T as the initial one for use in AAI-profiler.

The query was the proteome of K. rosea ATCC 186T (ge-
nome assembly GCF_006094695.1), used by AAI-profiler to 
determine AAI between the query proteome and the proteomes 
of the species members in UniProt and to construct an AAI 
distribution diagram (Fig. 3). AAI values are plotted on the 
horizontal axis, and the values of the MF (matched fraction, 
the proportion of query proteins that have matches in the spe-
cies analyzed by the program) are plotted on the vertical axis. 
The diagram icons correspond to the species that received the 
highest scores, with account taken of AAI and coverage, i. e., 
the sum of the sequence identity values for all query proteins 
with established matches.

Related species, grouped and colored on the basis of genus, 
form a characteristic “cloud” in the diagram, with AAI values 
reflecting the evolutionary closeness of the UniProt strains and 
the query strain. The horizontal axis has icons for the species 
for which only individual proteins have been sequenced. 
The icons are colored according to genus (bacteria) or order 
(eukaryotes). Eukaryotic species are marked with rhombuses; 
bacteria, with circles; archaea, with crosses; and everything 
else (viruses, metagenomes, and unclassified samples), with 
squares. The vertical dashed lines in Figure 3 correspond to the 
AAI cutoff values for strain demarcation on the basis of genus 
(AAI > 0.65) and species (AAI > 0.9) under the conditions 
presented in the ANI/AAI-Matrix resource, on the website12, 
and in Rodriguez-R and Konstantinidis (2014).

The results (Fig. 3) show that the query proteome corre-
sponds to a set of 11 K. rosea strains with average coverage 
and AAI values of  0.989 and 99.8 %, respectively. The closest 
to this set among the classified ones is that of two K. polaris 
strains (including the type strain CMS 76or), the icon of which 
is located in the area of the diagram with AAI values > 90 % 
(to the right of the vertical dashed line with an abscissa of 0.9). 
In the AAI test, this means that all these 13 strains and some 
other Kocuria members (not shown here) belong to the same 
species (Luo et al., 2014).

As an example, the Figure 3 diagram includes K. turfanensis 
strain NBRC 107627T, the icon of which is located within the 
12 Understanding Results. https://help.microbial-genomes.org/
understanding-results#distance. Accessed 09/06/2023.

range of 0.65 < ANI < 0.9, where most species belonging to 
the same genus in the AAI test (Luo et al., 2014) are concen-
trated. These include Kocuria of the following species: coralli, 
flava, indica, marina, palustris, rhizophila, sediminis, soli, 
subflava, turfanensis, tytonicola, tytonis, and varians. How-
ever, the same area in the diagram with coverage in the range 
0.12–0.74 also includes members of the genus Arthrobacter 
(the most widely represented genus in the Fig. 3 diagram) 
and of the genera Pseudarthrobacter, Micrococcus, Micro-
bacterium, and some other actinomycetes. The placement of 
these entries (and other bacterial species/strains marked with 
pink, green, and light green dots) into the main cluster of the 
genus Kocuria, which groups species related to the query 
strain K. rosea ATCC 186T (to the right of the dashed line 
with abscissa AAI = 0.65), could be interpreted as a signal for 
their probable taxonomic reclassification (Medlar et al., 2018) 
within the paradigm with vertically inherited phylogenetic 
markers (Koonin, 2012). However, a decision on this should 
be made after additional genotypic and phenotypic features 
are considered within a polyphasic approach (Oren, Garrity, 
2014). These strains are listed together with their detailed 
characteristics in the AAI-profiler output.

Six icons corresponding to eukaryotes are located on the ab-
scissa axis at the intraspecies level with AAI values > 0.9. The 
relatively small (symbolically zero) coverage values mean that 
only individual proteins have been sequenced for them (Med-
lar et al., 2018). The protein system from the fruit fly Droso
phila mauritiana proved closest to that of K. rosea ATCC 186T 
on the basis of AAI = 100 %. Next in descending order of 
AAI values in the intraspecies interval 90 % < AAI < 100 %  
(Luo et al., 2014) are Penicillium polonicum (imperfect fun
gus), Poeciliopsis prolifica (small freshwater fish), Droso
phila sechellia (another fruit fly species), Nothoprocta or-
nata (flightless bird), and Hirsutella minnesotensis (asexual 
propagating fungus). For clarity, some of these are marked 

Fig. 3. AAI distribution diagram for K. rosea ATCC 186T, as found in the 
AAI-profiler output data.
Explanations are in the text.
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with arrows in Figure 3. In the same ANI > 90 % interval, the 
icons for members of the prokaryotes and the genera Kocuria, 
Arthrobacter, Micrococcus (all actinomycetes), and Nitro-
somonas (β-proteobacteria) are shown on the abscissa axis.

For prokaryotes, this is explained by HGT (Treangen, Ro-
cha, 2011; Medlar et al., 2018). For eukaryotes, which in our 
case include members of the animal and fungal kingdoms, the 
high homology between their protein systems and those of the 
genus Kocuria (class Actinomycetia) may be associated with 
symbiogenesis as a very probable mechanism of the origin 
of eukaryotes with the participation of prokaryotes (Dey et 
al., 2016; Provorov et al., 2018). Bioinformatic studies of this 
phenomenon have been reported, for example, in Markov and 
Kulikov (2005) and in Nikitin (2016). They provide data to 
show that although archaea [from which a considerable part 
of the eukaryotic genome originates (Stairs, Ettema, 2020)], 
α-proteobacteria (precursors to mitochondria), and cyanobac-
teria (precursors to plastids) play fundamental parts in sym
biogenesis, substantial contributions to these processes are 
made by various bacteria, not limited to the above two taxa.
In the context of the above-mentioned AAI-profiler results, 

of interest is the information on the general genomic structure 
of Kocuria and Arthrobacter members. This information was 
obtained by pangenomic analysis with the PGAweb software 

package described in Chen et al. (2018). In the database of 
the results of whole-genome DNA sequencing of prokaryotic 
strains13, as of autumn 2023, we found a fairly representative 
set of genomes for 20 mostly type strains of Kocuria spe-
cies, having the status of reference genomes (Supplementary 
Material 3) and used by us for pangenomic analysis (Fig. 4).

The Figure 4 results show the overall conservatism of the 
genomes being considered (26 % of the core genes) and the 
pronounced openness of the pangenome (Fig. 4A, B, curves 
1 and 2). The changes in the accessory (62 % of the total 
number of genes) and strain-specific (Fig. 4C) components 
of the pangenome, which reflect the species diversity of Ko-
curia, can also be attributed to the great diversity of habitats 
of these strains – from animal and plant organs and tissues to 
food, soil, air, and marine environments, including Antarctic 
cyanobacterial mats.

Figure 4D shows the phylogram presented in the final 
PGAweb results. It was obtained by the neighbor-joining (NJ) 
method on the basis of the gene acquisition/loss matrix for the 
pangenome as a whole (Chen et al., 2018). This tree shows 
a clear distribution of strains over three monophyletic groups 
(Fig. 4D, red dots). There is no sufficiently pronounced de-
13 Genome. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome. Accessed 
09/06/2023.
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Fig. 4. Results of pangenomic analysis of Kocuria strains with the reference genomes, listed in Supplementary Material 3. A, size of the pangenome (1) 
and core genome (2) versus the number of genomes being considered. B, pie chart of pangenome contents in Fig. A with core, accessory, and strain-
specific genes. C, histogram of the number of strain-specific genes in the strains corresponding to the pangenome in Figs. A and B. D, phylogram for the 
set of strains from the pangenome in Figs. A–C.
The phylogram was obtained by the NJ method on the basis of the gene acquisition/loss matrix. Red dots and Roman numerals indicate nodes of monophyletic 
groups.
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pendence on geographical or environmental factors. It can 
only be noted that strains of animal origin are concentrated 
in Figure 4D in group iii.

For comparison and with account taken of the wide repre-
sentation of Arthrobacter species in the AAI-profiler output 
(Fig. 3), we also performed a pangenomic analysis for the 
species of this genus corresponding to these members. The 
obtained set of predominantly type strains and genomes in 
the “Reference genomes” category, which we found in the 
Genome database, is presented in Supplementary Material 4.

Figure 5A, B shows the pangenome characteristics for the 
group of Arthrobacter species listed in Supplementary Ma-
terial 4. Note that the relative number of core genes for the 
Arthrobacter group is much smaller than that for the Kocuria 
group (Supplementary Material 3, Fig. 4). The greater num-
ber of accessory and strain-specific genes in  Arthrobacter 
(94 %), as compared with Kocuria (74 %), indicates higher 
overall genomic heterogeneity of the Arthrobacter group  
under consideration and greater openness of its pangenome. 
The number of strain-specific genes in each of the strains 
forming part of the Arthrobacter pangenome group varies in 
a wide range, from 130 (A. crystallopoietes) to 1,517 (A. ter-
ricola) (Fig. 5C).

Conclusions
We have shown that, according to the ANI test, the strains 
K.  salina CV6 and K.  polaris CMS  76orT, together with 
K.  rosea DSM  20447, K.  rosea AF099C18, and K.  rosea 
ATCC  186T, formally within a  phylogeny with vertically 
inherited markers, should be assigned to the same species 
(ANI > 95 %) with appropriate species verification of the 
strains. Because all five strains have been isolated from 
strongly contrasting ecological and geographical habitats, 
this fact could not but affect their genotypes and phenotypes 
and should be taken into account in the analysis of their sys-
tematic position.
We have clarified this contradiction by pangenomic ana

lysis of a clade of 13 Kocuria strains closely related in the 
16S rRNA and ITS1 tests to the K. rosea strain of interest, 
RCAM04488, isolated from surface-sterilized potato roots. 
The clade includes the above-mentioned Kocuria strains. The 

analysis has shown the pangenome to be of the open type and 
has revealed large differences between the above strains in 
the content of accessory and strain-specific genes, which de
termine their individuality and possibly potential for adapta-
tion to different ecological niches with the corresponding 
phenotypic traits. The largest number of unique genes, which 
are listed in the output of the PGAP program, was observed 
in the endophytic strain K. salina CV6 (480). This strain is 
followed by K. rosea AF099C18 (287), which is most closely 
related to K. rosea RCAM04488 in the 16S rRNA and ITS1 
tests. These observations seem important for evaluating the 
possible gene content of K. rosea RCAM04488 in terms of 
its abilities as a PGPR. This will be the subject of our further 
work, which will use the results of whole-genome DNA se-
quencing of this strain. 
Using AAI-profiler, we obtained similar results in a full-

scale AAI test against the UniProt database (approximately 
250 million records). In particular, these results confirm the 
need to assign K. rosea and K. polaris members and several 
other members of the genus Kocuria to the same species 
(AAI  > 90 %). In the phylogenetic aspect, our most substantial 
finding is the established association of Kocuria, Arthrobacter 
(the genus most widely represented in these results), Pseud-
arthrobacter, Micrococcus, Microbacterium, and several 
other genera as members of the same genus according to 
the AAI > 65 % criterion. Within a paradigm with vertically 
inherited phylogenetic markers, this could be regarded as a 
signal for the following taxonomic reclassification of these 
entries. In this respect, it may help to comparatively evaluate 
their gene content and taxonomic relationships on the basis 
of pangenomic studies. However, to make this responsible 
decision, one should consider additional genotypic and phe-
notypic characteristics of the strains under study within a 
polyphasic approach.
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Аннотация. Эндемичные амфиподы (Crustacea: Amphipoda) озера Байкал – это один из наиболее ярких при­
меров возникновения большого количества видов (так называемых букетов видов), занимающих разнооб­
разные экологические ниши, от небольшого числа исходных видов, которое происходило на ограниченной 
территории и потому доступно для всестороннего исследования. Подобные примеры предоставляют уни­
кальные возможности изучения поведенческих, анатомических и физиологических адаптаций во множестве 
комбинаций условий среды и потому привлекают большое внимание. Существующие варианты таксономи­
ческой классификации этой группы насчитывают более 350 морфологических видов и подвидов, которые, 
согласно молекулярно-филогенетическим исследованиям маркерных генов, полных транскриптомов и 
митохондриальных геномов, произошли в результате не менее двух вселений в озеро. Исследования изо­
ферментов и маркерных генов выявили существенное криптическое разнообразие байкальских амфипод, а 
также существенный разброс по уровню генетического разнообразия внутри некоторых морфологических 
видов. Экспериментальная проверка, проведенная на данный момент только для двух морфологических 
видов, показывает возможную применимость митохондриального маркера, гена первой субъединицы ци­
тохром c-оксидазы, для предсказания репродуктивной изоляции. Приблизительно у десятой части видов 
байкальских амфипод был изучен размер ядерного генома и хромосомные числа, что позволило выявить 
почти десятикратную вариабельность размера генома при стабильных (2n = 52 для большинства изученных 
видов) кариотипах. При этом анализ разнообразия повторов в ядерных геномах показал существенные меж­
видовые различия. Кроме того, выявлены необычные особенности некоторых митохондриальных геномов, 
такие как вариабельность по длине и по порядку генов, а также дупликации генов тРНК, часть из которых 
подверглась ремолдингу (изменению специфичности антикодона за счет точечных мутаций). Следующими 
важными шагами должны стать сборка полных геномов для разных видов байкальских амфипод, чему на 
данном этапе препятствует сложная структура этих геномов с большим содержанием повторов, и обновле­
ние таксономической классификации видов с учетом комплекса полученных данных.
Ключевые слова: озеро Байкал; бокоплавы; букеты видов; видообразование; генетика популяций; геномика.
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Lake Baikal amphipods and their genomes, great and small
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Abstract. Endemic amphipods (Crustacea: Amphipoda) of Lake Baikal represent an outstanding example of large 
species flocks occupying a wide range of ecological niches and originating from a handful of ancestor species. 
Their development took place at a restricted territory and is thus open for comprehensive research. Such examples 
provide unique opportunities for studying behavioral, anatomic, or physiological adaptations in multiple combina­
tions of environmental conditions and thus attract considerable attention. The existing taxonomies of this group 
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list over 350 species and subspecies, which, according to the molecular phylogenetic studies of marker genes, full 
transcriptomes and mitochondrial genomes, originated from at least two introductions into the lake. The studies of 
allozymes and marker genes have revealed a significant cryptic diversity in Baikal amphipods, as well as a large va­
riance in genetic diversity within some morphological species. Crossing experiments conducted so far for two mor­
phological species suggest that the differences in the mitochondrial marker (cytochrome c oxidase subunit I gene) 
can potentially be applied for making predictions about reproductive isolation. For about one-tenth of the Baikal 
amphipod species, nuclear genome sizes and chromosome numbers are known. While genome sizes vary within 
one order of magnitude, the karyotypes are relatively stable (2n = 52 for most species studied). Moreover, analy­
sis of the diversity of repeated sequences in nuclear genomes showed significant between-species differences. 
Studies of mitochondrial genomes revealed some unusual features, such as variation in length and gene order, as 
well as duplications of tRNA genes, some of which also underwent remolding (change in anticodon specificity due 
to point mutations). The next important steps should be (i) the assembly of whole genomes for different species of 
Baikal amphipods, which is at the moment hampered by complicated genome structures with high repeat content, 
and (ii) updating species taxonomy taking into account all the data.
Key words: Lake Baikal; amphipods; species flocks; speciation; population genetics; genomics.

For citation: Drozdova P.B., Madyarova E.V., Gurkov A.N., Saranchina A.E., Romanova E.V., Petunina J.V., Peretol­
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Введение
Для древних озер характерно взрывное видообразование 
и большая доля эндемиков, но даже среди них Байкал, 
возраст которого составляет по различным оценкам от 
25–30 до 70 млн лет, выделяется особым видовым богат-
ством (Cristescu et al., 2010; Mats et al., 2011). Одной из 
наиболее разнообразных групп близкородственных видов 
в Байкале являются представители отряда Amphipoda 
(Crustacea).

Частично разнообразие амфипод в Байкале можно объ-
яснить большим числом экологических ниш: виды этой 
группы различаются по глубине обитания (0–1642 м), спо­
собу питания, периоду размножения (Тахтеев, 2000; Takh­
teev, 2000). Тем не менее многие виды обитают совместно, 
обладая при этом сходными размерами, спектрами пита- 
ния и периодом размножения (Тахтеев, 2000; Takhteev, 
2000), что вызывает вопрос о движущих силах, обеспе­
чивших их видообразование. Глобальные выводы о проис­
хождении байкальских эндемичных животных на основе 
молекулярных данных уже были сделаны в результате 
многочисленных предыдущих исследований и резюмиро-
ваны в обзорах (Sherbakov, 1999; Sherbakov et al., 2017), 
но свежие данные, полученные в том числе при помощи 
высокопроизводительного секвенирования, раскрыли но­
вые детали видообразования байкальских амфипод и эво­
люции их геномов.

Сколько видов амфипод обитает в Байкале?

Морфологическая классификация
Основой разработанных систем, формально определяю­
щих виды байкальских амфипод, на данный момент яв-
ляется морфологический критерий, т. е. наличие у всех 
исследованных особей вида набора уникальных морфо­
логических признаков. В Байкале насчитывается более 
350 морфологических видов и подвидов амфипод (Тах­
теев, 2000; Камалтынов, 2001; Takhteev et al., 2015). Под­
виды байкальских амфипод в большинстве случаев произ-
ведены от морфологических разновидностей, в меньшей 
степени отличающихся друг от друга, чем виды (Бази-

калова, 1945; Тахтеев, 2000). Все эти виды относятся к 
типу Arthropoda, подтипу Crustacea, классу Malacostraca, 
отряду Amphipoda, надсемейству Gammaroidea (Sket et 
al., 2019). Количество подвидов, видов, родов и семейств 
различается, по мнению разных авторов (Takhteev, 2019), 
однако основные различия связаны с изменением уровня 
таксонов (подвиды/виды, виды одного рода/разные роды 
и т. д.).

Существование разных классификаций усложняет ис­
следование байкальских амфипод. С практической точки 
зрения наиболее принципиальными различиями для ис-
следователей амфипод являются разные родовые названия 
для одних и тех же видов. Соотношение названий, пред-
ложенных разными авторами, можно уточнить по World 
Amphipoda Database (WAD; https://www.marinespecies.org/ 
amphipoda/) (Horton et al., 2023). Следует отметить, что 
для принятой в WAD систематики (Камалтынов, 2001, 
2009) нет ключа-определителя, и по этой причине часто в 
статьях используются именно названия видов, указанные 
в известных определителях. Наиболее полным опреде-
лителем байкальских видов на данный момент остается 
(Базикалова, 1945). Некоторые группы подробнее описаны 
в более поздних источниках (Базикалова, 1962; Тахтеев, 
2000). Единственный англоязычный определитель родов 
байкальских амфипод – работа (Sket et al., 2019); конт­
рольный список видов, согласно этой классификации, 
приведен в англоязычной работе (Takhteev et al., 2015). 
Ни один из определителей не включает виды, описанные 
после 2000 г.: Eulimnogammarus messerschmidtii Bedulina 
et Takhteev, 2014 (Bedulina et al., 2014), Eulimnogamma-
rus etingovae и Eulimnogammarus tchernykhi Moskalenko, 
Neretina & Yampolsky, 2020 (Moskalenko et al., 2020).

Молекулярно-генетические подходы  
к классификации
Молекулярно-филогенетические исследования байкаль-
ских амфипод позволили сделать три важных вывода. 
Во-первых, все они на филогенетическом дереве кластери-
зуются внутри представителей пресноводной ветви мор-
фологического рода Gammarus Fabricius, 1775, что свиде-

https://www.marinespecies.org/amphipoda/
https://www.marinespecies.org/amphipoda/


Байкальские амфиподы  
и их геномы, большие и малые

П.Б. Дроздова, Е.В. Мадьярова, А.Н. Гурков … 
Т.Е. Перетолчина, Д.Ю. Щербаков, М.А. Тимофеев

2024
28 • 3

319ФИЛОГЕНЕТИКА / PHYLOGENETICS

тельствует об их происхождении от Gammarus-подобных 
пресноводных предков (Macdonald III et al., 2005; Hou et 
al., 2014). Во-вторых, исследования с использованием 
филогенетических маркерных генов показали разделение 
на две группы (Sherbakov, 1999; Macdonald III et al., 2005), 
что говорит о вселении предков байкальских амфипод в 
озеро не менее чем дважды. Этот вывод подтверждается 
и филогенией, построенной на основе однокопийных 
ортологичных ядерных генов в сборках транскриптомов 
(Naumenko et al., 2017), а также полных митохондриаль-
ных геномов (Romanova et al., 2016a). К потомкам перво- 
го вселения относится существенно меньшее число ви-
дов, чем к потомкам второго вселения (Базикалова, 1945; 
Naumenko et al., 2017). В-третьих, у нескольких видов 
байкальских амфипод выявлено криптическое разнооб­
разие, т. е. существование морфологически не различи-
мых или сложно различимых генетических групп (см.  
ниже).

