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Глубокоуважаемые коллеги! 
Мы рады сообщить, что с 05 по 10 октября 2025 года состоится  

Третий международный конгресс “CRISPR-2025”! 
 

 
На этот раз организаторы конгресса встретят участников в гостеприимном солнечном Ереване 

(Армения).  
Это событие станет площадкой для экспертного обсуждения последних достижений, вызовов 

и этических аспектов, связанных с использованием широчайшего спектра технологических подходов, 
направленных на редактирование геномов.  

Организаторы: 
•Институт цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск, Россия), 
•Институт химической биологии и фундаментальной медицины (Новосибирск, Россия), 
•Российско-армянский университет (Ереван, Армения), 
•Институт молекулярной биологии НАН РА (Ереван, Армения) 
•Сургутский государственный университет (Сургут, Россия). 

Партнеры: BIOCAD, Фонд научно-технологического развития Югры. 
Предыдущие конгрессы, проведённые в 2018-м и 2023-м годах в Новосибирске, 

продемонстрировали востребованность и актуальность формата мероприятия.  
Стремительно совершенствующиеся методы геномного редактирования, в том числе в области 

клинического применения CRISPR-систем, требуют всестороннего осмысления с учётом различных 
областей знаний. 

Именно поэтому по сложившейся традиции мы предлагаем широкий спектр направлений, 
которые будут обсуждаться на конгрессе “CRISPR-2025”: 

• Cell Technologies 
• Regenerative Medicine 
• Intelligent Data Science 
• Synthetic Biology 
• Postgenome 
• Research & Development. 
Традиционно участники конгресса представят передовые разработки и фундаментальные 

исследования в области CRISPR, их применение в медицине, сельском хозяйстве, эволюционной и 
палеобиологии. 

Предстоящий конгресс станет пространством для взаимодействия учёных, врачей и 
представителей индустрии, обмена идеями и эффективного сотрудничества. 

В программе  
• пленарные и секционные выступления,  
• конкурс молодых учёных, 
• конкурс постерных докладов, 
• панельная дискуссия «От предсказания лекарств с помощью искусственного интеллекта, 

точного редактирования генома до клеточной и генной терапии».  
Для всех желающих познакомиться с армянскими традициями оргкомитет готовит интересную 

культурную программу. 
Приглашаем постоянных и новых участников: учёных, врачей, студентов и представителей 

бизнеса. 
Информационный сайт конгресса: https://crispr2025.rau.am/ 
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Аннотация. Лобно-височная деменция с паркинсонизмом-17 – нейродегенеративное заболевание, характе-
ризующееся патологической агрегацией белка тау с образованием нейрофибриллярных клубков и дальней-
шей гибелью нейронов. Наследственная форма лобно-височной деменции может быть вызвана мутациями 
в различных генах, одним из которых является ген MAPT на хромосоме 17, кодирующий тау-белок. Посколь-
ку на данный момент отсутствуют утвержденные медицинским сообществом способы борьбы с лобно-ви-
сочной деменцией, исследование на клеточных моделях in vitro молекулярно-генетических меха низмов, 
приводящих к развитию заболевания, поиск мишеней для терапевтического воздействия и возможность 
тестирования потенциальных лекарственных препаратов для предотвращения гибели нейронов являются 
актуальной задачей. Анализ данных секвенирования экзома 46-летней пациентки с клиническим диагно-
зом болезнь Паркинсона показал наличие патологического варианта c.2013T>G (rs63750756) в гене  MAPT, 
который ассоциирован с лобно-височной деменцией с паркинсонизмом-17. При помощи репрограмми-
рования мононуклеарных клеток периферической крови пациентки нами были получены десять линий 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), из которых детально охарактеризованы две. 
Репрограммирование проводили с помощью трансфекции неинтегрирующимися эписомными векторами, 
которые экспрессируют белки OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, L-MYC и mp53DD. Линии ИПСК ICGi052-A и ICGi052-B 
стабильно пролиферируют, образуют колонии с характерной для плюрипотентных клеток человека морфо-
логией,  имеют нормальный диплоидный кариотип (46,XX), экспрессируют эндогенную щелочную фосфатазу 
и маркеры плюрипотентности (OCT4, NANOG, SSEA-4 и TRA-1-60) и способны дифференцироваться в произ-
водные трех зародышевых листков: энто-, экто- и мезодерму. Благодаря тому, что ИПСК можно направленно 
дифференцировать в широкий спектр типов клеток, полученные в данной работе и детально охарактери-
зованные линии ИПСК являются уникальным инструментом для изучения молекулярно-генетических меха-
низмов патогенеза лобно-височной деменции с паркинсонизмом-17, а также тестирования потенциальных 
лекарственных препаратов in vitro. 
Ключевые слова: лобно-височная деменция с паркинсонизмом-17; индуцированные плюрипотентные ство-
ловые клетки; ген MAPT.
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IPSCs (MAPT:c.2013T>G) from a patient  
with frontotemporal dementia with parkinsonism-17
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Abstract. Frontotemporal dementia with parkinsonism-17 is a neurodegenerative disease characterised by pathologi-
cal aggregation of the tau protein with the formation of neurofibrillary tangles and subsequent neuronal death. The 
inherited form of frontotemporal dementia can be caused by mutations in several genes, including the MAPT gene on 
chromosome 17, which encodes the tau protein. As there are currently no medically approved treatments for fronto-
temporal dementia, there is an urgent need for research using in vitro cell models to understand the molecular ge netic 
mechanisms that lead to the development of the disease, to identify targets for therapeutic intervention and to test 
potential drugs to prevent neuronal death. Analysis of exome sequencing data from a 46-year-old patient with a clini-
cal diagnosis of Parkinson’s disease revealed the presence of the pathological variant c.2013T>G (rs63750756) in the 
MAPT gene, which is associated with frontotemporal dementia with parkinsonism-17. By reprogramming the patient’s 
peripheral blood mononuclear cells, we obtained induced pluripotent stem cells (iPSCs). Two iPSC lines were charac-
terised in detail. Reprogramming was performed by transfection with non-integrating episomal vectors expressing 
the OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, L-MYC and mp53DD proteins. The iPSC lines ICGi052-A and ICGi052-B proliferate stably, 
form colonies with a morphology characteristic of human pluripotent cells, have a normal diploid karyotype (46,XX), 
express endogenous alkaline phosphatase and pluripotency markers (OCT4, NANOG, SSEA-4 and TRA-1-60) and are 
able to differentiate into derivatives of three germ layers: ento-, ecto- and mesoderm. The iPSC lines obtained and 
characterised in detail in this work represent a unique tool for studying the molecular genetic mechanisms of the 
pathogenesis of frontotemporal dementia with parkinsonism-17, as well as for testing potential drugs in vitro.
Key words: frontotemporal dementia with parkinsonism-17; induced pluripotent stem cells; MAPT gene.
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Введение
Лобно-височная деменция с паркинсонизмом, связанная 
с хромосомой 17, впервые была описана Линчем и его 
коллегами в 1994 г. (Lynch et al., 1994). Этот наследуемый 
синдром деменции с ранним началом включает также 
паркинсонизм – комплекс симптомов, содержащий как 
немоторные проявления, например когнитивные наруше-
ния, депрессии, биполярное расстройство, нарушения сна, 
так и моторные нарушения, такие как ригидность мышц, 
тремор в покое, брадикинезия. Ранние психические рас-
стройства и изменения личности часто предшествуют 
выраженной деменции.

Ген MAPT кодирует белок тау, который регулирует сбор-
ку и стабилизацию микротрубочек, участвуя в передаче 
сигнала в центральной нервной системе и аксональном 
транспорте (Esmaeli-Azad et al., 1994). В мозге человека 
экспрессируются шесть изоформ тау-белка, благодаря 
альтернативному сплайсингу экзонов 2, 3 и 10 мРНК гена 
MAPT. Альтернативный сплайсинг экзона 10 приводит к 

образованию тау-белка с тремя (3R) или четырьмя (4R) 
белковыми доменами, связывающими микротрубочки 
(MT-связывающие). Изоформы 4R тау демонстрируют 
повышенное сродство к микротрубочкам по сравнению с 
изоформами 3R. В детском возрасте в мозге преобладает 
форма 3R, в мозге взрослого человека формы 3R и 4R на-
ходятся в соотношении 1:1 (D’Souza, Schellenberg, 2006).

Генетический вариант MAPT:c.2013T>G (rs63750756, 
p.N279K) является миссенс-мутацией в экзоне 10 (Hase-
gawa et al., 1999), приводящей к замене аспарагина на 
ли зин в позиции 279 белка MAPT. Вследствие этой заме-
ны происходит усиление полипуриново-положительного 
цис-элемента, присутствующего в 10-м экзоне, что уве ли-
чивает частоту включения экзона 10 в транскрипт во вре-
мя сплайсинга (Ritter et al., 2018). В результате меняется 
соотношение форм 3R и 4R, что дестабилизирует микро-
трубочки, нарушает субклеточный транспорт везикул 
(Wren et al., 2015), вызывает образование нитевидных 
включений (Ghetti et al., 2015) и последующую гибель ней-
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ронов. Кроме того, нейроны с данным генетическим ва-
риантом характеризуются повышенными спонтанными 
колебаниями кальция, митохондриальной дисфункцией 
и повышенной продукцией активных форм кислорода, 
что также приводит к гибели клеток (Korn et al., 2023).

Вышеперечисленные процессы вызывают развитие 
лоб но-височной деменции с паркинсонизмом-17. Точ-
ный механизм развития болезни при этом генетическом 
варианте пока неизвестен, что не позволяет выработать 
схему лечения.

Для изучения развития лобно-височной деменции при-
меняют различные модели. Прежде всего, это модели на 
животных, преимущественно на грызунах: лабораторных 
мышах и крысах. Грызунов активно используют для со-
здания моделей нейродегенеративных заболеваний (Britti 
et al., 2020; Esteras et al., 2021). Также существуют транс-
генные линии лабораторных животных, несущих гене-
тические варианты, которые вызывают наследственную 
лобно-височную деменцию (Dawson et al., 2007). Однако 
эти модельные системы имеют некоторые ограничения, 
обусловленные различиями в признаках старения между 
мышами и людьми и даже различиями между тау-белком 
мыши и человека (Iovino et al., 2015; Hernández et al., 2020). 
Поэтому на сегодняшний день помимо животных моделей 
наиболее перспективными считаются модели на основе 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток.

Индуцированные плюрипотентные стволовые клет-
ки (ИПСК) – это клетки, полученные с помощью репро-
граммирования соматических клеток и характеризую-
щие ся способностью дифференцироваться в производ-
ные трех зародышевых листков подобно эмбриональным 
стволо вым клеткам. ИПСК обладают всеми свойствами 
эмбриональных стволовых клеток и при этом являются 
аутологичными по отношению к донору соматических 
клеток (Valetdinova et al., 2021). Такие клетки обладают 
большим потенциалом для персонализированной медици-
ны, поскольку их можно получить в любой период жизни 
пациента и они будут пациент-специфичными. ИПСК 
позволяют обойти иммуногенные и этические проблемы, 
поэтому их востребованность растет. Теоретически ИПСК 
можно получить с помощью репрограммирования любого 
зрелого типа клеток, выделенного из организма. Для этого 
используют фибробласты, мононуклеарные клетки крови, 
кератиноциты, а также меланоциты. 

Поскольку ИПСК могут быть дифференцированы в лю-
бой тип клеток, спектр их применения очень широк (Liu 
et al., 2020). Дифференцированные производные ИПСК, 
например нейрон-подобные клетки, можно применять 
для исследования молекулярно-генетических механизмов 
развития патологии, в том числе на ранних стадиях диффе-
ренцировки клеток, проводить поиск молекул-мишеней, 
а также тестировать различные химические соединения, 
являющиеся потенциальными лекарственными препара-
тами (Grigor’eva et al., 2023).

В настоящей работе нами были получены, охарактери-
зованы и паспортизованы две линии ИПСК пациента с па-
тологическим генетическим вариантом MAPT:c.2013T>G 
(rs63750756, p.N279K), приводящим к развитию лобно-
височной деменции с паркинсонизмом-17. Полученные 

линии ИПСК являются клеточной моделью для изучения 
механизмов развития данного заболевания, а также могут 
быть использованы для скрининга потенциальных лекар-
ственных препаратов.

Материалы и методы
Соблюдение этических норм. Исследование одобрено 
Комитетом по этике научных исследований Федераль-
ного центра нейрохирургии (Новосибирск, Россия), про-
токол № 1 от 14 марта 2017 г. Образцы периферической 
крови пациентки были предоставлены Федеральным цен-
тром нейрохирургии (Новосибирск, Россия). Пациентка 
подписала информированное добровольное согласие и ин-
формационный лист.

Выделение мононуклеарных клеток перифериче-
ской крови в градиенте фиколла. Забор  периферической 
крови осуществлялся в два вакутейнера (вакуумные про-
бирки VACUETTE с K3EDTA, Greiner Bio) объемом 9 мл. 
Для выделения мононуклеарных клеток (МНК) перифе-
рической крови наслаивали 3–4 мл крови на 3–4 мл раство-
ра фиколла (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich или Биолот, 
плотность 1.077) и центрифугировали на центрифуге с 
медленным раскручиванием и остановкой ротора (SL 16 
Cenrtifuge, Thermo Fisher Scientific) при 400g 35–40 мин. 
Далее аккуратно собирали белесый ободок интерфазы, 
содержащий МНК, переносили в 15 мл пробирку и про - 
мывали дважды в максимальном объеме PBS с центрифу-
гированием при 300g в течение 15–20 мин. МНК замора-
живали в среде, содержащей 90 % заменителя сыворотки 
KnockOut (Thermo Fisher Scientific) и 10 % ДМСО (Sigma-
Aldrich), по 5–10 миллионов клеток на криопробирку.

Репрограммирование пациент-специфичных МНК и 
условия культивирования полученных ИПСК. Транс-
фекцию МНК проводили на приборе Neon Transfection 
System (Thermo Fisher Scientific) с использованием эпи-
сомных векторов (OCT4, SOX2, KLF4, L-MYC, LIN28, 
mp53DD и EBNA1) (Addgene ID No. 41813–14, 41855–57), 
как описано ранее (Grigor’eva et al., 2023). Для трансфек-
ции 1×106 МНК брали по 0.5 мкг каждого из векторов, ис-
пользовали программу: 1650 В, 10 мс, 3 импульса. Клетки 
сажали на обработанный митомицином С (Sigma-Aldrich) 
слой эмбриональных фибробластов (фидер). Индивиду-
альные колонии клеток пересаживали микрокапилляром 
в лунки 48-ячеечного планшета с заранее посаженным 
фидером и культивировали в среде для ИПСК DMEM/
F12, содержащей 15 % KnockOut Serum Replacement, 
1 % GlutaMAX-I, 0.1 мМ NEAA, 1 % пенициллин-стреп-
томицин (все Thermo Fisher Scientific), 0.1 мМ 2-меркап-
тоэтанол (Sigma-Aldrich) и 10 нг/мл bFGF (SCI Store). 
Колонии клеток пересаживали ферментативно с исполь-
зованием TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific) один 
раз в 4–5 дней в соотношении 1:8–1:10 с добавлением на 
сутки 2 мкг/мл ROCK ингибитора Thia zovivin (Sigma-
Ald rich). Все клетки культивировали во влажной камере 
CO2-инкубатора при 37 °C и 5 % CO2.

Выявление эндогенной щелочной фосфатазы. Клет-
ки фиксировали высушиванием на воздухе и окрашива-
ли с использованием реагента SIGMAFAST BCIP/NBT 
(Sigma-Aldrich) по протоколу производителя 10–15 мин 
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IPSCs (MAPT:c.2013T>G) from a patient  
with frontotemporal dementia with parkinsonism-17

в темноте при комнатной температуре (КТ). Промывали 
PBS и визуализировали с помощью микроскопа Nikon 
Eclipse Ti-E (Nikon).

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Для иммуно-
флуоресцентного анализа клетки сажали на 8-ячеечные 
планшеты Chambered Coverglass (Thermo Fisher Scientific), 
фиксировали 10 мин при КТ в 4 % параформальдегиде 
(ПФА, Sigma-Aldrich), пермеабилизировали 30 мин при 
КТ в 0.5 % Тритон-Х100 (Sigma-Aldrich), инкубировали 
30 мин при КТ с 1 % БСА (VWR). С первичными анти-
телами клетки инкубировали в течение ночи при 4 °С, 
вторичные антитела добавляли на 1.5 ч при КТ (табл. 1). 
Ядра контрастировали DAPI. Микроизображения были 
сделаны с использованием микроскопа Nikon Eclipse 
Ti-E и программного обеспечения NIS Elements Advenced 
Research, версия 4.30.

Спонтанная дифференцировка ИПСК в эмбриоид-
ных тельцах. Для выявления потенциала клеток давать 
три зародышевых листка проводили спонтанную диффе-
ренцировку ИПСК в эмбриоидных тельцах, как описано 
ранее (Grigor’eva et al., 2023). Коротко: клетки снимали 
0.15 % коллагеназой IV типа (Thermo Fisher Scientific) и 
сажали на чашки, покрытые 1 % агарозой, в среду для 
культивирования ИПСК без добавления bFGF. Через 

9–14 дней эмбриоидные тельца переносили на покрытые 
матригелем (Corning) 8-ячеечные планшеты Chambered 
Coverglass и культивировали еще 7–9 дней. Далее фик-
сировали 4 % ПФА и выполняли иммунофлуоресцентное 
окрашивание. Список антител представлен в табл. 1.

Кариотипирование линий ИПСК. Клетки наращива-
ли до монослоя и рассаживали на четыре лунки 12-ячееч-
ного планшета, покрытого белками экстраклеточного ма-
трикса Matrigel (Corning), культивировали 48–72 ч в за- 
висимости от скорости пролиферации клеток. За 2.5 ч до 
фиксации среду меняли на свежую, добавляли 3 мкг/ мл 
бромистого этидия и 50 нг/мл колцемида и оставляли клет-
ки в CO2-инкубаторе при 37 °С. Затем клетки в лунках 
дезагрегировали 300 мкл TrypLE Express и заливали по 
3 мл гипотонического раствора 0.28 % KCl на 20 мин при 
37 °С, после чего добавляли 2 капли фиксатора Карнуа 
(3 части метанола, 1 часть ледяной уксусной кислоты); 
суспензию клеток аккуратно переносили в центрифужные 
пробирки и центрифугировали 7 мин при 1300 об/мин. 
Фиксировали клетки добавлением 1.5 мл свежего фик-
сатора Карнуа к осадку клеток в течение 15 мин на льду. 
Далее центрифугировали клетки 5 мин при 1300 об/мин, 
проводили две смены фиксатора Карнуа и раскапывали 
70–80 мкл суспензии клеток на влажные охлажденные 

Таблица 1. Антитела, используемые в работе

Антитело Разведение Производитель, кат. № RRID 

Маркеры плюрипотентности

Rabbit IgG anti-OCT4 1:200 Abcam, ab18976 RRID:AB_444714

Rabbit IgG anti-NANOG Abcam, ab62734 RRID:AB_956161

Mouse IgG3 anti-SSEA-4 Abcam, ab16287 RRID:AB_778073

Mouse IgM anti-TRA-1-60 Abcam, ab16288 RRID:AB_778563

Маркеры дифференцированных производных

Mouse IgG2a anti-αSMA 1:200 Dako, M0851 RRID:AB_2223500

Mouse IgG1 anti-CD29 (Integrin beta 1) (TS2/16) 1:100 Thermo Fisher Scientific, 14-0299-82 RRID:AB_1210468

Chicken IgY anti-MAP2 1:1000 Abcam, ab5392 RRID:AB_2138153

Mouse IgG2a anti-Tubulin β 3 (TUBB3)/ Clone: TUJ1 BioLegend, 801201 RRID:AB_2313773

Mouse IgG1 anti-Cytokeratin 18 (KRT18) 1:250 Abcam, ab668 RRID:AB_305647

Mouse IgG1 anti- HNF3β/FOXA2 1:50 Santa Cruz Biotechnology, sc-374376 RRID:AB_10989742

Вторичные антитела

Goat anti-Mouse IgG1 Alexa Fluor 568 1:400 Thermo Fisher Scientific, A21124 RRID:AB_2535766

Goat anti-Mouse IgG1 Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific, A21121  RRID:AB_2535764

Goat anti-Chicken IgY H&L, Alexa Fluor 488 Abcam, ab150173 RRID:AB_2827653

Goat anti-Mouse IgG2a Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 
Alexa Fluor 568

Thermo Fisher Scientific, A21134 RRID:AB_2535773

Goat anti-Mouse IgG2a Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific, A21131 RRID:AB_2535771

Goat anti-Mouse IgG3 Cross-Adsorbed Secondary Antibody,  
Alexa Fluor 488

Thermo Fisher Scientific, A21151 RRID:AB_2535784

Goat anti-Mouse IgM Heavy Chain Cross-Adsorbed 
Secondary Antibody, Alexa Fluor 568

Thermo Fisher Scientific, A21043 RRID:AB_2535712

Goat anti-Rabbit IgG (H + L) Highly Cross-Adsorbed 
Secondary Antibody, Alexa Fluor 488

Thermo Fisher Scientific, A11008 RRID:AB_143165

Goat anti-Rabbit IgG (H + L) Alexa Fluor 568 Thermo Fisher Scientific, A11011  RRID:AB_143157

http://antibodyregistry.org/AB_2218107
http://antibodyregistry.org/AB_2218107
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предметные стекла с высоты 10–20 см. Оставляли пре-
параты высохнуть при комнатной температуре. 

Для получения дифференциальной окраски хромосом 
препараты окрашивали раствором DAPI (200 нг/мл, в 
2хSSC) в течение 5 мин. Затем препараты споласкивали 
в буфере 2xSSC и в воде. После высушивания препаратов 
на воздухе наносили 7–10 мкл антифейда (Vector) под по-
кровное стекло. 

Анализ хромосом проводили на микроскопе Axioplan 2 
(Zeiss), оснащенном CCD камерой CV-M300 (JAI Corp.), 
в Центре коллективного пользования микроскопического 
анализа биологических объектов в Институте цитологии 
и генетики СО РАН. Для обработки метафаз и расклады-
вания хромосом использовали программное обеспечение 
ISIS 5 (MetaSystems Group).

Выделение геномной ДНК и РНК. Геномную ДНК 
выделяли из МНК и ИПСК с помощью набора DNeasy 
Blood & Tissue Kit (Qiagen) или экстракцией с примене-
нием QuickExtract™ DNA Extraction Solution (Lucigen). 
РНК выделяли с использованием Trizol (Thermo Fisher 
Scientific) по протоколу производителя.

Выявление патологичного генетического варианта 
в пациент-специфичных МНК и полученных ИПСК. 
Секвенирование клинического экзома образцов ДНК 
пациентов проводили в ООО «Геноаналитика» (Москва). 
Геномная ДНК была фрагментирована ультразвуком на 
приборе Covaris S2 до среднего размера 300 нуклеотидов. 
После измерения концентрации 800 нг было взято для 
приготовления библиотек при помощи набора NEBNext® 
Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina (New England 
Biolabs) согласно инструкции производителя. Далее по-
лученная библиотека была гибридизована с зондами, со-
ответствующими белок-кодирующим частям генома че-
ловека, с использованием набора Sure Select AllExome V7 
(Agilent) согласно инструкции. После гибридизации биб - 
лиотеку секвенировали парноконцевыми чтениями дли-
ной 150 нуклеотидов на приборе HiSeq 2500 (Illumina). 
Не обработанные данные секвенирования экзома пациента 
PD57 доступны в базе данных SRA (проект PRJNA563295, 

образец SAMN42050731, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bio 
sample/42050731).

Для подтверждения наличия однонуклеотидного по-
лиморфизма выполняли секвенирование продуктов ПЦР 
по Сэнгеру, последовательности праймеров приведены в 
табл. 2. ПЦР проводили на термоциклере T100 Thermal 
Cycler (Bio-Rad) с использованием БиоМастер HS-Taq 
ПЦР-Color (2×) (ООО «Биолабмикс») и следующей про- 
 граммы: 95 °С – 3 мин; 35 циклов: 95 °С – 30 с, 68 °С – 30 с, 
72 °С – 30 с; и 72 °С – 5 мин. Продукты ПЦР очищали с 
помощью электрофореза в агарозном геле с последую-
щим выделением с применением набора Cleanup mini 
(«Евроген») по протоколу производителя. Реакции секве-
нирования по Сэнгеру осуществляли с помощью Big Dye 
Terminator V. 3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Bio-
systems) и анализировали на генетическом анализаторе 
ABI 3130XL в ЦКП «Геномика» СО РАН (http://www.
niboch.nsc.ru/doku.php/corefacility).

Количественная ОТ-ПЦР на маркеры плюрипо-
тентности. Обратную транскрипцию РНК проводили с 
помощью ревертазы M-MuLV («Биолабмикс»). Количе-
ственную ПЦР выполняли на приборе LightCycler 480 
Real-Time PCR System (Roche) с набором БиоМастер 
HS-qPCR SYBR Blue 2× («Биолабмикс») с использова-
нием программы: 95 °C – 5 мин; 40 циклов: 95 °С – 10 с, 
60 °С – 1 мин. Последовательности праймеров на гены 
плюрипотентности представлены в табл. 2. Значения CT 
нормализовали к бета-2-микроглобулину с использова-
нием ΔΔCT-метода.

ПЦР анализ для выявления эписом и микоплазмы. 
Детектировали контаминацию микоплазмой и наличие 
последовательностей эписом в клетках с помощью ПЦР 
(95 °С – 5 мин; 35 циклов: 95 °С – 15 с, 60 °С – 15 с, 72 °С – 
20 с) на термоциклере T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) 
(Choppa et al., 1998; Okita et al., 2013). Последовательности 
праймеров приведены в табл. 2.

STR-анализ. Генотипирование исследуемых образцов 
ДНК выполняли в ООО «Геноаналитика» методом поли-
меразной цепной реакции с применением набора ПЦР реа-

Таблица 2. Последовательности праймеров, используемых в работе

Применение Ген/локус Размер  
продукта, п. н. 

Прямой/обратный праймер (5’-3’)

Детекция эписомных векторов oriP 544 TTCCACGAGGGTAGTGAACC/
TCGGGGGTGTTAGAGACAAC

Референсный ген (ОТ-кПЦР) Бета-2-микроглобулин    90 TAGCTGTGCTCGCGCTACT/
TCTCTGCTGGATGACGTGAG

Маркеры плюрипотентности (ОТ-кПЦР) NANOG 116 TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT/
AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG

OCT4    94 CTTCTGCTTCAGGAGCTTGG/
GAAGGAGAAGCTGGAGCAAA

SOX2 100 GCTTAGCCTCGTCGATGAAC/
AACCCCAAGATGCACAACTC

Детекция микоплазмы Ген рибосомальной 16S РНК 280 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT/
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC

Подтверждение мутации MAPT:c.2013T>G 427 TCGTAAAGCCCGCTGGAAAT/
GTGTACGCACTCACACCACT

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/42050731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/42050731
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/corefacility
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/corefacility
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Таблица 3. Паспорт клеточных линий ICGi052-A и ICGi052-B 

Уникальный идентификатор ICGi052-A, ICGi052-B

Альтернативное название линий PD57-6, PD57-7

Учреждение ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики  
СО РАН», Новосибирск, Россия

Одобрение этического комитета Исследование одобрено этической комиссией ФГБУ «Федеральный центр нейро-
хирургии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, Новосибирск,  
протокол № 1 от 14.03.2017

Тип клеток ИПСК

Вид организма Человек

Дополнительная информация  
о происхождении клеточной линии 

Возраст: 46
Пол: Ж
Этническая принадлежность: европеоидная раса

Исходный тип клеток Мононуклеарные клетки периферической крови

Дата забора биоматериала 2021 г.

Способ репрограммирования Неинтегрирующиеся эписомные плазмидные векторы

Репрограммирующие факторы OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, L-MYC и mp53DD

Клональность Клональные

Генетическая модификация Нет

Вид генетической модификации Нет

Подтверждение элиминации/замолкания  
репрограммирующих трансгенов

ПЦР, не детектируются

Заболевание Лобно-височная деменция с паркинсонизмом-17

Ген/локус MAPT:c.2013T>G, rs63750756

Морфология Монослойные колонии, подобные плюрипотентным клеткам человека

Плюрипотентность Подтверждена в тестах на формирование эмбриоидных телец

Кариотип 46,XX

Проверка контаминации Бактерии, грибы и микоплазма не обнаружены

Область применения In vitro модель лобно-височной деменции с паркинсонизмом-17

Способ культивирования На питающем слое митотически инактивированных эмбриональных фибробластах 
мыши

Среда культивирования 85 % KnockOut DMEM, 15 % KnockOut Serum Replacement, 0.1 мМ NEAA,  
0.1 мМ 2-меркапто этанол, 1 % пенициллин-стрептомицин, GlutaMAX-I  
(все Thermo Fisher Scientific), 10 нг/мл bFGF (SCI Store)

Температура, °C 37

Концентрация CO2, % 5

Концентрация O2, % 20

Способ пересева ЭДТА 0.5 мМ

Кратность пересева 1:8–1:10

Криоконсервация 90 % FBS, 10 % DMSO

Условия хранения Жидкий азот

Учетная запись в реестре https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi052-A, https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi052-B 

Дата паспортизации/депонирования 09.07.2024

гентов для прямой амплификации COrDIS «ЭКСПЕРТ 26» 
(Россия) согласно протоколу фирмы-производителя, с 
последующим разделением продуктов амплификации 
на приборе для проведения капиллярного электрофореза 
3130 Genetic Analyzer (HITACHI, Applied Biosystems Group 
of  The Applera Corporation, Япония, регистрационное удо-
стоверение № ФСЗ 2004/1586).

Результаты и обсуждение
При анализе результатов секвенирования экзомов пациен-
тов Федерального центра нейрохирургии (Новосибирск) 
с клиническим диагнозом болезнь Паркинсона была об-
наружена 46-летняя пациентка, имевшая патогенный ге-  
нетический вариант (c.2013T>G, rs63750756) в гене MAPT, 
ассоциированный с лобно-височной деменцией с паркин-

https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi052-A
https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi052-B
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Характеристика двух пациент-специфичных линий ИПСК ICGi052-A и ICGi052-B.
а – морфология колоний клеток в фазовом контрасте и гистохимическое выявление эндогенной щелочной фосфатазы (ЩФ) в ИПСК; б – иммунофлуорес-
центное окрашивание на маркеры плюрипотентности: NANOG (зеленый сигнал), TRA-1-60 (красный), SSEA-4 (зеленый), OCT4 (красный сигнал); в – ПЦР в 
реальном времени на маркеры плюрипотентности (OCT4, SOX2, NANOG) линий ИПСК ICGi052-A и ICGi052-B, МНК пациента и линии эмбриональных ство-
ловых клеток HUES9; г – кариотипирование (DAPI-бэндинг) линий ИПСК: ICGi052-A на 18-м пассаже и ICGi052-B на 20-м пассаже; д – секвенограммы участ-
ков гена MAPT (c.2013T>G) МНК пациента c лобно-височной деменцией с паркинсонизмом-17, линий ИПСК ICGi052-A и ICGi052-B и здорового донора 
(MAPT-WT) (секвенирование по Сэнгеру), полиморфизм отмечен черной стрелкой; е – иммунофлуоресцентное окрашивание спонтанно дифференциро-
ванных в эмбриоидных тельцах клеток на маркеры трех зародышевых листков: эктодермы (TUBB3 (красный сигнал), MAP2 (зеленый)), мезодермы (αSMA 
(зеленый), CD29 (красный)) и энтодермы (кератин 18/KRT18 (красный сигнал), HNF3β/FOXA2 (зеленый)). Ядра окрашены DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole) 
(синий сигнал); ж – результат ПЦР анализа на эписомы в клетках и контаминацию микоплазмой в линиях полученных клеток. Все масштабные линейки – 
100 мкм.
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сонизмом-17. Первые признаки паркинсонизма у паци-
ентки были обнаружены в 44 года. В семейном анамнезе 
все родственники по женской линии имели признаки за-
болевания.