Исследования спектров изоферментов показали значи-
тельную (часто видового уровня) вариабельность внутри 
морфологических видов и привели к предложениям под-
нять статус некоторых подвидов до видового (Yampolsky 
et al., 1994; Väinölä, Kamaltynov, 1999) или, напротив, 
свести в синонимы (Daneliya et al., 2009). Различия в 
частотах изоферментов можно трактовать как указание 
на существование изолированных популяций, но часто 
сложно напрямую перевести в конкретные видовые грани-
цы. Те же проблемы, хотя и в меньшей степени, касаются 
результатов филогенетического анализа на основе разных 
генетических маркеров. В этом случае для разграничения 
видов (species delimitation) используют вычисленные кри­
тические значения дистанций на филогенетическом дереве 
(Lefébure et al., 2006), а также другие методы, основанные 
на генетических дистанциях, топологии филогенетиче-
ского дерева или общих аллелях (Fišer et al., 2018). Тем 
не менее, поскольку с уверенностью отождествлять полу-
ченные кластеры образцов и биологические виды нельзя, 
их принято называть молекулярными операционными так- 
сономическими единицами (molecular operational taxono­
mic units, MOTU) (Blaxter, 2004).

Наиболее известной и часто используемой маркерной 
последовательностью для амфипод и многих других бес-
позвоночных является так называемый фолмеровский 
участок митохондриального гена первой субъединицы 
цитохром c-оксидазы (COI или cox1) (Folmer et al., 1994; 
Hebert et al., 2003). Следует отметить, что известно много 
случаев несоответствия митохондриальной и ядерной 
филогений (mito-nuclear discordance) (Toews, Brelsford, 
2012). Для того чтобы сделать более надежные выводы 
о разделении генетических линий, желательно привле­
кать также ядерные маркеры. В качестве таковых часто 
применяют кластеры генов рРНК и постепенно вводят 
«полногеномные» маркеры, такие как ультраконсерва­
тивные элементы (ultraconserved elements, UCE), ДНК-
маркеры, ассоциированные с сайтами рестрикции (restric­
tion site-associated DNA (RAD) markers), и однокопийные 
ортологи (single-copy orthologs, SCO) (Eberle et al., 2020). 
Для байкальских амфипод из этого списка пробовали ис-
пользовать SCO (Naumenko et al., 2017; Drozdova et al., 

2021); для небайкальских – также RAD (Jordan et al., 2020; 
Weston et al., 2022; Eme et al., 2023).

Популяционно-генетическое разнообразие
Внутривидовое разнообразие разными методами и с раз-
ной степенью географического покрытия рассматривали у 
более чем 20 морфологических байкальских видов (При-
ложение 1)1; для ряда из них было показано существенное 
внутривидовое генетическое разнообразие (Gomanenko 
et al., 2005; Daneliya et al., 2011; Gurkov et al., 2019). Ока-
залось, что даже сравнимые по распространенности и 
экологическим характеристикам виды могут значительно 
различаться по уровню внутривидового разнообразия 
(рис. 1). Например, распространенный литоральный мор­
фологический вид Eulimnogammarus  verrucosus (Gerst-
feldt, 1858) разделяется не менее чем на три генетические 
линии (W, S, E), приуроченные к западной (до истока 
р. Ангары), южной и восточной частям побережья Байкала 
соответственно. Попарные внутривидовые различия по 
COI достигают 13 %, что примерно соответствует дис-
танциям между морфологическими видами (Gurkov et al., 
2019), а последний общий предок этих групп, согласно 
оценке методом молекулярных часов, существовал около 
4.5 млн лет назад (Drozdova et al., 2022). Использование 
ядерного маркера, фрагмента гена 18S рРНК, полностью 
подтвердило это разделение (Gurkov et al., 2019).

Другой часто встречающийся вид в прибрежной зоне, 
Gmelinoides fasciatus (Stebbing, 1899), также разделен на 
генетические линии, приуроченные к географии, однако 
различия меньше и достигают приблизительно 8 % (Go­
manenko et al., 2005), а последний общий предок суще-
ствовал около 2 млн лет назад (Bukin et al., 2018). Разнооб­
разие по ядерному маркеру, интрону гена β-субъединицы 
АТФ-синтазы, было ниже, но тоже подтверждало внутри­
видовую дифференциацию (Коваленкова, 2018). Напро-
тив, предварительные данные о внутривидовом разнооб­
разии у единственного пелагического планктонного вида 
байкальских амфипод, Macrohectopus branickii (Dybow­
sky, 1874), по фрагментам митохондриальных генов COI 
и пятой субъединицы NADH-дегидрогеназы (ND5 или 
nad5)  (Петунина и др., 2023; Zaidykov et al., 2023) не 
позволили обнаружить географически разделенные ге-
нетические линии.

Наконец, широко распространенный вид Eulimnogam-
marus cyaneus (Dybowsky, 1874), населяющий сущест­
венную часть литорали Байкала, обладает очень слабым 
генетическим разделением по COI (Gurkov et al., 2019), 
однако существенным по анализу изоферментов (Mashiko 
et al., 2000). Также интересно, что границы между генети-
ческими группами E. verrucosus, такие как исток Ангары, 
не подтверждаются для Gm. fasciatus (см. рис. 1, А, Б); в 
случае Gm. fasciatus географические барьеры неочевид-
ны. Исток Ангары, формирование которого началось не 
раньше 120 тыс. лет назад (Arzhannikov et al., 2018), на-
много моложе, чем последний общий предок E. verrucosus, 
обитающих по разные стороны от истока (3.81 млн лет) 
(Drozdova et al., 2022). Вероятно, нынешнее криптическое 
1 Приложения 1–5 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx13.xlsx

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx13.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx13.xlsx
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разнообразие внутри видов E. verrucosus и Gm. fasciatus 
отражает барьеры распространения, существовавшие ра­
нее, как, например, пребывание в рефугиумах в периоды 
неблагоприятных климатических условий (Bukin et al., 
2018).

Репродуктивные барьеры и криптические виды
Для биологически релевантного разграничения видов 
крайне важны сведения о репродуктивной изоляции, од­
нако для байкальских амфипод этот вопрос до недавнего 
времени проработан не был. На данный момент экспери­
ментальная проверка наличия репродуктивной изоля­
ции проведена только для двух распространенных морфо­
логических литоральных видов – E. verrucosus и E. cya-
neus. Для эксперимента по скрещиванию были выбраны 
популяции изучаемых видов в пос. Листвянка (W) и порту 
Байкал (S), где ареалы разных генетических линий сбли-
жаются наиболее сильно, а также в случае E. verrucosus 
в пос. Усть-Баргузин (E). Для E. verrucosus были обнару­
жены как презиготический, так и постзиготический ре-
продуктивные барьеры. Хотя оба барьера не абсолютны, 
их сочетание способно обеспечить репродуктивную изо­
ляцию при встрече представителей разных линий. В слу-
чае E.  cyaneus при анализе представителей популяций, 
разделенных истоком Ангары, ни презиготического, ни 
постзиготического барьера не было обнаружено: выбор 
происходил случайно, а при скрещивании гибриды перво-
го поколения полностью проходили эмбриональное раз-
витие (Drozdova et al., 2022; Дроздова и др., 2023). Таким 
образом, на видах E. verrucosus и E. cyaneus различие по 

COI действительно отражает репродуктивный барьер. 
В то же время будет преждевременным без аналогичных 
сравнений для других родов байкальских амфипод выво-
дить из этой закономерности общее правило. Дальнейшее 
изучение репродуктивных барьеров, а также геномов и 
экспрессии генов поможет установить, какие именно фак­
торы обеспечивают репродуктивную несовместимость, а 
следовательно, являются генетической основой видооб­
разования.

Таким образом, в обозримом будущем необходимо вы-
полнить обновление таксономии байкальских амфипод 
и переописание видов на основе комплекса признаков с 
целью учесть существующую биологическую реальность 
и возможную экологическую конкуренцию между крип-
тическими видами. Данная необходимость не уникальна 
для Байкала, поскольку наличие комплексов критических 
видов без формального описания характерно для многих 
других амфипод, в том числе широко используемых в 
экотоксикологических исследованиях Gammarus fossa-
rum и Hyalella azteca (Jourdan et al., 2023). Тем не менее 
сложившаяся ситуация подчеркивает критическую не-
обходимость указывать точное место сбора байкальских 
амфипод во всех публикуемых материалах и по возмож-
ности определять генетическую линию.

Что известно о геномах байкальских амфипод?
Степень генетической изученности байкальских амфипод 
пока относительно невелика, и больше всего видов ис-
следовано на уровне единичных филогенетических мар-
керов (см. выше). Для 36 морфологических видов была 
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Рис. 1. Сравнение уровней популяционно-генетического разнообразия фрагмента COI  внутри наиболее хорошо изученных литоральных мор­
фологических видов E. verrucosus (А), Gm. fasciatus (Б) и E. cyaneus (В).
Показаны типичный внешний вид животных в едином масштабе (размер квадрата сетки 5 мм), филогенетические сплит-сети в едином масштабе (основ­
ные масштабные линейки соответствуют 1 % замен, т. е. 5.1 замены в выравнивании длиной 510 п. н.) и соответствующие точки отбора проб. Данные о 
последовательностях получены из базы BOLD (Ratnasingham, Hebert, 2007); координаты отбора проб дополнены или исправлены по исходным публи­
кациям (Fazalova et al., 2010; Петунина, 2015; Romanova et al., 2016a; Gurkov et al., 2019). Разными цветами на сетях и картах обозначены разные номера 
индексов штрих-кодов (barcode index number, BIN), автоматически определяемые в BOLD (Ratnasingham, Hebert, 2013). Подробная информация о мето­
дологии доступна на странице https://github.com/drozdovapb/Baikal-amphipods-review-post-chr2023.

https://github.com/drozdovapb/Baikal-amphipods-review-post-chr2023
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проведена оценка размера ядерного генома с помощью 
цитогенетических методов, таких как денситометрия ядер, 
окрашенных по Фёльгену (Feulgen image analysis densito­
metry,  FIAD), и проточная цитометрия (flow cytometry, 
FCM) (Jeffery et al., 2017; Drozdova et al., 2022), а для 35 ви-
дов изучен кариотип (Salemaa, Kamaltynov, 1994; Камал-
тынов, 2001; Natyaganova, Sitnikova, 2012; Barabanova et 
al., 2019) (Приложение 2). Для более чем 60 морфологиче-
ских видов есть данные секвенирования транскриптомов 
(Naumenko et al., 2017; Drozdova et al., 2022), позволяющие 
извлечь информацию о последовательностях большинст­
ва белок-кодирующих генов, а также частичные или пол­
ные последовательности митохондриальных геномов. До- 
ступные сборки транскриптомов чрезвычайно ценны, в 
частности, для протеомных исследований (Bedulina et al., 
2021; Zolotovskaya et al., 2021). Для семи видов получе­
ны данные секвенирования геномной ДНК, позволившие 
восстановить последовательности митохондриальных 
геномов, а также также оценить разнообразие повторяю-
щихся последовательностей в ядерных геномах (Rivarola-
Duarte et al., 2014; Romanova et al., 2016a, 2021; Rivarola-
Duarte, 2021; Yuxiang et al., 2023) (Приложение 3).

Вариация размера геномов и ее возможные причины
Размер геномов изученных байкальских амфипод варьи-
рует от 2 до 17 пг (1 пг приблизительно соответствует 
1 млрд п. н.) (Jeffery et al., 2017) (рис. 2), что находится в 
пределах известного разброса значений размеров геномов 
амфипод (Hultgren et al., 2018). Актуальные сведения мож-
но уточнить в базе данных размеров геномов животных 
(http://www.genomesize.com/) (Gregory et al., 2007).

При сравнении результатов, полученных разными ме-
тодами, следует учитывать, что оценки размера генома 
ракообразных с помощью FIAD обычно немного ниже, 
чем с помощью FCM (Wyngaard et al., 2022). Интересно, 
что отличия в размерах геномов накапливаются достато­
чно быстро, поскольку для линий E. verrucosus этот па-
раметр различается: 6.1 пг – для линии E, 6.9 пг – для W, 
8.0 пг – для S (Drozdova et al., 2022). При анализе размеров 
геномов разных видов найдена слабая положительная 
корреляция как с максимальной длиной тела особей, так 
и с глубиной обитания вида, что соответствует известным 
экологическим трендам (Jeffery et al., 2017). В то же время 
число хромосом в кариотипах идентично (2n = 52) для 33 
из 35 изученных видов (Salemaa, Kamaltynov, 1994; Ка­

Baikalogammarus pullus
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глубина обитания 140–1300 м
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Рис. 2. Разнообразие размеров ядерных геномов по данным FIAD (Jeffery et al., 2017) и хромосомных наборов байкальских амфипод (Salemaa, 
Kamaltynov, 1994; Камалтынов, 2001; Natyaganova, Sitnikova, 2012).
Полный набор данных представлен в Приложении 2. Наименования видов приведены по (Jeffery et al., 2017). Показаны примеры внешнего вида бай­
кальских амфипод Baikalogammarus pullus (Dybowsky, 1874) с самым маленьким геномом (обладает малым размером тела и обитает на литорали и субли­
торали), а также глубоководного и одного из самых крупных видов Brachyuropus grewingkii (Dybowsky, 1874). Данные об экологических характеристиках 
этих видов указаны согласно (Камалтынов, 2001). Фотография B. grewingkii любезно предоставлена Е.П. Щаповой.
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малтынов, 2001; Natyaganova, Sitnikova, 2012) (см. рис. 2) 
и соответствует наиболее частому для гаммароидных ам­
фипод (Coleman, 1994). Отсутствие корреляции хромо-
сомных чисел и размеров геномов указывает на опреде­
ляющий вклад повторяющихся последовательностей в 
данную изменчивость. При этом анализ разнообразия по­
второв показал, что их наборы существенно отличаются у 
разных видов байкальских амфипод (Yuxiang et al., 2023), 
а доля чтений, входящих в кластеры повторов, у всех 
изученных видов превысила 50 % (Rivarola-Duarte et al., 
2014; Yuxiang et al., 2023).

Митохондриальные геномы
Наиболее изучены митохондриальные геномы амфипод. 
Геном митохондрии – это небольшая высококопийная мо-
лекула ДНК, последовательность которой обычно можно 
легко собрать из данных секвенирования тотальной ДНК 
клетки в невысоком покрытии (Smith, 2016). Митохондри-
альные геномы животных, как правило, кольцевые, имеют 
размер около 16 тыс. п. н. и содержат 13 белок-кодирую-
щих генов, 2 гена рРНК и 22 гена тРНК, хотя встречаются 
и существенные различия в архитектуре, длине геномов 
и составе генов (Lavrov, Pett, 2016).

К настоящему времени для байкальских амфипод 
опубликовано восемь полных и шесть частичных мито­
хондриальных геномов (Rivarola-Duarte et al., 2014; Ro­
manova et al., 2016a–c, 2021; Mamos et al., 2021) (Прило­
жение 4). Размер большинства из них находится в преде-
лах 15–18  тыс. п. н., однако длина митохондриального 
генома M. branickii превышает 42 тыс. п. н., и это один из 
самых крупных известных митохондриальных геномов 
животных (Romanova et al., 2021). Кроме того, в мито­
хондриальных геномах байкальских амфипод есть изме- 
нения порядка генов, случаи дупликации и такое интерес-
ное явление, как ремолдинг генов тРНК, т. е. изменение 
типа тРНК вследствие мутации в последовательности ан­
тикодона. Ремолдинг не исключителен для байкальских 
представителей этой группы, но распространен в ней на-
много чаще, чем у других амфипод (Romanova et al., 2020).

Перспективы исследований полных геномов
Следующим важным шагом в развитии геномных исследо-
ваний байкальских амфипод должна стать сборка полных 
последовательностей ядерных геномов ряда байкальских 
видов. Вообще для мировой фауны амфипод в литературе 
упомянуты сборки геномов семи видов (Приложение 5). 
Четыре из них (H. azteca, Trinorchestia longiramus, Plator
chestia hallaensis, Parhyale hawaensis) относятся к инф­
раотряду Talitrida (Kao et al., 2016; Poynton et al., 2018; 
Patra et al., 2020, 2021), три – к инфраотряду Gammari­
da (Gammarus lacustris, G. roeselii, E. verrucosus), в том 
числе один байкальский представитель, E. verrucosus (Jin 
et al., 2019; Cormier et al., 2021; Rivarola-Duarte, 2021). 
В этом списке геномы гаммарид обладают наибольшими 
размерами, поэтому качественная сборка таких геномов 
затруднена и находится на «черновой» стадии (N50 всех 
сборок <5 тыс. п. н.); из названных публично доступен 
только геном G. roeselii.

Развитие технологий секвенирования третьего поколе-
ния позволяет надеяться, что технические трудности со 

сборкой сложных геномов гаммарид удастся разрешить, 
как, например, их удалось преодолеть при сборке генома 
антарктического криля Euphausia superba (48 млрд п. н.), 
который на данный момент является самым большим со-
бранным геномом животных (Shao et al., 2023). Получение 
качественных сборок геномов позволит существенно про-
двинуться в изучении механизмов адаптации эндемичных 
амфипод к разнообразным условиям среды в озере Байкал 
и проследить их эволюционную историю, поскольку это 
откроет новые возможности для анализа полных наборов 
генов и их регуляторных элементов, недоступные при 
использовании имеющихся транскриптомных данных, а 
также предоставит новую информацию об истории по­
пуляций (Bourgeois, Warren, 2021) и более высокое раз-
решение для филогенетического анализа.
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Abstract. Frank–Ter Haar syndrome (FTHS) is a rare genetic hereditary autosomal recessive disorder characterized 
by defective malformation of cardiovascular, craniofacial, and skeletal system. Mutations in the SH3PXD2B gene are 
a common cause in the development of FTHS. We recruited a family with two affected individuals (3-year-old female 
and 2-month-old male infant) having bilateral clubfoot. Family pedigree shows an autosomal recessive mode of in-
heritance. DNA was extracted from the blood samples of six members of the family. Whole exome sequencing was 
done for the two affected individuals and the variant was validated in the whole family by using Sanger sequencing 
approach. Whole exome sequencing (WES) data analysis identified a rare homozygous variant (c.280C>G; p.R94G) in 
the SH3PXD2B gene, and Sanger sequencing showed that the same variant perfectly segregates with the phenotype 
in the pedigree. Moreover, the variant is predicted to be damaging and deleterious by several computation tools. Re-
visiting the family members for detailed clinical analysis, we diagnosed the patients as having the typical phenotype 
of FTHS. This study enabled us to correctly diagnose the cases of FTHS in a family initially recruited for having bilateral 
clubfoot by using WES. Moreover, this study identified a novel homozygous missense variant (c.280C>G; p.R94G) in 
(NM_001308175.2) the SH3PXD2B gene as a causative variant for autosomal recessive FTHS. This finding supports the 
evidence that homozygous mutations in the SH3PXD2B gene are the main cause in the development of FTHS.
Key words: exome sequencing; mutation; SH3PXD2B gene; Frank–Ter Haar syndrome.
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Полное секвенирование экзома позволило безошибочно 
диагностировать синдром Франка–Тер Хаара  
в одной из саудоаравийских семей
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Аннотация. Синдром Франка–Тер Хаара (Frank–Ter Haar syndrome, FTHS) – редкое генетическое заболевание 
с аутосомно-рецессивным типом наследования, характеризующееся аномалиями развития сердечно-сосуди-
стой системы, костей лицевого черепа и скелета. Наиболее распространенной причиной развития данного 
синдрома являются мутации в гене SH3PXD2B. Для исследования была выбрана семья, в которой двое детей 
(трехлетняя девочка и двухмесячный мальчик) страдали двусторонней косолапостью. В семейной родослов-
ной указывался аутосомно-рецессивный тип наследования. Из крови шести членов семьи мы выделили об-
разцы ДНК. Для упомянутых двоих детей было проведено полное секвенирование экзома, а секвенированием 
по Сэнгеру подтверждено наличие мутантного варианта у всех членов семьи. По результатам анализа данных 
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полноэкзомного секвенирования (WES) была выявлена редкая гомозиготная мутация (c.280C>G; p.R94G) в 
гене SH3PXD2B. Секвенирование по Сэнгеру показало, что эта мутация идеально сегрегирует с указанным фе-
нотипом в родословной. Более того, при использовании ряда инструментальных средств получены данные, 
предсказывающие вредность и опасность этой мутации. При повторном посещении членов семьи с целью 
проведения развернутого клинического анализа было установлено, что фенотип двоих детей, страдавших дву-
сторонней косолапостью, характерен для больных с синдромом FTHS. Таким образом, исследование позволи-
ло безошибочно диагностировать синдром FTHS в семье, первоначально выбранной в связи с двусторонней 
косолапостью у ее членов, с помощью WES. Более того, наше исследование показало, что причиной развития 
синдрома FTHS с аутосомно-рецессивным типом наследования была вновь выявленная гомозиготная миссенс-
мутация (c.280C>G; p.R94G) в гене (NM_001308175.2) SH3PXD2B. Это служит дополнительным подтверждением 
существующих данных о том, что гомозиготные мутации в гене SH3PXD2B являются основной причиной раз-
вития синдрома FTHS.
Ключевые слова: секвенирование экзома; мутация; ген SH3PXD2B; синдром Франка–Тер Хаара.

Introduction
Frank–Ter Haar syndrome (FTHS) is a rare genetic heredi­
tary autosomal recessive disorder characterized by cranial 
deformities like wide fontanelle and enlarged forehead, fa­
cial deformities such as small chin and full cheeks, ocular 
anomalies, namely exophthalmos, enlarged cornea with or 
without glaucoma and hypertelorism, protruded ear auricles, 
cardiovascular and skeletal deformities including a long 
coccyx bone with an overlying skin fold (Mass et al., 2004). 
Clinical features and genetic relations of the syndrome were 
first described by Frank et al. in a Dutch family in 1973 (Frank 
et al., 1973). Nine years later, Ter Haar et al. confirmed that 
the phenotype is inherited in an autosomal recessive manner 
(ter Har et al., 1982). Hence the name of the phenotype – 
Frank–Ter Haar syndrome. 

Genetic studies suggested that mutation in the SH3PXD2B 
gene is a common cause in the development of FTHS. A study 
on 13 homozygously affected families mapped out and re­
vealed gour different intronic mutations with two complete 
deletions in the SH3PXD2B gene (Iqbal et al., 2010; Massadeh 
et al., 2022). A knock out study showed that a deficient pro­
tein TKS4 encoded by the SH3PXD2B gene presents similar 
morphological features such as craniofacial, musculoskeletal, 
cardiovascular, and ocular anomalies (Iqbal et al., 2010). 
A literature review by Durand B. et al. in 2020 showed that 
40 patients manifesting clinical features similar to FTHS have 
been reported worldwide, half of them were carrying muta­
tions in SH3PXD2B (Durand et al., 2020).

Whole exome sequencing (WES) has revolutionized the 
modern era of clinical diagnosis, especially the diseases with 
variable phenotypic presentations and of multiorgan involve­
ment. Whole exome sequencing allows the diagnosis of mo­
nogenic diseases and is recommended by the American College 
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) as a first-line 
testing option to detect mutations causing genetic disorders 
presenting one or more congenital abnormalities and develop­
ment delays, also ascertaining potential risks in individuals 
prior to disease manifestation, thereby avoiding unnecessary 
diagnostic tests (Manickam et al., 2021). One study accurately 
established the clinical diagnosis of Cohen syndrome when 
genomic analysis on DNA samples of affected and unaffected 
individuals was performed; otherwise, the diagnosis would 
have been impossible to make because of the different clini­
cal presentations of the same disease in the affected family 
members (Hashmi et al., 2020). García-Aznar et al. reported 
a female patient having features suggestive of Soto syndrome 

and initial genetic analysis did not reveal a mutation in the 
pathogenic gene but whole exome sequencing of all the genes 
showed a frameshift variant in the AMER1 gene causing the 
phenotype of osteopathia striata with cranial sclerosis, which 
was later confirmed upon doing retrospective clinical and in­
strumental examination (García-Aznar et al., 2021). Hence, the 
role of the whole exome sequencing is crucially important in 
diseases with non-specific clinical presentations. Furthermore, 
exome sequencing carries a positive impact on management of 
the affected individuals and genetic counseling of their family 
members. A case report of a patient with severe transfusion-
dependent anemia that was clinically diagnosed as Diamond–
Blackfan anemia (DBA), but WES analysis finally revealed 
the condition as a variant of hereditary hemolytic anemia. 
Thus, the child was successfully managed with splenectomy, 
which ultimately reduced his blood transfusion dependency 
(Khurana et al., 2018).

Here we report a family of 6 members, where two children 
having bilateral clubfoot were studied to identify the genetic 
defects underlying the clubfoot phenotype. WES identified 
a  pathogenic variant in the SH3PXD2B gene. Clinical re-
examination revealed additional morphological features in 
the patients, establishing the diagnosis as FTHS. 

Methods
A single four-generation family with 2 affected individuals 
was phenotypically and genetically analyzed. The family 
pedigree shown in the Figure was drawn to assess the pattern 
of inheritance of this disorder. Ethical review committee date 
20-09-2020 Study  ID: 036-1441 of the Taibah University, 
Medina, Kingdom of Saudi Arabia approved the research 
study. Parents of the affected individuals signed the written 
informed consent after understanding the aims of the study, 
which were explained in their local (Arabic) language. 

Genomic study (DNA extraction). Blood samples were 
collected from the parents (III:1 and III:2), two unaffected 
healthy sibs (IV:1 and IV:2) and two affected individuals (IV:3 
and IV:4) (see the Figure). Genomic DNA was extracted by 
using the QIAmp DNA micro kit (Hilden, Germany). DNA 
quantity and quality was assessed by using a Nano Drop TM 
spectrophotometer. 

Next Generation Sequencing (NGS) methods. After con­
firming the standard DNA quality and quantity, whole exome 
sequencing was performed on the affected individuals (IV:3 
and IV:4) using the Illumina HiSeq 2500 platform (Illumina, 
San Diego, CA, USA). The SureSelect Target Enrichment 
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Kit v6 was used to prepare the libraries as elaborated in earlier 
studies (Rafiullah et al., 2022; Ullah et al., 2022). Sequencing 
data coverage was 30x and sequencing data depth was 100x. 
Standard filtration steps were followed to analyze VCF (va
riant calling files) of the two affected individuals, which were 
uploaded by using the online Illumina Base Space analysis 
tool (https://basespace.illumina.com). As shown in the fami­
ly pedigree (see the Figure), due to an autosomal recessive 
pattern of inheritance with consanguineous marriage in the 
family, only two affected individuals having homozygous and 
heterozygous variants were filtered for the analysis. 

Sanger sequencing for validation and segregation analy-
sis. Variant-specific primers were designed for the prioritized 
variant after exome filtration. Ensembl genome browser 
(https://m.ensembl.org) was used to download the exonic se­
quence for the specific gene. Primer 3 software (http://primer3. 
ut.ee) was used to design the specific primers for identified 
variants with 30x sequencing data coverage and 100x se­
quencing data depth. Purification of PCR-amplified DNA was 
achieved using the Marligen Biosciences kits (Ijamsville, MD, 
USA). Sanger sequencing was performed using the BigDye 
sequencing kit (Applied Biosystems, USA) as described ear­
lier (Alluqmani, Basit, 2022; Ijaz et al., 2022). Alignment of 
the Sanger sequencing reads with reference sequences were 
obtained using BIOEDIT to confirm variant identity.

In silico tools were used to calculate pathogenicity 
scores. Various in  silico tools were used to calculate the 
pathogenicity scores including meta scores as well as indi­
vidual scores of the variant by using BayesDel addAF (https://
fengbj-laboratory.org/BayesDel/BayesDel.html), MetaLR 
(https://www.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/
protein_function.html), MetaSVM (http://cancergenome.nih.
gov), and REVEL (https://blog.goldenhelix.com/annotate-
your-varseq-projects-with-revel/engines). Moreover CADD, 
(https://asia.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/
protein_function.html#CADD), DANN, FATHMM, LRT, 

Mutation assessor (http://fathmm.biocompute.org.uk/), 
MutationTaster (https://www.mutationtaster.org/), MutPred 
(http://mutpred.mutdb.org/), PolyPhen2 (http://genetics.bwh.  
Haarvard.edu/pph2/), PROVEAN (https://www.jcvi.org/
research/provean), and SIFT (https://www.merriam-webster.
com/dictionary/sift) engines were also used to calculate indi­
vidual pathogenicity scores. 

Results
Both affected individuals were referred to specialists in mul­
tiple disciplines such as pediatrician, cardiologist, ophthal­
mologist, orthopedic surgeon, pediatric neurologist and finally 
referred to a specialist in clinical genetics at the Maternity 
and Children Hospital, Al Madinah Al Munawara for further 
evaluation and care. Details of the clinical presentation of 
both cases (IV:3, IV:4) as documented by the specialists of 
different clinical departments at the Maternity and Children 
Hospital Al Madina Al Munawara are mentioned in Table 1. 

Potentially pathogenic missense mutation in SH3PXD2B  
in both patients
Sequencing reads were aligned to the reference genome and 
variants were annotated and prioritized based on the phenotype 
of the patients (IV:3 and IV:4). WES data failed to identify any 
pathogenic variant in the genes associated with clubfoot. All 
variants in the WES data were annotated, filtered, and priori­
tized for rare (minor allele frequency less than 0.001), homo­
zygous or heterozygous, shared (common to both affected in­
dividuals) and potentially pathogenic variants (based on SIFT 
and PolyPhen2 scores). Variants in OBSL1 (NM_015311.3; 
c.4989+5G>A), SH3PXD2B (NM_001308175.2; c.280C>G; 
p.R94G), and MAN2B1 (NM_000528.4; c.2402dupG; 
p.S802fs*129) were initially prioritized. 

Sanger sequencing validated  
and confirmed the autosomal recessive inheritance  
of the SH3PXD2B variant in the family
Primers were designed for all three variants that were am­
plified by polymerase chain reaction (PCR) in all available 
members III:1, III:2, IV:1, IV:2, IV:3, IV:4 of the family. Va
riants in OBSL1 (c.4989+5G>A) and MAN2B1 (c.2402dupG) 
were found not to segregate in the family, therefore, they were 
not considered for further analysis. A variant in SH3PXD2B 
(c.280C>G) perfectly segregates with the phenotype in the 
pedigree. Both parents and unaffected individuals are found to 
be heterozygous for the variant and both affected individuals 
are homozygous for it. Therefore, a rare (0 % gnomAD fre­
quency) homozygous missense variant (c.280C>G; p.R94G) 
in the SH3PXD2B (NM_001308175.2) gene was considered as 
the most plausible candidate variant for the disease phenotype 
in this family. The variant is present in the exome data of  both 
affected individuals (IV:3 and IV:4). 

In silico analysis predicted the variant (c.280C>G) 
in SH3PXD2B to be potentially pathogenic
Most of the in silico engines including CADD, DANN, 
FATHMM, LRT, Mutation assessor, MutationTaster, MutPred, 
PolyPhen2, PROVEAN, and SIFT predicted the variant to be 
disease causing, damaging or pathogenic. Table 2 shows the 
score and prediction obtained after analyzing the variant with 

I: 1

II: 1

III: 1

IV: 1 IV: 3

II: 3

I: 2

II: 2

III: 2

IV: 2 IV: 4

II: 4

Family pedigree shows consanguinity, carriers, and affected individuals. 
The pedigree depicts an autosomal recessive mode of inheritance for this 
variant mutation. The female and male individuals are represented with 
circle and square symbols respectively. Filled symbols signify homozy-
gous individuals for the missense variant (c.280C>G) in SH3PXD2B.
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Table 1. Comparison of the clinical manifestations of Frank–Ter Haar syndrome  
in family studies by Iqbal et al., 2010, and by Durand et al., 2020

Clinical manifestations of confirmed cases  
of Frank–Ter Haar syndrome having SH3PXD2B mutations

Iqbal et al., 2010 Durand et al., 2020 Present study, 2023

Family 13 families 21 families 1 family
Case IV:3 Case IV:4

Gender 3F, 10 M 8F, 13M F M
Consanguinity 12/13 05/14 Yes Yes

Cognitive disabilities
Vision, adaptation, learning NA 4/8 Yes Yes
Hearing, communication, learning difficulty NA 4/8 Yes Yes
Motor developmental abnormality NA 9/18 Yes Yes

Craniofacial
Large open anterior fontanelle 12/13 17/18 Yes Yes
Protruding forehead 13/13 21/21 Yes Yes
Increased intracranial pressure 12/13 NA Yes Yes
Bilateral coronal craniosynostosis NA 8/18 NA NA 
Bilateral sagittal craniosynostosis 12/13 NA Yes Yes
Orbital hypertelorism 12/12 21/21 Yes Yes
Unturned nostrils 6/9 14/20 Yes Yes
Puffy cheeks 13/13 21/21 Yes Yes
Long philtrum NA 13/17 Yes Yes
Thin upper lip NA 8/15 Yes Yes
Macro stomia 13/13 18/18 Yes Yes
Microgenia 10/13 16/19 Yes Yes
Gingival hyperplasia NA 11/11 NA NA
Micrognathia 10/13 16/19 Yes Yes
Otapostasis 8/10 13/15 Yes Yes
Broad alveolar ridges 6/11 7/9 Yes Yes

Ophthalmic
Eyes protrusion NA 18/18 Yes Yes
Macro cornea 9/12 14/18 Yes Yes
Bilateral buphthalmias NA 8/14 NA NA
Congenital raised intraocular pressure/Glaucoma NA 6/18 Yes Yes

Cardiology
Cardiomegaly NA NA Yes Yes
Arterial septal defect NA 1/18 Yes Yes
Patent ductus arteriosus 2/3 NA Yes Yes
Ventricular septal defect 5/10 8/18 Yes Yes
Aortic regurgitation/prolapse 3/9 2/17 Yes Yes
Double right outlet (Pulmonary trunk) NA NA Yes Yes
Mitral valves prolapse/regurgitation 6/9 7/17 Yes Yes
Tricuspid valves prolapse/regurgitation 1/9 2/18 NA NA

Musculo-skeletal
Talipes Equiano Varus (clubfoot) 7/11 11/19 Yes Yes
Feet size discrepancy 11/13 NA Yes Yes
Congenital hand deformities 13/13 20/20 Yes Yes
     I) contractures flexion/extension deformity 4/13 14/21 Yes Yes
    II) brachydactyl, shorthand, digits deformity 13/13 14/21 Yes Yes
Bowing of the long bones 7/10 11/15 Yes Yes
Kyphosis 6/11 13/18 Yes Yes
Prominent coccyx 9/13 14/18 Yes Yes
Pectus excavatum NA 5/18 Yes Yes
Subcutaneous nodules 12/13 NA NA NA

Note. –/–, Number of families positive for mentioned clinical features/total number of families studied. “Yes” is for patients having the mentioned clinical  
features and “NA” indicates the not available or absence of the clinical features. 
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various in silico software. A very low frequency in gnomAD 
(PM2) and support from multiple lines of computational evi­
dence (PolyPhen2, SIFT, CADD) (PP3), as well as segregation 
of the variant with the disease phenotype in the family support 
the hypothesis that this variant is an underlying cause of the 
phenotype in our case.

Discussion
Congenital inherited disorders such as FTHS have broad over­
lapping clinical presentations that often make them difficult 
and unlikely to be diagnosed. Biochemical laboratory tests 
do not even show any evidential clues for these disorders and 
the genes are only investigated for research purposes. Next-
generation technologies such as whole exome sequencing are 
considerably affordable, and a preferable testing platform in 
situations where two or more than two affected individuals 
are found in a consanguineous marriage family (Alluqmani, 
Basit, 2022).

In this study, a consanguineous marriage family from Saudi 
Arabia having two affected individuals was investigated both 
clinically and genetically. The family was referred to the 
Center for Genetics and Inherited Diseases, Taibah University 
for the genetic diagnosis of clubfoot. Family members were 
registered, and WES was performed. Initially, genes associated 
with clubfoot (PITX1, TBX4, HOXA9, HOXD10, HOXD12, 
HOXD13, HOXA9, TPM1, TPM2, COL9A1, FLNB, CASP8, 
CASP10, UTX, CHD1, RIPPLY2, CAND2, WNT7) were 
screened for potential variants. However, WES data analysis 
failed to detect any potential pathogenic variant in clubfoot-
associated genes. Therefore, an unbiased and hypothesis-free 
approach was used to analyze WES data to filter and prioritize 
variants of interest. A potentially pathogenic variant in the 
SH3PXD2B gene was identified. Patients were recalled by the 
physician, and they were thoroughly re-examined. Clinical re­
view of the affected individuals showed additional features of 

musculoskeletal deformity, cardiac, ophthalmic, craniofacial 
disorders, and cognitive disabilities. These clinical features 
helped us to classify our cases as FTHS (Iqbal et al., 2010). In 
this family, the affected individuals were also found to have 
cardiomegaly and a double pulmonary trunk, which were not 
reported previously. While gingival hyperplasia, buphthalmia, 
and subcutaneous nodules are the features commonly reported 
in such cases in the literature, these are not seen in our cases 
(Durand et al., 2020).

FTHS is primarily caused by mutation in the SH3PXD2B 
gene. This gene, located on 5q35.1 chromosome, encodes 
a 911-amino-acid protein, which has a phox homology (PX) 
domain, known as Tks4 (tyrosine kinase substrate with four 
SH3 domains) (Iqbal et al., 2010). This protein is involved 
in the formation of actin-rich membrane protrusions called 
podosomes, which coordinate pericellular proteolysis with cell 
migration and regulate proliferation, growth, and differentia­
tion in the cells with extracellular matrix remodeling (Gimona 
et al., 2008). The gene mutation leads to the absence of Tks4 
and thus embryonic fibroblasts decrease the formation of 
mature and functional podosomes; hence, they fail to degrade 
the extracellular matrix (Saeed et al., 2011). Filamin A protein 
is present in the podosome belt, and it needs to be cleaved by 
calpain for maintaining osteoclast motility during bone deve­
lopment (Marzia et al., 2006). Filamin A is also required for 
podosome rosette formation, proteolysis of the extracellular 
matrix mediated by podosomes in macrophages, and three-
dimensional mesenchymal cells build up, so mutation in the 
genes encoding for actin-rich membrane structures causes 
serious congenital anomalies of the heart, skeleton, and cra­
niofacial region (Cejudo-Martin, Courtneidge, 2011). Newly 
published knockout studies proved that TKS4, once lost, can 
adversely affect the differentiation of different cell lineages 
and maturation processes, thus leading to the development of 
FTHS (László et al., 2022). 

Hence, the ambiguous clinical presentation of FTHS is 
commonly seen due to overlapping features as the defect 
occurs during the differentiation of primordial germ layer 
development, which influences multiple organs and systems 
of the organism. Therefore, clinical use of genetic testing like 
WES is essential when a clinician encounters a case show­
ing unclear clinical and/or laboratory presentation (Sharma, 
Nalepa, 2016). 

Whole exome sequencing has played an important role in 
diagnosis of other diseases as well. A consanguineous Saudi 
family having five individuals with steroid resistant Nephrotic 
syndrome were examined by WES which identified a homo­
zygous novel insertion mutation (c.6272_6273insT) in the 
PLCE1 gene (Hashmi et al., 2018). WES is also considered a 
useful time-saving practical diagnostic tool in the evaluation 
of patients with rare and complex hereditary disorders like 
episodic ataxia type 1. This diagnostic approach can hasten 
early therapeutic intervention strategies and directly affect 
patient care (Tacik et al., 2015).