Из периферической крови пациентки были выделены 
МНК и проведено репрограммирование при помощи 
трансфекции неинтегрирующимися эписомами, экс-
прессирующими OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, L-MYC и 
mp53DD (Okita et al., 2013). В результате получено десять 
линий клеток. Начальные этапы анализа выявили две ли-
нии, которые отвечали всем требованиям, предъявляемым 
к плюрипотентным стволовым клеткам. Данные линии 
(ICGi052-A/PD57-6 и ICGi052-B/PD57-7) были охаракте-
ризованы и зарегистрированы в Реестре плюрипотентных 
стволовых клеток человека (hPSCreg, https://hpscreg.eu). 
Полная информация по линиям доступна в hPSCreg по 
ссылкам https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi052-A и https://
hpscreg.eu/cell-line/ICGi052-B.

Обе линии растут плотными однослойными колония-
ми клеток с большим ядерно-цитоплазматическим со-
отношением и экспрессируют ранний маркер плюрипо-
тентных клеток – эндогенную щелочную фосфатазу (см. 
рисунок, а). Культивирование осуществлялось на ми-
тотически инактивированных фибробластах мыши (или 
фидере). Иммунофлуоресцентный анализ линии клеток 
ICGi052-A (15-й пассаж) и ICGi052-B (16-й пассаж) на 
маркеры плюрипотентности показал наличие экс прес-
сии поверхностных антигенов SSEA-4 и TRA-1-60, а 
также транскрипционных факторов NANOG и OCT4 (см. 
рисунок, б). Количественная ПЦР в реальном времени 
(ОТ-кПЦР) полученных линий на 15-м пассаже также 
демонстрировала значительное повышение уровня экс-
прессии генов OCT4, NANOG и SOX2, сопоставимое с 
уровнем экспрессии в контрольной линии эмбриональных 
стволовых клеток HUES9 (HVRDe009-A) (Cowan et al., 
2004) (см. рисунок, в). Анализ кариотипа, включающий 
60 метафазных пластинок каждой линии клеток, показал, 
что линии клеток ICGi052-A на 18-м пассаже и ICGi052-B 
на 20-м пассаже имеют нормальные диплоидные карио-
типы 46,ХХ (см. рисунок, г). Для подтверждения наличия 
в полученных линиях клеток патогенного полиморфизма 
было проведено секвенирование по методу Сэнгера и под-
тверждено, что обе линии, так же как и МНК пациента, 
несут замену c.2013T>G (см. рисунок, д, полиморфизмы 
отмечены черными стрелками).

Основным тестом на плюрипотентность полученных 
линий клеток является их способность дифференциро-
ваться в производные трех зародышевых листков, в связи 
с чем была проведена спонтанная дифференцировка в 
эмбриоидных тельцах с последующим иммунофлуорес-
центным окрашиванием на специфические маркеры. Обе 
линии клеток способны давать: эктодерму (тубулин β3 
(TUBB3/TUJ1), ассоциированный с микротрубочками бе-
лок 2 (MAP2)); энтодерму (ядерный фактор гепатоцитов 3 
бета (HNF3β/FOXA2), кератин 18 (KRT18)); мезодерму 
(α-актин гладких мышц (αSMA), поверхностный маркер 
CD29) (см. рисунок, е).

В процессе культивирования все линии проходили 
ПЦР тест на контаминацию микоплазмой, который под-

тверждал ее отсутствие (см. рисунок, ж). Также к 19-му 
пассажу произошла элиминация эписомных векторов. 
STR-анализ коротких тандемных повторов по 25 поли-
морфным локусам на 15-м (для линии ICGi052-A) и 16-м 
(для линии ICGi052-B) пассажах показал идентичность 
пациент-специфичным МНК (данные доступны по за-
просу у авторов). Паспорт полученных клеточных линий 
представлен в табл. 3.

Заключение
Из МНК пациентки с лобно-височной деменцией с пар-
кинсонизмом-17, имеющей патологический генетический 
вариант c.2013T>G (rs63750756) в гене MAPT, при помо-
щи репрограммирования к плюрипотентному состоянию 
нами были созданы и детально охарактеризованы две 
линии ИПСК – ICGi052-A и ICGi052-B. Данные линии 
клеток отвечают всем критериям плюрипотентных кле-  
ток (имеют диплоидный кариотип, экспрессируют мар-
керы плюрипотентности и способны давать производ-
ные трех зародышевых листков) и являются уникальным 
молекулярно-генетическим инструментом для изучения 
in vitro развития патологии в нейральных производных, 
полученных при направленной дифференцировке ИПСК, 
а также тестирования новых фармакологических соеди-
нений. Исследуемые линии клеток зарегистрированы 
в международном Реестре плюрипотентных стволовых 
клеток человека hPSCreg, а также включены в коллекцию 
клеток лаборатории эпигенетики развития ИЦиГ СО РАН 
и могут быть использованы для изучения механизмов 
развития таупатий.
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Аннотация. Репарация ДНК – важнейший клеточный процесс, который способствует поддержанию целостно-
сти генома. В настоящее время эффективная работа систем репарации ДНК рассматривается исследователя-
ми как один из ключевых факторов, определяющих максимальную продолжительность жизни. Центральным 
регулятором процесса репарации ДНК является фермент поли(ADP-рибоза)полимераза 1 (PARP1), способный 
синтезировать полимер поли(ADP-рибозы) (PAR) в ответ на повреждение ДНК и присоединять его к белкам-
мишеням, в число которых входит и сам PARP1, осуществляя тем самым посттрансляционную модификацию 
этих белков и регулируя их сродство к ДНК. PARP1 принимает участие и во многих других процессах, ассоции-
рованных с клеточным старением, таких как поддержание целостности теломер и развитие воспалительной 
реакции. Свойства PARP1 как изолированного белка практически не исследовались у млекопитающих, кото-
рые демонстрируют высокую максимальную продолжительность жизни, за исключением человека. Одним 
из перспективных объектов таких исследований считается голый землекоп (Heterocephalus glaber), имеющий 
экстремально высокую максимальную продолжительность жизни, а также более эффективно функционирую-
щие системы репарации ДНК, которые обеспечивают высокую устойчивость его клеток к воздействию ряда 
генотоксических агентов, по сравнению с другими мелкими грызунами, например, близкой по размеру и массе 
тела мышью (Mus musculus). В настоящей работе проведено сравнение аминокислотной последовательности 
PARP1 голого землекопа с аминокислотными последовательностями белков-ортологов других млекопитаю-
щих. В отличие от PARP1 человека, в аминокислотной последовательности PARP1 голого землекопа выявлено 
13 эволюционно консервативных аминокислотных замен в различных функциональных доменах белка. С ис-
пользованием поиска в базах данных последовательности кДНК гена Parp1 голого землекопа и последующего 
анализа путем выравнивания транскриптомных данных выбрана соответствующая экспрессируемому варианту 
Parp1 последовательность кДНК, которая была клонирована с помощью экспрессионного вектора на основе 
плазмиды pLate31. В результате экспрессии в штамме Escherichia coli BL21(DE3)GeneX и очистки, проведенной 
с использованием трех хроматографических стадий, впервые был получен и охарактеризован функционально 
активный фермент PARP1 голого землекопа.
Ключевые слова: поли(ADP-рибоза)полимераза 1; репарация ДНК; Heterocephalus glaber.
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Abstract. DNA repair is a most important cellular process that helps maintain the integrity of the genome and is cur-
rently considered by researchers as one of the factors determining the maximum lifespan. The central regulator of the 
DNA repair process is the enzyme poly(ADP-ribose)polymerase 1 (PARP1). PARP1 catalyzes the synthesis of poly(ADP-
ribose) polymer (PAR) upon DNA damage using nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) as a substrate. This poly-
mer covalently attaches to PARP1, which leads to its dissociation from the complex with damaged DNA and stimula-
tion of the repair process. Despite intensive research on PARP1, its properties as an isolated protein have not been 
practically studied in mammals that demonstrate a long maximum lifespan, such as, for example, the naked mole 
rat (Heterocephalus glaber). High activity of DNA repair systems is observed in the cells of the naked mole rat, which 
ensures their high resistance to oxidative stress, as well as to genotoxic effects. The revealed features may be due to 
the high activity of PARP1 in the cells of the naked mole rat; however, this issue remains poorly understood and, thus, 
requires more detailed research, including one with the use of isolated protein PARP1 of the naked mole rat, the isola-
tion and characterization of which have not been carried out before. In the present work, the amino acid sequence of 
PARP1 of the naked mole rat is compared with the amino acid sequences of orthologous proteins of other mammals. 
In contrast to human PARP1, 13 evolutionarily conservative amino acid substitutions in various functional domains of 
the protein have been identified in the amino acid sequence of naked mole rat PARP1. Using the cDNA of the naked 
mole rat’s Parp1 gene, a vector was created for the expression of the target protein in Escherichia coli cell culture. For 
the first time, a detailed description of the procedure for the expression and purification of the recombinant protein 
PARP1 of the long-lived naked mole rat is presented. In addition, poly(ADP-ribose)polymerase activity of the obtained 
protein was evaluated. The results presented in this paper are the basis for further detailed characterization of the 
properties of purified recombinant naked mole rat PARP1.
Key words: poly(ADP-ribose)polymerase 1; DNA repair; Heterocephalus glaber.

For citation: Naumenko K.N., Nurislamov A.R., Nazarov K.D., Fishman V.S., Popov A.A., Petruseva I.O., Evdokimov A.N., 
Lavrik O.I. Comparative analysis of the primary structure and production of recombinant poly(ADP-ribose)poly-
merase  1 of long-lived Heterocephalus glaber. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. 2024;28(7):688-695. DOI 10.18699/vjgb-24-77

Введение
Одной из главных причин старения является нестабиль-
ность генома, которая может развиваться в результате на-
копления повреждений геномной ДНК, образующихся при 
неблагоприятном воздействии экзогенных и эндогенных 
факторов (López-Otín et al., 2023). В устранении послед-
ствий этих неблагоприятных воздействий и поддержании 
целостности генома важную роль играет репарация ДНК. 
Эффективная работа систем репарации ДНК рассматрива-
ется как один из факторов, способствующих долголетию 
(Schumacher et al., 2021). В связи с этим актуальным на-
правлением исследований стало изучение механизмов и 
особенностей функционирования систем репарации ДНК 
в клетках млекопитающих, которые демонстрируют вы-
сокую продолжительность жизни.

К перспективным объектам таких исследований может 
быть отнесен голый землекоп (Heterocephalus glaber), 
имею щий более высокую максимальную продолжитель-
ность жизни по сравнению с близкой по размеру и массе 
тела мышью (Mus musculus) (Buffenstein, 2005; Gorbunova 
et al., 2014). Согласно результатам проведенных к настоя-
щему времени сравнительных исследований, в клетках 
голого землекопа наблюдается более высокая активность 
систем репарации ДНК и устойчивость к воздействию не-
которых генотоксических агентов (метан метилсульфонат, 
паракват, этопозид и т. д.), чем в клетках мыши (Salmon 
et al., 2008; MacRae et al., 2015; Evdokimov et al., 2018, 
2021). Для того чтобы выяснить возможные причины этих 
особенностей, необходимо проведение ис следований на 
изолированных белках землекопа, участ вующих в репа-
рации ДНК.

Центральным регулятором репарации ДНК в клетках 
мле копитающих является фермент поли(ADP-рибоза) по-
лимераза 1 (PARP1), который, используя NAD+ в качестве 

субстрата, катализирует синтез поли(ADP-рибозы) (PAR), 
а кроме того способен использовать PAR для проведения 
ковалентной модификации белков – как самого PARP1 – 
авто-поли(ADP-рибозил)ирование, так и молекул других 
белков-акцепторов – транс-поли(ADP-рибозил)ирование. 
Показано, что PARP1 модулирует активность ферментов 
репарации, их взаимодействие с поврежденной ДНК и 
привлечение к местам повреждения ДНК (Sinha et al., 
2021; Bilkis et al., 2023; Rouleau-Turcotte, Pascal, 2023). 
Кроме того, PARP1 участвует в образовании «немембран-
ных компартментов», которые формируются с участием 
полимера PAR, ковалентно присоединенного к PARP1. 
В таких компартментах концентрируются поврежденная 
ДНК и белки репарации, что способствует повышению 
эффективности процесса репарации ДНК (Singatulina 
et al., 2019; Leung, 2020; Alemasova, Lavrik, 2022). Все 
это определяет PARP1 как ключевой фактор в регуляции 
эффективности репарации ДНК и обеспечении стабиль-
ности генома. 

В одном из первых исследований, направленных на 
поиск этой взаимосвязи, сравнительная оценка поли(АDP-
рибоза)полимеразной активности в клетках тринадцати 
видов млекопитающих, из которых человек обладал са-
мой высокой максимальной продолжительностью жизни, 
выявила наличие положительной корреляции между ак-
тивностью PARP и продолжительностью жизни (Grube, 
Bürkle, 1992). Позже при исследовании кинетики реак-  
ции PARилирования, катализируемой рекомбинантными 
PARP1 человека (Homo sapiens) и короткоживущей се-
рой крысы (Rattus norvegicus), были найдены различия, 
которые говорят о более эффективной работе фермента 
человека (Beneke et al., 2000, 2010).

Помимо того, при исследовании эффективности систем 
репарации в клетках голого землекопа и мыши нами были 
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показаны более высокая активность синтеза PAR в клетках 
голого землекопа по сравнению с клетками мыши, так же 
как и более высокое содержание белка PARP1, детекти-
рованное с помощью его ковалентных пришивок к ДНК 
(Evdokimov et al., 2018). Представлялось интересным 
изу чение свойств PARP1 голого землекопа и сравнение 
свойств этих белков из разных организмов. Свойства 
PARP1 голого землекопа как изолированного белка пре-
жде не изучались, поскольку препарат индивидуального 
белка был недоступен.

Целью данной работы было получение рекомбинантной 
PARP1 голого землекопа, для того чтобы в дальнейшем 
исследовать свойства этого белка и провести их сравне-
ние со свойствами PARP1 других млекопитающих. Для 
достижения поставленной цели нами впервые проведен 
сравнительный анализ аминокислотной последователь-
ности PARP1 голого землекопа с белками-ортологами дру-
гих мле копитающих. По результатам биоинформатическо-
го анализа баз данных была выбрана последовательность 
кДНК, соответствующая экспрессируемому варианту гена 
Parp1 голого землекопа. Выбранная последовательность 
была использована для клонирования в плазмидный век-
тор pLate31, что позволило впервые провести экспрессию 
в клетках E. coli, очистку и характеризацию рекомбинант-
ного PARP1 этого долгоживущего грызуна.

Материалы и методы
Олигодезоксинуклеотиды. В работе использованы оли-
годезоксинуклеотиды, последовательность которых пред-
ставлена в таблице. Олигодезоксинуклеотиды 1–3 были 
синтезированы в лаборатории синтетической биологии 
ИХБФМ СО РАН (Новосибирск, Россия). Праймеры 
pLate31-PARP1-For и pLate31-PARP1-Rev были произ-
водства ООО «ДНК-Синтез» (Москва, Россия).

Эволюционный анализ первичной структуры 
PARP1 голого землекопа. Для выявления аминокислот-
ных замен, уникальных для PARP1 голого землекопа, было 
проведено множественное выравнивание аминокислот-
ных последовательностей PARP1 данного вида и других 
млекопитающих. В анализ включили ортологи PARP1 
десяти видов животных, включая трех грызунов (Fukomys 
damarensis, M. musculus, R. norvegicus) и широкую фи-
логенетическую группу из шести видов млекопитающих 
(H. sapiens, Equus caballus, Dasypus novemcinctus, Loxo
donta africana, Monodelphis domestica, Ornithorhynchus 
anatinus). Аминокислотные последовательности PARP1 
выбранных видов загружали из публичных баз данных 

NCBI и Ensembl. Множественное выравнивание выпол-
няли в web-версии Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/
jdispatcher/msa/clustalo).

Культивирование клеток. Фибробласты кожи голого 
землекопа (линия NSF8) культивировали в αMEM-среде, 
содержащей 15 % FBS, 10 % AmnioMAX, 0.005 мкг/мл 
bFGF, смесь антибиотик/антимикотик (Gibco, США) при 
температуре 32 °С и 5 % СО2.

Выделение суммарной РНК из фибробластов голого 
землекопа и получение кДНК. Полученную культуру 
клеток промывали 5 мл PBS от остатков среды и добавля-
ли 1 мл раствора TRIzol (Thermo Fisher Scientific, США). 
Клетки ресуспендировали до гомогенной суспензии и 
переносили в чистую пробирку. Добавляли 200 мкл хло-
роформа, инкубировали 5 мин при комнатной температуре 
и центрифугировали 15 мин при 16 000 g при 4 °C. После 
центрифугирования отбирали верхнюю водную фазу в 
чистую пробирку. Полученный образец переосаждали 
изопропиловым спиртом. Осажденную РНК растворяли 
в 200 мкл воды и добавляли равный объем смеси фенол: 
хлороформ:изоамиловый спирт (25:24:1). После центри-
фугирования отбирали водную фазу и переосаждали РНК 
этанолом.

Для наработки кДНК Parp1 реакционную смесь 
объе мом 10 мкл, содержащую 4 мкг суммарной РНК и 
100 нмоль oligo dT, инкубировали 2 мин при 70 °C, после 
чего добавляли буфер для обратной транскипции и 1 мкл 
обратной транскриптазы ОТ-MMLV (100 ед. активно-
сти/ мкл; «Биолабмикс», Россия). Реакцию проводили в 
течение часа при 42 °C.

Создание вектора для экспрессии PARP1. ПЦР про-
дукт, содержащий кодирующую транслируемую часть 
кДНК PARP1 голого землекопа, которая была фланкиро-
вана специфичными нуклеотидными последовательностя-
ми, получали с использованием пары праймеров pLate31-
PARP1-For/pLate31-PARP1-Rev (см. таблицу). Получен-
ный продукт переосаждали в 96 % этаноле. Очи щенный 
ПЦР продукт растворяли в 10 мкл LIC-буфера, после чего 
к реакционной смеси добавляли 1 мкл ДНК-полимеразы 
фага T4 (1 ед. активности/мкл; Thermo Fi sher Scientific, 
США). Смесь тщательно перемешивали и инкубировали 
5 мин при комнатной температуре. Реак цию останав-
ливали добавлением ЭДТА до конечной концентрации 
50 мМ. Далее к реакционной смеси добавляли 20 фмоль 
линеаризованной формы вектора pLate31 (Thermo Scien-
tific, США), содержащей комплементарные «липкие» 
концы, перемешивали и инкубировали 5 мин при комнат-

Последовательности олигодезоксинуклеотидов и праймеров, использованных в работе

Наименование Последовательность (5’-3’)

Олигодезоксинуклеотид 1 ggcgataaagttggg

Олигодезоксинуклеотид 2 aacgtcagggtcttcc

Олигодезоксинуклеотид 3 ggaagaccctgacgttcccaactttatcgcc

pLate31-PARP1-For agaaggagatataactatgatggccgaggcagcggac

pLate31-PARP1-Rev gtggtggtgatggtgatggccccacagggaggacttaaaattgaac
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ной температуре. Полученным препаратом плазмидной 
ДНК проводили трансформацию клеток  E. coli штамма  
XLBlue.

Определение суммарного уровня поли(ADP-рибо-
зы), синтезируемой в реакции автоPARилирования. 
Реак ционные смеси объемом 10 мкл содержали 100, 200, 
400 нМ рекомбинантного белка PARP1, 100 нМ ДНК-
дуплекс размером 32 п. н. с одноцепочечным разрывом 
(получен путем гибридизации олигодезоксинуклеоти-
дов 1–3, см. таблицу), 400 мкм NAD+ и [32P]-меченный 
NAD+ (0.4 мкКи). Реакцию запускали добавлением 
NAD+ с последующей инкубацией реакционных смесей 
в течение 10 мин при 37 °C. Останавливали реакцию 
путем нанесения реакционной смеси на мишени из хро-
матографической бумаги (GE Healthcare, США), предва-
рительно инкубированной в 10 % ТХУ. Избыток меченно- 
 го [32P]-NAD+, не включившегося в PAR, удаляли после-
довательной отмывкой мишеней в 5 % ТХУ и этаноле. 
Бумагу подсушивали, уровень синтеза PAR оценивали по 
суммарной радиоактивности продуктов реакции путем 
радиоавтографии с использованием прибора Typhoon 
FLA 7000 (GE Healthcare, США).

Выделение и очистка рекомбинантного белка 
PARP1. Клетки E. coli BL21(DE3)GeneX, трансформи-
рованные плазмидой pLate31-PARP1, инкубировали в 
системе автоиндукции по методу Штудиера в среде LB, 
содержащей 50 мМ Na2HPO4, 50 мМ KH2PO4, 25 мМ 
(NH4)2SO4, 2 мМ MgSO4, 0.5 % глицерин, 0.05 % глюкозу, 
0.2 % лактозу и ампициллин (100 мкг/мл) в течение 18 ч 
при 37 °C. После инкубации клетки осаждали центрифуги-
рованием при 3000 g, супернатант отбирали и осажденные 
клетки хранили при –70 °C.

Для приготовления клеточного лизата полученную 
био массу ресуспендировали в буферном растворе, со-
держащем 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 10 % глицерин, 2 мМ 
2-меркаптоэтанол, 10 мМ имидазол, 0.5 мМ PMSF и смесь 
ингибиторов протеаз из расчета 5 мл буфера на 1 г био-
массы клеток. После инкубации на льду в течение 20 мин 
к смеси добавляли равный объем буферного раствора, со-
держащего 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 2 М NaCl, 2 % NP-40, 
10 % глицерин, 2 мМ 2-меркаптоэтанол, 0.5 мМ PMSF, 
смесь ингибиторов протеаз. Суспензию обрабатывали 
в ультразвуковом дезинтеграторе при 40 кГц в течение 
20 мин с охлаждением до 4 °C. Полученный лизат цен-
трифугировали при 30 000 g 30 мин в роторе Beckman 
JA 25.50. 

Осветленный лизат пропускали через колонку, содержа-
щую в качестве сорбента Ni-NTA-агарозу (GE Healthcare, 
США), уравновешенную буфером 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 
1 М NaCl, 2 мМ 2-меркаптоэтанол, 10 % глицерин, 5 мМ 
имидазол. Затем носитель последовательно промывали 
буфером уравновешивания до стабилизации базовой ли-
нии и буфером 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 0.1 М NaCl, 2 мМ 
2-меркаптоэтанол, 10 % глицерин, 5 мМ имидазол до 
стабилизации базовой линии. Хроматографическое раз-
деление на Ni-NTA проводили элюцией буферным рас-
твором, содержащим 250 мМ имидазол. Фракции, содер-
жащие целевой белок, объединяли и наносили на колонку, 
содержащую в качестве сорбента 5 мл гепарин-сефарозы 
(GE Healthcare, США). Хроматографическое разделение 

на гепарин-сефарозе проводили в режиме изократической 
промывки буфером, содержащим 0.3 М NaCl для промыв-
ки от слабосвязанного нецелевого белка, и буфером, со-
держащим 1 М NaCl для элюции целевого белка. Фракции, 
содержащие целевой белок, объединяли и разбавляли в 
10 раз буфером, содержащим 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 7 мМ 
2-меркаптоэтанол, 10 % глицерин, и наносили на колонку, 
содержащую в качестве сорбента 5 мл оцДНК-целлюло-
зы (Sigma, США). Хроматографическое разделение на 
оцДНК-целлюлозе проводили в условиях, аналогичных 
разделению белков на гепарин-сефарозе.

Результаты и обсуждение
Для того чтобы определить, имеются ли в структуре 
PARP1 голого землекопа характерные эволюционно кон-
сервативные аминокислотные замены, которые потен-
циально могут повлиять на функциональные свойства 
этого фермента, мы провели сравнение аминокислотной 
последовательности PARP1 голого землекопа с аминокис-
лотными последовательностями белков-ортологов других 
млекопитающих. Аминокислотная последовательность 
PARP1 высококонсервативна у млекопитающих, на что 
указывает высокий уровень гомологии среди ортологов 
белка (более 90 %), несмотря на дивергенцию, произо-
шедшую свыше 150 млн лет назад (рис. 1, а). PARP1 
го лого землекопа также сохраняет все функциональные 
до мены, присутствующие в PARP1 других млекопитаю-
щих. Значительная часть последовательности белка кон-
сервативна, однако в PARP1 голого землекопа мы иден-
тифицировали несколько замен в высококонсервативных 
сайтах функциональных доменов (см. рис. 1, б); часть этих 
замен присутствует также у дамарского пескороя (F. da
marensis) – родственного вида из семейства землекоповых 
(Bathyergidae). Выявленные замены могут повлиять на 
узнавание PARP1 поврежденной ДНК и на каталитические 
функции этого фермента.

В результате поиска последовательности кДНК гена 
Parp1 голого землекопа в базах данных и последующе-
го анализа с помощью выравнивания транскриптом-
ных данных для различных органов голого землекопа 
(мозг – SRS899007; тестикулы – SRR1959204; пе-
чень – ERS1090459) на три альтернативные матрицы 
Parp1 была выбрана последовательность кДНК (NCBI 
NM_001310226.1 (Bens et al., 2016)), соответствующая 
экспрессируемому варианту Parp1. Эта кДНК была взята 
нами для амплификации и последующего клонирования.

Для получения рекомбинантной PARP1 голого земле-
копа в клетках E. coli был использован экспрессионный 
вектор на основе плазмиды pLate31 (Thermo Scientific, 
США). C помощью специфических праймеров и суммар-
ной кДНК фибробластов голого землекопа методом ПЦР 
была амплифицирована кодирующая последовательность 
PARP1. Полученный ПЦР-продукт отжигали с линеари-
зованным вектором pLate31 и проводили трансформацию 
клеток E. coli XLBlue для амплификации плазмидной 
ДНК. Отсутствие ошибок в амплифицированной после-
довательности подтвердили методом секвенирования по 
Сэнгеру.

При поиске оптимальных условий экспрессия PARP1 
проводилась в штаммах E. coli (BL21(DE3), BL21(DE3)
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Рис. 1. Эволюционный анализ первичной структуры белка PARP1.
а – список видов млекопитающих, включенных в анализ, и их дивергенция; б – уникальные для голого землекопа замены аминокислот в PARP1. * Замены, 
присутствующие также у дамарского пескороя; ** варианты замен из баз данных NCBI и Ensembl.
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Рис. 2. Анализ содержания PARP1 в лизатах трансформированных клеток E. coli.
Клетки культивировали в системе автоиндукции при 37 °C в отсутствие (индукция «–») и в присутствии (индукция 
«+») лактозы. Положение белка PARP1 показано красными стрелками. К – рекомбинантный белок PARP1 человека.

pLysS, BL21(DE3)GeneX, Rosetta(DE3) и Rosetta(DE3)
pLysS). Появление целевого белка в клетках E. coli после 
индукции по сравнению с неиндуцированными клетками 
было визуально обнаружено только при электрофорети-
ческом анализе белков, экспрессированных в штаммах 
клеток BL21(DE3) и BL21(DE3)GeneX (рис. 2).

Выбранные условия культивирования использовали 
для наработки препаративного количества биомассы 
клеток BL21(DE3)GeneX, трансформированных вектором 
pLate31-PARP1. Полученную биомассу лизировали с по-
следующей обработкой в ультразвуковом дезинтеграто-
ре и центрифугировали для осаждения дебриса. Далее 
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последовательно проводили три хроматографические 
стадии очистки на колонках, содержащих в качестве 
сорбента Ni-NTA (рис. 3, а), гепарин-сефарозу (б), оцДНК-
целлюлозу (в) (Sukhanova et al., 2004).

За наличием целевого белка следили путем электрофо-
ретического анализа с окрашиванием по Лэммли (рис. 4). 
Фракции, содержащие очищенный препарат белка, кон-
центрировали с помощью центрифужных фильтров. Сте-
пень очистки препарата проверяли электрофорезом с по-
следующим окрашиванием Coomassie R250.

Концентрация белка в конечном препарате, определен-
ная по методу Брэдфорда, составила 0.5 мг/мл. Суммар-
ный выход – 0.3 мг белка на 10 г биомассы клеток E. coli.

Для проверки активности полученного рекомбинантно-
го белка использовали систему in vitro, содержащую ра-
диоактивно меченный NAD+ и модельную по врежденную 
ДНК, содержащую разрыв и свободные тупые концы в 
качестве ко фактора для активации реакции синтеза PAR, 
катализируемой PARP1 (рис. 5). Как видно из представлен-
ных данных, выделенный белок обладает ферментативной 
активностью в реакции автоPARилирования и пригоден 
для дальнейшего исследования его свойств.

В сравнительных исследованиях ак тивности систем 
репарации ДНК в клет ках голого землекопа и мыши 
(M. mus culus) было показано, что системы эксцизионной 
репарации оснований (BER) и нуклеотидов (NER) кле-
ток голого землекопа обеспечивают более эффективное 
удаление объемных повреждений, а также поврежден-
ных оснований, чем аналогичные системы клеток мыши 
(Evdokimov et al., 2018). Активность PARP1 была также 
заметно выше в клетках дол гоживущего голого земле-
копа, чем в клет ках короткоживущей мыши (Evdokimov 
et al., 2018). Дальнейшее развитие работы предполагает 
определение характера взаимодействия выделенного 
белка PARP1 голого землекопа с белками-партнерами в 
процессе репарации ДНК, влияния этих белков на актив-
ность PARP1, а также определение сродства PARP1 к 
поврежденной ДНК.

Получение рекомбинантных белков, таких сложных по 
структуре и функциям, как PARP1, не является рутинной 
задачей и требует подбора оптимальных условий наработ-
ки, выделения и очистки, которые могут значительно от-
личаться от стандартно применяемых. Использование со-
четания описанных выше методов позволило нам успеш - 
но провести клонирование, наработку в системе экспрес-
сии E. coli и хроматографическую очистку  белка PARP1 
голого землекопа. Предложенная процедура очистки 
бел ка, включающая, помимо хроматографии на Ni-NTA, 
две «псевдоаффинные» колонки в отработанных нами 
буферных и солевых условиях, может быть использована 
для эффективной очистки рекомбинантного PARP1 голого 
землекопа.

Данные, полученные в результате впервые проведенно-
го нами сравнительного анализа аминокислотной после-
довательности PARP1 голого землекопа и человеческого 
белка-ортолога, говорят о том, что две замены, обнаружен-
ные в ответственном за синтез PAR  ART-домене, не затро-
нули каталитическую триаду и кинетические параметры 
при синтезе PAR ферментами этих двух долгожителей, 
вероятно, не будут значительно различаться. Тем не менее 

Рис. 3. Профили элюции белка PARP1 (H. glaber) с Ni-NTA-агарозы (а), 
гепарин-сефарозы (б), оцДНК-целлюлозы (в).
Синяя линия – оптическая плотность раствора при длине волны 280 нм 
(10–3 о. е.); красная линия – проводимость раствора (мСм/см).
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замены в других функциональных доменах, происходя-
щие со сменой типа остатка (появление более гидрофобно-
го или смена нейтрального остатка на остаток, несущий 
заряд, и т. п.), особенно если это происходит в непосред-
ственной близости от мишеней автоPARилирования, Asp и 
Glu, как, например, замена K305R в домене Zn3, D461H в 
домене BRCT, а также замены аминокислотных остатков, 
участвующих в междоменных взаимодействиях, могут 
влиять на свойства белка. Это возможно исследовать да-  
лее с использованием мутантных форм PARP1 голого зем-
лекопа, содержащих в своем составе замены вышепере-
численных аминокислотных остатков.

Заключение
Изучение свойств PARP1 различных долгоживущих мле-
копитающих является перспективным направлением ис-
следований, поскольку может способствовать более глубо-
кому пониманию роли репарации ДНК в старении и того, 
как организован этот процесс в клетках млекопитающих.

Сравнение аминокислотных последовательностей 
PARP1 двух млекопитающих с высокой максимальной 
продолжительностью жизни, голого землекопа и челове-
ка, выявило 13 эволюционно консервативных замен в бел - 
ке голого землекопа. Влияние этих замен на свойства и 
функции PARP1 предстоит выяснить. Кроме того, были 
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Рис. 4. Электрофореграмма, отражающая стадии очистки рекомбинантного PARP1 голого землекопа.
1 – контрольный образец белка; 2–4 – нанесение, проскок и элюция с Ni-NTA-агарозы соответственно; 5 – проскок с 
гепарин-сефарозы; 6, 7 – элюция с гепарин-сефарозы 0.3 и 1 М NaCl соответственно; 8 – проскок с оцДНК-целлюлозы; 
9, 10 – элюция целевого белка с оцДНК-целлюлозы 0.3 и 1 М NaCl соответственно.