Conclusion
This study provides us with further evidence for the impor­
tance of validation of genetic variants involved in the deve­
lopment of the FTHS with the use of WES. Here we reported 
that the homozygous missense variant (c.280C>G; p.R94G) 

Table 2. In silico analytical prediction  
of the potential pathogenicity  
of the missense variant (c.280C>G) in SH3PXD2B

Tools Prediction Score

REVEL Damaging 0.877

MetaLR Pathogenic 0.8334

SIFT Damaging 0.00

CADD Deleterious

PolyPhen2 Probably damaging 0.010

Conservation GERP Highly conserved 5.480

GenoCanyon Deleterious 1.000

fitCons Deleterious 0.730

Aggregated Deleterious 0.870

Mutation assessor Pathogenic 3.700

PhastCons100way Highly conserved 1.000

PhyloP100way Conserved 6.369

MutPred Pathogenic 0.786

MutationTaster Disease-causing 0.9999

PROVEAN Damaging –5.820
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in the SH3PXD2B (NM_001308175.2) gene can be con
sidered as the candidate variant resulting in autosomal reces­
sive FTHS. This study covers the SH3PXD2B gene mutation 
spectrum, which might further reflect on the importance of 
properly correlating genotypes with phenotypes and provides 
support to the importance of genetic testing and analysis of 
the SH3PXD2B gene in the Kingdom of Saudi Arabia and 
probably certain other locations. This will also be beneficial 
in marriage counseling and planning of future pregnancies 
among FTHS carrier families.
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Компьютерное моделирование особенностей  
взаимодействий IL-1 с его рецепторами при шизофрении
Н.Ю. Часовских   , А.А. Бобрышева, Е.Е. Чижик 
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Аннотация. Одной из основных теорий развития шизофрении является генетическая, свидетельствующая 
о вовлечении наследственных факторов в различные процессы, в том числе воспаление. Показано, что вос-
палительные реакции, протекающие в микроглии, могут влиять на развитие заболевания. Также установле-
но, что генетически обусловленные изменения IL-1 могут способствовать шизофрении, подтверждая роль 
кластера генов IL-1 в восприимчивости к болезням. Целью работы была компьютерная оценка структурных 
взаимодействий белков IL-1 с их рецепторами при шизофрении. Использовалась база данных DisGeNET, 
позволяющая оценить достоверность выявленных полиморфизмов IL-1. Проведен поиск полиморфизмов с 
помощью NCBI PubMed. Сервис NCBI Protein использовался для поиска и анализа положения на хромосоме 
найденных полиморфизмов. Из базы данных Protein Data Bank были извлечены структуры для проведения 
моделирования. Моделирование белков выполнялось с помощью сервера SWISS-MODEL, а моделирование 
белковых взаимодействий – с помощью PRISM. В настоящем исследовании впервые проведено прогнози-
рование взаимодействий белков IL-1α, IL-1β и IL-1RA с учетом наличия в последовательности соответствую
щих генов однонуклеотидных полиморфизмов, ассоциированных с шизофренией. Показано, что наличие 
ассоциированного с шизофренией полиморфизма rs315952 гена белка IL-1RA может привести к ослаблению 
связи IL-1RA с рецепторами и, предположительно, к запуску сигнального пути IL-1 путем разрыва либо ослаб
ления связи IL-1RA с рецепторами и связыванием IL-1 с ними, что, возможно, вызовет изменение иммунного 
ответа. Полученные данные вносят теоретический вклад в развитие представлений о молекулярных меха-
низмах влияния наследственных факторов шизофрении на взаимодействия белков семейства IL-1, играю-
щих важную роль в процессах иммунной системы.
Ключевые слова: IL-1; шизофрения; моделирование; SNP; однонуклеотидные полиморфизмы; PRISM.
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Abstract. One of the primary theories regarding the development of schizophrenia revolves around genetics, in-
dicating the involvement of hereditary factors in various processes, including inflammation. Research has demon-
strated that inflammatory reactions occurring in microglia can impact the progression of the disease. It has also 
been established that genetically determined changes in IL-1 can contribute to schizophrenia, thereby confirming 
the role of the IL-1 gene cluster in disease susceptibility. The aim of this study is a computer-based assessment of 
the structural interactions of IL-1 proteins with their receptors in schizophrenia. The study utilized the DisGeNET 
database, enabling the assessment of the reliability of identified IL-1 polymorphisms. Polymorphisms were also 
sought using NCBI PubMed. The NCBI Protein service was employed to search for and analyze the position of the 
identified polymorphisms on the chromosome. Structures for modeling were extracted from the Protein Data Bank 
database. Protein modeling was conducted using the SWISS-MODEL server, and protein interaction modeling was 
performed using PRISM. Notably, this study represents the first prediction of the interactions of IL-1α, IL-1β, and 
IL- 1RA proteins, taking into account the presence of single-nucleotide polymorphisms associated with schizophre-
nia in the sequence of the corresponding genes. The results indicate that the presence of SNP rs315952 in the 
IL-1RA protein gene, associated with schizophrenia, may lead to a weakening of the IL-1RA binding to receptors, 
potentially triggering the initiation of the IL-1 signaling pathway by disrupting or weakening the IL-1RA binding 
to receptors and facilitating the binding of IL-1 to them. Such alterations could potentially lead to a change in the 
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immune response. The data obtained contribute theoretically to the development of ideas about the molecular 
mechanisms through which hereditary factors in schizophrenia influence the interactions of proteins of the IL-1 
family, which play an important role in the processes of the immune system.
Key words: IL-1; schizophrenia; molecular modeling; SNP; single-nucleotide polymorphisms; PRISM.
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Введение
Актуальной проблемой современной медико-биологиче-
ской науки является исследование причин мультифакто-
риальных заболеваний, которые имеют сложный харак-
тер наследования и связаны с действием многих генов 
(англ. factor – ген) (Бочков, 2011). При изучении таких 
заболеваний особое внимание уделяют их возможным 
ассоциациям с однонуклеотидными полиморфизмами 
(single nucleotide polymorphism, SNP), а также участию 
соответствующих генов в реализации молекулярных ме
ханизмов патологий.

В настоящее время большую актуальность приобре
тает исследование механизмов развития такого распро
страненного заболевания, как шизофрения. Данное  за-
болевание имеет несколько концепций этиопатогенеза, 
одна из основных теорий – генетическая. В частности, 
она свидетельствует о вовлечении генетических факторов 
шизофрении в различные процессы функционирования 
организма, в том числе в воспалительные. Активация 
системы воспалительного ответа, связанная с патофизио
логией шизофрении, была показана во многих работах 
(Xu, He, 2010; Sommer et al., 2015; Kapelski et al., 2016; 
Miyaoka et al., 2017; Müller, 2019). Исследования модели 
шизофрении на мышах и приматах свидетельствуют о 
том, что воспалительные реакции, возникающие во время 
беременности, могут влиять на развитие мозга и вносить 
вклад в этиологию данного заболевания (Frodl, Amico, 
2014). Показано, что клетки микроглии активируются при 
шизофрении и играют важную роль в воспалительных 
процессах (Müller, 2019). Также обнаружено, что не-
стероидное противовоспалительное средство «Целекок
сиб» оказывает терапевтическое действие на пациентов 
с шизофренией. С учетом вышеприведенных фактов в 
настоящее время иммуномодуляция широко обсуждается 
как потенциальный подход к лечению данного заболева-
ния (Müller, 2019).

Описание клинических случаев пациентов с транс-
плантацией костного мозга демонстрирует воспалитель-
ную природу шизофрении. Так, T. Miyaoka с коллегами 
(Miyaoka et al., 2017) представили случай 24-летнего 
мужчины с устойчивой к лечению шизофренией, перенес
шего трансплантацию костного мозга для лечения острого 
миелоидного лейкоза. После операции он показал  зна- 
чительное уменьшение симптомов шизофрении без при-
менения нейролептиков. В работе (Sommer et al., 2015) 
описан обратный случай, когда причиной заболевания ста-
ла передача шизофрении от сиблинга. На данный момент 
механизм изменений, которые вносит трансплантация 
костного мозга от здорового человека в развитие шизоф-
рении, не изучен, но показано, что при этом нормализуют
ся изменения микроглии, которые являются значимыми 

для данного заболевания (Miyaoka et al., 2017). Хотя по 
рассмотрению единичных случаев нельзя однозначно 
подтвердить иммунный патогенез шизофрении, участие 
иммунной системы может быть одним из ключевых факто-
ров в развитии данного заболевания (Sommer et al., 2015). 

Генетически обусловленные изменения регуляции мета-
болизма IL-1, одного из важнейших элементов иммунного 
ответа, могут способствовать шизофрении, подтверждая 
роль кластера генов IL-1 в восприимчивости к болезням 
(Zanardini et al., 2003). Провоспалительные цитокины 
могут модифицировать метаболизм нейротрансмиттеров, 
влиять на развитие нервной системы. IL-1 участвует как 
в острой, так и в хронической нейродегенерации, по-
этому цитокины, индуцированные запуском сигнального 
пути IL-1, могут иметь первостепенное значение как при 
остром заболевании, так и на тех стадиях развития мозга, 
которые влияют на чувствительность человека к факторам 
шизофрении в более позднем возрасте (Katila et al., 1999).

Накопленные к настоящему времени данные предо-
ставляют возможность для более детального изучения 
влияния отдельных генов цитокинов, и в частности IL-1, 
на механизм развития шизофрении. Биоинформационные 
методы позволяют исследовать изменения последователь-
ности генов, ассоциированных с данным заболеванием, 
и оценить свойства соответствующих молекул белка, их 
участие в интерлейкин-рецепторных взаимодействиях, 
влияющих на реализацию провоспалительного эффекта 
IL-1. Последнее способствует расширению теоретических 
знаний и выявлению подходов для дальнейших исследова-
ний возможных механизмов участия иммунной системы 
в развитии шизофрении.

Целью работы является компьютерная оценка взаимо-
действий белков IL-1 с их рецепторами при шизофрении.

Материалы и методы
Оценка генетических факторов шизофрении проводилась 
с помощью платформы DisGeNET, содержащей одну из 
крупнейших общедоступных коллекций генов и вариан-
тов, связанных с заболеваниями человека (Piñero et al., 
2020). Поиск SNP и белков, относящихся к семейству IL-1, 
осуществлялся с помощью сервиса NCBI (National Center 
for Biotechnology Information) PubMed и базы данных 
Protein (Sayers et al., 2021). 

Для анализа доказательности полученных данных на 
сервисе DisGeNET была использована оценка найденных 
полиморфизмов Evidence Index (индекс доказательности). 
EI = 1 указывает на то, что все публикации поддерживают 
GDA (Gene-Disease Associations) или VDA (Variant-Di
sease Associations). Значение EI < 1 говорит об отсутствии 
связи между геном/вариантами и заболеванием (Piñero et 
al., 2020).
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После отбора полиморфизмов генов белков, относя-
щихся к семейству IL-1, анализировалось их положение 
на хромосоме при помощи функционала ресурса NCBI 
(Sherry et al., 2001). Для моделирования белка, соответ
ствующего гену с полиморфизмом, обязательным усло
вием было нахождение его в кодирующей области.

Последовательность аминокислот для моделирования 
белков была взята с ресурса NCBI из базы данных Protein 
(Sayers et al., 2021). Затем вручную производилась заме
на аминокислоты в последовательности в соответствии 
с положением полиморфизма. Моделирование белков 
по полученным последовательностям проведено с помо
щью сервера моделирования белковой структуры SWISS-
MODEL (Waterhouse et al., 2018). 

Из базы данных PDB (Protein Data Bank), которая со-
держит в себе известные пространственные структуры 
белков, был извлечен комплекс IL-1R1+IL-1RAP+IL-1β. 
В  последующем IL-1β из этой структуры был удален, 
так как анализировался комплекс рецепторов без интер-
лейкина. 

Полученные комплексы рецепторов импортировались 
в PRISM (Protein Interactions by Structural Matching) (Bas
pinar et al., 2014), где их поверхности структурно сравни
вались с интерфейсами шаблона, т. е. с уже известными 
областями связывания. Интерфейсом (областью связыва
ния) называется пара множеств аминокислотных остатков 
{(A1, …, AN), (B1, …, BM)}, если для любого аминокис-
лотного остатка Ai из белка А найдется по крайней мере 
один аминокислотный остаток Bi из белка B, такой, что 
расстояние между данными остатками не превосходит 
некоторого порога (как правило, величина порога ва-
рьирует от 6 до 12 Å) (Хадарович и др., 2020). В области 
связывания располагаются горячие точки  – аминокис-
лотные остатки, вносящие наибольший вклад в энергию 
связывания (Tuncbag et al., 2012).

PRISM представляет собой алгоритм прогнозирова-
ния и моделирования белковых взаимодействий путем 
структурного сопоставления и включает в себя четыре 
основных этапа: извлечение поверхности белка-мише
ни; оценку структурного сходства поверхности белка-ми-
шени с партнерами интерфейса шаблона; накладывание 
участков поверхности белка, аналогичных интерфейсу 
шаблона, на этот шаблон; гибкое уточнение полученных 
комплексов и расчет энергии (Aytuna et al., 2005; Tuncbag 
et al., 2011).

В результате моделирования взаимодействия молекул 
сервис PRISM предоставляет интерфейс, используемый 
для прогноза, структуру комплекса, а также показатель 
энергии. Последний отражает энергию связей, которая 
равна минимальной работе, необходимой для разделения 
системы на составляющие ее частицы. Она характери
зует стабильность системы и всегда имеет отрицательное 
значение. Стабильнее считается та система, которая имеет 
наименьший показатель энергии связи (Acuner Ozbaba
can et al., 2014). 

Для определения энергетически благоприятных 
прогнозов использовалось значение порога энергии 
–10 кДж/ моль. Конформационно выгодными по экспери
ментальным данным и IS-оценке (оценка схожести ин-
терфейсов) считались взаимодействия с энергией выхода 

менее –10  кДж/ моль (Gao, Skolnick, 2011; Kuzu et al., 
2013). IS-оценка служит метрикой для оценки прогнозов 
белок-белкового взаимодействия и учитывает не только 
геометрические расстояния, но и сохранение межфазных 
контактов. Для алгоритма PRISM IS > 0.12; данное значе-
ние свидетельствует, что прогнозируемая модель является 
приемлемой (Gao, Skolnick, 2011).

Для визуализации локализации аминокислотной заме-
ны и взаимодействий IL-1 с рецепторами в полученных 
белковых комплексах использовалась программа YASARA 
(Krieger, Vriend, 2014).

Результаты

Выявление молекул,  
инициирующих сигнальный путь IL-1
Исследовались структуры белков IL-1α, IL-1β и IL-1RA, 
непосредственно относящиеся к инициации пути IL-1 
(Dinarello, 1994). Известно, что данные белки взаимо-
действуют со специфическими рецепторами – IL-1R1 и 
IL-1RAP (Acuner Ozbabacan et al., 2014). На следующих 
этапах оценивалось наличие полиморфизмов в генах 
белков IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-1R1, IL-1RAP и прово-
дилось моделирование взаимодействий по следующей 
схеме (рис. 1).

Поиск однонуклеотидных полиморфизмов генов IL-1, 
ассоциированных с шизофренией
Поиск в каталоге DisGeNET выявил четыре однонуклео-
тидных полиморфизма генов, инициирующих путь IL-1, 
которые ассоциированы с шизофренией.

Для белка IL-1α было найдено два SNP: rs113129609 и 
rs1800587. У первого SNP индекс доказательности рав-
нялся 1, однако анализ текста соответствующей статьи 
не подтвердил наличия данного полиморфизма. У SNP 
rs1800587 индекс EI был менее 0.001, что говорит об от-
сутствии доказательности. Для белка IL-1β обнаружен 
полиморфизм rs16944, индекс доказательности которого 
равен 1. Связь этого SNP с шизофренией подтверждается 
несколькими исследованиями (Shirts et al., 2006; Xu, He, 
2010; Fatjó-Vilas et al., 2012), и полиморфизм был включен 
в список SNP для дальнейшего исследования. Для белка 

IL-1α

IL-1β

IL-1RA

IL-1RAP

IL-1R1

Рис.  1.  Молекулы IL-1 и их взаимодействие с рецепторами клетки, 
по данным (Acuner Ozbabacan et al., 2014; Dinarello, 2018).
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IL-1RA установлен полиморфизм rs1794068, у которого 
EI был меньше 0.001. Из-за отсутствия доказательности 
дальше с этим SNP работа не велась.

Поиск по статьям PubMed позволил проанализировать 
39 публикаций. Из данных статей были взяты полимор-
физмы, представленные в табл. 1.

Анализ локализации однонуклеотидных 
полиморфизмов генов, инициирующих  
сигнальный путь IL-1
На этом этапе для каждого полиморфизма проводился ана-
лиз локализации и информации о замене аминокислоты 
в последовательности с использованием ресурса dbSNP 
(Sherry et al., 2001) (см. табл. 1). Согласно выполненному 
анализу, для дальнейшего моделирования подходит по-
лиморфизм IL-1RA rs315952, поскольку при его наличии 
происходит замена серина на аргинин.

Моделирование белков,  
инициирующих сигнальный путь IL-1
Полиморфизм rs315952 находится в аминокислотной 
последовательности IL-1RA, поэтому данный белок был 
использован для моделирования. Исходная последователь-
ность была извлечена из базы данных последовательно
стей аминокислот Protein NCBI: >NP_776214.1 interleu
kin-1 receptor antagonist protein isoform 1 precursor [Homo 
sapiens].

На сервисе SWISS-MODEL были смоделированы трех-
мерные структуры белка IL-1RA как с полиморфизмом, 
так и без него. Полученные модели молекул представляли 
собой файлы с расширением .pdb.

Поскольку IL-1RA взаимодействует с IL-1R1, IL-1RAP 
и с комплексом IL-1R1+ IL-1RAP (см. рис. 1), для модели-
рования и анализа этих взаимодействий необходимы трех-
мерные структуры соответствующих белков. На сервисе 
PDB была взята структура сигнального комплекса IL-1β, в 
которую входят следующие молекулы и цепи: IL-1β (цепи 
A, D), IL-1R1 (цепи B, E), IL-1RAP (цепи C, F). С помощью 
программы PyMol получены комплекс IL-1R1+ IL-1RAP, 
молекулы IL-1RAP и IL-1R1.

Моделирование взаимодействий белков, 
инициирующих сигнальный путь IL-1
Моделирование взаимодействия отобранных структур 
проводилось по схеме, представленной ниже (рис. 2). По
очередно моделировались взаимодействия эталонного (не 
содержащего в себе полиморфизм) IL-1RA с рецептора-
ми IL-1R1, IL-1RAP и комплексом рецепторов IL-1R1+ 
IL-1RAP. Далее аналогично моделировались взаимодей-
ствия IL-1RA rs315952.

Моделирование взаимодействий IL-1RA с IL-1R1
Моделирование взаимодействия эталонного IL-1RA 
с IL-1R1. В полученных моделях минимальные показа-
тели энергии были продемонстрированы при взаимодей-
ствии, протекающем по шаблону 1itbAB. Оно характе-
ризует наиболее вероятное взаимодействие, при котором 
структура максимально стабильна (табл. 2).

Поскольку при наличии полиморфизма rs315952 про-
исходит замена серина на аргинин в положении 130 (см. 
табл. 1), необходимо оценить взаимодействие в данной 
точке в норме и при наличии полиморфизма. Согласно 

Таблица 1. Анализ локализации и замены изменения аминокислоты в последовательности

Полиморфизм Наименование 
гена

Литературный  
источник

Тип замены аминокислоты Локализация полиморфизма

rs16944 IL-1В Papiol et al., 2007;  
Xu, He, 2010 

Отсутствует информация о замене амино-
кислоты

Полиморфизм находится  
вне кодирующей зоны белка

rs1794068 IL-1RA Ben Nejma et al., 2013 Интрон

rs1143627 IL-1В Hudson, Miller, 2018 Интрон

rs1143623 IL-1В Kapelski et al., 2015 Полиморфизм находится  
вне кодирующей зоны белка

rs4848306 IL-1В Yoshida et al., 2012;  
Kapelski et al., 2015 

Нет информации Нет информации

rs4251961 IL-1RA Kapelski et al., 2015 Отсутствует информация о замене амино-
кислоты

Полиморфизм находится  
вне кодирующей зоны белка

rs9005 IL-1RA Kapelski et al., 2016 Нет информации

rs1143633 IL-1В Sasayama et al., 2011 Интрон

rs11677416 IL-1A McClay et al., 2011 Нет информации Нет информации

rs315952 IL-1RA Kapelski et al., 2016 Серин заменяется на аргинин Положение 130 

rs419598 IL-1RA Kapelski et al., 2016 Синонимичный вариант, замена тимина  
на цитозин (T>C), не приводит к изменению 
аминокислоты аланина

Положение 57

rs1143634 IL-1В Xu, He, 2010 Изменение не приводит к замене амино-
кислоты фенилаланина

Положение 27
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списку контактов шаблонных остатков, серин в положе
нии 130 молекулы IL-1RA связывается с лейцином в по-
ложении 237 IL-1R1 (см. табл. 4). 

Моделирование взаимодействия IL-1RA с полимор-
физмом rs315952 с IL-1R1. Для моделирования исполь-
зовались структуры молекул IL-1RA с полиморфизмом 
rs315952 и IL-1R1.

В результате моделирования данного интерфейса ми-
нимальные показатели энергии обнаружены у шаблона 
1iraXY (табл.  3). Но, поскольку при моделировании 
взаимодействия без наличия полиморфизма в структуре 
IL-1RA (IL-1RA+IL-1R1) минимальной энергией взаимо-
действия обладало взаимодействие по шаблону 1itbAB, 
то сравнение энергий необходимо производить по этому 
же шаблону. 

При сравнении таблиц 2 и 3 можно сделать вывод, что 
наиболее энергетически выгодно взаимодействие IL- 1RA 

с полиморфизмом rs315952 с IL-1R1 (–30.08 кДж/моль), 
однако при сравнении по одному и тому же шаблону 
1itbAB данное взаимодействие становится менее энерге
тически выгодным (–29.35 и –28.18 кДж/моль соответ-
ственно). Интерпретируя это изменение, можно предполо-
жить, что при наличии полиморфизма rs315952 в IL-1RA 
(наличие замены серина в положении  130 на аргинин 
(табл. 4)) происходит ослабление комплекса взаимодей-
ствия интерлейкина с рецептором – он становится менее 
устойчивым и более подверженным распаду.

Таким образом, по взаимодействиям IL-1RA и IL-1RA 
с полиморфизмом rs315952 с IL-1R1 невозможно сделать 
достоверный вывод о влиянии полиморфизма на его во-
влеченность в инициализацию сигнального пути IL-1. 
В то же время по смоделированным взаимодействиям 
установлено, что полиморфизм принимает участие в об-
разовании белок-белкового комплекса.

IL-1RA+IL-1R1

Эталонный  
IL-1RA+IL-1R1

IL-1RA+SNP+ 
IL-1R1

IL-1RA+SNP+ 
IL-1RAP

IL-1RA+SNP+ 
IL-1R1+IL-1RAP

Эталонный  
IL-1RA+IL-1RAP

Эталонный  
IL-1RA+IL-1R1+ 

IL-1RAP

IL-1RA+IL-1RAP IL-1RA+IL-1R1+IL-1RAP

Рис. 2. Схема этапов моделирования взаимодействий белков.

Таблица 2. Интерфейсы (области связывания) и энергии взаимодействий эталонного IL-1RA с IL-1R1

Область связывания Расшифровка наименования области связывания Энергия, кДж/моль

1itbAB  Взаимодействие цепей А (IL-1β) и В (рецептор IL-1β 1-го типа)  
структуры 1itb из базы данных PDB 

–29.35

3kxyGH Взаимодействие цепей G (белок C синтеза экзофермента S) и H  
(белок C синтеза экзофермента S) структуры 3kxy из базы данных PDB

–13.68

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1)  
структуры 1ira из базы данных PDB

–5.03

1itbAB Взаимодействие цепей А (IL-1β) и В (рецептор IL-1β 1-го типа)  
структуры 1itb из базы данных PDB

–4.62

Таблица 3. Интерфейсы (области связывания) и энергии взаимодействий IL-1RA с полиморфизмом rs315952 с IL-1R1

Область связывания Расшифровка наименования области связывания Энергия, кДж/моль

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1) 
структуры 1ira из базы данных PDB

–30.08

1itbAB Взаимодействие цепей А (IL-1β) и В (рецептор IL-1β 1-го типа)  
структуры 1itb из базы данных PDB

–28.18

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1) 
структуры 1ira из базы данных PDB

–18.28

3kxyGH Взаимодействие цепей G (белок C синтеза экзофермента S) и H  
(белок C синтеза экзофермента S) структуры 3kxy из базы данных PDB

–6.62

1itbAB Взаимодействие цепей А (IL-1β) и В (рецептор IL-1β 1-го типа)  
структуры 1itb из базы данных PDB

–6.38



Компьютерное моделирование особенностей  
взаимодействий IL-1 с его рецепторами при шизофрении

Н.Ю. Часовских, А.А. Бобрышева 
Е.Е. Чижик

2024
28 • 3

337МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА / MEDICAL GENETICS

Моделирование взаимодействий IL-1RA с IL-1RAP
Для моделирования было проведено также два исследова-
ния: связывание эталонного IL-1RA с IL-1RAP и IL-1RA 
с полиморфизмом rs315952 с IL-1RAP. В обоих случаях 
алгоритм не создал модель взаимодействия белков.

Моделирование взаимодействий IL-1RA  
с комплексом IL-1R1+IL-1RAP
Моделирование взаимодействия эталонного IL-1RA 
с комплексом IL-1R1+IL-1RAP. Взаимодействие IL-1RA 
с комплексом рецепторов по шаблону 1iraXY показало на
личие устойчивого соединения (минимальный показатель 
энергии равен –34.27 кДж/моль) (табл. 5). Однако в случае 
шаблона 1itbAB мы наблюдали очень слабое взаимодей-
ствие (–2.67 кДж/моль). 

Согласно списку контактов шаблонных остатков, се-
рин в положении 130 также является горячей точкой (см. 
табл. 7).

Таблица 4. Контакты остатков интерфейсов 1itbAB IL-1RA и IL-1R1 и 1itbAB IL-1RA с SNP rs315952 и IL-1R1

1itbAB IL-1RA и IL-1R1 1itbAB IL-1RA с SNP rs315952 и IL-1R1

IL-1RA IL-1R1 IL-1RA с SNP IL-1R1

SER_97 ASN_30 ARG_51 GLU_11

VAL_95 PRO_31 ASN_64 GLN_108

GLU_100 PRO_28 GLN_154 PRO_31

PRO_132 SER_263 GLN_61 TYR_127

LYS_121 ARG_163 ARG_117 ASP_251

LYS_121 ASP_162 ARG_117 GLU_252

TRP_144 ILE_13 ARG_117 ASP_253

GLY_131 LEU_237 ARG_130 THR_300

GLN_119 ARG_163 GLU_77 ILE_250

ASP_99 LEU_15 ARG_51 ILE_13

PRO_142 VAL_124 GLN_45 LEU_123

TRP_144 TYR_127 GLN_45 VAL_124

LYS_96 GLU_129 LYS_34 LEU_237

ASP_120 ARG_163 LEU_60 TYR_127

SER_97 CYS_27 LYS_34 SER_263

CYS_141 LEU_115 GLU_77 VAL_249

ASP_120 VAL_124 GLU_77 ILE_240

SER_97 PRO_28 TYR_59 GLN_113

SER_97 LEU_29 PRO_78 ILE_240

GLY_98 CYS_27 GLY_131 THR_300

GLY_98 PRO_26 GLN_61 LEU_15

GLU_100 ILE_13 GLN_61 ILE_13

GLY_98 LEU_29 PRO_63 ILE_13

GLY_98 PRO_28 GLY_62 ILE_13

PRO_142 GLN_113 PRO_63 ILE_14

SER_130 LEU_237 GLN_45 GLN_113

ASP_99 PRO_28

ASN_160 ILE_13

ASP_99 PRO_26

Результаты, приведенные в табл. 5, свидетельствуют о 
том, что шаблон 1itbAB подходит для взаимодействия с 
добавленным белком IL-1RAP, но его устойчивость ми-
нимальна (т. е. полученный комплекс быстро распадется). 
Поэтому для дальнейшего анализа мы будем использовать 
шаблон 1iraXY.

Моделирование взаимодействия IL-1RA с полимор-
физмом rs315952 с комплексом IL-1R1+IL-1RAP. По 
списку контактов шаблонных остатков аргинин также 
является горячей точкой. Согласно результатам модели-
рования, представленным в табл. 6, минимальная энергия 
комплекса (–25.27  кДж/моль) наблюдается у шаблона 
1iraXY.

При сравнении по шаблону 1iraXY взаимодействия с 
комплексом без полиморфизма оказалось, что минималь-
ная энергия составляет –34.27 кДж/моль, тогда как с по-
лиморфизмом – –25.27 кДж/моль. Таким образом, можно 
сделать предположение, что исследуемый полиморфизм 
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оказывает влияние на образование связи IL-1RA с рецеп-
торным комплексом IL-1R1+IL-1RAP, а именно создается 
менее устойчивый к распаду комплекс.

Результаты исследования позволяют сделать допуще
ние о том, что мутация p.Ser130Arg в гене белка IL-1RA, 
вероятно, приводит к образованию ослабленного ком-
плекса между белком IL-1RA и связанными рецепторами 
IL-1R1+IL-1RAP, что может влиять на механизмы шизо
френии. 

Обсуждение
Известно, что функции молекул семейства IL-1 в первую 
очередь связаны с врожденным иммунитетом. Врожден
ный иммунитет проявляется воспалением, которое в нор
ме функционирует в качестве защитного механизма, но 
может наносить ущерб организму, когда становится некон-
тролируемым (Dinarello, 2018). Показано, что IL-1 спосо-
бен влиять на повреждение нейрональных клеток (Allan et 
al., 2005), а чрезмерный фагоцитоз может способствовать 
развитию патологии при болезни Альцгеймера, шизофре-
нии и старении (Vilalta, Brown, 2018). Так, именно IL-1 яв-
ляется одним из факторов запуска фагоцитоза в головном 
мозге за счет того, что играет роль хемоаттрактанта для 
нейтрофилов. Также запуск сигнального пути IL-1 при- 
водит к выделению цитокинов TNFα и IFN-γ, которые яв
ляются активаторами макрофагов (Sasayama et al., 2011).

Исследования подтверждают рост уровня IL-1 в крови 
больных шизофренией (Chu et al., 2018; Zhou et al., 2019). 
Используемая репортерная система генетического нокау
та у мышей для отслеживания реципрокного удаления 
или экспрессии рецептора IL-1 (IL-1R1) в клетках эндо- 
телия, желудочков, периферических миелоидных клет-

Таблица 5. Интерфейсы (области связывания) и энергии взаимодействий эталонного IL-1RA  
с комплексом белков IL-1R1+IL-1RAP

Область связывания Расшифровка наименования области связывания Энергия, кДж/моль

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1) 
структуры 1ira из базы данных PDB

–34.27

3fmpCD Взаимодействие цепей C (белок комплекса ядерных пор Nup214) и D  
(АТФ-зависимая РНК-геликаза DDX19B) структуры 3fmp из базы данных PDB

–15.92

1itbAB Взаимодействие цепей А (IL-1β) и В (рецептор IL-1β 1-го типа)  
структуры 1itb из базы данных PDB

–2.67

Таблица 6. Интерфейсы (области связывания) и энергии взаимодействий IL-1RA с полиморфизмом rs315952  
с комплексом белков IL-1R1+IL-1RAP

Область связывания Расшифровка наименования области связывания Энергия, кДж/моль

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1)  
структуры 1ira из базы данных PDB

–25.27

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1)  
структуры 1ira из базы данных PDB

–19.03

1iraXY Взаимодействие цепей X (антогонист рецептора IL-1) и Y (рецептор IL-1)  
структуры 1ira из базы данных PDB

–15.47

1itbAB Взаимодействие цепей А (IL-1β) и В (рецептор IL-1β 1-го типа)  
структуры 1itb из базы данных PDB

–12.36

ках, микроглии, астроцитах и нейронах выявила, что 
эндотелиальный IL-1R1 необходим и достаточен для опо
средования болезненного поведения. Показано, что он 
стимулирует пролиферацию лейкоцитов в центральной 
нервной системе (ЦНС) и ослабляет нейрогенез. Желудоч-
ковый IL-1R1 является критическим для пролиферации 
моноцитов в ЦНС. Хотя микроглия не экспрессирует IL-
1R1, стимуляция эндотелиальных клеток IL-1 приводит 
к индукции IL-1 в микроглии (Liu et al., 2019).

Для белка IL-1RA, являющегося антагонистом рецеп
торов IL-1 и обладающего противовоспалительной функ
цией (Dinarello, 1994), тоже была найдена связь с шизо
френией (Kim et al., 2004). Предварительные результаты 
свидетельствуют о том, что ген белка IL-1RA может вно
сить вклад в изменения желудочка головного мозга, на-
блюдаемые у пациентов с данным заболеванием (Papiol 
et al., 2005).

Выявлена связь между однонуклеотидными поли-
морфизмами белков, входящих в путь IL-1, и риском 
развития шизофрении (Xu, He, 2010). Обнаружена тен-
денция к ассоциации SNP гаплотипа GAGG (rs1143627, 
rs16944, rs1143623, rs4848306) гена ILB; гаплотипов TG 
(rs315952, rs9005) и TT61 rs5254 (rs4) IL1RN, гаплотипа CT 
(rs4251961, rs419598) в IL1RN с риском шизофрении. 
Статистически значимая связь показана для rs1143634 
(ген IL1B; T3953C). Это позволяет сделать вывод о на-
личии связи провоспалительных факторов, и в частности 
полиморфизмов генов инициаторов пути IL1, с развитием 
данного заболевания (Xu, He, 2010; Kapelski et al., 2016).

Будучи антагонистом рецептора IL-1, IL-1RA обладает 
противовоспалительными свойствами. В свою очередь 
IL-1α и IL-1β, связываясь с рецептором IL-1, запускают 
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Таблица 7. Контакты остатков интерфейса 1itbAB эталонного IL-1RA с комплексом белков IL-1R1+IL-1RAP  
и 1itbAB IL-1RA с полиморфизмом rs315952 с комплексом белков IL-1R1+IL-1RAP

1itbAB эталонного IL-1RA  
с комплексом белков IL-1R1+IL-1RAP

1itbAB IL-1RA с полиморфизмом rs315952  
с комплексом белков IL-1R1+IL-1RAP

IL-1RA IL-1R1+IL-1RAP IL-1RA с полиморфизмом rs315952 IL-1R1+IL-1RAP

pdb1_A_SER_130 pdb2_C_ILE_184 pdb1_A_ARG_130 pdb2_C_ILE_184

pdb1_A_ARG_51 pdb2_B_GLU_11 pdb1_A_ARG_51 pdb2_B_GLU_11

pdb1_A_MET_150 pdb2_C_ASN_168 pdb1_A_ARG_51 pdb2_B_ILE_13

pdb1_A_MET_150 pdb2_B_ARG_163 pdb1_A_ASN_64 pdb2_B_ALA_109

pdb1_A_ASN_116 pdb2_B_GLU_252 pdb1_A_ASN_64 pdb2_B_ALA_107

pdb1_A_GLY_165 pdb2_C_PHE_167 pdb1_A_ASN_44 pdb2_B_VAL_124

pdb1_A_MET_161 pdb2_C_TYR_162 pdb1_A_GLN_154 pdb2_B_PRO_31

pdb1_A_TYR_59 pdb2_B_TYR_127 pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_ILE_110

pdb1_A_ARG_117 pdb2_B_ASP_251 pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_PHE_111

pdb1_A_GLN_154 pdb2_B_PRO_31 pdb1_A_ARG_117 pdb2_B_ASP_251

pdb1_A_SER_130 pdb2_B_THR_300 pdb1_A_ARG_117 pdb2_B_GLU_252

pdb1_A_LYS_170 pdb2_C_SER_185 pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_GLU_259

pdb1_A_ASP_129 pdb2_B_THR_300 pdb1_A_ARG_130 pdb2_B_THR_300

pdb1_A_ASP_163 pdb2_C_MET_159 pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_ILE_250

pdb1_A_ASP_163 pdb2_C_SER_185 pdb1_A_LYS_170 pdb2_C_SER_185

pdb1_A_VAL_43 pdb2_B_LYS_114 pdb1_A_ASP_129 pdb2_B_THR_300

pdb1_A_GLU_164 pdb2_C_MET_159 pdb1_A_ASN_64 pdb2_B_GLN_108

pdb1_A_LYS_170 pdb2_C_LEU_183 pdb1_A_GLU_164 pdb2_C_TYR_162

pdb1_A_GLU_164 pdb2_C_TYR_162 pdb1_A_GLN_45 pdb2_B_VAL_124

pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_VAL_249 pdb1_A_GLN_45 pdb2_B_PRO_126

pdb1_A_TYR_59 pdb2_B_PHE_111 pdb1_A_GLU_175 pdb2_B_LEU_237

pdb1_A_LEU_67 pdb2_B_ILE_13 pdb1_A_ARG_130 pdb2_C_ARG_286

pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_TYR_242 pdb1_A_LYS_34 pdb2_B_LEU_237

pdb1_A_GLY_131 pdb2_B_THR_300 pdb1_A_ASN_64 pdb2_B_ILE_110

pdb1_A_GLY_165 pdb2_C_MET_159 pdb1_A_LYS_34 pdb2_B_SER_263

pdb1_A_GLN_61 pdb2_B_GLU_11 pdb1_A_VAL_43 pdb2_C_LEU_183

pdb1_A_GLN_61 pdb2_B_ILE_13 pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_VAL_249

pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_LYS_12 pdb1_A_ASP_153 pdb2_B_PRO_31

pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_ILE_13 pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_TYR_261

pdb1_A_ARG_30 pdb2_B_ASP_260 pdb1_A_GLU_77 pdb2_B_ILE_240

pdb1_A_GLY_62 pdb2_B_ILE_13 pdb1_A_PRO_78 pdb2_B_ILE_240

pdb1_A_LYS_170 pdb2_C_ASN_168 pdb1_A_GLY_131 pdb2_B_THR_300

pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_ILE_14 pdb1_A_HIS_79 pdb2_B_ILE_240

pdb1_A_GLN_45 pdb2_B_PHE_111 pdb1_A_GLN_61 pdb2_B_ILE_13

pdb1_A_GLN_45 pdb2_B_LYS_112 pdb1_A_VAL_65 pdb2_B_LYS_112

pdb1_A_GLN_45 pdb2_B_GLN_113 pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_ILE_13

pdb1_A_GLY_62 pdb2_B_ILE_13

pdb1_A_PRO_63 pdb2_B_ILE_14

pdb1_A_ASN_44 pdb2_C_ASN_168

pdb1_A_GLN_45 pdb2_B_GLN_113

pdb1_A_GLY_165 pdb2_C_TYR_162
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Computer modeling of the peculiarities  
in the interaction of IL-1 with its receptors in schizophrenia

сигнальный путь IL-1, участвуя в реализации воспали-
тельного ответа. При повышенном синтезе IL-1RA данный 
путь блокируется, что приводит к торможению иммунного 
ответа и ослаблению воспалительного процесса.

При анализе взаимодействия исследуемых белков не 
выявлено различий энергетических выходов при соеди-
нении эталонного IL-1RA и IL-1RA с rs315952 с IL-1R1. 
При взаимодействии эталонного IL-1RA с комплексом 
IL-1R1+IL-1RAP наблюдается более низкий показатель 
энергии, чем в случае IL-1RA с полиморфизмом, что, пред-
положительно, свидетельствует об ослаблении контакта 
между IL-1RA и IL-1R1+IL-1RAP; при этом отдельно 
IL-1RA с IL-1RAP не образуют соединение. 

Белок IL-1RA при связывании с IL-1R1 и IL-1R1+IL-
1RAP блокирует связывание IL-1 и, соответственно, ак-
тивацию сигнального пути IL-1 (Weber et al., 2010). При 
шизофрении появление однонуклеотидного полиморфиз-
ма в гене белка IL-1RA (p.Ser130Arg), возможно, приводит 
к образованию ослабленного комплекса между белком 
IL-1RA и связанными рецепторами IL-1R1+IL-1RAP, что 
в последующем, предположительно, может привести к 
запуску сигнального пути IL-1 и, как следствие, развитию 
неконтролируемого иммунного ответа.

Результаты исследования показали, что функции интер
лейкина  1, а именно взаимодействия белков семейства 
IL-1, могут быть связаны со структурными изменениями 
соответствующих генов. Анализ ассоциаций SNP данных 
генов с шизофренией, наряду со сведениями о влиянии 
воспаления на механизмы ее развития, может служить тео-
ретической основой для более детального и пристального 
изучения механизмов воспалительного ответа.