Рис. 5. Анализ активности рекомбинантного PARP1 голого землекопа в реакции автоPARилирования.
а – радиоавтограф 10%-го SDS-ПААГ, в котором проводилось разделение продуктов модификации белков;  
б – диаграмма, суммирующая результаты трех независимых экспериментов, выполненных с использованием ме-
тода ТХУ- мишеней (см. Материалы и методы).
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впервые выполнены клонирование PARP1 голого земле-
копа, а также наработка в клетках E. coli и очистка реком-
бинантного белка с использованием достаточно простой 
процедуры, оценена его способность к проведению ре-
акции автоPARилирования. В дальнейших работах будет 
проведено сравнение свойств рекомбинантных PARP1 
долгоживущих голого землекопа и человека, которое не 
выполнялось ранее.
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Концепция природной реконструкции генома. 
Часть 1. Основные положения концепции природной реконструкции 
генома. Изменение генома гемопоэтических стволовых клеток  
с использованием нескольких природных клеточных механизмов, 
имманентно присущих гемопоэтической стволовой клетке  
и определяющих ее биологический статус как «источник 
репаративного потенциала организма»
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Аннотация. Предлагается вниманию цикл статей, доказывающий существование ранее неизвестного механизма 
взаимодействия гемопоэтической стволовой клетки и экстраклеточной двуцепочечной ДНК (в частности, двуце-
почечной ДНК периферического кровяного русла), который объясняет возможность появления и закрепления в 
гемопоэтических стволовых клетках генетической информации, содержащейся в двуцепочечной ДНК внеклеточ-
ного происхождения. Сформулирована концепция возможности стохастического или целенаправленного измене-
ния генома гемопоэтических стволовых клеток, основанная на открытии новых, ранее неизвестных биологических 
свойств низкодифференцированных гемопоэтических предшественников. Основные положения концепции заклю-
чаются в следующих тезисах. Гемопоэтическая стволовая клетка захватывает и интернализует фрагменты экстра-
клеточной двуцепочечной ДНК естественным природным механизмом. В акте интернализации принимают участие 
специфические группы факторов гликокаликса, к которым относятся гликопротеины/протеогликаны, гликозилфос-
фатидилинозитол-заякоренные белки и скавенджер-рецепторы. Сайтами связывания фрагментов ДНК являются 
гепарин-связывающие домены и кластеры положительно заряженных аминокислотных остатков, входящих в со-
став белковых молекул указанных факторов. Доставленные во внутренние компартменты гемопоэтических ство-
ловых клеток экстраклеточные фрагменты инициируют терминальную дифференцировку, колониеобразование и 
пролиферацию предшественников гемопоэза. Молекулярным событием, отражающим эти процессы, является воз-
никновение и репарация пангеномных одноцепочечных разрывов. Процесс возникновения пангеномных одноце-
почечных разрывов и восстановление целостности генома (геномной ДНК) сопряжен с активацией в клетке «реком-
биногенной ситуации», во время активной фазы которой возможны стохастическая гомологичная рекомбинация 
или иные рекомбинационные события между экстраклеточными фрагментами, локализованными в ядре, и ДНК 
хромосом. Генетический материал исходно экстраклеточной локализации или интегрирует в реципиентный геном 
с замещением гомологичных хромосомных сегментов, или транзитно присутствует в ядре и может проявляться как 
новый генетический признак. Предполагается, что в результате стохастических актов гомологичного обмена проис-
ходит коррекция локусов хромосом в гемопоэтических стволовых клетках, получивших в ходе существования орга-
низма мутации, которые являются причиной клонального гемопоэза, ассоциированного со старостью. В этой связи 
возникает принципиальная возможность изменения статуса гемопоэза гемопоэтических стволовых клеток в на-
правлении поликлональности и исходного многообразия клонов. Такие события могут составить основу омоложе-
ния кровеобразующей системы клеток. Результаты работ свидетельствуют, что другие стволовые клетки организма 
также захватывают фрагменты экстраклеточной ДНК. Этот факт создает парадигму общего омоложения организма.
Ключевые слова: экстраклеточная ДНК; интернализация; одноцепочечные разрывы; коммитирование.
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The concept of natural genome reconstruction.
Part 1. Basic provisions of the “natural genome reconstruction” concept. 
Changing the genome of hematopoietic stem cells using several natural 
cellular mechanisms that are inherent in the hematopoietic cell  
and determine its biological status as “the source of the body’s  
reparative potential”

 L.A. Yakubov , O.S. Taranov 1, S.V. Sidorov2, S.D. Nikonov3, A.A. Ostanin 4, E.R. Chernykh 4,  
N.A. Kolchanov 5, S.S. Bogachev 5 

1 State Scientific Center of Virology and Biotechnology “Vector” of Rospotrebnadzor, Koltsovo, Novosibirsk region, Russia
2 City Clinical Hospital No. 1, Novosibirsk, Russia
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Abstract. We present a series of articles proving the existence of a previously unknown mechanism of interaction be-
tween hematopoietic stem cells and extracellular double-stranded DNA (and, in particular, double-stranded DNA of the 
peripheral bloodstream), which explains the possibility of emergence and fixation of genetic information contained in 
double-stranded DNA of extracellular origin in hematopoietic stem cells. The concept of the possibility of stochastic or 
targeted changes in the genome of hematopoietic stem cells is formulated based on the discovery of new, previously 
unknown biological properties of poorly differentiated hematopoietic precursors. The main provisions of the concept 
are as follows. The hematopoietic stem cell takes up and internalizes fragments of extracellular double-stranded DNA 
via a natural mechanism. Specific groups of glycocalyx factors, including glycoproteins/proteoglycans, glycosylphos-
phatidylinositol-anchored proteins and scavenger receptors, take part in the internalization event. The binding sites for 
DNA fragments are heparin-binding domains and clusters of positively charged amino acid residues that are parts of 
protein molecules of these factors. Extracellular fragments delivered to the internal compartments of hematopoietic 
stem cells initiate terminal differentiation, colony formation, and proliferation of hematopoietic precursors. The mole-
cular manifestation of these processes is the emergence and repair of pangenomic single-strand breaks. The occur-
rence of pangenomic single-strand breaks and restoration of genome (genomic DNA) integrity are associated with 
activation of a “recombinogenic situation” in the cell; during its active phase, stochastic homologous recombination 
or other recombination events between extracellular fragments localized in the nucleus and chromosomal DNA are 
pos sible. As a result, genetic material of initially extracellular localization either integrates into the recipient genome 
with the replacement of homologous chromosomal segments, or is transitively present in the nucleus and can manifest 
itself as a new genetic trait. It is assumed that as a result of stochastic acts of homologous exchange, chromosome loci 
are corrected in hematopoietic stem cells that have acquired mutations during the existence of the organism, which 
are the cause of clonal hematopoiesis associated with old age. In this regard, there is a fundamental possibility of 
changing the hematopoietic status of hematopoietic stem cells in the direction of polyclonality and the original diver-
sity of clones. Such events can form the basis for the rejuvenation of the blood-forming cell system. The results of the 
laboratory’s work indicate that other stem cells in the body capture extracellular DNA fragments too. This fact creates 
a paradigm for the overall rejuvenation of the body.
Key words: extracellular DNA; internalization; single-strand breaks; commitment.
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Двуцепочечная ДНК и эффекты ее воздействия 
на эукариотическую клетку и организм в целом
Двуцепочечная фрагментированная экстраклеточная экзо-
генная и эндогенная ДНК является участником, индукто-
ром и индикатором различных процессов, протекающих 
в организме. В первую очередь экзогенные нуклеиновые 
кислоты являются патоген-ассоциированными молеку-
лярными паттернами, активирующими различные звенья 
иммунной системы, направленные на удаление патогена. 
Экстраклеточная двуцепочечная ДНК (дцДНК) эндоген-

ного происхождения также может выступать в качестве 
активатора иммунного ответа организма (Medzhitov, Jane-
way, 2000; Krieg, 2002; Takeshita, Ishii, 2008; Iwasaki, 
Med zhitov, 2010; Barbalat et al., 2011; Bode et al., 2011). 
Фрагменты как экзогенной, так и эндогенной дцДНК, до-
ставленные в цитоплазму иммунных клеток, активируют 
палитру цитозольных сенсоров и индуцируют начальные 
этапы развития адаптивного иммунного ответа (Barber, 
2011a, b; Sharma, Fitzgerald, 2011). дцДНК является ин-
дуктором аутоиммунных процессов (Guiducci et al., 2010; 
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Pisetsky, Ullal, 2010; Almqvist et al., 2011; Choubey, 2012; 
Kaczorowski et al., 2012) и представляет собой один из 
сигналов эффекта свидетеля, определяющего передачу 
че рез инкубационную среду метаболических/катаболиче-
ских реакций, индуцированных в клетках, подверженных 
определенному воздействию (облучению), интактным 
клеткам-свидетелям (Ermakov et al., 2009). Показано, 
что «взрывное» увеличение концентрации ДНК в плазме 
крови приводит к системной воспалительной реакции и 
сепсису (Saukkonen et al., 2007; Castellheim et al., 2009; 
Arnalich et al., 2010; Kaczorowski et al., 2012). Нуклеиновые 
кислоты, включая дцДНК, входят в состав экзосом и, как 
предполагается, могут быть «камертоном» функциональ-
ного состояния организма, по которому определенные 
популяции клеток «настраивают» свои физиологические 
и молекулярные процессы (Cai et al., 2013; Rashed et al., 
2017).

На клеточном уровне фрагменты дцДНК (а именно от-
крытые двуцепочечные концы этих фрагментов), достав-
ленные во внутреннее пространство неиммунной клетки, 
активируют арест клеточного цикла и индуцируют репа-
ративные процессы (MacDougall et al., 2007; Zou, 2007). 
При определенных условиях эти фрагменты становятся 
участниками репаративного процесса, интерферируя его  
корректное прохождение, и, согласно полученным в ла-
боратории экспериментальным данным, могут интегри-
ровать в реципиентный геном (Likhacheva et al., 2007; 
Ли хачева и др., 2008; Dolgova et al., 2012).

Вопрос горизонтального переноса генетического мате-
риала хорошо изучен у прокариот, многократно показан 
для низших многоклеточных животных (Andersson, 2005; 
Soucy et al., 2015; Sibbald et al., 2020), и есть доказанные 
примеры переноса генов у млекопитающих. Так, извес-
тен процесс поглощения ДНК разрушенных раковых 
клеток другими «чувствительными» клетками организма, 
в результате чего происходит раковая трансформация 
этих клеток. Процесс назван «генометастазирование» 
(Yaku bov et al., 2007; García-Olmo et al., 2012). В работах 
(Berg smedh et al., 2001; Holmgren et al., 2002; Sakamoto 
et al., 2023) приводятся доказательства горизонтального 
переноса генов при поглощении апоптотических телец и 
экстраклеточных везикул. Известна работа переноса экс-
траклеточного материала в яйцеклетку сперматозоидами, 
захватившими высокополимерную ДНК из окружающей 
среды у мидий (Ерохин, Кузнецов, 2009). В недавнем 
исследовании (Xia et al., 2021) показан горизонтальный 
перенос специфического уникального гена между насе-
комым и растением. В 2007 г. была присуждена Нобе-
левская премия за разработку технологии, в которой ос-
но вополагающим является гомологичная рекомбинация 
доставленных внутрь клетки фрагментов нокаутной ДНК 
(https://lenta.ru/articles/2007/10/08/nobelmed/).

В рамках проблемы горизонтального переноса генети-
ческой информации у эукариот и, в частности, у человека 
возникли и последовательно решались несколько принци-
пиальных вопросов. Вопросы о путях появления ДНК од-
ного организма в другом и о механизме распространения 
этих ДНК по организму были решены современными экс-
периментальными подходами и техниками молекулярной 
биологии. Вопросы о том, что является точкой фиксации 

новой генетической информации в реципиентном орга-
низме и каким образом пришедший с ней признак будет 
проявлен как новая биологическая особенность, до на-
стоящего времени остаются нерешенными.

Существует несколько объективных источников и путей 
появления чужеродной ДНК в организме. Это манипуля-
ции с кровью, различные трансплантации, половой акт, 
ношение плода, появление ДНК продуктов питания в 
организме вместе с приемом пищи, вирусная или бакте-
риальная инфекция, общий микробиом организма. 

После того как было доказано, что в периферической 
крови любого организма присутствует определенное ко-
личество экстраклеточной ДНК, вопрос существования 
и распространения в организме чужеродной ДНК также 
был решен (Anker et al., 1999; Jahr et al., 2001; Laktionov 
et al., 2004). Очевидно, что при манипуляциях с кровью и 
трансплантации в обязательном порядке произойдет по-
падание донорской ДНК, будь то кровь или строма, в реци-
пиентный организм. ДНК разрушенных сперматозоидов, 
так же как и ДНК плода, попадает в кровь организма, и 
наоборот (Schubbert et al., 1998; Bianchi, Dennis Lo, 2001). 
Появление экзогенной ДНК в организме через желудоч-
но-кишечный тракт убедительно продемонстрировано в 
работах (Schubbert et al., 1994, 1997; Hohlweg, Doerfler, 
2001; Palka-Santini et al., 2003). Микробиота кишечника 
представлена несколькими килограммами основного ее 
представителя Escherichia coli. При разрушении клеток 
кишечника выделяется огромное количество ДНК, тоже 
попадающей в кровоток. Именно на основании этого яв-
ления разработаны и внедрены в практику методы диагно-
стики состояния кишечной микрофлоры по анализу сы-
воротки/плазмы крови (https://lenta.ru/articles/2007/10/08/
nobelmed/). Это означает, что в организме всегда, помимо 
собственной ДНК разрушенных апоптозом или некрозом 
клеток или ДНК симбиотической микрофлоры, будет 
присутствовать ДНК, пришедшая извне, и существует 
материальная основа оборота как чужеродной, так и соб-
ственной генетической информации в организме. 

Последний вопрос и связанные с ним идеи о месте 
фиксации новой генетической информации и ее манифе-
стации как нового биологического признака в настоящее 
время в научной литературе практически не дискутиру-
ются вследствие отсутствия идей их решения.

Очевидно, чтобы признак проявился, его носитель, а 
именно дцДНК, должен попасть в клетку. Существует 
множество исследований, демонстрирующих факт интер-
нализации экстраклеточных ДНК фрагментов в различные 
типы клеток, однако до выхода наших работ (Petrova et al., 
2022; Ritter et al., 2022; Potter et al., 2024) не было описания 
механизма и упорядоченной структуры факторов такой 
интернализации. В цитируемых работах установлено, 
что фрагменты экстраклеточной дцДНК доставляются в 
стволовую эукариотическую клетку кавеоло-зависимым 
механизмом с участием гепарин-связывающих доменов 
и кластеров положительно заряженных аминокислот 
гликопротеинов/протеогликанов, гликозилфосфатидил-
инозитол-заякоренных белков и скавенджер-рецепторов 
гликокаликса. Основным фактором интернализации яв ля-
ется общий положительный заряд стволовой клетки раз-
личного генеза. 

https://lenta.ru/articles/2007/10/08/nobelmed/
https://lenta.ru/articles/2007/10/08/nobelmed/
https://lenta.ru/articles/2007/10/08/nobelmed/


Основные положения концепции  
природной реконструкции генома

Л.А. Якубов, О.С. Таранов, С.В. Сидоров…  
Е.Р. Черных, Н.А. Колчанов, С.С. Богачев

2024
28 • 7

699МОЛЕКУЛЯРНАЯ И КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ / MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

В настоящее время формируется позиция, предпо-
лагающая, что экстраклеточные нуклеиновые кислоты, 
включая дцДНК, представляют собой новый тип регуля-
торной системы организма, со сложными механизмами 
регуляции клеточных процессов, одно из проявлений 
которого – горизонтальный перенос генетической инфор-
мации (Ledoux, 1965; Ratajczak et al., 2006; Cocucci et al., 
2009; Simons, Raposo, 2009; Camussi et al., 2010; Balaj et 
al., 2011; Tetta et al., 2011; Ludwig, Giebel, 2012; Ronquist, 
2012; Raposo, Stoorvogel, 2013).

История появления концепции  
природной реконструкции генома
Концепция природной реконструкции генома – способ-
ность реконструировать (патологически) измененный 
«хроматиновый рельеф» (как изменения на нуклеотидном 
уровне, так и связанные с этим изменения организации 
хроматина более высоких порядков) – представляет собой 
возможность in vivo, ех vivo, in situ молекулярного измене-
ния («исправления», в случае если это является причиной 
заболевания) мутантных локусов хромосом (или замена 
«здорового на здоровое» без изменения первичной ну-
клеотидной последовательности), в котором используется 
принцип дополнительного реконструирующего субстрата 
в виде «генетического материала» – фрагментов экстра-
клеточной дцДНК.

Основу концепции составляют пять базовых общебио-
логических явлений, три из которых недавно открыты и 
описаны для стволовой клетки в лаборатории индуци-
рованных клеточных процессов ИЦиГ СО РАН (г. Ново-
сибирск).
1. Присутствие фрагментов экстраклеточной дцДНК в 

периферической крови (Anker et al., 1999; Jahr et al., 
2001; Laktionov et al., 2004).

2. Способность стволовых клеток различного генеза ин-  
тернализовать фрагменты двуцепочечной ДНК естест-
венным природным механизмом (рис. 1). В механизме 
интернализации принимают участие: заряд клеточной 
поверхности, домены связывания гепарина и  кластеры 
положительно заряженных аминокислот, протеоглика-
ны/гликопротеины и скавенджер-рецепторы гликока-
ликса. Интернализация происходит за счет кавеоляр-
ного/клатринового пути (Dolgova et al., 2014; Petrova 
et al., 2022; Ritter et al., 2022).

3. Индукция терминальной дифференцировки стволовых 
клеток доставленными во внутриклеточные компарт-
менты фрагментами дцДНК (рис. 2). На мышиной мо-
дели нами было установлено, что экстраклеточные 
фрагменты дцДНК в форме ПЦР-фрагментов, супер-
скрученной ДНК плазмид, фрагментированной геном - 
ной дцДНК интернализуются в гемопоэтические ство-
ловые клетки (ГСК) естественным природным меха-
низмом. До 14 000 копий ПЦР-фрагментов ~500 п. о. 
(что составляет ~0.2 % гаплоидного генома) могут 
од новременно находиться во внутриклеточных ком-
партментах c-Kit+/Sca1+/CD34+ ГСК и мультипотент-
ных потомков. Доставленные во внутреннее клеточное 
пространство фрагменты дцДНК индуцируют терми-
нальную дифференцировку прогенитора, активацию 
пролиферации клеток-потомков и рост колоний на ми- 

крокристаллической целлюлозе. При этом количество 
ко лоний увеличивается на 15–40 % по сравнению с 
необработанными образцами (Potter et al., 2024). В ко-
лониях большая часть клеток (для мышиной модели) 
представляет собой клетки в состоянии терминальной 
дифференцировки с утратой маркеров примитивных 
предшественников (для мыши это c-Kit+/Sca1+). Мень-
шая часть клеток (до 15 %) сохраняет маркеры незрелых 
клеток. Это свидетельствовало о том, что первично ак-
тивированные обработкой Lin–/c-Kit+/Sca1+ ГСК при 
формировании колоний делятся как несимметрично, 
давая коммитированных предшественников гемопоэза, 
так и симметрично, увеличивая пул низкодифферен-
цированных прогениторов (Potter et al., 2024). Коли-
чество ГСК в суммарном пуле клеток колоний было 
на несколько порядков выше, чем в исходном образце 
клеток костного мозга. Этот факт свидетельствует, что 
найден механизм амплификации (до 15 % примитивных 
клеток для мышиной модели) нового признака, исходно 
возникшего в ГСК клеток костного мозга (0.01 % при-
митивных клеток).

4. Ранее было обнаружено, что в эмбриональных стволо-
вых клетках млекопитающих после индукции их тер-
минальной дифференцировки обработкой ретиноевой 
кислотой формируются пангеномные одноцепочечные 
разрывы, которые восстанавливаются, согласно опубли-
кованным результатам, через 96 ч (Vatolin et al., 1997) 
(рис. 3). Появление пангеномных одноцепочечных 
разрывов переводит хроматин ядра в релаксированную 
форму. В результате последующей репарации одно-
цепочечных разрывов восстанавливается целостность 
генома и создается новая трехмерная архитектура хро-
матина с учетом новых торсионных напряжений, опре-
деляющих его новую 3D организацию в выбранном 
направлении дифференцировки. Считается, что такое 
«вскрытие» генома необходимо для реорганизации то-  
пологии хроматина из стволового состояния в комми-
тированное (Farzaneh et al., 1982; Johnstone, Williams, 
1982). Появление и репарация пангеномных одноцепо-
чечных разрывов представляют собой в чистом виде ре-
паративно-рекомбинационный процесс, манифестиру-
ющий появление в клетке «рекомбиногенной ситуации» 
(Лихачева и др., 2008). Репаративно-рекомбинационная 
молекулярная «машина», осуществляющая процесс раз-
рыва и восстановления хроматина, неизвестна.

5. Способность интернализованных фрагментов дцДНК 
участвовать в репаративных процессах (индуцирован-
ных самими фрагментами либо иными факторами), 
протекающих в клетке, в качестве или субстрата, или 
внешней матрицы для гомологичной рекомбинации 
(Dolgova et al., 2014; Potter et al., 2016, 2017, 2024; Ru-
zanova et al., 2022).
Приведенный выше анонс экспериментальных ма-

териалов свидетельствует, что при попадании дцДНК 
внутрь ГСК происходит индукция терминальной диффе-
ренцировки (коммитирование) и связанная с ней акти-
вация пролиферации прогениторов. Мы полагаем, что 
аналогично процессу терминальной дифференцировки 
и возникновению пангеномных одноцепочечных разры-
вов, наблюдаемых в эмбриональных стволовых клетках, 
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Рис. 1. Интернализация TAMRA-зонда ДНК в стволовые клетки Кребс-2 (A) и В лимфомы, трансформированной вирусом 
Эпштейна–Барра (B). Стрелками обозначены TAMRA+ клетки. На рисунке B видны две сферы. С – сферообразование в 
культуре клеток лимфомы, трансформированной вирусом Эпштейна–Барра. TAMRA+ клетка в течение 20–30 мин объ-
единяется с несколькими близко расположенными клетками. В процессе наблюдения все клетки, находящиеся в поле 
зрения, находятся в непрерывном хаотическом движении. При контакте клеток с TAMRA+ клеткой формируется проч-
ный ассоциат, на основе которого в течение 8–14 ч формируется свободно плавающая сфера (Dolgova et al., 2016, 2019). 
D – розетки костномозговых стромальных ниш, в центре которых находятся TAMRA+ клетки (Ritter et al., 2022). E – мор-
фология анализируемых колоний гранулоцитарно-макрофагального (CFU-GM), эритроидного (BFU-E) и миелоидного 
(CFU-GEMM) ростков кроветворения при индукции препаратом hDNAgr. F  – стимуляция колониеобразования грану-
лоцитарно-макрофагального (CFU-GM), эритроидного (BFU-E) и миелоидного (CFU-GEMM) ростков кроветворения при 
индукции препаратом hDNAgr в сравнении с контролем. Значения представляют собой отношение количества колоний 
при индукции препаратом к числу контрольных колоний, принятому за «1» и обозначенному красной линией. Данные 
представлены в виде медианы, межквартильного диапазона и минимум–максимум диапазона. * – достоверные отличия 
по сравнению с контрольной группой (р < 0.05, парный тест Уилкоксона, n = 6) (Potter et al., 2024).
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Рис. 2. Анализ интернализации двуцепочечного ДНК зонда в ГСК.
А – оценка совместной локализации маркеров примитивных ГСК c-Kit и Sca1 и одновременно способности этих клеток интернализовать двуцепочечный 
TAMRA+ зонд ДНК в интактном костном мозге мыши. В – сравнительные графики содержания клеток, меченных соответствующим маркером, в популя-
ции клеток отдельной колонии. Снижение количества клеток, меченных по маркерам стволовости, может означать, что при индукции препаратом ДНК 
стволовые клетки ушли в дифференцировку. С – анализ интернализации двуцепочечного ДНК зонда AluI  повтора в ГСК Sca1/c-Kit методом ПЦР в режиме 
реального времени. Расчет свидетельствует, что содержание ДНК зонда составляет ~14 000 копий на клетку. D – электрофоретическая подвижность 
ПЦР-фрагмента, полученного с использованием праймеров М13 и матрицы ДНК, выделенной из ГСК мыши, индуцированной hDNAgr и инкубированной 
с фрагментом Alu человека. Слева – продукты ПЦР с матриц «Alu в колониях» и ДНК мыши. Справа – электрофорез продуктов ПЦР в режиме реального 
времени из аналогичных матриц. Стрелки указывают продукты ПЦР, синтезированные с конкатамеризованной AluI ДНК матрицы (Potter et al., 2024).
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показанных в статье (Vatolin et al., 1997), в ГСК при 
коммитировании также индуцируются пангеномные 
одноцепочечные разрывы и, как следствие, развивается 
«рекомбиногенная ситуация» (Лихачева и др., 2008). 
В этот момент доставленные во внутренние компартменты 
стволовых клеток экстраклеточные фрагменты ДНК ста-
новятся естественными участниками рекомбинационных 
процессов, которые связаны с появлением и репарацией 
указанных одноцепочечных разрывов. 

Было сделано предположение, что во время «рекомби-
ногенной ситуации», развившейся в ГСК, возможны раз-
личные репарационно-рекомбинационные события между 
находящимися внутри клетки захваченными экстракле-
точными фрагментами ДНК, которые сами ин дуцировали 
возникновение одноцепочечных разрывов и «рекомби-
ногенную ситуацию», и ДНК хромосом. В результате ука-
занных репарационно-рекомбинационных событий про-
исходит опосредованное естественными мо лекулярными 
процессами изменение определенных хро мосомных ло-
кусов, попавших в зону протекающих репаративных про-
цессов вследствие гомологичного обмена или интеграции 
добавочного хроматина, например, в центромерные или 
теломерные агломераты. Возможно появление транзитных 
интермедиатов репарации. Завершением таких событий 
может быть: 1) интеграция экстраклеточных фрагментов 
в реципиентный геном; 2) реконструктивное  замещение 
гомологичных геномных локусов; 3) появление не инте-
грированных в геном транзитных интермедиатов репара-
ции. Возникшие при этом молекулярные изменения будут 
проявляться на уровне клеток, тканей, органов, функцио-
нальных систем и организма в целом. 

Предполагается, что возможность негомологичного 
встраивания экстраклеточных фрагментов маловероятна 

в связи с отсутствием молекулярной основы такой инте-
грации, а именно нефункциональных двуцепочечных раз-
рывов. Возможность фиксации в геноме негомологичной 
экстраклеточной ДНК может быть связана с «несовер-
шенством» механизма однонитевого отжига и участием 
микрогомологий в указанном процессе.

Концепция природной реконструкции генома
Экстраклеточные фрагменты дцДНК захватываются и 
интернализуются во внутренние компартменты ГСК есте-
ственным природным механизмом. Указанный субстрат 
(экстраклеточные фрагменты дцДНК) «предлагается» 
стволовой клетке в качестве экстраклеточного материала 
или в условиях in vivo, ex vivo или in situ. Доставленные во 
внутренние клеточные компартменты фрагменты дцДНК 
индуцируют терминальную дифференцировку крове-
творных стволовых клеток, одним из маркеров которой 
является возникновение пангеномных одноцепочечных 
разрывов, с которыми экстраклеточные фрагменты вну-
триклеточной локализации приходят в молекулярное 
взаимодействие. Пангеномные одноцепочечные разрывы 
переводят определенный уровень компактизации хрома-
тина ядра в релаксированную форму, что создает условия 
для последующей его реорганизации. В таком состоянии 
хроматин проходит митоз. В результате первого деления 
в одной дочерней клетке восстанавливается трехмерная 
архитектура хроматина исходной клетки со стволовыми 
характеристиками. Во второй дочерней клетке проис-
ходит реорганизация хроматина (репрограммирование) 
и создается новая трехмерная архитектура в выбранном 
направлении дифференцировки клетки с учетом новых 
торсионных напряжений, определяющих новую 3D струк-
туру хроматина. В момент появления и репарации панге-
номных одноцепочечных разрывов в ГСК индуцируется 
«рекомбиногенная ситуация» и создаются условия для 
интеграции доставленных внутрь клетки фрагментов 
в ДНК хроматина. При этом может происходить: 1) за-
мещение гомологичных участков; 2) прямая интеграция 
в гомологичные или негомологичные районы генома 
экстраклеточных фрагментов; 3) образование транзит-
ных интермедиатов. Выбор пути и механизм интеграции 
неизвестны, но предполагается в первую очередь гомоло-
гичный обмен между внешней матрицей и ДНК генома. 
ГСК, в которых произошло «нелегитимное» встраивание 
экстраклеточной негомологичной ДНК, элиминируются 
из популяции ГСК. Принципиальные механистические 
схемы обозначенных процессов представлены в тематиче-
ских экспериментальных частях настоящего цикла работ.

Заключение
Предлагаемая концепция доказывается в серии экспе ри-
ментальных исследований, объединенных в цикл работ 
под общим названием «Концепция природной рекон-
струкции генома». В последующих статьях цикла будут 
рассмотрены вопросы, характеризующие начальные со-
бытия взаимодействия ГСК с экстраклеточными фраг-
ментами дцДНК, и последствия этого взаимодействия, 
приводящие к изменению как структурной и линейной 
организации экстраклеточных фрагментов дцДНК, так 
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Рис.  3.  Гистограмма распределения длины кометных хвостов ДНК 
ядер клеток OTF9-63 до и после культивирования в течение различ-
ного времени в присутствии ретиноевой кислоты.
X – длина кометных хвостов ДНК ядер (цена деления 3 мкм); Z – количе-
ство клеток; а – недифференцированные клетки; b–d – дифференциров-
ка в течение 24, 36 и 96  ч соответственно; e  – недифференцированные 
эмбриональные стволовые клетки, облученные рентгеновскими лучами 
в дозе 200 рад. Длина кометных хвостов среди экспонированных клеток 
включает размер ядра (Vatolin et al., 1997).
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и функционального состояния таргетных гемопоэтиче-
ских предшественников (ГСК). Будут проанализированы 
изменения в геноме, связанные с появлением во внутри-
клеточном пространстве стволовых клеток крови экстра-
клеточных фрагментов дцДНК. В витальных тестах будет 
оценено влияние изменений в геноме ГСК, произошедших 
в результате взаимодействия с фрагментами экстракле-
точной дцДНК, на некоторые биологические параметры 
экспериментальных животных (изменение продолжитель-
ности жизни). И наконец, в кейсовом клиническом иссле-
довании будет проанализирован плейотропный эффект 
воздействия экстраклеточной дцДНК на ГСК человека с 
акцентом на смену статуса гемопоэза (олигоклональный/
нормальный).