Заключение
Известно, что мутагенез in silico и сравнение изменения 
энергий взаимодействий между эталоном и мутирующим 
вариантом проливают свет на механизм развития ряда 
заболеваний. Полученные в настоящем исследовании 
результаты демонстрируют, что при шизофрении струк-
турные изменения генов могут влиять на функции интер-
лейкина 1 (взаимодействия белков семейства IL-1). Это, в 
свою очередь, позволяет соотнести имеющиеся данные о 
влиянии воспаления на развитие шизофрении с данными 
об ассоциациях с ней SNP генов белков семейства IL-1. 
Проведенное исследование вносит теоретический вклад 
в изучение деталей механизмов реализации воспалитель-
ного ответа при шизофрении, а результаты могут послу-
жить основой для дальнейших исследований (in silico и 
экспериментальных) в данной области.
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Abstract. Cervical cancer is one of the most frequent cancers in women and is associated with human papillomavirus 
(HPV) in 70 % of cases. Cervical cancer occurs because of progression of low-differentiated cervical intraepithelial neo-
plasia through grade 2 and 3 lesions. Along with the protein-coding genes, long noncoding RNAs (lncRNAs) play an im-
portant role in the development of malignant cell transformation. Although human papillomavirus is widespread, there 
is currently no well-characterized transcriptomic signature to predict whether this tumor will develop in the presence of 
HPV-associated neoplastic changes in the cervical epithelium. Changes in gene activity in tumors reflect the biological 
diversity of cellular phenotype and physiological functions and can be an important diagnostic marker. We performed 
comparative transcriptome analysis using open RNA sequencing data to assess differentially expressed genes between 
normal tissue, neoplastic epithelium, and cervical cancer. Raw data were preprocessed using the Galaxy platform. Batch 
effect correction, identification of differentially expressed genes, and gene set enrichment analysis (GSEA) were per-
formed using R programming language packages. Subcellular localization of lncRNA was analyzed using Locate-R and 
iLoc-LncRNA 2.0 web services. 1,572 differentially expressed genes (DEGs) were recorded in the “cancer vs. control” com-
parison, and 1,260 DEGs were recorded in the “cancer vs. neoplasia” comparison. Only two genes were observed to be 
differentially expressed in the “neoplasia vs. control” comparison. The search for common genes among the most strong-
ly differentially expressed genes among all comparison groups resulted in the identification of an expression signature 
consisting of the CCL20, CDKN2A, CTCFL, piR-55219, TRH, SLC27A6 and EPHA5 genes. The transcription level of the CCL20 
and CDKN2A genes becomes increased at the stage of neoplastic epithelial changes and stays so in cervical cancer. 
Validation on an independent microarray dataset showed that the differential expression patterns of the CDKN2A and 
SLC27A6 genes were conserved in the respective gene expression comparisons between groups.
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Аннотация. Рак шейки матки является одним из наиболее частых онкологических заболеваний у женщин и в 
70 % случаев связан с вирусом папилломы человека (ВПЧ). Рак шейки матки развивается в результате прогрессии 
цервикальной интраэпителиальной неоплазии через поражения второй и третьей степени. Помимо белок-коди-
рующих генов, важную роль в развитии злокачественной трансформации клеток играют длинные некодирующие 
РНК. Хотя вирус папилломы человека широко распространен, в настоящее время нет хорошо охарактеризован-
ных транскриптомных признаков, позволяющих предсказать злокачественную трансформацию клеток эпителия 
при наличии связанной с ВПЧ неоплазии эпителия шейки матки. Изменения генной активности в опухолях от-
ражают биологическое разнообразие клеточного фенотипа и физиологических функций и могут быть важным 
диагностическим маркером. Используя открытые данные секвенирования РНК, мы провели сравнительный ана-
лиз транскриптома для оценки дифференциально экспрессируемых генов в образцах нормальной ткани, эпи-
телия с диспластическими изменениями и раком шейки матки. Первичные данные были предварительно обра-
ботаны с использованием платформы Galaxy. Коррекция пакетного эффекта, идентификация дифференциально 
экспрессируемых генов и анализ обогащения набора генов выполнены в пакетах языка программирования R. 
Субклеточная локализация днРНК была проанализирована с помощью веб-сервисов Locate-R и iLoc-LncRNA 2.0. 
В сравнении «рак vs. контроль» зарегистрировано 1572 дифференциально экспрессируемых гена, в сравнении  
«рак vs. неоплазия» – 1260. Только два дифференциально экспрессируемых гена выявлено при сравнении контро
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ля и неоплазии. Поиск общих среди наиболее сильно дифференциально экспрессируемых генов во всех группах 
сравнения привел к выявлению сигнатуры экспрессии, состоящей из генов CCL20, CDKN2A, CTCFL, piR-55219, TRH, 
SLC27A6 и EPHA5. Повышенный уровень транскрипции генов CCL20 и CDKN2A возникает на стадии неопласти-
ческих изменений эпителия и сохраняется при раке шейки матки. Валидация на независимом наборе данных 
микрочипа показала, что паттерны дифференциальной экспрессии генов CDKN2A и SLC27A6 сохраняются в соот-
ветствующих сравнениях экспрессии генов между группами.
Ключевые слова: вирус папилломы человека; неоплазия; рак шейки матки; транскриптомный анализ; lncRNA; 
CDKN2A; CCL20.

Introduction
Cervical cancer is the fourth most common cancer in women 
worldwide after breast cancer, colorectal cancer, and lung 
cancer. The World Health Organization  (WHO) estimates 
that 604,127 new cases and 341,831 deaths from the disease 
worldwide were registered in 2020 (Sung et al., 2021; Gebrie, 
2022). Cervical cancer occurs as a result of progression of 
low-differentiated cervical intraepithelial neoplasia  (CIN1) 
through grade 2 and 3 lesions (CIN2 and CIN3). Inflammatory 
responses are rarely observed in persistent low-grade lesions 
and are thought to be due to the inflammation-suppressing 
activity of high-risk HPV oncoproteins (Walch-Ruckheim et 
al., 2015).

Although HPV is the most significant factor in cervical 
cancer, the development of cervical cancer is considered 
multifactorial. Common risk factors for cervical cancer also 
include smoking, a high number of sexual partners, low social 
and/or economic status and its consequences, and immune 
suppression caused by infection such as human immunode-
ficiency virus (HIV) or the use of immunosuppressants after 
organ transplantation (Walch-Ruckheim et al., 2015).

According to the International Human Papillomavirus 
Reference Center data (Eklund et al., 2020), only 12 out of 
220 HPV strains have the greatest impact on cancer develop-
ment (these strains include HPV types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, and 59). About 70 % of cervical cancer 
and precancerous lesions of the cervix cases are specifically 
associated with HPV types 16 and 18 (Okunade, 2020).

Eighty percent of sexually active women become infected 
with HPV during their lifetime, but the infection persists in 
only 5–10 % of those initially infected and leads to cervical 
cancer in only 3 % (Schubert et al., 2023). In the absence 
of a clearly persistent HPV infection, the risk of developing 
cervical cancer is extremely low. However, virus persistence 
may be associated with many factors. Host genetic factors 
are thought to play an important role in the response to HPV 
infection and further development of oncology.

Along with the protein-coding genes, long noncoding 
RNAs (lncRNAs) play an important role in the development 
of malignant cell transformation. Results of the TCGA pro
ject showed that approximately the same number of protein-
coding genes and lncRNA genes carried mutations in more 
than 5,000  different tumor samples. However, at the same 
time, 60 % of lncRNAs showed tumor type specificity and 
are superior to protein-coding genes in terms of specificity to 
the type of cancer (Yan et al., 2015). Consequently, lncRNAs 
can be a good class of biomarkers for cancer prognosis and 
early diagnosis.

Both protein-coding and lncRNAs can be analyzed as 
efficiently as possible by high-throughput RNA sequencing 
(RNA-seq). Profiling the entire transcriptome can iden-

tify genes that are differentially expressed in related tissues. 
Changes in gene activity in tumors reflect the biological diver-
sity of cellular phenotype and physiological functions and can 
be an important diagnostic marker (Martin, Wang, 2011; Bao et 
al., 2019). A significant change in the expression of both pro-
tein-coding and non-coding parts of the genome may be a con-
sequence of local chromatin remodeling in the region of the 
virus integration site, which plays a somewhat spontaneous but 
often important role in oncogenesis (Karimzadeh et al., 2023).

The aim of this work was to perform bioinformatics analysis 
of RNA sequencing data from epitheliocytes of women with 
cervical epithelial neoplasia and cervical cancer based on open 
data from three different studies (Royse et al., 2014; Hu et al., 
2015; Qi et al., 2022).

Materials and methods
Datasets. The study material was raw RNA sequencing data 
of cervical epithelial samples from three separate studies 
analyzing the transcriptome in cervical cancer, neoplasia, 
and normal tissue. Neoplasia grade data were also available. 
The main characteristics of the studies used are summarized 
in Table 1.

Data preprocessing. Raw RNA-seq data (fastq format) 
were processed using the Galaxy platform (https://usegalaxy.
org/). Read quality was assessed with FastQC, adapter trim-
ming was performed with TrimGalore, transcript alignment 
and mapping was performed with RNA STAR, and transcript 
counting was performed with featureCounts, respectively. 

Data variability analysis and batch effect correction. 
Analysis of data variability and assessment of the batch effect 
(effect of the subsample/sequencing platform rather than bio-
logical variability) were performed using principal component 
analysis  (PCA) with the plotPCA function of the DESeq2 
v.1.42.0 package for R. Based on the results of the variability 
analysis, a conclusion was made about the inclusion/exclusion 
of samples in further analysis.

Differential gene expression analysis was performed using 
the DESeq2 package in R. Genes were filtered by log2FC >2, 
log2FC < (–2), and adjusted p-value < 0.05 (as visualized in 
the R package EnchancedVolcano). Genes encoding mRNAs 
and lncRNAs were categorized using Ensembl Ids. To identify 
differentially expressed genes (DEGs) between three biolo
gical states (neoplasia vs. control; cancer vs. neoplasia; cancer 
vs. control), comparisons were performed and the top 10 genes 
with statistically significant increased and decreased expres-
sion were identified. Heatmap for common DEGs was plotted 
with the pheatmap package in R.

Gene set enrichment analysis (GSEA) to estimate acti-
vated and repressed biological pathways in the comparison 
groups was performed using the clusterProfiler v.4.10.0 
package for R.
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lncRNAs subcellular localization analysis. The web ser-
vices Locate-R (Ahmad et al., 2020) and iLoc-LncRNA 2.0 
(Su et al., 2018) were used to determine the subcellular lo-
calization of lncRNAs.

Validation on an independent dataset. An independent 
microarray dataset from the GEO database (GSE63514; 
24 normal samples, 40 CIN3 samples, and 28 cancer samples) 
was used to validate the obtained results. Gene expression was 
obtained using GEO2R GUI available on the sample panel in 
GEO (all comparison groups were likened to those performed 
on the original dataset). Differential expression analysis was 
performed within GEO2R. 

Results
The variability analysis of RNA sequencing data and the PCA 
assessment of the batch effect presented in Figure 1 showed 

that study No. 1 was significantly different from studies No. 2 
and No. 3 (Fig. 1a), which may indicate the presence of a batch 
effect. After it was excluded from the analysis, the variabil-
ity of samples from different studies decreased significantly 
(Fig. 1b). In further analysis, only data from studies 2 and 3 
were used. Samples from these two datasets were combined 
for analysis into a single dataset without normalization due 
to the overall low batch effect.

The results of the differential gene expression analysis are 
shown in Figure 2. 1,572 DEGs were recorded in the “cancer 
vs. control” comparison, also 1,260 DEGs were recorded in 
the “cancer vs. neoplasia” comparison. It is important to note, 
that only 2 genes were observed to be differentially expressed 
in the “neoplasia vs. control” comparison.

The genes with the largest difference in the expression level 
for all comparisons are shown in Table 2. The top 10 genes 

Table 1. Main characteristics of the used studies

No. Study ID Samples count Sample type Reference

Control Neoplasia Cervical cancer

1 SRP048735 6 12 – Cervical biopsy (FFPE) Royse et al., 2014

2 SRA189004 – – 7 Cervical smear; cell lines Hu et al., 2015

3 GSE149763 3 3 3 Cervical biopsy (FF) Qi et al., 2022
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Table 2. Top differentially expressed genes in the “neoplasia vs. control” ,  “cancer vs. control”, and “cancer vs. neoplasia” comparisons

Comparison ENSEMBL ID Gene name Transcript type log2FC

Neoplasia vs. control,  
increased expression

ENSG00000115009.13 CCL20 Protein-coding 8.78

ENSG00000147889.18 CDKN2A Protein-coding 6.75

Cancer vs. control,  
increased expression

ENSG00000124092.13 CTCFL Protein-coding 21.91

ENSG00000290242.1 piR-55219 piRNA 20.25

ENSG00000176165.13 FOXG1 Protein-coding 19.33

ENSG00000147889.18 CDKN2A Protein-coding 9.16

ENSG00000019186.10 CYP24A1 Protein-coding 9.15

ENSG00000149968.12 MMP3 Protein-coding 8.29

ENSG00000119547.6 ONECUT2 Protein-coding 8.04

ENSG00000196611.6 MMP1 Protein-coding 7.99

ENSG00000118156.13 ZNF541 Protein-coding 7.98

ENSG00000163064.7 EN1 Protein-coding 7.92

Cancer vs. control,  
decreased expression

ENSG00000253105.6 AP003548.1 lncRNA –7.15

ENSG00000124205.18 EDN3 Protein-coding –7.06

ENSG00000170893.4 TRH Protein-coding –6.91

ENSG00000259458.1 MGC15885 lncRNA –6.83

ENSG00000113396.13 SLC27A6 Protein-coding –6.72

ENSG00000285336.1 LOC101928882 lncRNA –6.58

ENSG00000145242.14 EPHA5 Protein-coding –6.50

ENSG00000185069.2 KRT76 Protein-coding –6.49

ENSG00000279030.1 AC007336.3 Uncategorized transcript –6.39

ENSG00000280650.1 KCNIP4-IT1 lncRNA –6.10

Cancer vs. neoplasia,  
increased expression

ENSG00000124092.13 CTCFL Protein-coding 21.74

ENSG00000282122.1 IGHV7-4-1 Protein-coding 19.65

ENSG00000290242.1 piR-55219 piRNA 19.22

ENSG00000127129.10 EDN2 Protein-coding 9.09

ENSG00000213058.3 RPS14 Pseudogene 8.26

ENSG00000107159.14 CA9 Protein-coding 7.22

ENSG00000241749.4 RPSAP52 Pseudogene 7.12

ENSG00000133328.4 PLAAT2 Protein-coding 6.85

ENSG00000287929.1 lnc-LAMC1-1 lncRNA 6.84

ENSG00000181617.6 FDCSP Protein-coding 6.79

Cancer vs. neoplasia,  
decreased expression

ENSG00000170893.4 TRH Protein-coding –6.91

ENSG00000289337.1 piR-52324-054 piRNA –6.79

ENSG00000145808.10 ADAMTS19 Protein-coding –6.47

ENSG00000248698.6 LINC01085 lncRNA –6.34

ENSG00000113396.13 SLC27A6 Protein-coding –6.24

ENSG00000178115.12 GOLGA8Q Protein-coding –6.21

ENSG00000279622.2 lnc-ZDHHC7-3 lncRNA –6.16

ENSG00000145242.14 EPHA5 Protein-coding –6.13

ENSG00000143536.7 CRNN Protein-coding –6.13

ENSG00000249421.2 ADAMTS19-AS1 lncRNA –6.09
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vs. neoplasia” comparison, 1 belongs to the lncRNA class, 
1 belongs to the piwi-interacting RNA (piRNA) class, 2 belong 
to the pseudogene class, 6 belong to the protein-coding gene 
class; out of the genes with decreased expression, 3 genes 
belong to the lncRNA class, 1 gene belongs to the piRNA 
class, and the remaining 6 belong to the protein-coding gene 
class. In turn, out of the top 10 genes with increased expres-
sion for the “cancer vs. control” comparison, 1 belongs to the 
piRNA class, and 9 belong to the protein-coding gene class; 
out of the genes with decreased expression, 4 belong to the 
lncRNA class, 1 belongs to the uncategorized transcript class, 
and the remaining 5 belong to the protein-coding gene class.

Search for common genes among the most strongly dif-
ferentially expressed genes among all comparison groups 
resulted in the identification of an expression signature con-
sisting of the genes CCL20, CDKN2A, CTCFL, piR-55219, 
TRH, SLC27A6 and EPHA5. The expression patterns of these 
genes are shown in Figure 3. 

The gene enrichment analysis shown in Figure 4 demon
strated that in the “cancer vs. control” comparison, the mole
cular pathways associated with the cell cycle, DNA packaging, 
replication and translational mRNA base-pairing repression 
were activated, and the pathways associated with the mem-
brane structure and cell-cell adhesion were repressed. Con-
versely, in the “cancer vs. neoplasia” comparison, molecular 
pathways related to the immunoglobulin production, antigen 
binding, respiratory chain and respirasome were activated, 
while pathways related to the translational mRNA base-pair
ing repression, post-transcriptional silencing, RISC and RNAi 
effector complexes were repressed.
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Fig. 4. Results of gene set enrichment analysis for the “cancer vs. control” (a) and “cancer vs. neoplasia” (b) comparison groups.

with increased and decreased expression for the “cancer vs. 
neoplasia” and “cancer vs. control” comparisons and 2 DEGs 
for the “neoplasia vs. control” comparison were presented. Out 
of the top 10 genes with increased expression for the “cancer 
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Analysis of the subcellular localization of differentially 
expressed lncRNAs using two different web resources 
(Table 3) showed that subcellular localization is identified 
ambiguously for ADAMTS19-AS1 (nucleus and exosome), 
which may be related to differences in the computational ap-
proaches by which Locate-R (Local Deep SVM approach) 
and iLoc-LncRNA  2.0 (SVM approach) are implemented, 
despite the fact that both models are based on an analysis of 
the RNALocate lncRNA localization database. The results 
clearly indicated cytoplasmic localization for most of the 
transcripts (Table 3). 

Validation on an independent dataset
Differential gene expression analysis on an independent data-
set (Table 4) demonstrated that the number of DEGs observed 
in the “neoplasia vs. control” comparison was much higher 
than in the same comparison in our study, whereas for the 
other two comparisons, the number of DEGs was lower in 
the independent dataset than in our study. In particular, the 
CDKN2A and SLC27A6 genes confirmed their expression 
change in the same pattern after validation.

Discussion
The division of HPV-infected cervical epithelial cells leads to 
neoplastic tissue changes or cervical intraepithelial neopla-
sia (CIN). The changes detected at the levels of cell morpho
logy and tissue structure are the consequence of alterations 
at the molecular level. Neoplastic changes of epithelial cells 
in HPV infection are characterized by an increased level of 
transcription of the CCL20 and CDKN2A genes, which lasts 
through the progression of the malignant process.

Tumor development assumes long-term persistence of  HPV 
and the formation of a high viral load. Moreover, the virus 
can use the replicative apparatus of  human cells and avoid the 

action of immune system factors. The main mechanisms of 
evasion from the immune system include modulation of anti-
gen presentation, inhibition of cytokines and chemoattractants, 
modulation of cell adhesion molecule synthesis and inhibition 
of antigen-presenting cell migration.

The CCL20 gene, differentially expressed in neoplastic 
changes of infected cells, may be a direct participant in these 
processes. CCL20 belongs to the subfamily of small cytokine 
CC genes, it is located on chromosome 2q and contains 4 exons 
and 3 introns. This gene encodes macrophage inflammatory 
protein (MIP)-3α, predominantly expressed in liver, colon, 
prostate, cervix, and skin. It has been reported that endothelial 
cells, neutrophils, T helper 17 (Th17) cells, B cells, natural 
killer cells, dendritic cells  (DC) and macrophages secrete 
CCL20 (Yamazaki et al., 2008; Nandi et al., 2014). CCL20 as 
a chemoattractant is involved in recruiting lymphocytes and 
dendritic cells to epithelial cells. It is believed that CCL20 
may play an important role in the regulation of Langerhans 
cells, which are the main antigen-presenting cells for HPV 
presentation, causing an immune response.

From this perspective, it is reasonable to assume that active 
expression of CCL20 would be triggered in response to the 
appearance of human papillomavirus in the body. However, 
many studies indicate that HPV oncoproteins E6 and E7 may 
reduce the production of the chemokine CCL20 in keratino- 
cytes by inhibiting its transcription. And thus, HPV, in an at-
tempt to avoid an immune response, may negatively modulate 
the expression of this chemokine in the epithelium, thereby 
blocking the migration of inflammatory cells, such as Langer
hans cells, to the lesion site (Guess, McCance, 2005; Wang et 
al., 2010; Jiang, Xue, 2015; Fernandes et al., 2021).

However, in the later stages of cervical carcinogenesis, the 
landscape changes and CIN3 lesions often contain myeloid 
cells such as macrophages and dendritic cells (Mazibrada et 

Table 3. Results of differentially expressed lncRNAs subcellular localization analysis using Locate-R and iLoc-LncRNA 2.0

lncRNA Locate-R iLoc-LncRNA 2.0

Localization Score Localization Score

AP003548.1 Cytoplasm 1 Cytoplasm 0.84

MGC15885 1 0.73

LOC101928882 0.99 0.85

KCNIP4-IT1 1 0.83

lnc-LAMC1-1 0.94 0.86

LINC01085 1 0.69

lnc-ZDHHC7-3 0.92 0.87

ADAMTS19-AS1 Nucleus 0.97 Exosome 0.66

Table 4. Comparative analysis of the DEGs in datasets for study and validation

Comparison Studied dataset (SRP048735+ 
SRA189004 + GSE149763, RNA-seq)

Validation dataset 
(GSE63514, microarray)

Overlap total Overlap within the 
expression signature

Neoplasia vs. control 2 450 1 CDKN2A

Cancer vs. control 1,572 961 171 CDKN2A, SLC27A6

Cancer vs. neoplasia 1,260 215 15 –
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al., 2008) and, as a number of studies have shown, CCL20 
levels in cervical cancer tissues are significantly higher than 
in non-tumor and normal control tissues (Yu et al., 2015). 
Cervical cancer cells have been found to instruct cervical 
fibroblasts to produce CCL20 (Walch-Ruckheim et al., 2015). 
The rationale is that although normal immune cells attack 
and suppress tumor cells, some immune cells that infiltrate 
cancer tissue lose their anti-tumor function and play a role in 
promoting tumor progression (Beatty, Gladney, 2015; Bin-
newies et al., 2018).

Alteration of the cell cycle of infected epitheliocytes is pos-
sible due to changes in the transcription level of the CDKN2A 
gene. CDKN2A is a cyclin-dependent kinase 2a inhibitor gene 
that, through the use of alternative reading frames, produces 
two major proteins: p16 (INK4), an inhibitor of cyclin-
dependent kinase 2 which arrests the G1-S transition in the 
cell cycle, and p14 (ARF), which binds the p53-stabilizing 
protein MDM2 (Robertson, Jones, 1999). It is important to 
note that CDKN2A is overexpressed in various cancers, and 
often its expression level correlates with the number of mu-
tations, microsatellite instability in the tumor genome, and 
immune infiltration in the tumor microenvironment (Chen Z. 
et al., 2021). However, a  study of CDKN2A expression in 
cervical cancer cell lines performed by real-time PCR and 
western blotting showed that it was reduced; moreover, the 
authors concluded that CDKN2A inhibits cell proliferation and 
invasion in cervical cancer through the AKT-mTOR lactate 
dehydrogenase mediated pathway (Luan et al., 2021). Several 
bioinformatics studies analyzing RNA sequencing data of cer- 
vical cancer samples have found that CDKN2A is a kind of 
“nodal gene” of  tumorigenesis through interactions with vari-
ous transcription factors, signaling molecules and microRNAs 
(e. g. miR-424-5p and miR-9-5p) and is overexpressed in 
cervical carcinoma in the TCGA project (Zhao et al., 2018; 
Chen Z. et al., 2021). In our study, CDKN2A expression was 
upregulated in patients with both HPV-associated neoplasia 
and HPV-associated cervical cancer, which draws attention 
to the importance of a more thorough study of the expression 
pattern of this gene and the features of the above pathologic 
conditions.

At the same time, the pattern of CDKN2A methylation in 
cervical cancer is relatively well known; several meta-analyses 
have shown that CDKN2A hypermethylation (relative to con-
trol samples) can be an indicator of early disease progression 
(Li J. et al., 2016). CDKN2A methylation was found to gradu-
ally increase with disease progression from stage 1 neoplasia 
to cervical cancer (Wijetunga et al., 2016), which can also be 
used as a comparative marker of disease severity. We would 
like to emphasize the need for a study linking the expression 
and methylation status of CDKN2A in HPV-associated neo-
plasia and cervical cancer to expand the understanding of the 
functional role of CDKN2A regulation in these conditions.

The most significant reduction of expression level in cancer 
cells relative to both control and neoplasia was found for five 
transcripts: SLC27A6, EPHA5, TRH, CTCFL, and piR-55219. 

The SLC27A6 gene encodes a fatty acid transfer protein 
through the cell membrane. Long-chain fatty acids are es-
sential for various physiological processes. The function of 
SLC27A6 in cervical cancer has not, to our knowledge, been 
clarified. However, it is reported that SLC27A6 expression 

was decreased in esophageal squamous cell carcinoma and 
breast cancer cells as well as nasopharyngeal carcinoma cells 
compared to normal cells (Xu C.Q. et al., 2015; Yen et al., 
2019). It was also observed that the methylation ratio of the 
SLC27A6 promoter was higher in nasopharyngeal carcinoma 
than in nonmalignant tissues (Xu C.Q. et al., 2015). On the 
contrary, SLC27A6 gene expression was increased in papillary 
thyroid carcinoma (Dai et al., 2020).

The function of the ephrin A5 receptor encoded by the 
EPHA5 gene in cervical cancer is also unclear. However, sup
pression of EPHA5 expression by methylation has been es-
tablished for breast cancer (Fu et al., 2010), prostate cancer 
(Li S. et al., 2015), and colorectal cancer (Kober et al., 2011). 
The loss of EPHA5 expression was associated with the degree 
of serous ovarian carcinoma – the expression of this gene in 
cancer was reduced by 45 % in relation to neoplasia (Chen X. 
et al., 2016).

The TRH gene encodes a member of the thyrotropin-releas-
ing hormone family involved in the hypothalamus–pituitary–
thyroid axis which exhibits feedback of thyroid hormone, 
thereby regulating metabolic and immunological homeostasis. 
TRH has been well investigated in the type of cancer such 
as acute myeloid leukemia, and a correlation between risk 
groups and TRH expression was found, and it was discovered 
that patients with higher TRH expression were more sensi-
tive to chemotherapy (Gao et al., 2022). Regarding CIN and 
cervical cancer, site-specific assessment of TRH gene meth-
ylation (cg01009664) was investigated for the detection of 
CIN2+ and demonstrated high sensitivity and specificity with 
clinician-collected samples, but not with the self-collected 
ones (Chaiwongkot et al., 2023). A similar analysis was also 
performed using screening of TRH cg01009664 methylation 
for prediction of oral squamous cell carcinoma and oropharyn-
geal squamous cell carcinoma (Puttipanyalears et al., 2018).

Conversely, the CTCFL and piR-55219 genes are signifi
cantly upregulated in their expression in both “cancer vs. neo
plasia” and “cancer vs. control” comparisons. 

The CTCFL gene, which is sometimes also called BORIS, 
is a paralog of the widely known CTCF transcription factor 
and is normally expressed in pre-meiotic male germ cells 
together with ubiquitously expressed CTCF being involved 
in the regulation of the testis-specific genes (Soltanian, Deh-
ghani, 2018; Debaugny, Skok, 2020). Unlike CTCF, CTCFL is 
more frequently amplified or transcriptionally activated, rather 
than mutated in cancers, and in cervical cancer the aberrant 
expression of CTCFL is linked with the re-initiating promoter 
hypomethylation of this gene (Debaugny, Skok, 2020). More-
over, a study performed on the cervical cancer stem-like cells 
(CSCs)/cancer-initiating cells (CICs) claimed that BORIS sf6 
(isoform from subfamily 6) is specifically expressed in cervi-
cal CSCs/CICs and has a role in the maintenance of CSCs/
CICs and proposed a peptide isoform BORIS C34_24(9) as 
a promising candidate for cervical CSC/CIC-targeting  im
munotherapy (Asano et al., 2016). Clinically, in cases of 
epithelial ovarian cancer and cervical cancer, high levels of 
BORIS expression were associated with poorer prognosis/less 
median survival times of patients and advanced cancer stages 
(Soltanian, Dehghani, 2018).

Way less is known about piwi-interacting RNA piR-55219. 
In general, piwi-interacting RNAs (piRNAs), which are 
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25–31 nucleotides in length, have been found to cluster at 
transposon loci in the genome and are thought to be critical 
for silencing these mobile genetic elements, via DNA methyla
tion, to maintain genomic integrity in germline stem cells. 
Although they have only recently been identified in cancers, 
it is possible that the piRNAs that mediate transposon silenc-
ing during normal germline differentiation are hijacked in 
cancer cells to silence other parts of the genome, resulting in 
a tumorigenic state (Siddiqi, Matushansky, 2012; Suzuki et 
al., 2012). Unfortunately, no specific information on the in-
volvement of piR-55219 in cancer processes has been shown, 
which emphasizes the need for a more detailed investigation 
to establish a functional relationship between piRNAs and 
other cancer-specific genes.

Conclusion
We identified a predominantly cytoplasmic localization for the 
majority of differentially expressed lncRNAs. These lncRNAs 
can be involved in post-transcriptional regulation through their 
influence on the stability of mRNAs, act as translation regula-
tors while forming mRNA-lncRNA complexes and can release 
miRNAs from their target genes as miRNA “sponges” (Xu Y. 
et al., 2023). All these processes may be impaired in cervical 
cancer, so it is important to further investigate the molecular 
mechanisms of function of lncRNAs selected in this study.

The results of our study differ significantly between the dis
covery and validation cohorts, which may be related to sample 
preparation protocols (FF+FFPE vs. cryosectioning) and ex
pression assessment method (RNA-seq vs. microarray), which 
once again confirms the need to generate large protocol-uni
formed datasets for studying neoplasia and cervical cancer 
at the same time.

Therefore, the analysis of differential gene expression in 
HPV-infected neoplasia and cervical cancer revealed a pattern 
of 7  genes with altered transcription levels. The increased 
transcription level of the CCL20 and CDKN2A genes occurs 
at the stage of neoplastic epithelial changes and persists in 
cervical cancer. The CDKN2A and SLC27A6 genes confirmed 
their expression change in the same patterns after validation 
on the independent microarray dataset. 
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Аллель-специфичная ПЦР с флуоресцентно-мечеными зондами: 
критерии подбора праймеров для генотипирования
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Аннотация. Однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) могут служить надежными маркерами в генной инже-
нерии, селекции, скрининговых обследованиях и других областях науки, медицины и производства. Полно-
геномное секвенирование и генотипирование при помощи секвенирования могут высокоспецифично де-
тектировать SNP и выявлять новые аллели. Однако в ситуациях, когда интерес исследователей направлен на 
отдельные конкретные локусы, эти методы становятся избыточными, а их цена, доля ложноположительных 
и ложноотрицательных результатов и трудозатраты на пробоподготовку и анализ не оправдывают их при-
менения. Поэтому точные и быстрые методы генотипирования отдельных аллелей все еще остаются востре-
бованными, особенно при проверке кандидатных полиморфизмов в анализах ассоциации с определенным 
фенотипом. Один из таких методов – генотипирование с использованием аллель-специфичных зондов TaqMan 
(TaqMan dual labeled probes). Метод заключается в реакции ПЦР в реальном времени с использованием пары 
праймеров и двух олигонуклеотидных зондов, комплементарных последовательности вблизи данного локуса 
таким образом, что один зонд комплементарен аллелю дикого типа, а другой – мутантному аллелю. Преимуще-
ства метода заключаются в его специфичности, чувствительности, невысокой стоимости и быстроте получения 
результатов. Он позволяет с высокой точностью различать аллели в геноме в одностадийной ПЦР без дополни-
тельного этапа разделения продуктов реакции, что делает его востребованным в исследованиях генетических 
ассоциаций в молекулярной генетике и медицине. Благодаря развитию технологий синтеза олигонуклеоти-
дов и совершенствованию методов подбора праймеров и зондов можно ожидать расширения возможностей 
применения этого подхода в диагностике наследственных заболеваний. В настоящей статье мы разобрали ос-
новные принципы метода, процессы, влияющие на результат генотипирования, критерии подбора оптималь-
ных праймеров и зондов, использование LNA-модификаций в олигонуклеотидах, а также привели протокол 
подбора праймеров, зондов и ПЦР на примере SNP rs11121704. Мы надеемся, что представленный протокол 
позволит исследовательским группам самостоятельно подбирать собственные эффективные тест-системы для 
проверки интересующих полиморфизмов.
Ключевые слова: генотипирование; однонуклеотидные полиморфизмы; зонды TaqMan; LNA-модификации; 
аллель-специфичная ПЦР.
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Allele-specific PCR with fluorescently labeled probes:  
criteria for selecting primers for genotyping
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Abstract. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) can serve as reliable markers in genetic engineering, selection, 
screening examinations, and other fields of science, medicine, and manufacturing. Whole-genome sequencing and 
genotyping by sequencing can detect SNPs with high specificity and identify novel variants. Nonetheless, in situations 
where the interest of researchers is individual specific loci, these methods become redundant, and their cost, the pro-
portion of false positive and false negative results, and labor costs for sample preparation and analysis do not justify 
their use. Accordingly, accurate and rapid methods for genotyping individual alleles are still in demand, especially for 
verification of candidate polymorphisms in analyses of association with a given phenotype. One of these techniques 
is genotyping using TaqMan allele-specific probes (TaqMan dual labeled probes). The method consists of real-time 
PCR with a pair of primers and two oligonucleotide probes that are complementary to a sequence near a given locus 
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in such a way that one probe is complementary to the wild-type allele, and the other to a mutant one. Advantages of 
this approach are its specificity, sensitivity, low cost, and quick results. It makes it possible to distinguish alleles in a ge-
nome with high accuracy without additional manipulations with DNA samples or PCR products; hence the popularity 
of this method in genetic association studies in molecular genetics and medicine. Due to advancements in technolo-
gies for the synthesis of oligonucleotides and improvements in techniques for designing primers and probes, we can 
expect expansion of the possibilities of this approach in terms of the diagnosis of hereditary diseases. In this article, 
we discuss in detail basic principles of the method, the processes that influence the result of genotyping, criteria for 
selecting optimal primers and probes, and the use of locked nucleic acid modifications in oligonucleotides as well as 
provide a protocol for the selection of primers and probes and for PCR by means of rs11121704 as an example. We 
hope that the presented protocol will allow research groups to independently design their own effective assays for 
testing for polymorphisms of interest.
Key words: genotyping; single-nucleotide polymorphisms; TaqMan probes; LNA modifications; allele-specific PCR.
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Введение
Однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) активно ис-
пользуются как надежные маркеры в генной инженерии, 
селекции, скрининговых обследованиях и других областях 
науки, медицины и производства. Очевидно, что полно-
геномное секвенирование и генотипирование при помощи 
секвенирования могут высокоспецифично детектировать 
SNP и выявлять новые варианты. Однако в ситуациях, 
когда интерес исследователей направлен на отдельные 
конкретные локусы, эти методы становятся избыточными, 
а их цена, доля ложноположительных и ложноотрицатель-
ных результатов и трудозатраты на пробоподготовку и ана­
лиз не оправдывают их применения. Поэтому точные и 
быстрые методы генотипирования отдельных аллелей все 
еще остаются востребованными, особенно при проверке 
кандидатных полиморфизмов в анализах ассоциации с 
определенным фенотипом (Kalendar et al., 2022). 

На сегодняшний день методы, основанные на аллель-
специфичной ПЦР, позволяют получать наиболее точные 
результаты при их небольшой стоимости, при этом не тре­
буют высокой квалификации персонала и дорогого  ла- 
бораторного оборудования. В настоящей работе мы ана-
лизируем принципы работы с одним из таких методов – 
генотипированием с использованием аллель-специфич-
ных зондов, основанным на методе TaqMan (TaqMan dual 
labeled probes). Впервые он был описан 15 лет назад (Hui 
et al., 2008) и по-прежнему остается одним из наиболее 
часто используемых для детекции однонуклеотидных по­
лиморфизмов. Точность метода обеспечивает ошибку ге­
нотипирования менее чем в одном случае из 2000 (Ranade 
et al., 2001). Правильный подбор праймеров и зондов 
возможен для большинства последовательностей генома и 
позволяет более чем в 90 % случаев получать достаточно 
точные результаты генотипирования для ДНК высокого 
качества без дальнейшей оптимизации. 

Метод аллель-специфичной ПЦР с TaqMan-зондами 
способен разделить генотипы даже при небольших коли­
чествах исходного образца, не требует пост-ПЦР-обра­
ботки и хорошо коррелирует с другими методами (Broc-
canello et al., 2018). Однако коммерчески доступные и 
разрабатываемые под конкретный SNP наборы не отли­
чаются выгодной ценой, а рекомендации по созданию и 
оптимизации собственных тест-систем в большинстве ли­
тературных источников описаны поверхностно. 

В данной работе мы приводим подробный анализ ме­
тода с описанием процессов, способных влиять на резуль-
таты генотипирования, а также рекомендации по подбору 
собственных тест-систем.

Описание метода
Метод заключается в реакции ПЦР в реальном времени с 
использованием пары праймеров (прямого и обратного, 
между которыми расположен интересующий нас поли­
морфный локус) и двух олигонуклеотидных зондов, ком­
плементарных последовательности вблизи данного локуса 
таким образом, что один зонд комплементарен аллелю 
дикого типа, а другой – мутантному аллелю. На 5ʹ-конце 
каждый зонд имеет свой флуоресцентный краситель, на 
3ʹ-конце – гаситель флуоресценции и фосфатную группу. 
Фосфатная группа не позволяет зондам служить прайме-
рами в реакции ПЦР. У интактного зонда из-за близости 
гасителя и красителя сигнала нет, так как происходят 
Фёрстеровский перенос энергии (Förster resonance ener­
gy transfer, FRET) и тушение флуоресценции. На стадии 
элонгации Taq ДНК-полимераза, дошедшая до полностью 
комплементарного спаренного с матрицей зонда, за счет 
5ʹ–3ʹ-экзонуклеазной активности гидролизует его, разоб-
щая гаситель и краситель, флуоресценцию детектирует 
прибор. 

Гибридизация зонда с матрицей более эффективна при 
полной комплементарности, к тому же в случае неспа-
ренного основания (мисматча), когда с матрицей, содер-
жащей один аллель, связывается зонд, соответствующий 
другому аллелю, полимераза преимущественно вытесняет 
его полностью, не разобщая хромофоры. Поэтому накоп­
ление сигнала будет гораздо эффективнее происходить 
в случае полной комплементарности зонда и матрицы. 
Таким образом, соотношение уровня флуоресценции 
разных красителей зависит от соотношения в исходной 
матрице аллелей, соответствующих зондам, меченным 
этими красителями (Hui et al., 2008). 

В приближенной к идеальной ситуации график аллель-
ной дискриминации, где значения осей X и Y обозначают 
уровни флуоресценции первого и второго красителя для 
каждого образца, представлен на рис. 1. Образцы с оди-
наковым генотипом формируют облако точек, удаленных 
от других кластеров. Уровень флуоресценции каждого 
красителя равен нулю для гомозигот, не имеющих алле-
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ля, меченного данным красителем, и практически вдвое 
выше для гомозигот по этому аллелю по сравнению с 
гетерозиготами. 

На рис. 2 показан результат менее специфичной реак­
ции, когда отжиг и последующая рестрикция зондов про­
исходят также на матрице, соответствующей другому 
аллелю. В этом случае интенсивность свечения обоих 
красителей отлична от нуля для всех образцов. При этом 
генотипы образцов также хорошо дискриминируются с 
высокой точностью. Следует отметить, что в ходе реак-
ции концентрация специфичного зонда снижается, кон-
центрация матрицы увеличивается, а зонд с мисматчем 
остается интактным, что смещает равновесие в сторону 
образования дуплекса с мисматчем. В таком случае может 
помочь использование в реакции меньшего количества 
исходной матрицы либо считывание аллелограммы на 
более ранних циклах.

Исходя только из соотношения уровней сигналов кра-
сителей в отдельно взятом образце нельзя определить, 
какой зонд лучше связывается и, соответственно, каким 
был генотип, поскольку красители имеют разную интен-
сивность свечения, зонды отличаются по эффективности 
связывания, и на данный процесс могут влиять другие сто-
хастические факторы. Поэтому для анализа необходимо 
использовать несколько образцов, среди которых встре-
чаются разные генотипы. Рекомендуется анализировать 
не менее 20 образцов за один запуск прибора для досто-
верной дискриминации. По тому, насколько один сигнал 
нарастает интенсивнее, чем другой (т. е. по углу радиус-
вектора точки на графике для каждого образца), можно 
разделить все образцы на группы, и в случае обнаружения 
трех групп быть уверенными в точном определении гено-
типа каждой из них. При отсутствии какого-то генотипа 
в выборке при оценке результатов следует опираться на 

соответствие реальной частоты генотипов и ожидаемой, 
по данным литературы или по равновесию Харди–Вайн-
берга. Чтобы убедиться в правильности аллельной дис-
криминации, рекомендуется проверить секвенированием 
по Сэнгеру образцы каждого генотипа.

Критерии подбора оптимальных праймеров  
и зондов для генотипирования

Подбор праймеров 
•  GC-состав в пределах 30–80 % (в идеале 40–60 %).
•  Следует избегать повторов одинаковых нуклеотидов, 

особенно четырех и больше подряд идущих G. 
•  Температура плавления (Tm) в диапазоне 58–60 °C. 

Разница Tm между прямым и обратным праймером не 
больше 2 °C.

•  Среди пяти нуклеотидов на 3ʹ-конце не рекомендуется 
больше двух G и/или C. Следует избегать T на 3ʹ-конце; 
G или C в последней позиции на 3ʹ-конце является более 
подходящим сайтом связывания для ДНК полимераз.

•  Длина 18–30 нуклеотидов.
•  Праймеры и зонды не должны перекрываться.
•  Рекомендуемая длина ампликона, по данным литерату-

ры, 80–120 нуклеотидов. 
Увеличение длины продукта снижает эффективность 

реакции и нуклеазную активность Taq-полимеразы (Debo­
de et al., 2017). В отдельных случаях, в зависимости от 
нуклеотидного состава, для выполнения остальных крите­
риев можно довести длину ампликона до 1000. Минималь-
ная длина обуславливается суммарной длиной праймеров 
и зондов. Расстояние между зондами и праймером, отжи-
гающимся на ту же цепь, рекомендуют делать как можно 
меньше, по возможности не больше 20 нуклеотидов. Как 
показывает наш опыт, длина ампликона от 98 до 469 п. н. 

Рис. 1. График качественной аллельной дискриминации. 
Здесь и на рис. 2: построено с помощью программы Bio-Rad CFX Manager. 
RFU (relative fluorescence unit) – относительная единица флуоресценции.
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Рис. 2. График аллельной дискриминации с низким отношением це-
левой флуоресценции к фоновому сигналу. 
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и расстояние от зонда до праймера, комплементарного 
той же цепи, что и зонд, от 22 до 348 п. н. не оказывали 
видимого эффекта на точность дискриминации. 

С точки зрения простоты и дешевизны эксперимента 
мы рекомендуем подбирать праймеры с учетом возмож-
ности секвенирования по Сэнгеру с этих же праймеров. 
В таком случае желательно, чтобы от праймера, с которого 
будет осуществляться чтение, до полиморфного сайта и от 
полиморфного сайта до максимальной длины прочтения 
(т. е. последовательности слева и справа от полиморфного 
сайта) было не менее 50 нуклеотидов. 