Список литературы / References
Ерохин В.Е., Кузнецов А.В. Информационная и регуляторная роль 

растворенного в морской воде органического вещества. Мор. 
экол. журн. 2009;8(2):64-69 

 [Erokhin V.E., Kuznetzov A.V. Informative and regulatory roles of 
dissolved organic matter in seawater. Morskoi Ekologicheskiy Zhur-
nal = Marine Ecol. J. 2009;8(2):64-69 (in Russian)]

Лихачева А.С., Рогачев В.А., Николин В.П., Попова Н.А., Ши-
лов А.Г., Себелева Т.Е., Стрункин Д.Н., Черных Е.Р., Гельф-
гат Е.Л., Богачев С.С., Шурдов М.А. Участие экзогенной ДНК в 
молекулярных процессах, протекающих в соматической клетке. 
Информ. вестн. ВОГиС. 2008;12(3):426-473

 [Likhacheva A.S., Rogachev V.A., Nikolin V.P., Popova N.A., Shi-  
lov A.G., Sebeleva T.E., Strunkin D.N., Chernykh E.R., Gel’f-
gat E.L., Bogachev S.S., Shurdov M.A. Involvement of exogenous 
DNA in the molecular processes in somatic cell. Informatsionnyy 
Vestnik VOGiS = The Herald of Vavilov Society for Geneticists and  
Breeders. 2008;12(3):426-473 (in Russian)]

Almqvist N., Winkler T.H., Mårtensson I.L. Autoantibodies: focus on 
anti-DNA antibodies. Self/Nonself. 2011;2(1):11-18. DOI 10.4161/
SELF.2.1.15087

Andersson J.O. Lateral gene transfer in eukaryotes. Cell. Mol. Life Sci. 
2005;62(11):1182-1197. DOI 10.1007/S00018-005-4539-Z

Anker P., Mulcahy H., Chen X.Q., Stroun M. Detection of circulat-
ing tumour DNA in the blood (plasma/serum) of cancer patients.  
Cancer Metastasis Rev. 1999;18(1):65-73. DOI 10.1023/a:1006260 
319913

Arnalich F., Maldifassi M.C., Ciria E., Quesada A., Codoceo R., Her-
ruzo R., Garcia-Cerrada C., Montoya F., Vazquez J.J., López-Col-
lazo E., Montiel C. Association of cell-free plasma DNA with 
perioperative mortality in patients with suspected acute mesenteric 
ischemia. Clin. Chim. Acta. 2010;411(17-18):1269-1274. DOI 
10.1016/j.cca.2010.05.017

Balaj L., Lessard R., Dai L., Cho Y.J., Pomeroy S.L., Breakefield X.O., 
Skog J. Tumour microvesicles contain retrotransposon elements and 
amplified oncogene sequences. Nat. Commun. 2011;2:180. DOI 
10.1038/ncomms1180

Barbalat R., Ewald S.E., Mouchess M.L., Barton G.M. Nucleic acid re-
cognition by the innate immune system. Annu. Rev. Immunol. 2011; 
29(1):185-214. DOI 10.1146/annurev-immunol-031210-101340

Barber G.N. Cytoplasmic DNA innate immune pathways. Immu-
nol. Rev. 2011a;243(1):99-108. DOI 10.1111/j.1600-065X.2011. 
01051.x

Barber G.N. Innate immune DNA sensing pathways: STING, AIMII 
and the regulation of interferon production and inflammatory re-
sponses. Curr. Opin. Immunol. 2011b;23(1):10-20. DOI 10.1016/ 
j.coi.2010.12.015

Bergsmedh A., Szeles A., Henriksson M., Bratt A., Folkman M.J., 
Spetz A.L., Holmgren L. Horizontal transfer of oncogenes by uptake 
of apoptotic bodies. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001;98(11):6407-
6411. DOI 10.1073/PNAS.101129998

Bianchi D.W., Dennis Lo Y.M. Fetomaternal cellular and plasma DNA 
trafficking: the Yin and the Yang. Ann. NY Acad. Sci. 2001;945:119-
131. DOI 10.1111/J.1749-6632.2001.TB03872.X

Bode C., Zhao G., Steinhagen F., Kinjo T., Klinman D.M. CpG DNA as 
a vaccine adjuvant. Expert Rev. Vaccines. 2011;10(4):499-511. DOI 
10.1586/erv.10.174

Cai J., Han Y., Ren H., Chen C., He D., Zhou L., Eisner G.M., 
 Asico L.D., Jose P.A., Zeng C. Extracellular vesicle-mediated trans-
fer of donor genomic DNA to recipient cells is a novel mechanism 
for genetic influence between cells. J. Mol. Cell Biol. 2013;5(4): 
227-238. DOI 10.1093/JMCB/MJT011

Camussi G., Deregibus M.C., Bruno S., Cantaluppi V., Biancone L. 
Exosomes/microvesicles as a mechanism of cell-to-cell communi-
cation. Kidney Int. 2010;78(9):838-848. DOI 10.1038/KI.2010.278

Castellheim A., Brekke O.L., Espevik T., Harboe M., Mollnes T.E. 
 Innate immune responses to danger signals in systemic inflamma-
tory response syndrome and sepsis. Scand. J. Immunol. 2009;69(6): 
479-491. DOI 10.1111/j.1365-3083.2009.02255.x

Choubey D. DNA-responsive inflammasomes and their regulators in 
autoimmunity. Clin. Immunol. 2012;142(3):223-231. DOI 10.1016/ 
j.clim.2011.12.007

Cocucci E., Racchetti G., Meldolesi J. Shedding microvesicles: arte-
facts no more. Trends Cell Biol. 2009;19(2):43-51. DOI 10.1016/ 
J.TCB.2008.11.003

Dolgova E.V., Proskurina A.S., Nikolin V.P., Popova N.A., Alyam-
kina E.A., Orishchenko K.E., Rogachev V.A., Efremov Y.R., Du-
batolova T.D., Prokopenko A.V., Chernykh E.R., Ostanin A.A., 
Taranov O.S., Omigov V.V., Zagrebelniy S.N., Bogachev S.S., Shur-
dov M.A. “Delayed death” phenomenon: a synergistic action of cy-
clophosphamide and exogenous DNA. Gene. 2012;495(2):134-145. 
DOI 10.1016/j.gene.2011.12.032

Dolgova E.V., Alyamkina E.A., Efremov Y.R., Nikolin V.P., Popo-
va N.A., Tyrinova T.V., Kozel A.V., Minkevich A.M., Andrush-
kevich O.M., Zavyalov E.L., Romaschenko A.V., Bayborodin S.I., 
Taranov O.S., Omigov V.V., Shevela E.Y., Stupak V.V., Mishi-
nov S.V., Rogachev V.A., Proskurina A.S., Mayorov V.I., Shur-
dov M.A., Ostanin A.A., Chernykh E.R., Bogachev S.S. Identifica-
tion of cancer stem cells and a strategy for their elimination. Cancer 
Biol. Ther. 2014;15(10):1378-1394. DOI 10.4161/cbt.29854

Dolgova E.V., Shevela E.Y., Tyrinova T.V., Minkevich A.M., Prosku-
rina A.S., Potter E.A., Orishchenko K.E., Zavjalov E.L., Bayboro-
din S.I., Nikolin V.P., Popova N.A., Pronkina N.V., Ostanin A.A., 
Chernykh E.R., Bogachev S.S. Nonadherent spheres with multiple 
myeloma surface markers contain cells that contribute to sphere 
 formation and are capable of internalizing extracellular double-
stranded DNA. Clin. Lymphoma Myeloma Leuk. 2016;16(10):563-
576. DOI 10.1016/j.clml.2016.06.014

Dolgova E.V., Petrova D.D., Proskurina A.S., Ritter G.S., Kisare-
tova P.E., Potter E.A., Efremov Y.R., Bayborodin S.I., Karamyshe-
va T.V., Romanenko M.V., Netesov S.V., Taranov O.S., Ostanin A.A., 
Chernykh E.R., Bogachev S.S. Identification of the xenograft and 
its ascendant sphere-forming cell line as belonging to EBV-induced 
lymphoma, and characterization of the status of sphere-forming 
cells. Cancer Cell Int. 2019;19(1):120. DOI 10.1186/s12935-019-
0842-x

Ermakov A.V., Konkova M.S., Kostyuk S.V., Egolina N.A., Efremo-
va L.V., Veiko N.N. Oxidative stress as a significant factor for de-
velopment of an adaptive response in irradiated and nonirradiated 
human lymphocytes after inducing the bystander effect by low-dose 
X-radiation. Mutat. Res. 2009;669(1-2):155-161. DOI 10.1016/ 
j.mrfmmm.2009.06.005

Farzaneh F., Zalin R., Brill D., Shall S. DNA strand breaks and ADP-ri-
bosyl transferase activation during cell differentiation. Nature. 1982; 
300(5890):362-366. DOI 10.1038/300362A0

García-Olmo D.C., Picazo M.G., García-Olmo D. Transformation of 
non-tumor host cells during tumor progression: theories and evi-
dence. Expert Opin. Biol. Ther. 2012;12(Suppl.1):S199-207. DOI 
10.1517/14712598.2012.681370

https://doi.org/


L.A. Yakubov, O.S. Taranov, S.V. Sidorov…  
E.R. Chernykh, N.A. Kolchanov, S.S. Bogachev

704 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2024 • 28 • 7

Basic provisions of the concept  
of natural genome reconstruction

Guiducci C., Gong M., Xu Z., Gill M., Chaussabel D., Meeker T., 
Chan J.H., Wright T., Punaro M., Bolland S., Soumelis V., Banche-
reau J., Coffman R.L., Pascual V., Barrat F.J. TLR recognition of 
self nucleic acids hampers glucocorticoid activity in lupus. Nature. 
2010;465(7300):937-941. DOI 10.1038/nature09102

Hohlweg U., Doerfler W. On the fate of plant or other foreign genes 
upon the uptake in food or after intramuscular injection in mice. 
Mol. Genet. Genomics. 2001;265(2):225-233. DOI 10.1007/S0043 
80100450

Holmgren L., Bergsmedh A., Spetz A.L. Horizontal transfer of DNA 
by the uptake of apoptotic bodies. Vox Sang. 2002;83(Suppl.1):305- 
306. DOI 10.1111/J.1423-0410.2002.TB05323.X

Iwasaki A., Medzhitov R. Regulation of adaptive immunity by the 
innate immune system. Science. 2010;327(5963):291-295. DOI 
10.1126/science.1183021

Jahr S., Hentze H., Englisch S., Hardt D., Fackelmayer F.O., Hesch R.D., 
Knippers R. DNA fragments in the blood plasma of cancer patients: 
quantitations and evidence for their origin from apoptotic and ne-
crotic cells. Cancer Res. 2001;61(4):1659-1665. http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed/11245480

Johnstone A.P., Williams G.T. Role of DNA breaks and ADP-ribosyl 
transferase activity in eukaryotic differentiation demonstrated in hu-
man lymphocytes. Nature. 1982;300(5890):368-370. DOI 10.1038/ 
300368A0

Kaczorowski D.J., Scott M.J., Pibris J.P., Afrazi A., Nakao A., Ed-
monds R.D., Kim S., Kwak J.H., Liu Y., Fan J., Billiar T.R. Mam-
malian DNA is an endogenous danger signal that stimulates local 
synthesis and release of complement factor B. Mol. Med. 2012; 
18(1):851-860. DOI 10.2119/molmed.2012.00011

Krieg A.M. CpG motifs in bacterial DNA and their immune effects. 
Annual Rev. Immunol. 2002;20(1):709-760. DOI 10.1146/annurev.
immunol.20.100301.064842

Laktionov P.P., Tamkovich S.N., Rykova E.Yu., Bryzgunova O.E., 
Starikov A.V., Kuznetsova N.P., Sumarokov S.V., Kolomiets S.A., 
Sevostianova N.V., Vlassov V.V. Extracellular circulating nucleic 
acids in human plasma in health and disease. Nucleosides Nucleo-
tides Nucleic Acids. 2004;23(6-7):879-883. DOI 10.1081/NCN-
200026035

Ledoux L. Uptake of DNA by living cells. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. 
Biol. 1965;4:231-267. DOI 10.1016/S0079-6603(08)60790-4

Likhacheva A.S., Nikolin V.P., Popova N.A., Dubatolova T.D., 
Strun kin D.N., Rogachev V.A., Sebeleva T.E., Erofeev I.S., Bo-
gachev S.S., Yakubov L.A., Shurdov M.A. Integration of human 
DNA fragments into the cell genomes of certain tissues from adult 
mice treated with cytostatic cyclophosphamide in combination with 
human DNA. Gene Ther. Mol. Biol. 2007;11(2):185-202

Ludwig A.K., Giebel B. Exosomes: small vesicles participating in in-
tercellular communication. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2012;44(1): 
11-15. DOI 10.1016/j.biocel.2011.10.005

MacDougall C.A., Byun T.S., Van C., Yee M.C., Cimprich K.A. The 
structural determinants of checkpoint activation. Genes Dev. 2007; 
21(8):898-903. DOI 10.1101/gad.1522607

Medzhitov R., Janeway C. Innate immune recognition: mechanisms and 
pathways. Immunol. Rev. 2000;173(1):89-97. DOI 10.1034/j.1600-
065X.2000.917309.x

Palka-Santini M., Schwarz-Herzke B., Hösel M., Renz D., Auerochs S., 
Brondke H., Doerfler W. The gastrointestinal tract as the portal of 
entry for foreign macromolecules: fate of DNA and proteins. Mol. 
Genet. Genomics. 2003;270(3):201-215. DOI 10.1007/S00438-003-
0907-2

Petrova D.D., Dolgova E.V., Proskurina A.S., Ritter G.S., Ruzano-
va V.S., Efremov Y.R., Potter E.A., Kirikovich S.S., Levites E.V., 
Taranov O.S., Ostanin A.A., Chernykh E.R., Kolchanov N.A., 
Bogachev S.S. The new general biological property of stem-like 
tumor cells (Part II: Surface molecules, which belongs to distinc-
tive groups with particular functions, form a unique pattern charac-
teristic of a certain type of tumor stem-like cells). Int. J. Mol. Sci. 
2022;23(24):15800. DOI 10.3390/ijms232415800

Pisetsky D.S., Ullal A.J. The blood nucleome in the pathogenesis of 
SLE. Autoimmun. Rev. 2010;10(1):35-37. DOI 10.1016/j.autrev. 
2010.07.007

Potter E.A., Dolgova E.V., Proskurina A.S., Minkevich A.M., Efre-
mov Y.R., Taranov O.S., Omigov V.V., Nikolin V.P., Popova N.A., 
Bayborodin S.I., Ostanin A.A., Chernykh E.R., Kolchanov N.A., 
Shurdov M.A., Bogachev S.S. A strategy to eradicate well-deve-
loped Krebs-2 ascites in mice. Oncotarget. 2016;7(10):11580-
11594. DOI 10.18632/oncotarget.7311

Potter E.A., Dolgova E.V., Proskurina A.S., Efremov Y.R., Minke-
vich A.M., Rozanov A.S., Peltek S.E., Nikolin V.P., Popova N.A., 
Seledtsov I.A., Molodtsov V.V., Zavyalov E.L., Taranov O.S., Bai-
borodin S.I., Ostanin A.A., Chernykh E.R., Kolchanov N.A., Bo-
gachev S.S. Gene expression profiling of tumor-initiating stem cells 
from mouse Krebs-2 carcinoma using a novel marker of poorly dif-
ferentiated cells. Oncotarget. 2017;8(6):9425-9441. DOI 10.18632/
ONCOTARGET.14116

Potter E.A., Dolgova E.V., Proskurina A.S., Ruzanova V.S., Efre-
mov Y.R., Kirikovich S.S., Oshikhmina S.G., Mamaev A.L., Tara-
nov O.S., Bryukhovetskiy A.S., Grivtsova L.U., Kolchanov N.A., 
Ostanin A.A., Chernykh E.R., Bogachev S.S. Stimulation of mouse 
hematopoietic stem cells by angiogenin and DNA preparations. 
Braz. J. Med. Biol. Res. 2024;57:e13072. DOI 10.1590/1414-431X 
2024E13072

Raposo G., Stoorvogel W. Extracellular vesicles: exosomes, micro-
vesicles, and friends. J. Cell Biol. 2013;200(4):373-383. DOI 
10.1083/JCB.201211138

Rashed M.H., Bayraktar E., Helal G.K., Abd-Ellah M.F., Amero P., 
Chavez-Reyes A., Rodriguez-Aguayo C. Exosomes: from garbage 
bins to promising therapeutic targets. Int. J. Mol. Sci. 2017;18(3): 
538. DOI 10.3390/IJMS18030538

Ratajczak J., Wysoczynski M., Hayek F., Janowska-Wieczorek A., 
Ratajczak M.Z. Membrane-derived microvesicles: important and 
underappreciated mediators of cell-to-cell communication. Leuke-
mia. 2006;20(9):1487-1495. DOI 10.1038/sj.leu.2404296

Ritter G., Dolgova E.V., Petrova D.D., Efremov Y.R., Proskuri-
na A.S., Potter E.A., Ruzanova V.S., Kirikovich S.S., Levites E.V., 
Taranov O.S., Ostanin A.A., Chernykh E.R., Kolchanov N.A., Bo-
gachev S.S. The new general biological property of stem-like tumor 
cells (Part I. Peculiarities of the process of the double-stranded DNA 
fragments internalization into stem-like tumor cells). Front. Genet. 
2022;13:954395. DOI 10.3389/fgene.2022.954395

Ronquist G. Prostasomes are mediators of intercellular communication: 
from basic research to clinical implications. J. Intern. Med. 2012; 
271(4):400-413. DOI 10.1111/j.1365-2796.2011.02487.x

Ruzanova V., Proskurina A., Efremov Y., Kirikovich S., Ritter G., Le-
vites E., Dolgova E., Potter E., Babaeva O., Sidorov S., Taranov O., 
Ostanin A., Chernykh E., Bogachev S. Chronometric administra-
tion of cyclophosphamide and a double-stranded DNA-mix at in-
terstrand crosslinks repair timing, called “Karanahan” therapy, is 
highly efficient in a weakly immunogenic Lewis carcinoma model. 
Pathol. Oncol. Res. 2022;28:1610180. DOI 10.3389/PORE.2022. 
1610180

Sakamoto Y., Ochiya T., Yoshioka Y. Extracellular vesicles in the breast 
cancer brain metastasis: physiological functions and clinical ap-
plications. Front. Hum. Neurosci. 2023;17:1278501. DOI 10.3389/
FNHUM.2023.1278501

Saukkonen K., Lakkisto P., Varpula M., Varpula T., Voipio-Pulkki L.M., 
Pettilä V., Pulkki K. Association of cell-free plasma DNA with hos-
pital mortality and organ dysfunction in intensive care unit patients. 
Intensive Care Med. 2007;33(9):1624-1627. DOI 10.1007/s00134-
007-0686-z

Schubbert R., Lettmann C., Doerfler W. Ingested foreign (phage M13) 
DNA survives transiently in the gastrointestinal tract and enters the 
bloodstream of mice. Mol. Gen. Genet. 1994;242(5):495-504. DOI 
10.1007/BF00285273

Schubbert R., Renz D., Schmitz B., Doerfler W. Foreign (M13) DNA 
ingested by mice reaches peripheral leukocytes, spleen, and  liver 



Основные положения концепции  
природной реконструкции генома

Л.А. Якубов, О.С. Таранов, С.В. Сидоров…  
Е.Р. Черных, Н.А. Колчанов, С.С. Богачев

2024
28 • 7

705МОЛЕКУЛЯРНАЯ И КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ / MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 13.06.2024. После доработки 21.08.2024. Принята к публикации 05.09.2024. 

via the intestinal wall mucosa and can be covalently linked to 
mouse DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1997;94(3):961-966. DOI 
10.1073/PNAS.94.3.961

Schubbert R., Hohlweg U., Renz D., Doerfler W. On the fate of orally 
ingested foreign DNA in mice: chromosomal association and pla-
cental transmission to the fetus. Mol. Gen. Genet. 1998;259(6):569-
576. DOI 10.1007/S004380050850

Sharma S., Fitzgerald K.A. Innate immune sensing of DNA. PLoS 
Pa thog. 2011;7(4):e1001310. DOI 10.1371/JOURNAL.PPAT. 
1001310

Sibbald S.J., Eme L., Archibald J.M., Roger A.J. Lateral gene trans-
fer mechanisms and pan-genomes in eukaryotes. Trends Parasitol. 
2020;36(11):927-941. DOI 10.1016/J.PT.2020.07.014

Simons M., Raposo G. Exosomes – vesicular carriers for intercellular 
communication. Curr. Opin. Cell Biol. 2009;21(4):575-581. DOI 
10.1016/j.ceb.2009.03.007

Soucy S.M., Huang J., Gogarten J.P. Horizontal gene transfer: building 
the web of life. Nat. Rev. Genet. 2015;16(8):472-482. DOI 10.1038/
NRG3962

Takeshita F., Ishii K.J. Intracellular DNA sensors in immunity. Curr. 
Opin. Immunol. 2008;20(4):383-388. DOI 10.1016/j.coi.2008.05.009

Tetta C., Bruno S., Fonsato V., Deregibus M.C., Camussi G. The role of 
microvesicles in tissue repair. Organogenesis. 2011;7(2):105-115. 
DOI 10.4161/org.7.2.15782

Vatolin S.Y., Okhapkina E.V., Matveeva N.M., Shilov A.G., Baiboro-
din S.I., Philimonenko V.V., Zhdanova N.S., Serov O.L. Scheduled 
perturbation in DNA during in vitro differentiation of mouse embryo-
derived cells. Mol. Reprod. Dev. 1997;47(1):1-10. DOI 10.1002/
(SICI)1098-2795(199705)47:1<1::AID-MRD1>3.0.CO;2-R

Xia J., Guo Z., Yang Z., Han H., Wang S., Xu H., Yang X., Yang F., 
Wu Q., Xie W., Zhou X., Dermauw W., Turlings T.C.J., Zhang Y. 
Whitefly hijacks a plant detoxification gene that neutralizes plant 
toxins. Cell. 2021;184(7):1693-1705.e17. DOI 10.1016/J.CELL. 
2021.02.014

Yakubov L., Rogachev V., Likhacheva A., Bogachev S., Sebeleva T., 
Shilov A., Baiborodin S., Petrova N., Mechetina L., Shurdov M., 
Wickstrom E. Natural human gene correction by small extracellular 
genomic DNA fragments. Cell Cycle. 2007;6(18):2293-2301. DOI 
10.4161/cc.6.18.4729

Zou L. Single- and double-stranded DNA: building a trigger of ATR-
mediated DNA damage response. Genes Dev. 2007;21(8):879-885. 
DOI 10.1101/gad.1550307



Молекулярно-генетическая и морфологическая 
характеристика Micractinium thermotolerans и M. inermum 
(Trebouxiophyceae, Chlorophyta) из пирокластических 
отложений полуострова Камчатка (Россия)
Р.З. Сущенко  , В.Ю. Никулин , В.Б. Багмет , А.Ю. Никулин 

Федеральный научный центр биоразнообразия наземной биоты Восточной Азии Дальневосточного отделения Российской академии наук, 
Владивосток, Россия

 allaguvatova@yandex.ru

Аннотация. В ходе исследования разнообразия водорослей пирокластических отложений вулканов Шивелуч 
и Горелый (полуостров Камчатка) были выделены Chlorella-подобные штаммы зеленых водорослей VCA-72 и 
VCA- 93 из проб, отобранных вдоль русла р. Байдарная на вулкане Шивелуч и на выходе термальных паров по 
краю кальдеры на южном склоне вулкана Горелый в 2018 и 2020 гг. соответственно. Идентификация штаммов вы-
полнялась в рамках комплексного подхода микроскопическими и молекулярно-генетическими методами, вклю-  
чающими предварительную идентификацию, получение нуклеотидных последовательностей малой субъеди-
ницы и внутреннего транскрибируемого спейсера рРНК, построение филогенетических деревьев и вторичных 
структур участков ITS1 и ITS2 рРНК. На филогенетическом древе штамм VCA-93 кластеризовался в видовой кладе 
Micractinium thermotolerans. При сравнении моделей спиральных доменов ITS1 и ITS2 у M. thermotolerans различий 
не выявлено. Штамм VCA-72 занимал базальное положение в кладе M. inermum. Модели вторичной структуры спи-
ралей штамма VCA-72 в целом были сходны с моделями для M. inermum, однако отмечена внутривидовая вариа-
бельность, обусловленная в основном заменами в верхушечных и боковых петлях. В спиральных участках иссле-
дуемых штаммов M. inermum обнаружено пять замен hCBC, тогда как замен CBC обнаружено не было. Детальный 
анализ морфологии и жизненного цикла позволил выявить в стареющих культурах клетки, которые по размеру 
значительно превышают вегетативные и имеют грушевидную, овальную и эллипсоидную формы с неглубоким 
широким сужением в центре. Также в стареющих культурах обоих видов были выявлены клетки с бесцветными 
липидными каплями. Способность синтезировать и накапливать липиды говорит о большом потенциале штаммов 
для производства биодизельного топлива. Обзор местообитаний предыдущих и новых находок позволяет сде-
лать вывод об экологической пластичности исследуемых видов. Полученные результаты допол няют сведения о 
биогеографии видов: M. inermum обнаружен впервые на территории России, а M. thermotolerans – на полуострове 
Камчатка.
Ключевые слова: микроводоросли; флористические находки; комплексный подход; морфология; филогения; 
 вторичная структура ITS рРНК.
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Abstract. During the study of algal diversity in pyroclastic deposits of the Kamchatka Peninsula, Chlorella-like green algae 
strains VCA-72 and VCA-93 were isolated from samples collected from along the Baydarnaya river bed on the Shiveluch 
volcano in 2018 and at the outlet of thermal vapors along the edge of the caldera on the southern slope of the Gorely 
volcano in 2020. Identification of the strains was carried out within the framework of an integrative approach using 
microscopic and molecular genetic methods, including preliminary taxon identification, obtaining nucleotide sequen-
ces of the small subunit and the internal transcribed spacer rRNA, reconstruction of phylogenetic trees and secondary 
structures of the ITS1 and ITS2 rRNA regions. On the phylogenetic tree, strain VCA-93 was clustered in the Micractinium 
thermotolerans species clade. No differences were found when comparing the helical domain models of ITS1 and ITS2 in 
M. thermotolerans. Strain VCA-72 occupied a basal position in the M. inermum clade. The secondary structure patterns of 
the helices of strain VCA-72 were generally similar to those of M. inermum, but intraspecific variability was noted, mainly 
due to substitutions in the apical and lateral loops. Five hCBC substitutions were found in the helical regions of the 
 studied M. inermum strains, while no CBC substitutions were found. A detailed analysis of morphology and life cycle al-
lowed us to identify the characteristics of the cells in aging cultures: their size was significantly higher than in vegetative 
ones and they were pear-shaped, oval, and ellipsoidal with a shallow, wide constriction in the center. In addition, cells 
with colorless lipid droplets were detected in aging cultures of both species. The ability to synthesize and accumulate 
lipids indicates the great potential of the strains for the production of biodiesel fuel. A review of the habitats of previous 
and new findings allowed us to note the ecological plasticity of the studied species. The results obtained complement 
the information on the biogeography of the species: this is the first record of M. inermum for the territory of Russia, and 
that of M. thermotolerans, for the Kamchatka Peninsula.
Key words: microalgae; floristic findings; integrative approach; morphology; phylogeny; secondary structure of ITS rRNA.
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Введение
Род Micractinium Fresenius (Trebouxiophyceae, Chloro
phyta) включает в себя Chlorellaподобные зеленые во
доросли, среди которых встречаются симбиотические 
(M. con ductrix (Brandt) Pröschold et Darienko, M. tetrahy
menae Pröschold, Pitsch et Darienko) и свободноживущие 
организмы. В настоящее время в составе рода насчиты
вается 24 вида (Guiry M.D., Guiry G.M., 2024). Типовым 
видом является M. pusillum Fresenius, характеризующий
ся коккоидной организацией и образующий колонии из 
2–4 клеток и щетинки (Fresenius, 1858). Предполагалось, 
что способность образовывать колонии и наличие щети
нок – отличительные признаки вида (Komárek, Fott, 1983), 
однако было показано, что эти свойства проявлялись как 
защитный механизм только в ответ на совместное куль
тивирование с коловраткой Brachionus calyciflorus Pallas, 
в отсутствие же альгофагов признаки не возникали (Luo 
et al., 2005, 2006). Кроме того, присутствие зоопланктона 
не всегда приводило к образованию щетинок и колоний у 
представителей Micractinium (Pröschold et al., 2011). На
пример, M. сonductrix, M. inermum Hoshina et Fujiwara и 
другие виды рода не имеют щетинок и морфологически 
напоминают водоросли рода Chlorella (Pröschold et al., 
2011; Hoshina, Fujiwara, 2013; Hong et al., 2015).

Гомопластичные признаки, приводящие к сходству 
между родами Chlorella и Micractinium, вызывают труд
ности при идентификации таксонов с использованием 
только морфологических данных. Применение комплекс
ного подхода, объединяющего традиционные методы ми  
кроскопии и молекулярнофилогенетический анализ, по
зволяет различить не только таксоны, бедные на диагно
стические признаки, но и криптические виды (Komárek 
et al., 2014; Darienko, Pröschold, 2019).

Представители рода Micractinium являются известны
ми объектами биотехнологических исследований. Ф. Кин
тасНуньес с соавторами (QuintasNunes et al., 2023) по

казали ростостимулирующее влияние экссудатов Micrac
tinium sp. NFXFRZ на растения томата, которое могло 
быть обусловлено фитогормонами, синтезированными 
водорослями. Выявлена способность M. inermum F014 
очищать радиоактивные сточные воды (Kim et al., 2019). 
Л. Буараб с коллегами (Bouarab et al., 2004) обнаружили, 
что M. pusillum способен расти в миксотрофных условиях; 
это может обеспечить возможности для промышленного 
культивирования микроводорослей с достижением высо
кой плотности культуры. В ряде публикаций подтверж
де на пригодность Micractinium sp. для производства био
топлива (AbouShanab et al., 2014; Onay et al., 2014).

В ходе изучения разнообразия водорослей пироклас
тических отложений вулканов Шивелуч и Горелый (по
луостров Камчатка) выделены Chlorellaподобные кло
нальные культуры зеленых водорослей, которые были 
предварительно определены как виды рода Micractinium. 
Целью работы была видовая идентификация представите
лей рода Micractinium с помощью комплексного подхода.

Материалы и методы
Отбор проб, выделение штаммов, культивирование. 
Материалом для работы послужили Chlorellaподобные 
клональные культуры зеленых водорослей VCA72 и 
VCA93. Штамм VCA72 был выделен из пробы пиро
кластических отложений, отобранной вдоль русла р. Бай
дарная на вулкане Шивелуч (56°33.98ʹ N, 161°8.41ʹ E) в 
2018 г. Штамм VCA93 выявлен из пробы, отобранной на 
выходе термальных паров по краю кальдеры на южном 
склоне вулкана Горелый (52°33.306ʹ N, 158°01.742ʹ E), 
где температура отложений составляла ~32 °C, в 2020 г. 
(рис. 1). На вулкане Горелый биотоп характеризовался 
отсутствием растительности, а при отборе проб наблюда
лось таяние близлежащих снежников и испарение влаги. 
Отбор проб проводился с использованием классических 
микробиологических методов (Голлербах, Штина, 1969).
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Для получения накопительных культур на чашки Пет
ри со стерильной жидкой модифицированной средой 
WarisH (McFadden, Melkonian, 1986; Andersen, 2005) 
(При ложение 1)1 и жидкой модифицированной средой 
Болда с утроенным содержанием азота и добавлением 
витаминов (Starr, Zeikus, 1993; Schlӧsser, 1997; Andersen, 
2005) (см. Приложение 1) помещали почвенную пробу 
массой не более 1 г и осуществляли культивирование. 
Накопительные культуры регулярно проверяли на рост 
водорослей с использованием инвертированного микро
скопа Olympus CK30 (Olympus, Япония) с максимальным 
увеличением ×400.

Чистые культуры выделяли микропипеточным спо
собом (Andersen, 2005) и культивировали в модифици
рованной жидкой среде WarisH. Культуры водорослей 
хранили при освещенности 117–120 люкс, температуре 
24.9 °C, влажности 16 % и при чередовании световой и 
темновой фаз 16:8 ч.

Световая микроскопия, изучение морфологии. Мор
фологию водорослей исследовали с использованием ми
кроскопа Olympus BX 53 (Olympus, Япония), с реализа
цией дифференциальноинтерференционного контраста. 
Микрофотографии выполняли при помощи фотокамеры 
Olympus DP 27 (Olympus) при увеличении ×1000. Для 
выявления границ варьирования морфологических при
знаков для каждого штамма были проанализированы па
раметры 50 вегетативных клеток.
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx24.pdf

Молекулярно-генетический анализ. Идентифика
ция штаммов выполнялась молекулярногенетическими 
методами, включающими получение нуклеотидных по
следовательностей малой субъединицы и внутреннего 
транскрибируемого спейсера рРНК (18S+ITS рРНК; со
гласно протоколу (Nikulin et al., 2023)), построение фило
генетических деревьев и вторичных структур участков 
ITS1 и ITS2 рРНК.