Подбор зондов 
•  Оба зонда должны отжигаться на одну и ту же цепь и 

не быть комплементарными между собой.
•  Tm должна быть примерно на 6–8 °C выше, чем у 

праймеров (в отличие от количественного ПЦР с ис-
пользованием только одного зонда, Tm для которого 
должна быть выше на 10 °C, чем у праймеров). Это 
связано с тем, что по мере остывания реакционной сме­
си олигонуклеотидные зонды должны связаться с ДНК 
матрицей раньше праймеров.

•  Чем больше разница в Tm для полностью спаренного с 
матрицей зонда и для зонда с неспаренным основанием, 
тем эффективнее разделяются аллели. Минимальная 
разница, позволявшая нам разделять аллели, была 3 °C, 
но мы рекомендуем по возможности подбирать зонды 
так, чтобы было минимум 4–5 °C. Чем больше окно 
температур, тем проще подобрать температуру отжига, 
при которой вероятность отжига зонда с мисматчем 
ничтожно мала по сравнению с таковой для полностью 
комплементарного зонда.

•  Не помещать G на 5ʹ-конце, так как он будет тушить 
присоединенный к нему флуорофор после разрезания 
зонда. Taq-полимераза также хуже разрезает такие 
зонды (Huang, Li, 2009). Разрезание олигонуклеотида 
начинается с появления 1–2 неспаренных нуклеотидов 
на 5ʹ-конце, узнаваемых нуклеазным доменом. Неспа-
ренный G на конце резко нарушает комплементарность, 
иногда приводя к полному разделению цепей быстрее, 
чем Taq-полимераза начнет разрезать зонд, и, таким 
образом, зонд вытесняется целиком, как если бы изна-
чально был не полностью комплементарен.

•  Из двух цепей выбирать такую, чтобы зонды содержали 
больше C, чем G, так как эмпирические данные по-
казывают, что такие зонды чаще дают высокий сигнал 
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ 
450025).

•  Полиморфный сайт должен находиться примерно в 
средней трети зонда.

•  GC состав в пределах 20–80 % (в идеале 30–70 %).
•  Желательно подобрать позиции начала и конца каждого 

зонда так, чтобы Tm у обоих зондов стала примерно 
одинакова. 

•  Длина зондов 18–30 нуклеотидов, оптимальная длина 
составляет 20 нуклеотидов. Эти ограничения обуслов-
лены тем, что зонд должен связываться специфично 
только с одним участком внутри амплифицируемого 
фрагмента и удовлетворять требованиям по Tm. Чем 
длиннее весь зонд целиком, тем меньший вклад в тем-

пературу плавления составляет полиморфный сайт, тем  
меньше в процентном соотношении будет различаться 
Tm для случаев полной комплементарности и мисмат­
ча, тем хуже дискриминируются аллели. Длина больше 
30 нуклеотидов допустима, но в таких случаях гаситель 
следует располагать не на 3ʹ-конце, а внутри зонда, при-
мерно на расстоянии 18–25 нуклеотидов от 5ʹ-конца. 
Это связано с тем, что при расстояниях между краси-
телем и гасителем больше, чем 100Å, соответствующих 
примерно 30 п. о. в структуре B-ДНК, нарушается FRET, 
и интактные пробы могут давать свечение, ухудшая от-
ношение уровня сигнала к фоновому уровню.

•  Репортерные флуорофоры (красители) должны иметь 
разные спектры эмиссии. Следует выбирать флуоро­
форы для разных каналов из списка совместимых с ам­
плификатором. Пробы, меченные FAM и HEX, разре-
заются более эффективно, чем пробы, меченные ROX 
или CY5.

•  Рекомендуется метить более ярким красителем зонд с 
меньшими значениями Tm/GC-состава или с хуже свя-
зывающимся с матрицей аллелем A/T (например, FAM 
дает более сильный сигнал, чем HEX).

Использование LNA-модификаций в олигонуклеотидах
Коммерчески доступные зонды TaqMan могут быть конъ-
югированы с мотивом, связывающим малую бороздку 
(minor groove binder, MGB), дигидроциклопирролиндол­
трипептидом (DPI3), чтобы повысить аффинность связы­
вания зонда с целевой последовательностью. Это позво­
ляет увеличить температуру плавления зонда без увели-
чения его длины, что улучшает дискриминацию между 
комплементарным и некомплементарным зондом.

Коммерчески доступная альтернатива этой техноло-
гии – замкнутые нуклеиновые кислоты (locked nucleic 
acid, LNA или bridged nucleic acid, BNA), являющиеся 
аналогами РНК с рибозой, заблокированной в 3ʹ-эндо-
конформации за счет 2ʹ-O, 4ʹ-C метиленового мостика. 
Включение данных модифицированных оснований в 
олигонуклеотид усиливает термостабильность и специ­
фичность гибридизации (Owczarzy et al., 2011). Обозна­
чаются такие нуклеотиды обычно как [+X] или +X (где 
X = A, T, G, C). За счет замены отдельных нуклеотидов в 
зонде на их LNA-аналоги можно сделать сам зонд коро-
че, а вклад, который вносит полиморфный сайт в общую 
Tm,  – больше, что облегчит разделение аллелей. Как 
правило, делают модификацию одного нуклеотида в по-
зиции SNP, но для каждой последовательности различные 
варианты могут давать разный вклад (You et al., 2006). 

Выбор инструментов для подсчета Tm олигонуклеоти­
дов с LNA меньше, чем в случае с немодифицирован­
ными основаниями; можно использовать сервисы Oligo- 
Evaluator (http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet) или 
OligoAnalyzer Tool (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). 

К сожалению, доступных сервисов для расчета разни­
цы Tm между полностью спаренным дуплексом и гете-
родуплексом с неспаренным основанием для олигону-
клеотидов с LNA на данный момент нет. Ранее проводить 
такой расчет позволял OligoAnalyzer Tool, но из-за низкой 
точности эту опцию убрали. Для грубой оценки влияния 
LNA на мисматчи можно использовать результаты работ 
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по изучению термодинамики олигонуклеотидов с LNA. 
В некоторых случаях LNA модификация даже уменьшает 
разницу с мисматчем по сравнению с немодифициро-
ванным олигонуклеотидом, так что использовать эти 
модификации следует с осторожностью (You et al., 2006).

Пример подбора 
Изменяя длину ампликона, температуру плавления, GC-  
состав, позиции и длину праймеров и зондов, можно по­
лучить комбинации, удовлетворяющие описанным кри-
териям, и выбрать из всех лучшую. Не всегда анализи-
руемые последовательности с SNP позволяют подобрать 
праймеры и зонды, удовлетворяющие всем описанным 
критериям, но это не означает, что подобранная тест-сис­
тема не будет работать на практике. 

Рассмотрим алгоритм подбора праймеров и зондов для 
анализа полиморфизма rs11121704. 

1. В базе данных dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
snp/) находим полиморфизм, переходим на страницу с 
детальным описанием (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
rs11121704). 

2. Находим нужную замену, обращаем внимание на 
сборку генома, для которой указана позиция. Например, 

в нашем случае – последняя на текущий момент GRCh38. 
На следующем этапе понадобится информация о хромо-
соме (NC_000001.11), позиции на ней (11233902) и замене 
(C>T). Одному rsID может соответствовать несколько 
вариантов в одном локусе, все они перечислены на стра-
нице (C>A/C>T). Обычно у большей части популяции 
присутствует или референсный аллель, или наиболее рас-
пространенный из альтернативных. Нужную информацию 
можно найти во вкладке “Frequency” (рис. 3).

Используя данный метод генотипирования, рассма­
триваем все полиморфизмы как биаллельные, и нас 
обычно интересует наиболее распространенная в данной 
позиции замена, поскольку варианты с частотой, близкой 
к нулю, могут проявиться только на крупномасштабных 
выборках. 

3. Для подбора праймеров используем открытый он-
лайн-ресурс Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/).

В поле “Enter accession” вводим хромосому с интере-
сующим полиморфизмом (NC_000001.11). 

В полях “Range” указываем границы, в которых долж-
ны лежать прямой и обратный праймеры около позиции 
SNP (11233902). Устанавливаем границы  участка  по­

Рис. 3. Основная информация о варианте rs11121704: хромосома, позиция, сборка генома, частота встречаемости ну-
клеотидных замен.



V.A. Devyatkin, A.A. Shklyar, A.Zh. Fursova 
Yu.V. Rumyantseva, O.S. Kozhevnikova

356 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2024 • 28 • 3

Allele-specific PCR with fluorescently labeled probes: 
criteria for selecting primers for genotyping

садки праймеров не ближе 15 нуклеотидов от позиции 
SNP, потому что иначе посадке праймера может мешать 
зонд, и не дальше 200, чтобы ампликон не был слишком 
длинным и эффективность реакции была выше: пря-
мой праймер от 11233702 (11233902-200) до 11233887 
(11233902-15), обратный – от 11233917 (11233902+15) до 
11234102 (11233902+200). “PCR product size” устанавли-
ваем 100–250.

В поле “Database Refseq” указываем “Refseq representa-
tive genomes” или “Genomes for selected organisms (prima­
ry reference assembly only)”. Обе базы данных содержат 
первичные сборки хромосомных последовательностей 
с минимумом избыточности, в “Representative genomes” 
также указаны альтернативные локусы и митохондриаль-
ные геномы при наличии таковых.

Пункт “Advanced parameters” дает доступ к дополни-
тельным параметрам, из которых нас интересует параметр 
“Primer GC content (%)”, для него устанавливаем диапазон 
40–60 %.

Остальные параметры оставляем без изменений. Перед 
нажатием кнопки “Get primers” выбираем опцию “Show 
results in a new window”, чтобы после выдачи результатов 
было проще изменить отдельные параметры запуска для 
повторного поиска (рис. 4).

4. Переходим на страницу с результатами поиска прай-
меров. Выбираем праймеры, подходящие по позиции, Tm 
и специфичности. С неспецифичными праймерами можно 
работать, однако необходимо потом проверить, что зонд 
связывается только со специфичным ампликоном, но не 
с побочными. 

Рис. 4. Пример настроек для подбора праймеров в программе Primer-Blast.
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Мы выбрали для прямого праймера последователь-
ность 5ʹ-TTTTTCCTCATTTTGGGCGA-3ʹ, для обратного – 
5ʹ-TATCAGTTGCAGGAAAGTGC-3ʹ. На странице с ре-
зультатами показано, что выбранные праймеры образуют 
целевой специфичный продукт длиной 130 нуклеотидов 
(рис. 5). А также представлен один потенциальный не-
специфичный ПЦР-продукт длиной 1186 нуклеотидов, 
который не будет образовываться вследствие неполной 
комплементарности сайтов посадки последовательностям 
праймеров (см. рис. 5).

5. Далее в пункте “Tracks” выбираем подпункт “Con-
figure tracks”, находим и отмечаем галочками пункты 
“Common variations (MAF>=0.01)”, “Cited variations” и 
“ClinVar variants with precise endpoints”, добавляем их 
в отображение кнопкой “Configure”. Следует избегать 
пересечения зонда с другими полиморфизмами, кроме 
интересующего нас. 

6. В результатах поиска выделяем область последова-
тельности около SNP (–20...+20 нуклеотидов), нажимаем 
“Copy sequence (selection)” (рис. 6). 

Строим также комплементарную этой последователь-
ности цепь. Это можно сделать вручную или использо-
вать любой доступный сервис, например (https://www.
bioinformatics.org/sms/rev_comp.html).

Последовательность прямой цепи:
5ʹ-TTCTCCTTTCCAAACATCTG(C)GATGATGTGCC 

TGAAGCATT-3ʹ
Последовательность обратной цепи:
5ʹ-AATGCTTCAGGCACATCATC(G)CAGATGTTTGG 

AAAGGAGAA-3ʹ
В скобках обозначена позиция интересующего SNP.

Рис. 5. Выбранные праймеры в программе Primer-Blast дают специ
фичный целевой ПЦР-продукт длиной 130 нуклеотидов, содержащий 
SNP rs11121704, и один потенциальный ПЦР-продукт длиной 1186 ну-
клеотидов, который не будет образовываться при нормальных ус
ловиях.
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7. Внутри последовательности около SNP выбираем 
подходящий по длине и составу фрагмент. Судя по GC- со­
ставу, нужно взять последовательность обратной цепи, 
потому что так в зонде будет больше C, чем G:

5ʹ-CAGGCACATCATC(G)CAGATGTTT-3ʹ
Поскольку мы берем не ту цепь, для которой указана 

SNP, следует помнить, что для нашей последовательности 
замена C>T в обратной цепи соответствует замене G>A.

Границы второго зонда подберем так, чтобы сравнять 
их Tm:

5ʹ-CAGGCACATCATC(A)CAGATGTTTG-3ʹ
8. Рекомендуется проверить Tm по нескольким серви-

сам и усреднить (см. таблицу).
Для примера мы использовали OligoCalc (http://biotools.

nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), OligoEvaluator 
(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet) и OligoAna­
lyzer Tool (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

9. Для сравнения температуры плавления полностью 
комплементарно связанного зонда с зондом, образующим 
неспаренное основание, в OligoAnalyzer Tool выбираем 
опцию “Tm mismatch”.

Для первого зонда CAGGCACATCATC(G)CAGATGTTT 
мисматчем будет нуклеотид, комплементарный второму 
зонду (CAGGCACATCATC(A)CAGATGTTTG), т. е. вы-
бираем букву “T”, нажимаем “Use Exact Complement Tm”, 
“Calculate”. Чем больше разница между Tm полностью 
комплементарного олигонуклеотида и зонда с некомпле-
ментарным основанием (“deltaTm”) и, соответственно, 
меньше доля связанного зонда с мисматчем по сравнению 
с полностью комплементарным зондом на стадии отжига 
зондов, тем точнее будет разделение аллелей.

10. Для проверки специфичности подобранных зон-
дов используем сервис Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE= Blast 
Search&LINK_LOC=blasthome).

В поле “Enter accession number(s), gi(s), or FASTA se­
quence(s)” вставляем последовательность зонда, “Data­
base” – “Refseq representative genomes”, “Organism” – 
“human (taxid:9606)”, выбираем опцию “Show results in a 
new window”, нажимаем кнопку “Blast”. Нам важно, чтобы 
зонд не связывался с неспецифичными ПЦР-продуктами 
(если такие есть) и садился в единственный участок це-
левого ампликона.

11. Праймеры и зонды рекомендуется проверить  на 
само- и взаимокомплементарность и образование шпилек 
в программе OligoAnalyzer Tool согласно их рекомен­
дациям (https://www.idtdna.com/pages/education/decoded/ 
article/designing-pcr-primers-and-probes). В программе про­

веряем параметр ΔG (изменение свободной энергии 
Гиббса) образования вторичных структур. При более по-
ложительных значениях ΔG, чем –9 ккал/ моль, вторичные 
структуры не оказывают значимого эффекта на ПЦР, зна- 
чения же больше нуля показывают, что при данных ус-
ловиях вторичные структуры не формируются (https://
www.gene-quantification.de/oligo_architect_glossary.pdf). 
Поэтому при проверке праймеров и  зондов  выбираем 
такие, у которых для потенциальных вторичных структур 
параметр ΔG ≥ –9 ккал/моль.

Проведение и подбор условий ПЦР
Меченные флюорофором зонды следует хранить в тем-
ноте, чтобы избежать фотообесцвечивания (https://assets.
thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/Application-Notes/cms_ 
043004.pdf).

Смесь для ПЦР готовим на льду, на одну реакцию тре­
буется:
– 10 мкл буфера (мы использовали BioMaster HS-qPCR 

(2x) («Биолабмикс», Россия), но его можно заменить 
на любой доступный аналог),

– 3.5 пмоль прямого праймера,
– 3.5 пмоль обратного праймера, 
– 1.5 пмоль зонда с FAM, 
– 1.5 пмоль зонда с VIC, 
– 10 нг ДНК,
– ddH2O до 20 мкл.

В пробирке смешиваем все перечисленные компонен­
ты, кроме образца ДНК, с учетом количества образцов 
и с запасом примерно 10 %. Образцы ДНК раскапываем 
сразу в лунки, затем добавляем в каждую лунку по 18 мкл 
смеси, перемешиваем, сбрасываем капли.

Сначала на нескольких образцах проверяем работо­
способность новых праймеров и зондов, подбираем 
оптимальные температуры отжига. Оптимальные кон-
центрации праймеров и зондов также могут отличаться 
от приведенных выше, но финальные концентрации 
зондов обычно минимум в 2 раза ниже, чем праймеров 
(https://www.bioline.com/mwdownloads/download/link/
id/3301//p/i/pi-50201_sensifast_probe_hi-rox_one-step_kit_ 
v11.pdf).

Протокол ПЦР
1. Начальная денатурация, 95 °C 3 мин.
2. Амплификация и детекция (40 циклов):

денатурация, 95 °C 10 с,
отжиг праймеров и элонгация с детекцией сигнала,  

    60 °C 30 с.

Основные характеристики праймеров и зондов для rs11121704

Олигонуклеотид Tm  
OligoEvaluator

Tm  
OligoCalc

Tm Oligo-
Analyzer Tool

Tm  
среднее

Tm  
мисматч

delta Tm

5’-TTTTTCCTCATTTTGGGCGA-3’ 66.3 54.3 63.0 61.2

5’-TATCAGTTGCAGGAAAGTGC-3’ 60.5 56.4 62.4 59.8

5’-FAM-CAGGCACATCATCGCAGATGTTT-BHQ1-3’ 70.2 62.9 66.4 66.5 62.4 4.0

5’-VIC-CAGGCACATCATCACAGATGTTTG-BHQ1-3’ 68.6 63.6 64.9 65.7 60.3 4.6

Примечание. Перечислены температуры плавления (Tm), предсказанные несколькими сервисами, их среднее. Tm мисматч – температура плавления 
дуплекса зонда с некомплементарной матрицей. delta Tm – разница между Tm (Oligo-Analyzer Tool) и Tm мисматч.
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Рис. 7. Результат аллельной дискриминации с помощью зондов к SNP 
rs11121704. 
Оранжевыми точками обозначены гомозиготы по референсному аллелю 
(C/C), зелеными треугольниками – гетерозиготы (C/T), синими квадрата
ми – гомозиготы по альтернативному аллелю (T/T).

Результат ПЦР с подобранными праймерами и зондами 
к SNP rs11121704 представлен на рис. 7.

Поскольку Tm олигонуклеотида обозначает температу-
ру, при которой половина молекул находится в расплав-
ленном состоянии, а половина – в двуцепочечном, реко-
мендуемая температура отжига должна быть примерно на 
5 °C ниже наименьшего значения Tm для двух праймеров, 
так как при таких условиях оба праймера практически 
полностью свяжутся с комплементарными цепями. На 
практике из-за возможных неточностей при расчете Tm 
или несоответствия условий реакции условиям, для ко-
торых производился расчет, оптимальная температура 
подбирается эмпирически. Мы рекомендуем проверить 
интервал [Tmср –5 °C...Tmср +5 °C], где Tmср – среднее 
значение Tm двух праймеров. Также рекомендуем подбор 
условий проводить для двух вариантов смеси: с зондами и 
с интеркалирующим красителем, например SYBR Green. 
График кривых плавления позволит выявить возможные 
неспецифичные продукты ПЦР.

Элонгация обычно занимает около 1 мин на 1000 п. о. 
Если температура отжига составляет больше 60 °C, этот 
шаг часто объединяют с предыдущим, и элонгация про-
исходит при температуре отжига. Хотя температурный 

оптимум для большинства Taq-полимераз лежит в районе 
75–80 °C, элонгация не может протекать при температуре 
выше, чем температура плавления зондов.

Заключение
Генотипирование с помощью аллель-специфичной ПЦР 
является эффективным и точным инструментом для опре-
деления генетических вариаций. Преимущества данного 
метода заключаются в его специфичности, чувствитель-
ности, невысокой стоимости и быстроте получения ре-
зультатов. Он позволяет с высокой точностью различать 
разные аллели в геноме в одностадийной ПЦР без до-
полнительных этапов разделения продуктов реакции, что 
делает его особенно полезным для исследований генети-
ческих ассоциаций в молекулярной генетике и медицине. 

Благодаря развитию технологий синтеза олигонуклео-
тидов и совершенствованию методов подбора праймеров 
и зондов можно ожидать расширения возможностей при-
менения этого подхода в диагностике наследственных за­
болеваний. В настоящей статье мы детально разобрали 
критерии и условия оптимизации успешного подбора 
праймеров и олигонуклеотидных зондов для аллель-спе­
цифичной ПЦР. Мы надеемся, что представленный про­
токол позволит исследовательским группам самостоятель-
но подбирать собственные эффективные тест-системы для 
проверки интересующих их полиморфизмов.
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