Для выделения ДНК клеточную биомассу отбирали во 
время экспоненциальной фазы роста и концентрирова
ли центрифугированием. Общую геномную ДНК выде
ляли согласно методу Ц.С. Эхта с соавторами (Echt et al.,  
1992), с некоторыми модификациями (Abdullin et al., 
2021). Амплификацию проводили методом полимераз
ной цепной реакции (ПЦР) в амплификаторе T100 Ther
mal Cycler (BioRad Laboratories, Inc., США) с набором 
Encyclo Plus («Евроген», Россия), праймерами 82F (5ʹGA 
AACTGCGAATGGCTC3ʹ) (LópezGarcía et al., 2003) и 
ITS4R (5ʹTCCTCCGCTTATTGATATGC3ʹ) (White et al., 
1990). Параметры ПЦР: начальная денатурация при 96 °С 
в течение 3 мин, затем 30 циклов, включающих денатура
цию при 96 °С – 1 мин, отжиг при 55 °С – 2 мин, элонга
цию при 68 °С – 3 мин. Далее следовала финальная элон
гация при 68 °С – 7 мин (Mikhailyuk et al., 2018).

Секвенирование производилось с помощью оборудо
вания ЦКП «Биотехнология и генетическая инженерия» 
ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН, генетического анали
затора ABI 3500 (Applied Biosystems, США). Продукты 
ПЦР секвенировали в обоих направлениях с набором для 
секвенирования BigDye Terminator v. 3.1 (Applied Bio sys
tems) и теми же праймерами, которые использовались для 
ПЦР. Дополнительно применяли праймеры SSU528F800 
(5ʹCGGTAATTCCAGCTCC3ʹ) (HoefEmden, Melkonian, 
2003), 920F (5ʹGAAACTTAAAKGAATTG3ʹ) (Marin et 
al., 1998), n1400R (5ʹGGTAGGAGCGACGGGCGGTGT 
GTAC3ʹ) (Marin et al., 2003) и Bd18SF1 (5ʹTTTGTACA 
CACCGCCCGTCGC3ʹ) (Goka et al., 2009). Последова
тельности собирали в пакете программ Staden v.1.4 (Bon
field et al., 1995) и сравнивали с другими штаммами, до
ступными в Национальном центре биотехнологической 
информации (NCBI, США), с помощью поиска BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Выбор репрезен
тативных последовательностей для филогенетического 
анализа осуществлялся на основании набора данных зеле
ных водорослей рода Micractinium (Krivina et al., 2023), 
который включал 48 последовательностей 18S+ITS рРНК 
(2418 выровненных позиций). В качестве внешней груп 
 пы в набор данных добавлена последовательность таксо
на Chlorella vulgaris Beijerinck, представляющая филоге
нетически отдаленную линию. Последовательности вы
равнивались в программе SeaView (Galtier et al., 1996) с 
коррекцией выравнивания вручную. Наиболее подходя
щая модель нуклеотидных замен для нашего набора дан
ных определялась на основе информационного критерия 
Акаике (AIC) (Akaike, 1974) в программе jModelTest 2.1.1 
(Darriba et al., 2012).

Построение филогенетических деревьев осуществля
лось методом максимального правдоподобия (ML) и бай
есовским подходом (BI). Анализ методом ML проводился 
с использованием сервера RAxML v. 7.7.1 (http://embnet.

Рис. 1. Карта региона исследования и места отбора проб: 1 – вулкан 
Шивелуч, 2 – вулкан Горелый.
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vitalit.ch/raxmlbb/) (Kozlov et al., 2019), BI – программы 
MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck, Ronquist, 2001). При BI ана
лизе создавали 5 млн генераций цепей Маркова, отбирая 
пробы каждые 100 генераций, т. е. 50 000 проб. Первые 
25 % проб (до выхода значений lnL на плато) исключа
лись из анализа как “burnin”. Конвергенция Марковских 
цепей МонтеКарло (MCMC) к стационарному распреде
лению была оценена визуально с помощью программы 
Tracer 1.7.1 (Rambaut et al., 2018) по диаграмме апостери
орных вероятностей. Все значения ESS были больше 200. 
Устойчивость узлов филогенетических деревьев, получен
ных методом ML, рассчитана с помощью сервера RAxML 
методом бутстрепа (bootstrap percentage, BP) (Stamatakis 
et al., 2008) и определением апостериорных вероятностей 
(posterior probabilities, РР) в ВI. Значения BP менее 50 % 
и РР менее 0.95 не рассматривались. Филогенетические 
деревья визуализировали с помощью программы FigTree 
v. 1.4.4 (Rambaut, 2018).

Для подтверждения идентификации штаммов сравни
вались вторичные структуры участков ITS1 и ITS2 рРНК 
между филогенетически родственными (близкими) после
довательностями. Построение вторичных структур осу
ществляли на основе моделей, разработанных для пред
ставителей рода Micractinium (Chae et al., 2019; Krivina et 
al., 2023), с помощью вебсервера UNAFold (http://www.
unafold.org/mfold/applications/rnafoldingform.php) (Zuker, 
2003) и визуализировали в программе VARNA (Darty et 
al., 2009). Далее производили поиск компенсаторных и 
полукомпенсаторных замен оснований (CBC, hCBC) (Cai  
sová et al., 2013) и других молекулярных признаков, от
личающих штаммы.

Результаты и обсуждение

Молекулярно-генетический анализ
Последовательности участка, включающего 18S–ITS1–
5.8S–ITS2 рРНК штаммов VCA93 и VCA72, депони
рованы в базу данных GenBank под номерами доступа 
PP501334 и PP501335 соответственно. BLAST поиск 
позволил установить их высокое сходство с последова
тельностями Micractinium sp. (M. thermotolerans) (Krivi
na et al., 2023) ACSSI 332 MT784118 (99.91 %) и M. iner
mum NLPF014 KF597304 (99.29 %).

На филогенетическом древе штамм VCA93 кластери
зовался в установленной только топологически видовой 
кладе M. thermotolerans со штаммами ACSSI 332 (голотип) 
и IC76 (рис. 2). Все три штамма обнаружены на терри
тории РФ: пов Камчатка, Чукотский полуостров (Krivina 
et al., 2023) и ЗападноСибирская равнина (Piligaev et al., 
2018) соответственно. Родственной им является клада с 
умеренной статистической поддержкой (73/0.98, BP/PP), 
включающая штаммы Micractinium sp. из Африки – TvB 
(выделенный из горячих источников Тивериады), SH (из 
карстовой воронки рядом с ЭйнГеди), CCAP 211/92 (по
чвенная проба с Сейшельских островов). 

Как отмечалось ранее, в отличие от «африканских» 
штаммов, для всех представителей M. thermotolerans 
ха рактерно отсутствие интрона во второй четверти гена 
18S (Krivina et al., 2023). Это справедливо и для штамма 

VCA93. Сестринским видом оказался M. tetrahymenae 
SAG 2587.

Штамм VCA72 занимал базальное положение в уме
ренно поддержанной кладе M. inermum (81/0.98) (см. 
рис. 2). В сестринском положении к нему находилась 
клада (89/0.99), составленная из близкородственных 
штаммов, обнаруженных в Северной Америке, Европе и 
Азии: HS26 (пустыня Сонора в Аризоне, США) (Ganuza 
et al., 2016), NLPF014 (р. Накдонг, Южная Корея) (Park 
et al., 2015), KM114868 (УэстонПаркПонд, Великобри
тания) (Smith et al., 2015) и NIES2171 (Ботанический сад 
Сендай, Япония) (Hoshina, Fujiwara, 2013). Таким образом, 
географическая структурированность в кладе M. iner
mum отсутствовала. Наиболее близкими к кладе M. iner
mum оказались видовые клады M. lacustre, M. variabile, 
M. simplicissimum и один образец M. singularis.

Вторичные структуры ITS1 и ITS2 рРНК
Вторичные структуры участков ITS1 и ITS2 изученных 
штаммов соответствовали общепринятым моделям, раз
работанным для эукариотических организмов, в частности 
зеленых водорослей (Coleman, 2000, 2015). Модели спи
ральных доменов ITS1 и ITS2 штамма VCA93 и штаммов 
M. thermotolerans ACSSI 332 и IC76 (Приложение 2) 
характеризовались отсутствием замен между собой.

Представленные модели вторичной структуры спиралей 
штамма VCA72 в целом были сходны с моделями для 
M. inermum (рис. 3).

Спираль I в ITS1 и спирали I, II в ITS2 были мономорф
ны, однако во всех других спиралях ITS у сравниваемых 
штаммов M. inermum отмечена внутривидовая вариа
бельность. Несмотря на это, консервативность струк ту ры 
обусловлена преимущественной локализацией замен в 
вер ху шечных либо боковых петлях и наличием hCBC, 
сохраняющих парность оснований. По числу нуклеотид
ных отличий участки ITS1 ожидаемо оказались менее 
консервативными по сравнению с ITS2 (десять отличий 
против четырех). Большинство замен нуклеотидов в обоих 
спейсерах (десять замен) отличали наш штамм от осталь
ных четырех, однако встречались замены и делеции (че
тыре), характеризующие конкретные штаммы (см. рис. 3). 
В спиралях обнаружено пять замен hCBC (три hCBC в 
ITS1: U→C в поз. 12 и 34 спирали III, A→G в поз. 17 
спирали IV; две hCBC в ITS2: C→U в поз. 29 спирали III, 
U→C в поз. 26 спирали IV), в то время как замен CBC об
наружено не было. Топология основания спирали IV ITS2 
штамма KM114868 отличалась от остальных (см. рис. 3).

Согласно CBCконцепции вида (Wolf et al., 2013), от
сутствие CBC в ITS2 свидетельствует о принадлежности 
сравниваемых штаммов к одному виду. Таким образом, на 
основании результатов филогенетического анализа и мо
делирования вторичных структур нами достоверно иден  
тифицированы исследуемые штаммы: VCA93 принадле
жит виду M. thermotolerans Krivina, Sinetova, Sav chen ko, 
Degtyarev, Tebina et Temraleeva, а VCA72 – к M. iner mum. 
Исследованный генотип последнего, ввиду наличия уни
кальных нуклеотидных замен, позволил добавить новые 
данные в пул молекулярного разнообразия участка ITS 
рРНК вида M. inermum.
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Морфология, размножение и экология 
Micractinium thermotolerans Krivina, Sinetova, Savchenko, 
Degtyarev, Tebina et Temraleeva (рис. 4, а–е). Клетки сфе
рической формы, диаметром 3.2–6.5 мкм, без щетинок 
(см. рис. 4, а, б). Молодые клетки имеют треугольную, 
эллипсоидную (3.0–5.6 × 3.3–5.9 мкм) или неправильную 
формы. Хлоропласт пристенный, чашевидный со сфери
ческим пиреноидом, имеющим крахмальную обвертку. 
Размножение 2–4 автоспорами (см. рис. 4, в–д). Размер 
спорангия 4.4–6.7 мкм в диаметре. Равноразмерные авто
споры треугольной или неправильной формы диаметром 
до 2 мкм освобождаются путем разрыва материнской 

оболочки. Клеточные оболочки остаются заметными в 
культуре после высвобождения автоспор. 

Клеточная стенка тонкая, в стареющих культурах замет
но ее равномерное утолщение. В 6месячных культурах 
встречаются грушевидные, овальные и эллипсоидные 
клетки с неглубоким широким сужением в центре, до
стигающие в длину 7.3–10.5 мкм (см. рис. 4, е).

Обнаружение клеток, значительно превышающих раз
меры зрелых вегетативных, согласуется с наблюдениями 
Е. Кривиной с коллегами (Krivina et al., 2023). Ими пока
зано, что инкубация при повышенной нелетальной тем
пературе приводит к появлению в культуре одиночных или 

Chlorella vulgaris SAG 211-11b FM205832

M. inermum

M. simplicissimum

M. belenophorum

M. kostikovii

M. pusillum

M. variabile

M. lacustre

Chlorella-like algae HS26 KU641127

M. singularis KSF0094 MN414469

NIES-2171 JX889641
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KSF0085 MN414468

ACSSI 343 MW939911

CCAP 271/1 FM205880
SAG 42.98 FM205879

ACSSI 344 MW939912

ACSSI 287 MT780113
ACSSI 198 MK235183; MT010393

ACSSI 345 MW939913

KNUA029 KM243319; KM243321

Micractinium sp. KNUA032 KM243322; KM243324
M. conductrix SW1-ZK AB437244
M. conductrix EdL_Cl1_MAF KF887344; KF887345

M. conductrix SAG 241.80 FM205851
Uncultured Micractinium sp. PB-SW1 AB206547

Micractinium sp. CCAP 211/11F FM205877

SAG 13.81 FM205866

SAG 48.93 FM205838
SAG 72.80 FM205837

IC-76 MF629793
ACSSI 332 MT784118

VCA-93 PP501334

M. tetrahymenae SAG 2587 LT605003

CCAP 248/11 FM205867
CCAP 248/4 FM205868
CCAP 248/5 FM205836

CCAP 248/6 FM205872

CCAP_248/3 FM205875
CCAP_248/1 FM205874

Micractinium sp. CCAP 248/7 FM205835

Micractinium sp. GB1k AB917105
M. bornhemiense NIES 455 JX889640

Micractinium sp. NIES-151 JX889642

Micractinium sp. TvB KM820917
Micractinium sp. SH KM820919

Micractinium sp. CCAP 211/92 FM205863

Micractinium thermotolerans

Uncultured Micractinium sp. 1660/12 AB260894

M. conductrix CCAP 211/83 FM205852

KNUA034 KM243325; KM243327

VCA-72 PP501335

98/0.99

80/0.97

87/0.98

82/0.97

73/0.98

91/0.99

91/0.99

10 %

Рис. 2. ML-древо, иллюстрирующее филогенетическое положение штаммов VCA-93 и VCA-72 (выделены жирным шриф-
том) среди представителей рода Micractinium на основании сравнения последовательностей 18S+ITS рРНК (2418 выров-
ненных позиций; GTR+I+G модель).
Указаны поддержки узлов в анализах ML/BI (BP ≥ 50 % и PP ≥ 0.95). Узлы с максимальной поддержкой (100/1.00) обозначены звез-
дочками. Ветвь, относящаяся к внешней группе, укорочена (показано только 10 % длины). Масштабная линейка – число нуклео-
тидных замен на позицию.
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Рис. 3. Модели вторичной структуры спиральных доменов ITS1 и ITS2 штамма VCA-72.
Различия в нуклеотидных последовательностях со штаммами M. inermum HS26, NLP-F014, KM114868 и NIES-2171 указаны выносками в соот-
ветствии с легендой. Спираль IV ITS2 штамма KM114868 показана отдельно (справа внизу) ввиду топологических отличий.
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Micractinium inermum Hoshina 
et Fujiwara (см. рис. 4, ж–к). Оди
ночные клетки сферической (4.3– 
5.0 мкм) (см. рис. 4, ж), каплевидной 
или эллипсоидной формы (2.2–4.7 × 
3.0–5.0 мкм), без щетинок. Хлоро
пласт одиночный, чашевидный, с 
выраженным пиреноидом. Бесполое 
размножение двумя автоспорами. 
Клетки в стареющих культурах сфе
рические (5.7–7.9 мкм) или эллип
соидные, с неглубоким широким су
жением в центре (см. рис. 4, з), до
стигают в длину 8.4–10.7 мкм и ха
рактеризуются наличием липидных 
капель соразмерно их величине (см.  
рис. 4, и, к).

В цитоплазме стареющих и по
коящихся клеток происходит накоп
ление в виде отдельных мелких или 
одной большой липидной капли, бес
цветной или окрашенной в желтый, 
оранжевый, красный цвета (Андрее
ва, 1998). Вероятно, цвет каплям ли
пидов придают каротиноиды и их 
производные, которые накапливают
ся в липидных глобулах. Их можно 
обнаружить с помощью световой ми
кроскопии в виде сферических цвет
ных тел на стадиях покоя многих ви  
дов зеленых водорослей (Weiss, 1983). 
Например, для Haematococcus plu
vialis Flotow было показано, что ли
пидные капли имели красноватый 
цвет изза присутствия жирораство
римого каротиноида – астаксантина 
(Ota et al., 2018). Согласно нашим 
наблюдениям, для стареющих клеток 
M. inermum VCA72 характерно на
личие бесцветных липидных капель 
(см. рис. 4, з–к).

Обнаружение липидных капель в 
клетках является также признаком ис
тощения культуры, в том числе азот
ного голодания. Так, в работе (Zhan 
et al., 2016) отмечены значительные 
изменения в содержании липидов у 
Chlorella sp. в условиях обеднения 
культуры азотом. Дефицит питатель
ных веществ наряду с такими фак
торами, как высокая интенсивность 
освещения и высокая концентрация 
солей, считается стрессовым факто
ром окружающей среды и вызывает 
накопление липидов или углеводов 
(Ho et al., 2012; Fernandes et al., 2013; 
Roleda et al., 2013; Park et al., 2015). 

Известно, что исследуемые нами 
виды Micractinium характеризуются 
высокими темпами роста и способ

а

в

д

ж

и

б

г

е

з

к

аномально делящихся гигантских клеток диаметром 10.8–19.3 мкм. В нашем 
случае культивирование штамма M. thermotolerans VCA93 осуществлялось 
при 24.9 °C, и, вероятно, по мере старения происходило истощение культуры, 
что способствовало появлению аномальных клеток с липидными каплями, 
сходных с данными по M. thermotolerans ACSSI 332 в условиях азотного 
голодания.

Для M. thermotolerans получены предварительные данные о составе жир
ных кислот (Krivina et al., 2023). Так, при описании вида был выявлен со
став метиловых эфиров жирных кислот штамма ACSSI 332 (гексадекановая, 
7,10,13гексадекатриеновая, 9,12,15октадекатриеновая, пентадекановая ки
слоты и др.), который отличался от жирнокислотного состава других видов 
рода Micractinium большей сложностью и разнообразием (Krivina et al., 2023). 
Авторами отмечен биотехнологический потенциал этого вида.

Два из трех известных штаммов M. thermotolerans были выделены из 
экстремальных местообитаний: VCA93 – из тефры, отобранной на выходе 
термальных паров по краю кальдеры вулкана Горелый (пов Камчатка), а 
ACSSI 332 – из горячего источника, расположенного на Чукотском полуостро
ве (Krivina et al., 2023). При этом штамм IC76 был выделен из речного песка 
с побережья р. Обь, Новосибирская область (Piligaev et al., 2018), что, воз
можно, свидетельствует об экологической пластичности вида.

Рис. 4. Микрофотографии штаммов M. thermotolerans VCA-93 (а–е) и M. inermum VCA-72 (ж–к).
а, б – вегетативные клетки; в – преспорангиальная клетка (стрелкой показано удвоение пиренои-
да); г – преспорангиальная клетка (стрелкой показано удвоение протопласта); д – автоспорангии; 
е – эллипсоидная клетка с неглубоким широким сужением в центре с вакуолями; ж – вегетативная 
клетка; з – спорангий в стареющей культуре; и – высвобождение автоспор; к – клетка в стареющей 
культуре с липидной каплей и вакуолью (липидная капля указана стрелкой). Шкала 10 мкм.
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ностью синтезировать и накапливать липиды (Park et 
al., 2015; Shi et al., 2019; Krivina et al., 2023). Данный 
аспект свидетельствует об их большом потенциале для 
производства биодизельного топлива (Wijffels, Barbosa, 
2010). Имеется ряд работ, посвященных выявлению опти
мальных условий культивирования M. inermum, позво
ляющих увеличивать его биологическую продуктивность 
и снижать расходы на поддержание культур. Так, показа
но, что максимальная продуктивность синтеза липидов 
штамма JL1 достигается при добавлении глюкозы в гете
ротрофную культуру (Shi et al., 2019). При производстве 
биодизеля большое значение имеет профиль жирных 
кислот водорослей, поскольку он определяет ключевые 
свойства топлива (Knothe, 2009). Например, чем выше 
процентное содержание олеиновой кислоты, тем выше 
оценивается качество топлива (Knothe, 2009). А. Банскота 
с соавторами (Banskota et al., 2024) в биомассе M. iner
mum выявили олеиновую, линолевую и пальмитиновую  
кислоты. 

С. Парк с коллегами (Park et al., 2015) предложили 
культивировать M. inermum NLPF014 в среде из смеси 
сточных вод. В их эксперименте содержание липидов 
достигло 40 % в условиях истощения культуры. Данный 
способ позволяет снизить потребности в воде и пита
тельных веществах, а значит, и затраты на культивиро
вание. Авторы другого исследования (Sydney et al., 2018) 
обрабатывали культуру M. inermum ультрафиолетом B 
(UVB) для уменьшения энергозатрат, требующихся для 
разрушения клеточной стенки и экстракции липидов, что 
способствовало увеличению выхода метиловых эфиров 
жирных кислот. Таким образом, штаммы этого вида явля
ются кандидатами для производства биотоплива.

В большинстве публикаций (Park et al., 2015; Smith et 
al., 2015; Dickinson et al., 2019; Shi et al., 2019; Banskota et 
al., 2024) указаны пресноводные местообитания M. iner
mum. Мелкие размеры и быстрые темпы воспроизводства, 
вероятно, позволяют представителям этого вида не только 
вести планктонный образ жизни в водоемах, но и вы
живать в наземных местообитаниях, в том числе в таких 
экстремальных биотопах, как вулканические отложения 
Камчатки (пирокластические отложения вдоль русла 
р. Байдарная на вулкане Шивелуч).

Заключение
В результате исследования разнообразия водорослей пи
рокластических отложений вулканов Шивелуч и Горелый 
(пов Камчатка) с помощью комплексного подхода были 
выявлены представители рода Micractinium. Получен
ные данные дополняют сведения о вторичной структуре 
участков ITS1 и ITS2 рРНК, морфологии (морфология 
клеток в стареющих культурах M. inermum и M. thermo
tolerans), жизненном цикле (более подробно рассмотрен 
жизненный цикл M. inermum), экологии (виды входят в 
число первичных колонизаторов безжизненного субстра
та на пове Камчатка; жизнедеятельность M. thermoto le
rans при температуре отложений ~32 °C) и биогеографии 
(M. inermum впервые отмечен на территории России, а 
M. thermotolerans является первой находкой для пова 
Камчатка) обнаруженных видов.

Список литературы / References
Андреева В.М. Почвенные и аэрофильные зеленые водоросли 

(Chlo rophyta: Tetrasporales, Chlorococcales, Chlorosarcinales). 
СПб.: Наука, 1998

 [Andreyeva V.M. Soil and Aerophilic Green Algae (Chlorophyta: 
Tetrasporales, Chlorococcales, Chlorosarcinales). St. Petersburg: 
Nauka Publ., 1998 (in Russian)]

Голлербах М.М., Штина Э.А. Почвенные водоросли. Л.: Наука, 
1969

 [Gollerbah M.M., Shtina E.A. Soil Algae. St. Petersburg: Nauka 
Publ., 1969 (in Russian)]

Abdullin Sh.R., Nikulin A.Yu., Bagmet V.B., Nikulin V.Yu., Goncha
rov A.A. New cyanobacterium Aliterella vladivostokensis sp. nov. 
(Aliterellaceae, Chroococcidiopsidales), isolated from temperate 
monsoon climate zone (Vladivostok, Russia). Phytotaxa. 2021;517: 
221233. DOI 10.11646/phytotaxa.527.3.7

AbouShanab R.A.I., ElDalatony M.M., ElSheekh M.M. Cultivation 
of a new microalga, Micractinium reisseri, in municipal wastewater 
for nutrient removal, biomass, lipid, and fatty acid production. Bio
technol. Bioprocess Eng. 2014;19:510518. DOI 10.1007/s12257
0130485z

Akaike H. A new look at the statistical model identification. IEEE 
Trans. Autom. Control. 1974;19:716723. DOI 10.1109/TAC.1974. 
1100705

Andersen R.A. Algal Culturing Techniques. New York: Elsevier Acad. 
Press, 2005

Banskota A.H., Hui J.P.M., Jones A., McGinn P.J. Characterization of 
neutral lipids of the oleaginous alga Micractinum inermum. Mole
cules. 2024;29:359. DOI 10.3390/molecules29020359

Bonfield J.K., Smith K.F., Staden R. A new DNA sequence assembly 
program. Nucleic Acids Res. 1995;23(24):49924999. DOI 10.1093/
nar/23.24.4992

Bouarab L., Dauta A., Loudiki M. Heterotrophic and mixotrophic 
growth of Micractinium pusillum Fresenius in the presence of ac
etate and glucose: effect of light and acetate gradient concentration. 
Water Res. 2004;38(11):27062712. DOI 10.1016/j.watres.2004. 
03.021

Caisová L., Marin B., Melkonian M. A consensus secondary structure of 
ITS2 in the Chlorophyta identified by phylogenetic reconstruction. 
Protist. 2013;164(4):482496. DOI 10.1016/j.protis.2013.04.005

Chae H., Lim S., Kim H.S., Choi H.G., Kim J.H. Morphology and phy
logenetic relationships of Micractinium (Chlorellaceae, Trebouxio
phyceae) taxa, including three new species from Antarctica. Algae. 
2019;34(4):267275. DOI 10.4490/algae.2019.34.10.15

Coleman A.W. The significance of a coincidence between evolutionary 
landmarks found in mating affinity and a DNA sequence. Protist. 
2000;151(1):19. DOI 10.1078/1434461000002

Coleman A.W. Nuclear rRNA transcript processing versus internal tran
scribed spacer secondary structure. Trends Genet. 2015;31(3):157
163. DOI 10.1016/j.tig.2015.01.002

Darienko T., Pröschold T. Reevaluation and discovery of new species 
of the rare genus Watanabea and establishment of Massjukichlorella 
gen. nov. (Trebouxiophyceae, Chlorophyta) using an integrative ap
proach. J. Phycol. 2019;55:493499. DOI 10.1111/jpy.12830

Darriba D., Taboada G., Doallo R., Posada D. jModelTest 2: more mo
dels, new heuristics and parallel computing. Nat. Methods. 2012;9: 
772. DOI 10.1038/nmeth.2109

Darty K., Denise A., Ponty Y. VARNA: interactive drawing and edit
ing of the RNA secondary structure. Bioinformatics. 2009;25:1974
1975. DOI 10.1093/bioinformatics/btp250

Dickinson K.E., Lalonde C.G., McGinn P.J. Effects of spectral light 
quality and carbon dioxide on the physiology of Micractinium iner
mum: growth, photosynthesis, and biochemical composition. J. Appl. 
Phycol. 2019;31:33853396. DOI 10.1007/s1081101901880z

Echt C.S., Erdahl L.A., McCoy T.J. Genetic segregation of random 
amplified polymorphic DNA in diploid cultivated alfalfa. Genome. 
1992;35(1):8487. DOI 10.1139/g92014

https://doi.org/10.1093/nar/23.24.4992
https://doi.org/10.1093/nar/23.24.4992
https://doi.org/10.1016/j.watres.2004.03.021
https://doi.org/10.1016/j.watres.2004.03.021
https://doi.org/10.1016/j.protis.2013.04.005
https://doi.org/10.1078/1434-4610-00002


R.Z. Sushchenko, V.Yu. Nikulin 
V.B. Bagmet, A.Yu. Nikulin

714 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2024 • 28 • 7

Characteristics of Micractinium thermotolerans 
and M. inermum from the Kamchatka Peninsula

Fernandes B., Teixeira J., Dragone G., Vicente A.A., Kawano S., 
Bišová K., Vítová M. Relationship between starch and lipid accumu
lation induced by nutrient depletion and replenishment in the micro
alga Parachlorella kessleri. Bioresour. Technol. 2013;144:268274. 
DOI 10.1016/j.biortech.2013.06.096

Fresenius G. Beiträge zur Kenntniss mikrokopischer Organismen. 
Abh. Senckenberg. Naturforsch. Ges. 1858;2(2):211242. DOI 
10.5962/bhl.title.2137

Galtier N., Gouy M., Gautier C. Seaview and phylowin: two graphic 
tools for sequence alignment and molecular phylogeny. Comput. 
Appl. Biosci. 1996;12:543548. DOI 10.1093/bioinformatics/12. 
6.543

Ganuza E., Sellers C.E., Bennett B.W., Carney L.T. A novel treatment 
protects Chlorella at commercial scale from the predatory bacterium 
Vampirovibrio chlorellavorus. Front. Microbiol. 2016;7:188348. 
DOI 10.3389/fmicb.2016.00848

Goka K., Yokoyama J., Une Y., Kuroki T., Suzuki K., Nakahara M., 
Kobayashi A., Inaba S., Mizutani T., Hyatt A.D. Amphibian chytri
diomycosis in Japan: distribution, haplotypes and possible route of 
entry into Japan. Mol. Ecol. 2009;18(23):47574774. DOI 10.1111/ 
j.1365294X.2009.04384.x

Guiry M.D., Guiry G.M. AlgaeBase. Worldwide electronic publica
tion, National University of Ireland, Galway. (Cited on April 15, 
2024). Available from: http://www.algaebase.org

Ho S.H., Chen C.Y., Chang J.S. Effect of light intensity and nitrogen 
starvation on CO2 fixation and lipid/carbohydrate production of an 
indigenous microalga Scenedesmus obliquus CNWN. Bioresour. 
Technol. 2012;113:244252. DOI 10.1016/j.biortech.2011.11.133

HoefEmden K., Melkonian M. Revision of the genus Cryptomonas 
(Cryptophyceae): a combination of molecular phylogeny and mor
phology provides insights into a longhidden dimorphism. Protist. 
2003;154:371409. DOI 10.1078/143446103322454130

Hong J.W., Jo S.W., Cho H.W., Nam S.W., Shin W., Park K.M., 
Lee K.I., Yoon H.S. Phylogeny, morphology, and physiology of 
Micractinium strains isolated from shallow ephemeral freshwater in 
Antarctica. Phycol. Res. 2015;63:212218. DOI 10.1111/pre.12097

Hoshina R., Fujiwara Y. Molecular characterization of Chlorella cul
tures of the National Institute for Environmental Studies culture 
collection with description of Micractinium inermum sp. nov., 
Didymogenes sphaerica sp. nov., and Didymogenes soliella sp. nov. 
(Chlorellaceae, Trebouxiophyceae). Phycol. Res. 2013;31:124132. 
DOI 10.1111/pre.12010

Huelsenbeck J.P., Ronquist F. MRBAYES: Bayesian inference of phy
logenetic trees. Bioinformatics. 2001;17:754755. DOI 10.1093/ 
bioinformatics/17.8.754

Kim I., Yang H.M., Park C.W., Yoon I.H., Seo B.K., Kim E.K., 
Ryu B.G. Removal of radioactive cesium from an aqueous solu
tion via bioaccumulation by microalgae and magnetic separation. 
Sci. Rep. 2019;9:10149. DOI 10.1038/s4159801946586x

Knothe G. Improving biodiesel fuel properties by modifying fatty ester 
composition. Energy Environ. Sci. 2009;2:27592766. DOI 10.1039/
B903941D

Komárek J., Fott B. Chlorophyceae (Grünalgen). Ordnung Chlorococ
cales. In: HuberPestalozzi G. (Ed.) Das Phytoplankton des Süss
wassers. 7. Teil. 1. Stuttgart: Schweizerbart‘sche Verlagsbuchhand
lung, 1983;11044

Komárek J., Kaštovský J., Mareš J., Johansen J.R. Taxonomic classi
fication of cyanoprokaryotes (cyanobacterial genera), using a poly
phasic approach. Preslia. 2014;86(4):295335

Kozlov A.M., Darriba D., Flouri T., Morel B., Stamatakis A. RAxML
NG: a fast, scalable and userfriendly tool for maximum likelihood 
phylogenetic inference. Bioinformatics. 2019;35:44534455. DOI 
10.1093/bioinformatics/btz305

Krivina E., Sinetova M., Savchenko T., Degtyaryov E., Tebina E., Tem
raleeva A. Micractinium lacustre and M. thermotolerans spp. nov. 
(Trebouxiophyceae, Chlorophyta): taxonomy, temperaturedepen
dent growth, photosynthetic characteristics and fatty acid composi
tion. Algal Res. 2023;71:103042. DOI 10.1016/j.algal.2023.103042

LópezGarcía P., Philippe H., Gail F., Moreira D. Autochthonous euka
ryotic diversity in hydrothermal sediment and experimental micro
colonizers at the MidAtlantic Ridge. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
2003;100:697702. DOI 10.1073/pnas.0235779100

Luo W., Krienitz L., Pflugmacher S., Walz N. Genus and species con
cept in Chlorella and Micractinium (Chlorophyta, Chlorellaceae): 
genotype versus phenotypical variability under ecosystem con
ditions. SIL Proceedings. 2005;29(1):170173. DOI 10.1080/ 
03680770.2005.11901988

Luo W., Pflugmacher S., Pröschold T., Walz N., Krienitz L. Geno
type versus phenotype variability in Chlorella and Micractinium 
(Chlorophyta, Trebouxiophyceae). Protist. 2006;157:315333. DOI 
10.1016/j.protis.2006.05.006

Marin B., Klingberg M., Melkonian M. Phylogenetic relationships 
among the Cryptophyta: analyses of nuclearencoded SSU rRNA 
sequences support the monophyly of extant plastidcontaining li
neages. Protist. 1998;149:265276. DOI 10.1016/S14344610(98) 
700331

Marin B., Palm A., Klingberg M., Melkonian M. Phylogeny and taxo
nomic revision of plastidcontaining euglenophytes based on SSU 
rDNA sequence comparisons and synapomorphic signatures in the 
SSU rRNA secondary structure. Protist. 2003;154:99145. DOI 
10.1078/143446103764928521

McFadden G.I., Melkonian M. Use of Hepes buffer for microalgal cul
ture media and fixation for electron microscopy. Phycologia. 1986; 
25:551557. DOI 10.2216/i00318884254551.1

Mikhailyuk T., Lukešová A., Glaser K., Holzinger A., Obwegeser S., 
Nyporko S., Friedl T., Karsten U. New taxa of streptophyte algae 
(Streptophyta) from terrestrial habitats revealed using an integra
tive approach. Protist. 2018;169:406431. DOI 10.1016/j.protis. 
2018.03.002

Nikulin V.Yu., Nikulin A.Yu., Gontcharov A.A., Bagmet V.B., Abdul
lin Sh.R. Oogamochlamys kurilensis sp. nov. (Chlorophyta, Vol
vocales) from the soils of Iturup Island (Sakhalin Region, Russia). 
Plants. 2023;12:3350. DOI 10.3390/plants12193350

Onay M., Sonmez C.A., Oktem H., Yücel M. Thermoresistant green 
microalgae for effective biodiesel production: isolation and charac
terization of unialgal species from geothermal flora of Central Ana
tolia. Bioresour. Technol. 2014;169:6271. DOI 10.1016/j.biortech. 
2014.06.078

Ota S., Morita A., Ohnuki S., Hirata A., Sekida S., Okuda K., Ohya Y., 
Kawano S. Carotenoid dynamics and lipid droplet containing asta
xanthin in response to light in the green alga Haematococcus pluvia
lis. Sci. Rep. 2018;8:5617. DOI 10.1038/s4159801823854w

Park S., Kim J., Yoon Y., Park Y., Lee T. Blending waterand nutrient
source wastewaters for costeffective cultivation of high lipid content 
microalgal species Micractinium inermum NLPF014. Bioresourc. 
Technol. 2015;198:388394. DOI 10.1016/j.biortech.2015.09.038

Piligaev A.V., Sorokina K.N., Shashkov M.V., Parmon V.N. Screening 
and comparative metabolic profiling of high lipid content micro
algae strains for application in wastewater treatment. Bioresour.  
Technol. 2018;250:538547. DOI 10.1016/j.biortech.2017.11.063

Pröschold T., Darienko T., Silva P.C., Reisser W., Krienitz L. The sys
tematics of “Zoochlorella” revisited employing an integrative ap
proach. Environ. Microbiol. 2011;13:350364. DOI 10.1111/j.1462
2920.2010.02333.x

QuintasNunes F., Brandão P.R., Barreto Crespo M.T., Glick B.R., 
Nascimento F.X. Plant growth promotion, phytohormone produc
tion and genomics of the rhizosphereassociated microalga, Micrac
tinium rhizosphaerae sp. nov. Plants. 2023;12:651. DOI 10.3390/
plants12030651

Rambaut A. FigTree v.1.4.4. 2018. http://tree.bio.ed.ac.uk/software/ 
figtree/ (Access date: 01.03.2024)

Rambaut A., Drummond A.J., Xie D., Baele G., Suchard M.A. Poste
rior summarisation in Bayesian phylogenetics using Tracer 1.7.  
Syst. Biol. 2018;67:901904. DOI 10.1093/sysbio/syy032

Roleda M.Y., Slocombe S.P., Leakey R.J., Day J.G., Bell E.M., Stan
ley M.S. Effects of temperature and nutrient regimes on biomass and 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.06.096
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00848
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00848
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.11.133
https://doi.org/10.1111/pre.12097
https://doi.org/10.1111/pre.12010
https://doi.org/10.1073/pnas.0235779100
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.06.078
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.06.078


Характеристика Micractinium thermotolerans  
и M. inermum с полуострова Камчатка

Р.З. Сущенко, В.Ю. Никулин 
В.Б. Багмет, А.Ю. Никулин 

2024
28 • 7

715ГЕНЕТИКА И СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS AND BREEDING

lipid production by six oleaginous microalgae in batch culture em
ploying a twophase cultivation strategy. Bioresour. Technol. 2013; 
129:439449. DOI 10.1016/j.biortech.2012.11.043

Schlӧsser U.G. Additions to the Culture collection of algae since 1994. 
Bot. Acta. 1997;110:424429. DOI 10.1111/j.14388677.1997.
tb00659.x

Shi M., Wei H., Chen Q., Wang X., Zhou W., Liu J. Exploring an isolate 
of the oleaginous alga Micractinium inermum for lipid production: 
molecular characterization and physiochemical analysis under mul
tiple growth conditions. J. Appl. Phycol. 2019;31:10351046. DOI 
10.1007/s1081101816535

Smith R.T., Bangert K., Wilkinson S.J., Gilmour D.J. Synergistic car
bon metabolism in a fast growing mixotrophic freshwater microalgal 
species Micractinium inermum. Biomass Bioenergy. 2015;82:7386. 
DOI 10.1016/j.biombioe.2015.04.023

Stamatakis A., Hoover P., Rougemont J. A rapid bootstrap algorithm 
for the RAxML web servers. Syst. Biol. 2008;57:758771. DOI 
10.1080/10635150802429642

Starr R.C., Zeikus J.A. UTEX – the culture collection of algae at 
the University of Texas at Austin. 1993 list of cultures. J. Phycol. 
1993;29:1106. DOI 10.1111/j.00223646.1993.00001.x

Sydney T., MarshallThompson J.A., Kapoore R.V., Vaidyanathan S., 
Pandhal J., Fairclough J.P.A. The effect of highintensity ultraviolet 

light to elicit microalgal cell lysis and enhance lipid extraction. Me
tabolites. 2018;8:65. DOI 10.3390/metabo8040065

Weiss R.L. Fine structure of the snow alga (Chlamydomonas niva
lis) and associated bacteria. J. Phycol. 1983;19:200204. DOI 
10.1111/j.00223646.1983.00200.x

White T.J., Bruns T.D., Lee S.B., Taylor J.W. Amplification and direct 
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: 
PCR Protocols – A Guide to Methods and Application. San Diego, 
CA, USA: Acad. Press, 1990;315322

Wijffels R.H., Barbosa M.J. An outlook on microalgal biofuels.  
Science. 2010;329:796799. DOI 10.1126/science.1189003

Wolf M., Chen S., Song J., Ankenbrand M., Müller T. Compensatory 
base changes in ITS2 secondary structures correlate with the bio
logical species concept despite intragenomic variability in ITS2 se
quences – a proof of concept. PLoS One. 2013;8(6):e66726. DOI 
10.1371/journal.pone.0066726

Zhan J., Hong Y., Hu H. Effects of nitrogen sources and C/N ratios 
on the lipid producing potential of Chlorella sp. HQ. J. Microbiol.  
Biotechnol. 2016;26:12901302. DOI 10.4014/jmb.1512.12074

Zuker M. Mfold web server for nucleic acid folding and hybridiza
tion prediction. Nucleic Acids Res. 2003;31(13):34063415. DOI 
10.1093/nar/gkg595

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 18.04.2024. После доработки 04.06.2024. Принята к публикации 13.06.2024.

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.11.043
https://doi.org/10.1111/j.0022-3646.1983.00200.x
https://doi.org/10.1126/science.1189003


Цитогенетические особенности межродовых амфидиплоидов 
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Аннотация. Синтетические межродовые гибриды (амфидиплоиды) и геномно-замещенные формы пшеницы – 
важный источник для переноса хозяйственно ценных генов от диких видов в геном Triticum aestivum L. Их ис-
пользуют как для решения теоретических задач, так и в практических целях для получения дополненных или 
замещенных линий, а также для индукции пшенично-чужеродных транслокаций с помощью облучения или 
негомологичной конъюгации хромосом. Хромосомный и геномный состав аллополиплоидных форм обычно 
верифицируется в ранних гибридных поколениях, часто дальнейшая судьба этих гибридов остается неизучен-
ной. В настоящей работе с помощью методов С-дифференциального окрашивания хромосом по Гимза и флуо-
ресцентной гибридизации in situ (FISH) с ДНК-зондами pAs1 и pSc119.2 мы провели исследование кариотипов 
пяти гекса- (2n = 6x = 42) и октаплоидных (2n = 8x = 56) геномно-дополненных амфидиплоидов пшеницы с от-
дельными видами из родов Aegilops, Haynaldia и Hordeum, а также шести гексаплоидных пшенично-эгилопсных 
геномно-замещенных форм, полученных более 40 лет назад и поддерживаемых в коллекциях разных научно-
исследовательских учреждений. Показано, что большинство исследованных форм цитогенетически стабиль-
ны, однако Авродес (геном BBAASS) – гексаплоидный геномно-замещенный гибрид пшеницы и Ae. speltoides, 
расщеплялся по хромосомному составу после многих репродукций. Хромосомный анализ не подтвердил ожи-
даемого геномного состава геномно-замещенной форма Авротата, у которой вместо заявленного N-генома 
от Ae. uniaristata Vis. обнаружен D-геном. В данной работе показано, что октаплоидные формы проходят через 
более сложные преобразования геномов, чем гексаплоидные: в двух исследованных предположительно окта-
плоидных амфидиплоидах АD 7, АD 7147 произошла редукция числа хромосом до гексаплоидного уровня. 
У обеих форм были утрачены семь пар хромосом из разных родительских субгеномов, представляющих все 
семь гомеологических групп. В результате у них сформировался смешанный (гибридный) геном, состоящий из 
уникальной комбинации хромосом нескольких родительских субгеномов.
Ключевые слова: становление геномов; пшеница; амфидиплоиды; Aegilops; Dasypyrum; Tritordeum; геномно- 
дополненные формы; геномно-замещенные формы; кариотип; С-бэндинг; флуоресцентная in situ гибридизация.
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Abstract. Synthetic intergeneric amphydiploids and genome-substituted wheat forms are an important source for 
transferring agronomically valuable genes from wild species into the common wheat (Triticum aestivum L.) genome. 
They can be used both in academic research and for breeding purposes as an original material for developing wheat-
alien addition and substitution lines followed by translocation induction with the aid of irradiation or nonhomologous 
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chromosome pairing. The chromosome sets and genome constitutions of allopolyploids are usually verified in early 
hybrid generations, whereas the subsequent fate of these hybrids remains unknown in most cases. Here we analyze 
karyotypes of five hexa- (2n = 6x = 42) and octoploid (2n = 8x = 56) amphydiploids of wheat with several species of the 
Aegilops, Haynaldia, and Hordeum genera, and six genome-substituted wheat–Aegilops forms, which were developed 
over 40 years ago and have been maintained in different gene banks. The analyses involve C-banding and fluorescence 
in situ hybridization (FISH) with pAs1 and pSc119.2 probes. We have found that most accessions are cytologically stable 
except for Avrodes (genome BBAASS, a hexaploid genome-substituted hybrid of wheat and Aegilops speltoides), which 
segregated with respect to chromosome composition after numerous reproductions. Chromosome analysis has not 
confirmed the presence of the N genome from Ae. uniaristata Vis. in the genome-substituted hybrid Avrotata. Instead, 
Avrotata carries the D genome. Our study shows that octoploid hybrids, namely AD 7, AD 7147 undergo more complex 
genome reorganizations as compared to hexaploids: the chromosome number of two presumably octoploid wheat-
Aegilops hybrids were reduced to the hexaploid level. Genomes of both forms lost seven chromosome pairs, which 
represented seven homoeologous groups and derived from different parental subgenomes. Thus, each of the result-
ing hexaploids carries a synthetic/hybrid genome consisting of a unique combination of chromosomes belonging to 
different parental subgenomes.
Key words: genome stabilization; wheat; amphydiploid; Aegilops; Dasypyrum; Tritordeum; genome-substituted forms; 
karyotype; C-banding; fluorescence in situ hybridization.
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Введение
Мягкая пшеница Triticum aestivum L. – одна из важнейших 
сельскохозяйственных культур, по объему производства 
зерна занимающая третье место в мире после риса и ку
курузы (Biodiversity, 2024). Предполагают, что она обра
зовалась примерно 8–10 тыс. лет назад на северозападе 
Ирана, в Прикаспийском регионе, в результате гибридиза
ции тетраплоидной пшеницы и дикого злака Aegilops taus
chii  Coss. с последующим спонтанным удвоением хро  
мосом (Kihara, 1975; Dvořák et al., 1998; Feldman, 2001; 
Feldman, Levy, 2023). Такие скрещивания могли происхо
дить неоднократно и включать разные родительские гено
типы пшеницы и эгилопса, произраставшие в том же райо
не (Hirosawa et al., 2004; Luo et al., 2007). В свою оче редь 
вновь образовавшиеся гексаплоидные пшеницы могли 
скрещиваться между собой и с другими видами по всему 
ареалу, расширяя и обогащая генофонд новой культуры 
(Feldman, 2001; Wang et al., 2013).

По сравнению с возделываемыми тетраплоидными ви
дами мягкая пшеница более пластична (Dubcovsky, Dvo
řák, 2007), что дало ей лучшую приспосабливаемость 
при расселении на новые территории. Помимо этого, она 
обладает большей адаптивностью и более урожайна, ха
рактеризуется достаточно крупным зерном и легким об
молотом (Tadesse et al., 2016), а добавление генома D от 
Ae. tauschii обеспечило необходимые качества зерна для 
выпечки одного из самых главных продуктов питания 
человека – хлеба. Благодаря этим преимуществам мяг
кая пшеница быстро распространилась из своего центра 
происхождения на близлежащие территории, оттуда – в 
страны Европы, Азии и Африки, а позже в Южную и 
Северную Америку и Австралию, постепенно вытесняя 
пленчатые тетра и гексаплоидные виды пшениц. Воз
делываемая человеком уже более 8 тыс. лет, она заняла 
обширные территории с различными почвенноклимати
ческими условиями. 

В то же время за последнее столетие интенсивная се
лекция на продуктивность, базирующаяся на использова
нии ограниченного числа сортовоснователей, привела к 

существенному обеднению генофонда мягкой пшеницы 
(Мартынов и др., 2006; Girma, 2017; Feldman, Levy, 2023). 
Задача расширения генофонда, поиска новых источников 
хозяйственно полезных признаков становится все более 
актуальной (Беспалова, 2015). Одними из наиболее пер
спективных доноров новых генов для улучшения пше
ницы считаются ее дикие сородичи (wild crop relatives, 
WCR) (Prohens et al., 2017; Sharma M.P. et al., 2020; Shar
ma S. et al., 2021). Виды рода Aegilops L. – ближайшие 
родственники пшениц – обладают множеством ценных 
признаков, прежде всего устойчивостью к болезням и 
вре дителям, засухоустойчивостью, высоким содержанием 
микроэлементов в зерне и рядом других, которые могут 
быть использованы в селекции пшеницы (Gill et al., 1986; 
Monneveux et al., 2000; Schneider et al., 2008; MolnárLáng 
et al., 2015; Olivera et al., 2018; Kishii, 2019; Kumar et al., 
2019). Успешному переносу генетического материала меж 
 ду представителями родов Triticum и Aegilops способству
ет их близкое филогенетическое родство, поскольку два 
из трех геномов мягкой пшеницы – В и D, а также ее 
плазмон были унаследованы от видов эгилопсов (Kihara, 
1975; Tsunewaki, 1996). 

Прямая передача генов от эгилопса в пшеницу пред
ставляет, тем не менее, непростую задачу. Для повышения 
эффективности переноса (интрогрессии)  чужеродного ге
нетического материала было разработано несколько стра
тегий, одна из которых подразумевает скрещивание пше
ницы с целевым видом, удвоение числа хромосом у гиб 
рида F1 и получение на его основе дополненных и за
мещенных линий у мягкой и твердой пшениц, которые в 
дальнейшем можно использовать для индукции пшенич
ночужеродных транслокаций (Peng et al., 2011; Zhang P. 
et al., 2015; Крупин и др., 2019; Kishii, 2019). Этот под
ход применялся, например, для получения дополненных 
и замещенных линий пшеницы с рожью (Gill, Kimber, 
1974), ячменем (Islam, Shepherd, 1990; Cabrera et al., 1995; 
MolnárLáng et al., 2000; Трубачеева и др., 2009), видами 
Aegilops (Friebe et al., 1992, 2000; Logojan, MolnárLáng, 
2000; MolnárLáng et al., 2014), Haynaldia villosa (L.) Schur 
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(syn. Dasypyrum villosum (L.) P. Candargy) (Minelli et al., 
2005), Thinopyrum Á. Löve (syn. Elytrigia Desv.) (Schulz
Schaeffer, Friebe, 1992; Linc et al., 2012; Крупин и др., 2019) 
и другими злаками. В CIMMYT (Мехико, Мексика) было 
создано множество аллополиплоидных гибридов между 
разными видами тетраплоидной пшеницы и Ae. tauschii 
(Kishii, 2019; Aberkane et al., 2020). Согласно результатам 
анализа родословных, генетический материал эгилопсов, 
в основном Ae. tauschii, а также Ae. umbellulata Zhuk. и 
Ae. ventricosa Tausch, присутствует в более чем 1350 сор
тах и 9000 селекционных линий мягкой пшеницы (Мар
тынов и др., 2015), при этом их доля со временем только 
возрастает. 

Помимо практического применения в селекции, син
тетические аллополиплоиды активно использовались для 
исследования процессов, происходящих при образовании 
гибридных геномов (Özkan et al., 2001; Kashkush et al., 
2002; Levy, Feldman, 2004), а полученные с их помощью 
дополненные и замещенные линии послужили ценным 
инструментом при установлении генетического родства 
(гомеологии) хромосом разных видов злаков (Dhaliwal et 
al., 1990; Cabrera et al., 1995; Friebe et al., 1995a, b, 2000; 
Badaeva et al., 2018). Следует отметить, что эти работы фо
кусировались преимущественно на исследовании про
цессов, происходящих на ранних этапах формирования 
аллополиплоидов, дальнейшая судьба которых, как пра
вило, остается неизвестной.

Второй подход, предложенный д.б.н. Е.Г. Жировым, 
основан на получении геномнозамещенных форм мягкой 
пшеницы, Dгеном которых заменен геномом одного из 
диплоидных Aegilops или других видов злаков (Жиров, 
Терновская, 1984; Давоян Р.О. и др., 2012). Для получе
ния таких форм на первом этапе проводили экстракцию 
тетраплоидного ВВААкомпонента озимой мягкой пше
ницы сорта Аврора. Этот тетракомпонент – тетраАвро
ру – скрещивали с диплоидным видом Aegilops, геном 

которого должен был заменить геном D мягкой пшеницы, 
а затем гибридные растения обрабатывали колхицином 
для удвоения числа хромосом и получения фертильных 
амфидиплоидов. Несмотря на то что некоторые геном
нозамещенные формы, созданные Е.Г. Жировым, были 
цитологически исследованы и до настоящего времени 
востребованы селекционерами в качестве доноров генов 
устойчивости в селекции мягкой пшеницы и тритикале 
(×Triticosecale Wittm.) (Давоян Р.О., Жиров, 1995; Да
воян Э.Р. и др., 2012, 2023; Давоян Р.О. и др., 2019), боль
шая часть таких гибридов методом дифференциального 
окрашивания хромосом охарактеризована не была. 

Цель нашей работы – цитогенетическое изучение меж
родовых синтетических амфидиплоидов и геномнозаме
щенных форм мягкой пшеницы, полученных тридцать и 
более лет назад и поддерживаемых в генетических кол
лекциях разных организаций, с помощью Сметода диф  
ференциального окрашивания хромосом и, в случае не
которых гибридов, флуоресцентной гибридизации in situ 
(FISH). 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили следующие 
искусственно созданные геномнозамещенные формы и 
межродовые амфидиплоиды (см. таблицу).

Шесть геномнозамещенных форм созданы более со
рока лет назад д.б.н. Е.Г. Жировым в Краснодарском 
НИИСХ им. П.П. Лукьяненко. Подробное описание по
лученных форм приведено в диссертации Е.Г. Жирова 
«Геномы пшеницы (исследование и перестройка)» (Киев: 
Инт физиологии растений и генетики АН УССР, 1989). 
Два пшеничноэгилопсных геномнодополненных ам
фидиплоида созданы в Институте генетики и селекции 
АН АзССР, Баку, Г.Р. Пираловым (1976). Один был слу
чайно обнаружен в коллекции Института культурных рас
тений (IPK, Гатерслебен, Германия), его происхождение 

Список исследованного материала

Название Комбинация скрещивания 2n Ожидаемый геномный состав Генбанк

Авродес T. aestivum × Ae. speltoides 42 BBAASS НЦЗ

Аврозис T. aestivum × Ae. sharonensis 42 BBAASshSsh

Авролата T. aestivum × Ae. umbellulata 42 BBAAUU

Авротика T. aestivum × Ae. mutica 42 BBAATT ИЦиГ

Авродата* T. aestivum × Ae. caudata 42 BBAACC

Авротата* T. aestivum × Ae. uniaristata 42 BBAANN НЦЗ

AD 7* T. ispahanicum × Ae. cylindrica 56 BBAADcDcCcCc ИЦиГ

AD 7147* Амфидиплоид 4x пшеницы и Ae. ventricosa 56 BBAADvDvNvNv

АЕ 1491* Неизвестна ? ? IPK

Haynatricum, К-38259 Haynaldia villosa × T. dicoccum 42 BBAAVV ИЦиГ

Tritordeum martinii, К-7997 T. durum × Hordeum chilense 42 BBAAHcHc ВИР

Примечание. * Амфидиплоиды и геномно-замещенные формы с не подтвержденным в данном исследовании цитологически числом хромосом, геном-
ным или хромосомным составом. НЦЗ – Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Национальный центр зерна им. П.П. Лукьянен-
ко», Краснодар, Россия; ИЦиГ – Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии 
наук, Новосибирск, Россия; IPK – Leibniz-Institut für Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Гатерслебен, Германия; ВИР – Федеральный исследова-
тельский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова, Санкт-Петербург, Россия.
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неизвестно. Амфидиплоид полбы T. dicoccum Schrank ex 
Schübl. с Haynaldia villosa создан П.М. Жуковским (1944), 
а твердой пшеницы и дикого ячменя Hordeum chilense 
Roem. & Schult. – в Испании в начале 1980х гг. (Martin, 
SanchezMongelaguna, 1982; Fernández, Jouve, 1984).

Кариотипы исследованных форм изучали с помощью 
метода Сокрашивания хромосом по Гимза в соответствии 
со стандартной методикой (Badaeva et al., 1994). Для ана
лиза Tritordeum martinii A. Pujadas дополнительно исполь
зовали флуоресцентную гибридизацию in situ – FISH 
(Badaeva et al., 2017) c ДНКзондами pAs1 (Rayburn, Gill, 
1986) и pSc119.2 (Bedbrook et al., 1980). Хромосомы пше
ницы классифицировали по генетической номенклатуре 
(Gill et al., 1991), для классификации хромосом других 
видов следовали номенклатурам, предложенным в рабо
тах (Dhaliwal et al., 1990; Cabrera et al., 1995; Friebe et al., 
1995а, 2000; Linc et al., 1999; Badaeva et al., 2008, 2011, 
2015a; Liu et al., 2010; Adonina et al., 2015; Molnár et al., 
2016; Danilova et al., 2017; Said et al., 2021).

Результаты и обсуждение

Исследование геномно-замещенных форм
Авродес
Цитогенетический анализ подтвердил, что Авродес явля
ется гексаплоидной формой, Dгеном которой замещен 
Sгеномом Ae. speltoides Tausch (рис. 1 и 2). Он цитоло
гически нестабилен, число и сочетания хромосом гено
мов А, В и S варьируют между генотипами.

У исследованных растений Авродес к геному А от
носились семь или восемь пар хромосом, из которых по
стоянно присутствовали 1А, 2А, 4А, 5А, 6А и 7А. При 
этом хромосома 2А отличалась от таковой сорта Аврора 
наличием четкого теломерного и терминального Сбэндов. 
В отличие от других хромосом Агенома, хромосома 6А 
была представлена двумя парами, одна из которых заме
щала 6S. У большинства растений Авродес в кариотипе 
присутствовала только одна пара хромосомы 7А, но в 
двух генотипах обнаружена ее третья, дополнительная ко
пия, замещающая 7В (моносомное 7А/7В замещение, см. 

Рис. 1. Дифференциально окрашенный кариотип геномно-замещен-
ной формы Авродес.
A, B, S – геномы; 1–7 – гомеологические группы.

Рис.  2.  Дифференциально окрашенные метафазные пластинки от-
дельных растений геномно-замещенной формы Авродес с разными 
комбинациями хромосом.
Моно-, три- и тетрасомные хромосомы отмечены стрелками: красными – 
для В-генома, синими – для А-генома, зелеными – для S-генома.

рис. 2, в). В кариотипе одного растения отсутствовала 
пара 3А хромосомы, замещенная дополнительной парой 
хромосомы 3S. 

Лишь три из семи пар хромосом Вгенома – 2В, 3В, 
6В – обнаружены у всех исследованных растений Авродес. 
Пшеничноржаная транслокация 1BL:1RS, унаследован
ная от сорта Аврора, присутствовала у всех растений, но 
в разных генотипах транслоцированная хромосома могла 
быть представлена двумя или одной копиями (моносомное 
1BL:1RS/1S замещение) или же была модифицирована в 
результате транслокации неидентифицируемого фрагмен
та на дистальную часть длинного плеча хромосомы 1B 
(см. рис. 2, а, отмечено красной стрелкой).

 Часть растений оказались нулли4Втетра4S (см. 
рис. 2, а, б), другие – нулли5Втетра5S, при этом две 
пары 5S хромосом отличались рисунками Сокрашивания 
(см. рис. 2, в, отмечены зелеными стрелками). Одна пара 
пол ностью соответствовала хромосоме 5S Ae. speltoides, 
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тогда как вторая, обозначенная нами 5S*, была короче и не несла круп
ного теломерного бэнда в длинном плече (рис. 3). Отметим, что именно 
эта модифицированная пара хромосом перешла в селекционные образцы 
мягкой пшеницы, устойчивые к желтой ржавчине (Puccinia striiformis 
Westend. f. sр. tritici Eriks.), полученные с участием Авродеса (Давоян Э.Р. 
и др., 2023).

К Sгеному у разных растений Авродес относились от 12 до 16 хромо
сом, при этом ни в одном генотипе не было обнаружено хромосомы 6S 
(см. рис. 2). Из всех хромосом Sгенома только 2S и 7S присутствовали 
исключительно в дисомном состоянии. Хромосомы 3S, 4S и 5S встре
чались как в ди, так и в тетрасомном состоянии. Следует отметить, что 
3S хромосома замещала гомеологи из Агенома, а 4S и 5S – из Вгенома. 
В большинстве растений обнаружена пара 1S хромосом, и лишь в двух 
растениях найдена дополнительная, третья хромосома 1S, замещающая 
1BL:1RS (моносомное 1S/1BL:1RS замещение, см. рис. 2, а). 

Высокая цитологическая нестабильность Авродеса проявлялась также 
в нарушении мейотической конъюгации хромосом, в частности в высокой 
частоте образования мультивалентов, отмеченной ранее многими автора
ми (Давоян Р.О. и др., 2012, 2019). Высокая частота мультивалентов мо
жет быть обусловлена как присутствием в Sгеноме геновсупрессоров – 
Ph1/ промоторов гомеологичной конъюгации хромосом (Dvořák et al., 2006), 

так и наличием в большинстве расте 
ний межгеномных B/S или A/S замен, 
когда некоторые хромосомы Ae. spel  toi
des представлены в трех или четырех ко
пиях. Определенный вклад в геномную 
нестабильность Авродеса могли вно сить 
гаметоцидные гены, которые у Ae. spel
toides локализованы на хромосомах 2S 
и 6S (Tsujimoto, Tsunewaki, 1988; King J. 
et al., 2018; Said et al., 2024). Интересно, 
что во всех исследованных генотипах 
Авродеса мы находили только одну из 
гаметоцидных хромосом – 2S, тогда как 
6S была утрачена.

Аврозис
Аврозис – гексаплоидная форма, Dге ном 
которой заменен Sshгеномом Ae. sha ro
nensis Eig. Цитогенетический анализ с 
использованием Сбэндинга подтвердил 
наличие геномов A, B и Ssh в ее кариотипе 
(рис. 4). Аврозис, как и Авродес, являлся 
носителем пшеничноржаной транслока
ции 1BL:1RS. Геномы А и В этих форм 
различались рисунками Сокрашивания 
хромосом 2А, 2В, 3В и 5В. В отличие от 
Авродеса, Аврозис был цитологически 
стабильным: все исследованные расте
ния имели одинаковый состав хромосом 
и рисунки Сбэндинга. 

Единственное исключение  составила 
хромосома Т1B:1R: у некоторых рас
тений дистальная часть короткого плеча 
была делетирована. Хромосомы гено
ма Ssh имели типичные для Ae. sharo
nensis морфологию и рисунки распре
деления гетерохроматина (см. рис. 4), 
к сожалению, родительская форма, ис
пользованная для получения Аврозиса, 
авторами не указана, поэтому выявить 
изменения хромосом, связанные с по
липлоидизацией, невозможно.

Аврозис нашел ограниченное приме
нение в селекции как донор гена устой
чивости к мучнистой росе (Blumeria gra 
minis (DC.) Speer f. sр. tritici Marshal) 
(Жиров, Терновская, 1993), хотя Ae. sha
ro nensis обладает множеством хозяйст
венно ценных признаков (Olivera, Stef
fenson, 2009; Millet et al., 2014). Слож
ность работы с Аврозисом связана с на  
личием в геноме Ssh высокоэффектив
ных гаметоцидных генов Gc (Tsujimoto, 
Tsunewaki, 1984, 1988; Said et al., 2024), 
действие которых вызывает летальность 
гамет, утративших хромосому 4Ssh, не
сущую данный ген. Это обеспечивает 
преимущественную передачу хромосо
мы 4Ssh через гаметы (Miller et al., 1982; 
King I. et al., 1991).

Ae. tauschii,  
subsp. strangulata, K-1958

Ae. uniaristata, PI 554418

Ae. umbellulata, AE 822

Ae. caudata, AE 1123

Ae. sharonensis, Atlit, Israel

Ae. speltoides, 2734-3

Ae. mutica, PI 598388

D
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U
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S
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Рис. 3. Дифференциально окрашенные кариотипы диплоидных видов рода Aegilops, пред-
положительно и/или фактически участвовавших в получении геномно-замещенных форм 
пшеницы.
Для иллюстрации взяты «типовые» образцы видов, которые не участвовали в получении иссле-
дованных форм. Геномные символы видов (D–T) даны слева, названия видов и происхождение/
коллекционные номера образцов – справа.
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В то же время ряду исследователей удалось получить 
интрогрессивные линии пшеницы и Ae. sharonensis по 
хромосомам других гомеологических групп, в частности 
1Ssh и 5Ssh (Millet et al., 2014). Учитывая эти результаты, 
можно надеяться, что возможность передачи в потомство 
других Ssh хромосом существует и что генетический по
тенциал Аврозиса для улучшения мягкой пшеницы еще 
не исчерпан.

Авролата
Авролата – гексаплоидная форма пшеницы, Dгеном кото
рой заменен Uгеномом Ae. umbellulata. Как и Аврозис, это 
цитологически стабильная форма, у которой все растения 
имели идентичный геномный состав и рисунки бэндинга. 
Хромосомных перестроек в исследованном нами образце 
не обнаружено. Цитогенетический анализ с использовани
ем Сокрашивания подтвердил наличие геномов A, B и U 
в кариотипе этой формы (рис. 5). В отличие от Авродеса 
и Аврозиса, у Авролаты не выявлено пшеничноржаной 
транслокации 1BL:1RS, вместо нее есть «нормальная» 
пшеничная хромосома 1В.

Рисунки дифференциального окрашивания хромосом 
А и Вгеномов в целом сходны с таковыми Аврозиса, а 
хромосомы Uгенома имели типичные для Ae. umbellu lata 
морфологию и рисунки бэндинга (см. рис. 3 и 5). Посколь
ку родительская форма Ae. umbellulata, участвовавшая в 
создании Авролаты, неизвестна, оценить возможные из
менения хромосом Uгенома в составе гибрида не удалось.

Отсутствие пшеничноржаной транслокации 1BL:1RS 
в ее кариотипе может быть связано с тем, что сорт Авро
ра исходно был гетерогенным по наличию транслокации 
и в получении Авролаты принимал участие биотип без 
этой транслокации. Не исключено, что в процессе рекур
рентных скрещиваний при экстракции тетракомпонента 
сорта Аврора могла сохраниться хромосома 1В твердой 
пшеницы.

Согласно исследованиям (Давоян Р.О. и др., 2012; Да
воян Э.Р. и др., 2012), Авролата, наряду с Авродесом, яв
ляется источником новых генов устойчивости к листо
вой ржавчине (Puccinia triticina Rob. ex Desm. f. sp. tritici 
Eriks.). Ae. umbellulata – донор Uгенома этой формы, 

активно используется в селекции мягкой пшеницы, осо
бенно в США, как донор гена устойчивости к листовой 
ржавчине Lr9 (Friebe et al., 1996b; McIntosh et al., 2013). 
Согласно данным генеалогического анализа, доля сортов, 
полученных с участием Ae. umbellulata, постоянно уве
личивается и в 2000х гг. составляла 25–29 % (Мартынов 
и др., 2015). Несмотря на то что у Авролаты обнаружен 
ген устойчивости к листовой ржавчине Lr9, его не уда
лось выявить в потомстве этой формы (Давоян Э.Р. и др., 
2012). Очевидно, что устойчивость образцов обусловлена 
новым(и), еще не идентифицированным(и) Lr геном(ами). 
Авролата нашла применение и в селекции других культур: 
молекулярногенетическое исследование показало пере
нос 1U и 2U хромосом в потомство гибридов Авролаты с 
озимыми сортами гексаплоидных тритикале (Орловская 
и др., 2015). 

Авротика
Авротика – это геномнозамещенная форма, родитель
скими формами которой послужили сорт мягкой пшени
цы Аврора и Ae. mutica Boiss. (syn. Amblyopyrum muticum 
(Boiss.) Eig, Тгеном). Цитогенетический анализ подтвер
дил, что Авротика содержит хромосомы геномов А, В 
пше ницы и генома Т Ae. mutica, однако, в отличие от ранее 
рассмотренных геномнозамещенных форм, у Авротики 
обнаружена более сложная комбинация хромосом роди
тельских видов. 

В кариотипе этой формы сохранились две хромосомы 
Dгенома – 1D и 3D, но отсутствовали 1А пшеницы и 3Т 
Ae. mutica (рис. 6). Таким образом, чужеродный геном в 
этой форме представлен не полностью, а лишь шестью 
парами хромосом. Как и у Авролаты, у Авротики нет 
пшеничноржаной транслокации 1BL:1RS, хотя рисунки 
Сокрашивания других хромосом сходны с таковыми 
Авродеса. Сравнить хромосомы Тгенома с хромосомами 
родительского образца Ae. mutica не представлялось воз
можным, поскольку авторами не была указана исход ная 
форма. Следует отметить, что у амфидиплоида гомоло
гичные хромосомы имели идентичные рисунки бэндинга, 
тогда как диплоидный вид характеризуется высоким по
лиморфизмом, в частности гетероморфизмом гомологов 

Рис. 4. Кариотип геномно-замещенной формы Аврозис.
A, B, Ssh – геномы; 1–7 – гомеологические группы.

Рис. 5. Кариотип геномно-замещенной формы Авролата.
A, B, U – геномы; 1–7 – гомеологические группы.
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по рисункам дифференциального окрашивания (Friebe et 
al., 1996a). 

Несмотря на то что Авротика показала устойчивость 
к ржавчине (Давоян Р.О. и др., 2012, 2019), этот признак 
не удалось передать мягкой пшенице. В то же время ки
тайская группа получила устойчивый к мучнистой росе 
неполный амфидиплоидный гибрид сорта Chinese Spring 
с Ae. mutica и дополненную по хромосоме 7Т линию (Liu 
et al., 2015). Авторы выявили у аллополиплоида наличие 
полного набора Тхромосом, хотя пара хромосом пшени
цы 7В при этом отсутствовала. 

Другие исследователи скрестили мягкую пшеницу (сор
та Chinese Spring и Pavon 76) с образцом Ae. mutica, содер
жащим генысупрессоры Ph1/промоторы гомеологичной 
конъюгации (King J. et al., 2017). Гибриды F1 дватри раза 
бэккроссировали родительским сортом. Растения прове
ряли на наличие чужеродного материала методом однону
клеотидного полиморфизма (SNPметодом) и от генотипов 
с единичными интрогрессиями получали дигаплоидные 
растения. В результате было выделено 67 гомозиготных 
и стабильно наследуемых интрогрессивных линий, охва
тывающих шесть из семи возможных хромосом Ae. mu  
tica (King J. et al., 2019). Следует отметить, что авторам 
не удалось получить интрогрессивные линии по хромосо
ме 3Т, которая также отсутствовала у Авротики. Возмож
но, эта хромосома содержит гены, негативно влияющие 
на жизнеспособность и/или фертильность аллополиплои
да T. aestivum × Ae. mutica, и поэтому растения, несущие 
хромосомы 3Т, выбраковываются отбором уже в ранних 
гибридных поколениях.

Авродата
В соответствии с родословной, Авродата была получена 
с участием мягкой пшеницы сорта Аврора и Ae. cauda  
ta L. (syn. Ae. markgrafii (Greuter) Hammer). Цитогенети
ческий анализ подтвердил наличие у гибрида АВгеномов 
пшеницы и Сгенома Ae. caudata (см. рис. 3, рис. 7). Все 

исследованные растения имели одинаковый хромосомный 
состав, но в некоторых растениях встречались хромо
сомные перестройки (см. рис. 7). У гибридов пшеницы с 
Ae. caudata они могут возникать под действием гамето
цидных генов, локализованных на хромосоме 3С этого 
вида (Endo, Tsunewaki, 1975). 

В кариотипе Авродаты не найдено пшеничноржаной 
транслокации 1BL:1RS, а рисунки Сокрашивания боль
шинства хромосом А и Вгеномов пшеницы (например, 
2А, 4А, 5А, 6А, 1В, 2В, 5В, 6В, 7В) отличались от соответ
ствующих хромосом других геномнозамещенных форм, 
полученных с участием сорта Аврора. Хромосома 7В, в 
частности, по рисунку бэндинга больше напоминала хро
мосому 7В твердой пшеницы, чем мягкой. Эти результаты 
дают основание считать, что Авродата получена от другой 
родительской формы пшеницы или что при экстракции 
тетракомпонента из сорта Аврора в него удалось пере
дать не все, а лишь часть хромосом геномов А и В мягкой 
пшеницы. Наличие несбалансированных хромосомных 
перестроек у растений Авродаты указывает на цитологи
ческую нестабильность этой геномнозамещенной формы. 
В литературе информации об использовании данного об
разца в селекции нет. 

Геномнодополненный амфидиплоид мягкой пшеницы 
сорта Alcedo и Ae. caudata был синтезирован в Германии 
(Blüthner et al., 1988). Октаплоидный амфидиплоид и 
созданные на его основе дополненные линии были про
анализированы с помощью Сбэндинга, помимо этого 
изучена конъюгация хромосом в мейозе (Blüthner et al., 
1988; Friebe et al., 1992). Хотя в мейозе всех полученных 
форм были выявлены многочисленные нарушения, ника
ких отклонений в рисунках Сокрашивания, вызванных 
хромосомными перестройками, авторы не обнаружили 
(Friebe et al., 1992). Отличия, выявленные у амфидиплоида 
по рисункам окрашивания некоторых хромосом пшеницы, 
они связали с возможным участием других сортов пше
ницы в его получении. 

Невостребованность Авродаты в селекционных про
граммах может быть обусловлена сложностью передачи 

Рис. 6. Кариотип геномно-замещенной формы Авротика.
A, B, D, T – геномы; 1–7 – гомеологические группы.

Рис. 7. Кариотип геномно-замещенной формы Авродата.
A, B, C – геномы; 1–7 – гомеологические группы. Стрелкой отмечена тер-
минальная делеция/транслокация, затрагивающая длинные плечи хро-
мосом 1А и 7В.
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генетического материала из Сгенома в мягкую пшеницу, 
связанной с большим числом видоспецифических хро
мосомных перестроек, выявленных у Ae. caudata (Da ni
lova et al., 2017; Gong et al., 2017; Grewal et al., 2020), а 
также присутствием гаметоцидных генов на хромосомах 
этого вида.

Авротата
Исследование показало, что Авротата – цитологически 
стабильная гексаплоидная форма, в кариотипе которой 
выявлены А и Вгеномы пшеницы, но хромосомы, соот
ветствующие Nгеному Ae. uniaristata Vis., обнаружены 
не были (см. рис. 3, рис. 8). Третий геном Авротаты по
казал наибольшее сходство с геномом D диплоидного 
Ae. tauschii subsp. strangulata Eig (см. рис. 3), который 
отличается от Dгенома пшеницы рисунками Сокраши
ва ния хромосом 3D и 6D. Возможно, третий геном Ав
ротаты, Dt, является смешанным и включает хромосомы 
как диплоидного эгилопса, так и мягкой пшеницы, однако 
методом Сбэндинга это установить невозможно изза вы
сокого сходства ортологичных хромосом данных геномов. 

Ae. uniaristata характеризуется толерантностью к солям 
алюминия. Для переноса этого признака от эгилопса в 
геном мягкой пшеницы в Великобритании был синте
зирован гибрид сорта мягкой пшеницы Chinese Spring и 
Ae. uniaristata, который в дальнейшем был использован 
для создания серии дополненных линий (Miller et al., 
1995). Авторы показали, что устойчивость к алюминию 
конт ролируется хромосомой 3N (Iqbal et al., 2000b). Ана
лиз дополненных линий с помощью гибридизации in situ 
(Iqbal et al., 2000a), а позже – Сбэндинга (Badaeva et al., 
2011) подтвердил, что они содержат хромосомы Ae. uni
a ristata, и позволил привести в соответствие цитологиче
скую и генетическую классификации хромосом Nгенома. 

Картирование RFLPмаркеров на хромосомах Ae. uni
aristata показало, что они существенно перестроены отно
сительно гомеологичных хромосом пшеницы вследствие 
Nгеномспецифичных транслокаций и инверсий (Iqbal et 
al., 2000b). Глубокие структурные преобразования хромо
сом Ae. uniaristata в процессе видообразования подтверди
ли результаты хромосомного пэйнтинга с использованием 

наборов олигопроб, специфичных для каждой из семи 
гомеологических групп Triticeae Dumort. (Li et al., 2020). 
Логично предположить, что дивергенция гомеологичных 
хромосом пшеницы и Ae. uniaristata осложняет перенос 
генетического материала между видами, в частности, 
создание стабильных жизнеспособных амфидиплоидов 
и геномнозамещенных форм. К сожалению, доступных 
данных о цитологической верификации геномного соста
ва Авротаты на этапе ее создания не опубликовано. В свя  
зи с этим невозможно определить, обусловлено ли отсут
ствие у Авротаты Nгенома способом получения самой 
формы или же заменой Nгенома на D в процессе дли
тельного репродуцирования образца. 

Исследование пшенично-эгилопсных амфидиплоидов
Амфидиплоид AD 7
AD 7 – спонтанный амфидиплоид тетраплоидной пшени
цы T. ispahanicum Heslot (геном BBAA) и тетраплоидного 
Ae. cylindrica Host (геном DcDcCcCc). Исходная форма 
AD 7 была октаплоидом 2n = 8x = 56 с геномным составом 
BBAADcDcCcCc (Мустафаев, Пиралов, 1981). Цитогенети
ческий анализ с использованием Сбэндинга подтвердил 
происхождение данного образца от Ae. cylindrica, но 
показал, что в процессе его воспроизведения произошла 
редукция числа хромосом до гексаплоидного уровня. 

У AD 7 полностью сохранились хромосомы Агенома 
пшеницы и Сcгенома Ae. cylindrica. Третий (синтетиче
ский) геном представлял собой комбинацию хромосом 
Вгенома пшеницы и Dcгенома Ae. cylindrica и вклю
чал представителей всех семи гомеологических групп: 
1Dc1Dc 2B2B 3Dc3Dc 4Dc4Dc 5B5B 6Dc6Dc 7B7B (рис. 9). 
Хромосомы Dcгенома имели типичные для Ae. cylind rica 
рисунки дифференциального окрашивания (Linc et al., 
1999; Badaeva et al., 2002). Часть исследованных расте
ний оказались моносомными по хромосоме 6А (2n = 41). 
Хромосомных перестроек у растений исследованного 
образца не обнаружено.

Рис. 8. Кариотип геномно-замещенной формы Авротата.
A, B, Dt – геномы; 1–7 – гомеологические группы.

Рис. 9. Кариотип амфидиплоида AD 7.
A, B, Dc, Cc – геномы; 1–7 – гомеологические группы.
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Амфидиплоид AD 7147
Амфидиплоид AD 7147 был получен Г.Р. Пираловым 
(1976) при скрещивании тетраплоидной пшеницы и 
Ae. ventricosa (Мустафаев, Пиралов, 1981). Восстанов
ление числа хромосом до октаплоидного уровня произо
шло спонтанно, как предполагал автор, за счет слияния 
нередуцированных гамет. В мейозе 56хромосомного ис
ходного амфидиплоида наблюдали регулярную конъюга
цию хромосом с образованием 28 бивалентов. Анализ 
потомка AD 7147 методом Сбэндинга показал, что он дей  
ствительно является гибридом тетраплоидного вида пше
ницы (геном BBAA) и Ae. ventricosa (геном DvDvNvNv) 
(рис. 10). Рисунки дифференциального окрашивания хро
мосом геномов А и В отличались от рисунка Сбэндинга, 
«типичного» для твердой пшеницы, и больше соответство
вали таковому T. carthlicum Nevski или европейскому типу 
полбы T. dicoccum (Badaeva et al., 2015b).

Мы выявили, что AD 7147 является носителем транс
локации 1Nv:3Dv, которая, скорее всего, унаследована от 
родительского образца эгилопса. Данная перестройка 
широко распространена в природных популяциях Ae. ven
tricosa (Badaeva et al., 2002, 2011). У AD 7147, как и у 
предыдущего амфидиплоида, произошла редукция числа 
хромосом до гексаплоидного уровня за счет потери одно
го смешанного генома. В этом случае Вгеном пшеницы 
сохранился полностью, из Nvгенома Ae. ventricosa была 
утрачена 3Nv, из Агенома пшеницы – 6А. Таким образом, 
редукция числа хромосом у гибрида происходила преи
мущественно за счет Dvгенома Ae. ventricosа, от которого 
сохранились только две пары хромосом – 3Dv (в виде двух 
транслоцированных хромосом Т1Nv:3Dv) и 6Dv. 

Ae. ventricosa – тетраплоидный вид, широко используе
мый в современной селекции пшеницы как донор генов 
устойчивости к болезням и вредителям (Dosba, Dous si
nault, 1978; GarciaOlmedo et al., 1984; Delibes et al., 1987, 
1988). Кластер генов Sr38/Lr37/Yr17, унаследованный 
от Ae. ventricosа (Tanguy et al., 2005), был картирован на 
хромосоме 2А (Bariana, McIntosh, 1994). В соответствии 

с данными анализа родословных (Мартынов и др., 2015), 
эта интрогрессия присутствует более чем у 34–37 % со
временных сортов мягкой пшеницы, преимущественно из 
Европы. Интрогрессия ведет происхождение от француз
ского селекционного образца VPM1, полученного Maia в 
1967 г. путем гибридизации сорта мягкой пшеницы Marne 
и амфидиплоида Ae. ventricosa × T. persicum Vav. (syn. 
T. carthlicum) (Dosba et al., 1978). Очевидно, что геномный 
состав этого амфидиплоида близок таковому исходной 
формы AD 7147. К сожалению, проверить современный 
статус французского гибрида не представляется возмож
ным. У нас также нет сведений об использовании AD 7147 
в селекции пшеницы, хотя по аналогии с Ae. ventricosa × 
T. persicum, полученным во Франции, он может быть 
весьма перспективным донором хозяйственно важных 
признаков. 

Амфидиплоид АЕ 1491
Аллогексаплоид АЕ 1491 обнаружен случайно при ис
следовании образцов эгилопсов из коллекции Института 
культурных растений (IPK, Гатерслебен, Германия). На 
основании анализа морфологии и рисунков дифферен
циального окрашивания хромосом (рис. 11) высказано 
предположение, что этот образец является гибридом те
траплоидного Ae. ventricosa (геном DvDvNvNv) и пшени
цыоднозернянки, вероятно, T. boeoticum Boiss. (геном 
AbAb) или T. monococcum L. (геном AmAm). Поскольку в 
кариотипе АЕ 1491 была идентифицирована транслокация 
1Nv:3Dv, можно предположить, что она присутствовала 
также у родительской формы Ae. ventricosa.

Среди генотипов АЕ 1491 случаев анеуплоидии, зна
чительных изменений рисунков Сокрашивания относи
тельно родительских видов (Badaeva et al., 2002, 2015a) 
или возникновения новых вариантов структурных пере
строек хромосом обнаружено не было. Амфидиплоид 
T. aegilopoides Link (syn. T. boeoticum) × Ae. ventricosa 
получен и исследован в работах (Siddiqui, 2009; Siddiqui 
et al., 2009). Соответствует ли этот изученный процитиро
ванными выше авторами амфидиплоид изученному нами 
образцу, неизвестно.

Рис. 10. Кариотип амфидиплоида AD 7147.
A, B, Dv, Nv – геномы; 1–7 – гомеологические группы.

Рис. 11. Кариотип образца АЕ 1491.
Nv, Dv, Am – геномы; 1–7 – гомеологические группы. 
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Исследование амфидиплоидов пшеницы

Haynatricum Zhuk.
Успешные попытки создания амфидиплоида пшеницы 
и Dasypyrum villosum (syn. Haynaldia villosa) предпри
нимались учеными разных стран с конца XIX ̶ начала 
ХХ в. Скрещивания проводили с разными видами пше
ницы, чаще с тетраплоидной (T. dicoccoides (Körn. ex Asch. 
& Graebn.) Schweinf., T. dicoccum Schrank ex Schübl., 
T. turgidum L., T. aethiopicum Jakubz., T. durum Desf., 
T. araraticum Jakubz., T. timopheevii (Zhuk.) Zhuk.), реже 
с гексаплоидной (спельта и мягкая пшеница) (Pace et al., 
2011). Изученный нами амфидиплоид T. dicoccum × D. vil 
losum был получен П.М. Жуковским и назван Haynatri
cum Zhuk. (syn. Triticum ×turgidovillosum Tschermak) 
(Жу ковский, 1944) и поддерживается в коллекции ВИР 
под номером К38259.

Исследование показало, что данный образец содержит 
полные наборы хромосом А и Вгеномов пшеницы и 
Нvгеном D. villosum (рис. 12). Рисунки Сокрашивания 
хромосом пшеницы сходны к таковыми у закавказской 
группы культурной полбы (Badaeva et al., 2015b), и можно 
предположить, что родительской формой этого аллопо
липлоида послужил образец T. dicoccum из Армении, 
Азербайджана или прилегающих к ним районов Турции 
или Ирана. Все изученные растения Haynatricum были 
 эуплоидными (2n = 6x = 42) и не содержали хромосомных 
перестроек. Этот факт, а также отсутствие явных измене
ний рисунков Сбэндинга свидетельствуют о высокой ци
тологической стабильности образца, полученного почти 
85 лет назад.

D. villosum является ценным источником генов устой
чивости к болезням. Его амфидиплоиды и полученные 
на их основе замещенные и дополненные линии широко 
используются в селекционной практике в Китае (Huang 
et al., 2007; Zhang W. et al., 2013) и других странах. Ис
следованный нами образец несколько отличается от них 
по распределению блоков гетерохроматина на хромосомах 
пшеницы и Haynaldia villosa и может содержать другой 
набор генов устойчивости.

Tritordeum martinii A. Pujadas
Амфидиплоид твердой пшеницы T. durum и дикого ячменя 
Hordeum chilense был синтезирован в начале 1980х гг. 
как мостик для переноса хозяйственно полезных генов от 
ячменя в пшеницу (Martin, SanchezMongelaguna, 1982). 
Его кариотип был детально исследован с помощью Сме
тода дифференциального окрашивания хромосом (Cabrera 
et al., 1995) и флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) 
с разными типами ДНКзондов (Prieto et al., 2004; Martín, 
Cabrera, 2005). 

Анализ хромосомного набора тритордеума с помощью 
Сбэндинга (рис. 13, а) и FISH c pAs1 (зеленый) и pSc119.2 
(красный) зондами (см. рис. 13, б) подтвердил наличие 
у него геномов А, В и Нс, рисунки бэндинга и паттерны 
гибридизации которых не отличались от описанных в 
литературе. Случаев анеуплоидии и хромосомных пере
строек также не обнаружено, что говорит о высокой ци
тологической стабильности данного образца. 

Рис. 12. Кариотип Haynatricum.
A, B, Hv – геномы; 1–7 – гомеологические группы.
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Рис. 13. Дифференциально окрашенная метафазная пластинка (а) и 
распределение pAs1 и pSc119.2 зондов на хромосомах Tritordeum (б).
Хромосомы обозначены в соответствии с генетической номенклатурой: 
1А–7А – А-геном пшеницы; 1В–7В – В-геном пшеницы; Нc – геном H. chilense.
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Заключение
Нельзя не согласиться, что цитологическая стабильность 
имеет большое значение для сохранения и размножения 
созданных исследователями аллополиплоидов, некоторые 
из которых в настоящее время рассматриваются как новые, 
перспективные сельскохозяйственные культуры (De Caro 
et al., 2024).

Суммируя приведенные выше результаты по исследова
нию геномнозамещенных и синтетических геномнодо
полненных амфидиплоидов пшеницы с отдельными вида
ми из родов Aegilops, Haynaldia (Dasypyrum) и Hordeum L., 
можно сделать следующие выводы.
• Аллополиплоидные формы, содержащие 42 хромосо

мы, более стабильны по хромосомному составу, чем 
56хромосомные.

• Гексаплоидные формы, содержащие одновременно в 
своем кариотипе родственные геномы B и S (напри
мер, Авродес), могут оставаться цитологически неста  
бильными на протяжении многих поколений. Цитоло
гическая нестабильность выражается у них, в частно
сти, гетерогенностью хромосомного состава в разных 
генотипах, моно или дисомными замещениями хро
мосом родственных геномов и повышенной частотой 
хромосомных перестроек. 

• Несоответствие хромосомного состава ряда геномно
замещенных форм указывает на то, что их использо
вание в селекции и филогенетических исследованиях 
должно проводиться только после тщательного предва
рительного цитогенетического изучения – обязательной 
верификации.

• Наиболее существенные преобразования родительских 
геномов выявлены у октаплоидных амфидиплоидов. 
Это выражалось, прежде всего, в редукции числа хро
мосом до гексаплоидного уровня. При этом хромосо
мы элиминировались из разных родительских геномов 
(в зависимости от происхождения полиплоида).

• Несмотря на то что по хозяйственно важным показате
лям синтетические амфидиплоиды уступают современ
ным коммерческим сортам пшеницы, содержащиеся 
в них гены, контролирующие моно и полигенно эти 
признаки, по эффективности могут превосходить гены 
мягкой пшеницы. Кроме того, генофонд  синтетических 
пшениц может стать источником новых генов устой
чивости к биотическим (Гончаров и др., 2020) и абио
тическим (Mahmood et al., 2023) стрессам для мягкой 
пшеницы.
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Потенциал коллекции амаранта ВИР  
в свете мировых тенденций использования и селекции
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Аннотация. Амарант – древняя культура семейства Амарантовые (Amaranthaceae). Для России это достаточно 
новая сельскохозяйственная культура. В семенах и листовой биомассе содержатся высококачественный без-
глютеновый белок, жирные кислоты, полиненасыщенный углеводород сквален, флавоноиды, витамины и ми-
нералы. Комплексное изучение амаранта, развитие его селекции и создание новых сортов являются крайне 
важным направлением для решения проблемы повышения качества пищевой продукции путем использования 
растительного сырья, обогащенного полезными и высокопитательными компонентами. На сегодняшний день 
основными методами селекционной работы с амарантом остаются отбор и гибридизация. Методы мутационной 
селекции и полиплоидии были успешно использованы для увеличения урожайности семян и содержания белка. 
С помощью генов, кодирующих белки амаранта, созданы трансгенные растения картофеля, мягкой пшеницы и 
кукурузы. Несмотря на большой потенциал амаранта, изучению его геномики посвящено не много исследова-
ний, направленных главным образом на идентификацию видового разнообразия. В направления селекцион ной 
работы с амарантом входят такие признаки, как «крупность и неосыпаемость семян», «низкорослость», «скоро-
спелость», «высокая урожайность», «холодостойкость», «синхронность созревания», «устойчивость к вредите-
лям и болезням», «высокая питательная ценность»: содержание и качество белка, липидов, сквалена, биологи-
чески активных соединений. Уникальная коллекция амаранта Всероссийского института генетических ресурсов 
растений им. Н.И. Вавилова (ВИР) включает 570 образцов из различных стран мира. На протяжении 70 лет она 
пополнялась местными, селекционными сортами и дикими видами за счет экспедиций, поступлений из научно-
исследовательских институтов, ботанических садов, генбанков и опытных селекционных станций всего мира. 
В результате многолетнего изучения были сформированы признаковые группы образцов с высокой урожайно-
стью семян и листовой биомассы, скороспелые и холодостойкие, с повышенным содержанием белка в семенах 
и биомассе, низкорослые, устойчивые к осыпанию семян, овощного и декоративного направления использо-
вания. Сохраняемый в ВИР генофонд амаранта способен предоставлять неограниченные возможности для се-
лекции и восполнять нужды населения страны, обогащая питательный рацион продуктами из этой здоровой и 
полезной культуры.
Ключевые слова: Amaranthus L.; ценные признаки; направления селекции; видовое разнообразие; коллекция 
амаранта ВИР.
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The potential of the amaranth collection maintained at VIR  
in the context of global plant breeding and utilization trends
D.V. Sokolova  , A.E. Solovieva , A.M. Zaretsky , T.V. Shelenga 

Federal Research Center the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR), St. Petersburg, Russia
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Abstract. Amaranth is an ancient crop of the family Amaranthaceae, but it is fairly new to Russia. Its seeds and leaf 
biomass contain a high-quality gluten-free protein, fatty acids, squalene (a polyunsaturated hydrocarbon), flavonoids, 
vitamins, and minerals. A comprehensive study of amaranth, enhancement of its breeding, and development of new 
cultivars will contribute to food quality improvement through the use of plant raw materials enriched for wholesome 
and highly nutritious components. At present, selection and hybridization still remain the main amaranth breeding 
techniques. Meanwhile, mutation breeding and polyploidy have been successfully employed to increase its seed yield 
and protein content. The genes encoding amaranth proteins have been used to produce transgenic plants of potato, 
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The potential of the amaranth collection maintained at VIR 
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bread wheat, and maize. Despite the great potential of amaranth, little research has been dedicated to the study of its 
genomics, concentrating mainly on the identification of its species diversity. Targets of breeding practice for amaranth 
include such characteristics as large size and nonshattering of seeds, short stem, earliness, high yield, cold hardiness, 
synchronized maturation, resistance to pests and diseases, and high nutritional value, including the content and quality 
of protein, lipids, squalene, and bioactive compounds. A unique collection of amaranth maintained at the N.I. Vavilov 
All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR) currently incorporates 570 accessions from various countries. For 
70 years it has been replenished with local varieties, commercial cultivars, and wild species supplied by collecting 
missions, research centers, botanical gardens, genebanks, and experimental breeding stations from all over the world. 
Long-standing studies have resulted in the formation of trait-specific groups of accessions, with high yields of seeds 
and leaf biomass, earliness, cold hardiness, high protein content in seeds and biomass, short stems, and resistance to 
seed shattering, earmarked for vegetable or ornamental purposes. The gene pool of amaranth preserved at VIR can 
provide unlimited opportunities for breeding and meet the needs of the country’s population, enriching the human 
diet with ingredients produced from such a health-friendly and useful crop.
Key words: Amaranthus L.; valuable traits; breeding trends; species diversity; VIR’s amaranth collection.
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Введение
Индустриализация сельского хозяйства и консолидация 
единого мирового рынка обеспечили устойчивый рост 
поставок продовольствия во всем мире за счет повыше-
ния урожайности. В то же время комплекс инновацион-
ных процессов в сельском хозяйстве, базирующийся на 
селекции высокоурожайных сортов важнейших культур 
и развитии аграрных технологий, затронул лишь часть 
из них: сою, пшеницу, рис, кукурузу, подсолнечник. Это 
привело к сужению агробиоразнообразия и постепенному 
замещению маловажных культур, что создает потенциаль-
ную угрозу глобальной продовольственной безопасности 
(Khoury et al., 2014; Dawson et al., 2019). Хотя эти культуры 
содержат достаточно калорий, им не хватает незаменимых 
аминокислот, минералов и витаминов для полноценного 
сбалансированного питания человека, что приводит к 
«скрытому» недоеданию более двух миллиардов человек 
в мире, ежедневная диета которых практически полно-
стью состоит из вышеперечисленных культур (Cheng et 
al., 2015). 

Человечество в течение своего существования исполь-
зовало около 3000 видов растений, и только около 150 из 
них выращивается в коммерческих посевах (Mangelsdorf, 
1966). По другим данным, во всем мире съедобны около 
30 000 видов растений, но только 7000 из них исполь-
зуются в пищу (Ramdwar et al., 2017). Диверсификация 
источников продовольствия за счет интеграции широко-
го спектра «забытых» культур может улучшить качество 
питания населения многих стран и гарантировать их про-
довольственную безопасность (Mayes et al., 2011; Ebert, 
2014; Joshi et al., 2018). 

Амарант – одна из культур, обладающая потенциалом 
для того, чтобы стать альтернативной зерновой культурой 
на мировом уровне (Das, 2016). Цель настоящего исследо-  
вания – исторический обзор селекционной работы с дан-
ной куль турой и характеристика генетического разнообра-
зия кол лекции амаранта ВИР, являющейся потенциалом 
для отечественной селекции.

Амарант – древняя культура, принадлежащая к семей-
ству Amaranthaceae порядка Caryophyllales и подсемейству 
Amaranthoideae. Род Amaranthus L., насчитывающий, по 
разным данным, от 60 до 87 видов, входит в десятку наи-

более сложных в таксономическом отношении культур. 
Наряду с гречихой и киноа, он является представителем 
немногочисленной группы «псевдозлаковых» растений 
(Saunders, Becker, 1984; Teutonico, Knorr, 1985). 

Большинство видов амаранта – дикие и сорные. Зерно-
выми видами амаранта считаются Amaranthus cruentus и 
A. hypochondriacus, берущие свое начало из Центральной 
и Северной Америки, а также A. caudatus южноамери-
канского происхождения (Covas, 1993). История возделы-
вания амаранта на этих территориях насчитывает 5000–  
7000 лет. По данным археологических записей о собран-
ных на северо-западе Аргентины материалах, возраст най-
денных семян был датирован началом середины периода 
голоцена (5.5–6 тыс. лет до нашей эры). Наиболее древние 
находки амаранта обнаружены в пещере высокогорного 
участка Пеньяс-де-ла-Крус департамента Антофагаста- де- 
ла-Сьерра (3665 м над уровнем моря). Эти данные указы-
вают на значительно более раннее употребление амаран-
та – 10 000 и 7000 лет до нашей эры (Arreguez et al., 2013).

Амарант был очень важным источником питания и для 
населения территории Южной Америки в доиспанские 
времена (Chagaray, 2005). Племена ацтеков и майя исполь-
зовали его с древнейших времен в качестве зерновой 
культуры, уступающей по своему значению лишь кукурузе 
и бобовым (Sauer, 1967; Smith M.E., 1996). Листья ама-
ранта также употребляли в пищу. Были распространены 
смешивание цельных или молотых зерен из амаранта 
для приготовления хлеба, каш и лепешек, а также цере-
мониальное использование в храмах. Ацтеки лепили из 
амарантового теста маленькие фигурки богов и съедали их 
во время ритуалов (De Montellano, 1990). Вероятнее всего, 
именно этот факт в начале XVI в. послужил причиной 
строгого запрета испанскими завоевателями употребления 
и выращивания амаранта, что привело к его забвению на 
долгие годы (Saunders, Becker, 1984).

Возрождение интереса к амаранту в конце XX в. связано 
с работами по изучению его уникальных биохимических 
характеристик, универсального применения и типично-  
му для амаранта механизму С4-фотосинтеза (Venskuto nis, 
Kraujalis, 2013; Магомедов, Чиркова, 2015). Для Россий-
ской Федерации – это достаточно новая сельскохозяй-
ственная культура, обладающая огромным потенциалом 
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интенсивности роста, продуктивности и высоким содер-
жанием в семенах и листовой биомассе полноценного 
белка (Кононков и др., 1999). Поэтому комплексное изу-
че ние амаранта, развитие его селекции и создание новых 
сортов – крайне важное направление для решения проб-
лемы повышения качества пищевой продукции путем 
использования растительного сырья, обогащенного полез-
ными и высокопитательными компонентами.

Классификация рода Amaranthus затруднена из-за от-
сутствия видовых и качественных определяющих призна-
ков, широкого диапазона фенотипической изменчивости 
между видами, а также интрогрессии и гибридизации 
меж ду сорными и культурными видами (Sauer, 1967; Haup-
tli, Jain, 1978). Многие исследователи оценивали уровень 
межвидовой филогенетической взаимосвязи с использо-
ванием морфологических, биохимических, молекуляр-
ных и цитогенетических методов (Murray, 1940; Costea et 
al., 2001; Das, 2012; Akin-Idowu et al., 2016). Большинство 
ученых сходится во мнении, что все зерновые амаранты 
произошли от прародителя сорняков A. hybridus. 

Культивируемые зерновые виды близкородственны, 
однако A. hypochondriacus (2n = 32) и A. caudatus (2n = 32) 
более тесно связаны друг с другом, чем с A. cruentus 
(2n = 34). Особенностью A. cruentus является наличие 
одной копии хромосомы 2, приводящей к гаплоидному 
на бору n = 17 (Singh et al., 2023). 

Основная часть представителей рода Amaranthus – 
однолетние травянистые растения с бордовой или желто-
зеленой расцветкой листьев и соцветий. Анатомо-мор-
фологическое разнообразие амаранта связано с конкрет-
ным видом и условиями произрастания. Высота растений 
варьирует от 40 см до 5 м. Стебель, как правило, прямо-
стоячий, бороздчатый, сильно облиственный. У некоторых 
видов встречается раскидистая полуприжатая форма. По 
степени ветвления растений различают слабо-, средне- и 
сильноветвистые. Габитус формируется из совокупности 
признаков положения и ветвления главного стебя и его раз-
меров, формы соцветия. Листья без прилистников, имеют 
очередное или супротивное расположение, разли чаются 
по форме листа и края. Среднее число листьев на расте-
нии может достигать 250, при этом площадь листовой по-  
верхности составляет около 7500–8000 см2. Соцветие – 
сложная метелка разной формы, плотности и цвета. Цвет-
ки мелкие, актиноморфные, раздельнополые, реже обое-
полые, собранные в пазухах листьев. Андроцей состоит 
из 5 тычинок, гинецей — из 3, реже 4, плодолистиков. 
Завязь верхняя, одногнездная (Das, 2016).

Амарант считается «суперпродуктом» благодаря его 
нутрицевтической ценности: содержанию высококачест-
венного безглютенового белка, ненасыщенных жирных 
кислот, пищевых волокон, флавоноидов, витаминов (тиа-
мин, рибофлавин, аскорбиновая кислота, никотиновая 
кислота) и минералов (кальций, магний и медь, а также 
натрий, железо, фосфор, цинк) (Kононков и др., 1999; 
Gro belnik-Mlakar et al., 2009; Palombini et al., 2013; Joshi et 
al., 2018; Soriano Garcıa et al., 2018; Sokolova et al., 2021). 
В семенах содержатся метионин (15.8 мг/г общего белка) 
и лизин (55.8 мг/г общего белка), что обеспечивает его вы-
сокую пищевую ценность по сравнению с большинством 
злаков (Tang, Tsao, 2017). 

Количество липидов в семенах амаранта сильно варьи-
руется в зависимости от вида и генотипа и колеблется в 
пределах 1.9–9.7 %. Пальмитиновая, олеиновая и лино-
левая, а также линоленовая жирные кислоты содержатся 
в больших количествах и составляют более 90 % общего 
количества жирных кислот. Масло семян амаранта имеет 
подтвержденный терапевтический эффект. 

Хотя состав жирных кислот амаранта сходен с маслом 
злаков, он отличается тем, что содержит относительно вы-
сокие уровни полиненасыщенного углеводорода сквалена 
(C30H50) (Bressani, 1994). Сквален имеет широкое при-
менение в медицине: в качестве адъюванта в вакцинах, 
иммуномодулятора и антиоксиданта – в комплексной те-
рапии ряда заболеваний, таких как диабет и ишемическая 
болезнь, а также в составе косметических средств (Гонор 
и др., 2006; Huang et al., 2009). Существуют убедительные 
данные, что сквален снижает риск развития онкологиче-
ских заболеваний и уровень холестерина у человека (Miet-
tinen, Vanhanen, 1994; Rao et al., 1998; Smith T.J., 2000). 
Возрастающий интерес к этому веществу объясняется 
сочетанием в нем комплекса терапевтических эффектов: 
антиоксидантного, гиполипидемического, антитоксиче-
ского и антидиабетического (Магомедов и др., 2017). 

Использование амаранта
По способу использования культивируемые виды ама-
ранта подразделяют на две основные группы – пищевую 
(овощные и зерновые) и кормовую, а также менее извест-
ные – декоративную, фармацевтическую и в производстве 
строительных материалов (рис. 1). Такое деление доста-
точно условно, так как один и тот же сорт может проявлять 
себя и как кормовой, и как зерновой, а в молодом возрасте 
листья всех видов амаранта можно употреблять свежими 
в виде салатов (Ruth et al., 2021; Sokolova et al., 2021). 

Изначально культуру возделывали для получения ис-
пользуемых в пищу семян (Центральная и Южная Амери-
ка, горные районы Азии) и как зеленую овощную культуру 
(Африка, Южная и Юго-Восточная Азия). Употребление 
человеком овощных видов амаранта широко распростра-
нено в Индии и странах Азии и Юго-Восточной Азии, а 
также в африканских странах, но мало известно в странах 
Северной и Южной Америки. 

Листья, побеги и сочные нежные стебли овощных ама-
рантов употребляются в соусах, супах, овощных рагу. Мо-
лодые листья зернового амаранта также используются как 
листовые овощи. Бордовоокрашенные листья A. cruen
tus являются сырьем для производства чая, обогащенного 
амарантином. Семена амаранта используют как в целом 
(каши, хлопья, сладости), так и в перемолотом виде (хлеб, 
макароны, выпечка) (Das, 2016).

Амарантовое масло экстрагируют главным образом из 
семян двух видов: A. cruentus и A. hypocondriacus, содер-
жание у которых варьирует в пределах 4.8–8.1 % (He, 
Corke, 2003; Gamel et al., 2007). Выход масла у амаранта 
превышает большинство зерновых культур, но уступает 
масличным (Ayorinde, 1989; Leon-Camacho et al., 2001). 
H.P. He и H. Corke (2003) исследовали содержание масла 
у 104 образцов 30 видов амаранта. Было установлено зна-
чительное варьирование этого показателя в зависимости 
от конкретного генотипа, места выращивания и влияния 
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абиотических факторов. Причем дикие формы не уступа-
ли культурным по этому показателю, подтверждая свою 
ценность для селекции (табл. 1). 

Кормовое направление связано с использованием над-
земной биомассы растений. Однако богатые белком семе-
на амаранта также включают в кормовые смеси. Урожай-
ность зеленой биомассы в среднем составляет 85–103 т/га, 
при выходе сухого вещества 15.7–16.7 т/га (Abbasi et al., 
2012; Shadi et al., 2020). В северных регионах Китая уро-
жайность сортов вида A. hypochondriacus может достигать 
130 т/га, при выходе сухого вещества – 20 т/га (Sun G.Q. 
et al., 2017). H. Shadi с коллегами (2020) сообщали, что, 
по сравнению с кукурузным силосом, амарантовый силос 
имеет больший уровень переваримого неразлагаемого 
белка, что делает его использование более эффективным. 
Высокое содержание сырого белка и низкое содержание 
лигнина, низкие уровни нитратов и щавелевой кислоты 
определяют высокий потенциал силоса из амаранта в ка-
честве корма для жвачных животных (Sleugh et al., 2001; 
Rezaei et al., 2009). Но листовая биомасса амаранта вклю-
чает антипитательные вещества, такие как ингибиторы 
трипсина, сапонины, алкалоиды и оксалаты, что снижает 
ее питательную ценность и требует селекционной прора-
ботки в этом направлении (Cheeke et al., 1981).

Рис. 1. Направления использования амаранта.

Таблица 1. Содержание масла и сквалена в семенах  
разных видов амаранта, по данным (He, Corke, 2003)

Вид Масло, % Сквален, мг/г семян

A. rudis 8.25 4.75

A. blitum 6.96 2.93

A. spinosus 6.45 1.89

A. powelli 6.15 2.66

A. retroflexus 5.79 2.46

A. albus 5.68 2.44

A. dubius 5.30 2.03

Amaranthus sp. 5.29 2.56

A. viridis 5.00 2.12

A. hybridus 4.66 2.59

A. hypochondriacus 4.58 2.55

A. tricolor 4.50 2.39

A. cruentus 3.21 1.31

Декоративное

АМАРАНТ

В строительстве

Пищевое 
зерновое

Пищевое 
овощное

Кормовое:

силос
комбикорм

Фармацевтическое:

сквален
БАД

Цельные семена:

суп
каши, хлопья
сладости
напитки
масло

Мука:

хлеб
макароны
выпечка

Салаты,
протеиновые 
концентраты,

чай
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Многие амаранты обладают ярко выраженными деко-
ративными свойствами (Sauer, 1967). Появилось и новое 
направление – использование одревесневшего главного 
побега амаранта в строительстве для производства раз-
личных древесных плит (Evon et al., 2021).

Агротехника амаранта в наше время сильно отличает-
ся от технологий ранних цивилизаций, когда практически 
не использовались технические средства. Современные 
агрономические методы механизации позволяют добиться 
большей урожайности и рентабельности. 

Селекция амаранта 
Амарант характеризуется генетическим разнообразием 
и экологической пластичностью. Преимущественно ама-
рант – автогамная культура, но при этом уровень аутбри-
динга составляет 5–39 %, что достаточно для обеспечения 
потока генов среди популяций (Hauptli, Jain, 1985). Раз-
нообразный механизм размножения культуры возможен 
благодаря соотношению и распределению мужских и 
пес тичных цветков в соцветиях. К облигатно аллогамным 
от носятся двудомные виды A. tuberculatus, A. palmeri, 
A. are nicola и A. rudis.

Направления селекционной работы с амарантом зави сят 
от способов его использования. Негативные признаки ама-
ранта, ограничивающие его промышленное выращивание 
и требующие селекционного улучшения, включают: слиш-
ком мелкие семена, большую высоту растения, несин-
хронное созревание и осыпание семян, размер и жесткость 
стебля, удерживающего крупное и тяжелое соцветие, его 
плотную структуру (Kauffman, 1984). Большая высота 
зер нового амаранта (1.8–2.5 м) является отрицательным 
признаком, затрудняющим уборку урожая. Такие формы 
склонны к полеганию и требуют поддержки, что приводит 
к увеличению затрат на выращивание. Внутрисортовая 
вариабельность по высоте растений позволяет вести отбор 
и скрещивание низкорослых форм. 

Селекционная работа с зерновыми амарантами должна 
проводиться с упором на такие признаки, как «крупность 
и неосыпаемость семян», «низкорослость», «скороспе-
лость», «высокая урожайность», «холодостойкость», «син - 
хронность созревания», «устойчивость к вредителям и бо-
лезням», «высокая питательная ценность», включающая 
содержание и качество белка, липидов, биологически ак-
тивных соединений. Для овощных амарантов желательна 
кустистость, обеспечивающая возможность многократной 
срезки (Sreelathakumary, Peter, 1993). 

Традиционные методы селекции

Отбор
Наибольшее распространение метод получил в США и 
Индии, где отбор из местных популяций привел к созда-
нию сортов амаранта, используемых по настоящее время. 
Линии зародышевой плазмы рабочей коллекции Иссле-
довательского центра Родейла (Rodale Research Centre, 
Пенсильвания, США) являются родоначальниками боль-
шинства сортов, созданных в США и Китае (Stallknecht, 
Schulz-Schaefer, 1993). Первыми зарегистрированными 
Обществом растениеводства Америки линиями амаранта 
A. cruentus были Montana-3, обладающая белосемянно-

стью и высокой урожайностью, и Montana-5, сочетающая 
в себе признаки Монтана-3 и одновременность созревания 
(Schulz-Schaeffer et al., 1989a, b). В дальнейшем методом 
отбора из Montana-3 в Университете штата Монтана (Mon-
tana State University) был получен устойчивый к полеганию 
сорт амаранта под названием “Amont” (Schulz-Schaeffer 
et al., 1991). В работе C.S. Kauffman (1992) из Rodale Re-
search Center (США) приведены результаты исследований 
и успешной селекции зерновых амарантов по нескольким 
важным признакам: «крупность семян», «синхронность 
созревания», «повышенное содержание белка в семенах», 
«устойчивость к осыпанию и вредителям». Там же путем 
отбора низкорослых форм была создана полукарликовая 
линия К-432 с высотой растений, не превышающей 92 см. 

Путем скрининга местных зерновых образцов из кол-
лекции генетических ресурсов Мексики были отобраны 
высокоурожайные, среднеспелые и карликовые формы 
амаранта, пригодные для механизированной уборки (Es-
pitia, 1992). В Перу в университете Cuzco были созданы 
три известных высокоурожайных сорта A. caudatus, кото-
рые получили широкое распространение и выращивались 
в коммерческих целях на сотнях гектаров: Oscar Blanco, 
Noel Vietmeyer и Alan Garcia. В Кении улучшенная линия 
образца A. hypochondriacus дала свое начало местному 
сорту Jumla (Kauffman, Weber, 1990; Joshi, Rana, 1991). 

Одним из примеров эффективного использования за-
родышевой плазмы в Индии является создание на регио-
нальной станции National Bureau of  Plant Genetic Resources 
(Shimla, Индия) в 1984 г. сорта зернового направления 
использования Annapurna, который выведен как чистая 
линия A. hypochondriacus из материала местного проис-
хождения (Joshi et al., 1983). Средняя урожайность семян 
сорта составляет 2/25 т/га, содержание белка 15 %. На этой 
же станции были получены устойчивый к полеганию, ос-
новным болезням и вредителям сорт Durga, скороспелые 
сорта Gujarat  Amaranth-1, Guja rat Amaranth-2, Kapilasa и 
Suvarna (Raiger, Bhandari, 2012). 

В опытах 1977–1988 гг. в Минессоте (США) максималь-
ная урожайность зерна у перспективных сортов достигала 
1.72 т/га (Myers, Putnam, 1988). Современные отечествен-
ные сорта показывают урожайность на уровне 2.35 т/ га 
(сорт Каракула), 2.09 т/га (Воронежский) (Государствен-
ный реестр…, 2023). Надо отметить, что агротехника ама-  
ранта в наше время сильно отличается от более ранних 
технологий, когда практически не использовались техни-
ческие средства. Добиться большей урожайности и рента-
бельности позволяют совместные усилия селекцио неров 
и агротехников. 

Во Всероссийском институте генетических ресурсов 
растений им. Н.И. Вавилова (ВИР, Россия) скороспелый 
и холодостойкий сорт амаранта Франт (A. cruentus) был 
получен путем отбора из местной популяции индийского 
происхождения одностебельных краснолистных форм вы-
сотой до 1.2 м, последующего инбридинга и свободного 
переопыления линейного потомства (Патент, 2022).

Гибридизация
Известно, что гибридизация – наиболее широко исполь-
зуемый и эффективный метод селекции для создания но-
вых комбинаций генов. Одним из первых, кто классифи-
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цировал межвидовую гибридизацию внутри рода Ama
ranthus, был M.J. Murray (1940). Он структурировал виды 
по расположению мужских цветков на соцветиях, провел 
немало скрещиваний между однодомными и двудомны ми 
видами. В исследованиях T.N. Khoshoo и M. Pal (1972) 
были получены гибриды между A. hypochondriacus (в ка-
честве опылителя) и A. hybridus и A. caudatus. У гибридов 
F1 от скрещивания A. hypochondriacus × A. hybridus уро-
вень фертильности пыльцы оказался наиболее высоким. 
Большой вклад для понимания доступности генофонда 
амаранта внесли E.J. Greizerstein и L. Poggio (1992, 1995), 
исследовавшие мейотическую конфигурацию 13 различ-
ных спонтанных гибридов амаранта. 

В целом у видов амаранта A. hypochondriacus и A. hy
bridus гибридизация наиболее эффективна, так как эти 
виды близки в эволюционном развитии и содержат одина-
ковое число хромосом (2n = 32). К примеру, путем скре - 
щивания A. hypochondriacus с пакистанским образцом 
A. hybridus на Сельскохозяйственной экспериментальной 
станции Небраски был получен широко распространен-
ный в США урожайный сорт зернового амаранта Plain-
sman (PI 358322), характеризующийся скороспелостью 
и высокой урожайностью при высоте растений 1.5–1.8 м 
(Baltensperger et al., 1992). 

Посредством гибридизации были переданы полезные 
признаки, присущие диким видам амаранта. Так, с целью 
уменьшения осыпания семян селекционным линиям 
A. cruentus и A. hypochondriacus были переданы признаки 
дикого вида A. powellii. Гибридизация с диким двудомным 
видом A. cannabinus привела к увеличению размера семян. 
Устойчивость к гербицидам A. hybridus была перенесена 
в селекционные линии A. hypochondriacus и A. cruentus 
(Brenner et al., 2000). 

Межвидовая гибридизация зерновых видов амарантов 
с овощными нередко приводит к гибридам с тератологи-
ческими проявлениями, высокой стерильностью пыльцы 
и хромосомными аберрациями, указывающими на нали-
чие между ними значительного барьера несовместимо-
сти (Mohindeen, Irulappan, 1993). При внутривидовой ги-
бридизации A. hypochondriacus гетерозисный эффект у 
потомства не обнаружен. Такой же результат был полу-
чен при скрещивании представителей вида A. cruentus. 
Однако при межвидовых скрещиваниях A. cruentus с 
A. hy pochondriacus отмечался гетерозис, приводящий к до-
стоверному увеличению листовой биомассы у потомства 
(Lehmann et al., 1991). M.G. Stetter с коллегами (2016) 
разработали эффективный метод получения внутри- и 
межвидовых гибридов амаранта, включающий погру-
жение соцветий в водяную баню с температурой 45 °C в 
течение 10 мин для кастрации мужских цветков, а также 
SNP-маркеры для их идентификации.

Мужская стерильность – репродуктивная недостаточ-
ность у некоторых растений, при которой мужские органы 
в цветках-гермафродитах не функциональны и производят 
нежизнеспособные пыльцевые зерна. Ее широко исполь-
зуют в селекционной работе, а также для коммерческого 
производства гибридов. Для амарантов цитоплазматиче-
ская мужская стерильность (CMS) – редкое явление, иден-
тифицированное только у одного вида, A. hypochon dria cus 

(Peters, Jain, 1987; Brenner, 1993). Кенийские селекцио-
неры (Gudu, Gupta, 1988) идентифицировали в популя-
ции сорта Jumla 20 растений с мужской стерильностью. 
В ре зультате многолетних исследований D.M. Brenner из 
Университета штата Айова (США) была зарегистрирова-
на первая CMS-линия амаранта DB 199313 и подобран к 
ней закрепитель стерильности (Brenner, 2019). Вероятно, 
в скором времени можно ожидать появления первого гиб-
рида амаранта на основе CMS.

Содержание белка в семенах амаранта изучалось путем 
диаллельных скрещиваний шести генотипов A. hypochon
driacus (F1 и F2) (Pandey, Pal, 1985). Полученные гибриды 
превышали среднее родительское значение по изученному 
показателю, а гибриды от трех из этих скрещиваний пре-
восходили лучшего родителя. Эти результаты подтверж-
дают положительный эффект гибридизации для селекции 
на значимый для амаранта показатель – содержание белка 
в семенах.

Мутационная селекция 
Для увеличения разнообразия генетических комбинаций 
используют как классическую гибридизацию, так и му-
тагенез. Частота спонтанных мутаций довольно низка, 
поэтому их искусственное индуцирование физическими и 
химический мутагенами – более продуктивный способ се-
лекции. Мутационная селекция амарантов для улучшения 
качества и количества семян базировалась главным об-
разом на использовании радиационного мутагенеза. Так, 
результатом применения радиационного метода (175 Гр) 
стало создание мутантных линий A. cruentus, которые 
достоверно характеризовались стабильным увеличением 
массы 1000 семян в поколениях М4 и М5 (Gajdošová et 
al., 2007). В 2009 г. сообщалось о получении мутантов из 
местного перуанского сорта Selection Ancash с более вы-
сокими концентрациями микроэлементов и улучшенной 
биодоступностью за счет снижения фитиновой кислоты 
(Gómez-Pando et al., 2009). В исследованиях 2022 г. были 
получены шесть мутантных линий амаранта с устойчи-
востью к засолению почв (Kpochemè et al., 2022). В ре-
зультате исследований коллектива российских авторов 
после обработки азидом натрия созданы перспективные 
для дальнейшей селекции мутантные солеустойчивые 
формы амаранта, семена которых характеризовались 
увеличе нием содержания белка на 52 % и линоленовой 
кислоты – на 25 % (Таипова и др., 2022). 

Полиплоидия 
Полиплоидия считается важным эволюционным про-
цессом у многих видов сельскохозяйственных культур. 
Искусственно индуцированная полиплоидия – наиболее 
быстрый метод создания новых генотипов. Еще 50 лет 
назад ряд селекционеров разных стран начали проводить 
исследования по повышению продуктивности зерновых 
и овощных амарантов путем индукции полиплоидии кол-
хицином (Behera et al., 1974; Madhusoodanan, Pal, 1984; 
Sun Y., Yue, 1993). Они описали некоторые морфологи-
ческие и фенологические особенности полученных рас-  
тений: укорочение и утолщение стебля, увеличение раз-
мера семян на 42–159 %, сдвиг начала цветения на одну 
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неделю позже. Примечательно, что у тетраплоидов A. cau
datus отмечено увеличение содержания белка (на 60 %), 
аминокислот лизина и треонина. Результаты показали, 
что полиплоидия у амаранта приводит к увеличению раз-
мера зерна без снижения продуктивности и питательной 
ценности, что подтверждает ценность этого метода для 
селекционных программ. 

Генная инженерия  
и молекулярно-генетические методы
Прогресс в области молекулярной биологии за последние 
десятилетия значительно обогатил наши знания, необхо-
димые для управления генофондом растений, способство-
вал значительному развитию молекулярно-генетических 
методов в селекции. Маркер-ассоциированная селекция 
(MAS) – один из таких методов, который повышает эф-
фективность отбора по конкретному признаку, а генная 
инженерия позволяет произвести перенос гена из одного 
растительного организма в другой. 

Несмотря на большой потенциал амаранта, изучению 
его геномики было посвящено мало исследований, направ-
ленных главным образом на идентификацию видового раз-
нообразия (табл. 2). В результате полногеномного поиска 
ассоциаций (GWAS) выявлена связь между конкретными 
фенотипами и геномными вариантами у 10 качественных 
признаков амаранта (Jamalluddin et al., 2022). Было иден-
тифицировало 22 ассоциированных маркера на 16 хро-
мосомах у 16 видов амаранта, связанных с пигментацией 
соцветия, листа, черешка и стебля. Данные маркеры SNP 
предоставляют ценную генетическую информацию для 
фенотипирования и улучшения сортов разных видов ама-
ранта. Однако о работах, упоминающих создание мар-
керов для ценных биохимических показателей амаранта, 
пока не сообщалось.

Анализу полиморфизма гена, кодирующего фермент 
сквален-синтазы (SQS) у ряда зерновых и овощных ама-
рантов, посвящена работа отечественных исследователей 
(Shcherban, Stasyuk, 2020). Показаны низкий уровень по-
лиморфизма и консерватизм основных функциональных 

доменов в кодирующей части гена. Полученные авторами 
результаты могут помочь при отборе зерновых амарантов 
с повышенной концентрацией сквалена в семенах.

В статье (Jofre-Garfias et al., 1997) были продемонстри-
рованы результаты агробактериальной трансформации 
A. hypochondriacus на примере сорта Azteca. Авторы впер-
вые создали метод регенерации и агробактериальную сис-  
тему трансформации культуры, а также использовали ее 
для изучения экспрессии промотора гена светособираю-
щего хлорофилла a/b-связывающего белка (Lhcb) у транс-
генных растений. В совместной работе индийских уче-
ных проводилось изучение потенциала опосредованной 
Agrobacterium генетической трансформации амаранта у 
вида A. tricolor с введением конструкций на основе Ti-
плазмиды, несущей трансгены, повышающие устойчи-
вость к биотическим стрессам, вызванным грибковыми 
патогенами, вирусами и вредителями (Pal et al., 2013).  
В результате был создан воспроизводимый протокол ге-
нетической трансформации, который можно использовать 
для получения устойчивых к биотическим факторам рас-
тений амаранта. В статье (Munusamy et al., 2013) впервые 
показана успешная агробактериальная трансформация 
цветков на соцветии A. hypochondriacus. Это расширило 
возможности при работе с культурой, так как не всегда 
удается добиться дифференцировки побегов из транс-
формированного каллуса гипокотиля (Murugan, Sathish-  
kumar, 2016). У вида A. cruentus успешный метод агро-
бактериальной трансформации из эпикотильных эксплан-
тов был продемонстрирован в статье российских авторов 
(Таипова и др., 2020). Эффективность составила 4 %.

Инструменты редактирования генома могут быть задей-
ствованы и для повышения эффективности генов у других 
сельскохозяйственных культур. Так, гены, кодирую щие 
белки амаранта, были использованы для создания транс-
генных растений картофеля, мягкой пшеницы и кукурузы. 
A. Raina и A. Datta (1992) сообщали об успешном моле-
кулярном клонировании гена, кодирующего белок се-
мян амаранта со сбалансированным аминокислотным со-
ставом AmA1. Позже группой индийских ученых данный 

Таблица 2. Использование генетических технологий в изучении амаранта

Генетический материал Цель исследования Метод Литературный источник

33 образца зерновых амарантов Идентификация видов RAPD Transue et al., 1994

41 образец 4 видов амаранта Идентификация видов SNP Maughan et al., 2011

348 образцов 37 видов Оценка генетического разнообразия SSR Suresh et al., 2014

A. hypochondriacus QTL-картирование SNP Lightfoot et al., 2017

18 образцов зерновых форм Идентификация видов, уточнение филогении RAPD, ISSR Лиманская и др., 2017

30 образцов Amaranthus spp. Анализ 15 фенотипических характеристик RAPD Oduwaye et al., 2019

188 образцов овощных,  
зерновых и сорных видов

GWAS-анализ морфологических признаков SNP Nguyen et al., 2019

A. cruentus cv Arusha Изучение роли специфических генов в синтезе  
фитиновой кислоты

Сборка генома 
на уровне 
хромосом

Ma et al., 2021

188 образцов 18 видов амаранта GWAS-анализ морфологических признаков, таких как 
«форма», «размер и цвет листа, стебля и соцветия»

SNP Jamalluddin et al., 2022
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ген был успешно внедрен в картофель, что привело к уве-
личению общего содержания белка в клубнях на 60 %. 
(Chakraborty et al., 2000). Примечательно, что трансгенный 
картофель отличался повышением активности фотосин-
теза и увеличением листовой биомассы, что отразилось и 
на общей урожайности (Chakraborty et al., 2010). 

Этот же ген амаранта был применен для трансформа-
ции мягкой пшеницы, что увеличило содержание неза-
менимых аминокислот, поскольку в мягкой пшенице на-
блюдается острый дефицит лизина, треонина и тирозина 
(Tamás et al., 2009). Ученые из мексиканского Центра 
перспективных исследований (Centro de Investigacin y de 
Estudios Avanzados del IPN) для трансформации генотипа 
тропической кукурузы использовали ДНК 11S глобули на 
A. hypochondriacus. Были получены трансгенные расте-
ния кукурузы, сверхэкспрессирующие ген 11S глобулина, 
кодирующего один из запасных белков семян амаранта. 
В результате в семенах кукурузы на 32 % увеличилось 
содержание общего белка (Rascón-Cruz et al., 2004).

Достижения в области генетической трансформации 
от крывают возможность улучшить различные характери-
стики зернового амаранта посредством редактирования 
генома в ближайшем будущем. 

Потенциал коллекции амаранта ВИР  
для селекции
В Госреестре РФ на 2023 г. зарегистрировано 35 сортов 
амаранта (Государственный реестр…, 2023). Среди них 
самый «старинный» сорт Чергинский датируется 1995 г. 
и относится к наиболее представленному кормовому на-
правлению использования (всего 17 сортов). Зерновое на-  
правление включает 3 сорта, цветочно-декоративное – 10, 
овощное использование – 5. Можно отметить, что отече-
ственные селекционные достижения по культуре недо-
статочны как по количеству, так и по разнообразию ис-
пользования.

Уникальная коллекция амаранта ВИР, не имеющая ана-
логов в мире, на сегодняшний день включает 570 образ-
цов из различных стран мира (рис. 2). 

Первый образец Sirukeerai (Amaranthus sp., пк-1) посту-
пил из питомника “Bangalore Nursery and Gardens” (Индия) 

в 1955 г. В дальнейшем коллекция пополнялась местными 
сорта ми и дикими видами за счет многочисленных экс-
педиций, поступлений из научно-исследовательских ин-
ститутов, ботанических садов, генбанков и селекционных 
станций все го мира. Наибольшее количество образцов 
было получено из Мексики, США, Германии, а также из 
Индии (рис. 3). 

Восемьдесят процентов коллекции представлено вида-
ми A. cruentus (106 образцов), A. hypochondriacus (89 об - 
разцов), A. caudatus (88 образцов), Amaranthus sp. (86 об-
разцов), A. hybridus (51 образец) и A. tricolor (41  образец) 
(рис. 4). Большинство видов в коллекции являются од но-
домными. К двудомным относятся образцы видов A. tu
berculatus и A. palmeri. 

При комплексном изучении коллекционных образ-
цов амаранта в ВИР проводится оценка хозяйственно 
ценных признаков, включая биохимические показатели, 
мор фо логическое описание и определение направлений 
ис пользования. Выделенные ценные биотипы группи-
руются в признаковые коллекции. В результате много-
летних исследований на основе коллекции амаранта ВИР 
сформированы группы с высокой урожайностью семян, 
листовой биомассы, с повышенным содержанием белка 
в семенах, низкорослые, скороспелые и холодостойкие, 
устойчивые к осыпанию семян, овощного и декоративно го 
направления использования.

В ВИР проводится исследование аминокислотного со-
става листовой биомассы амаранта овощного и зернового 
направлений использования, а также диких видов. Так, в 
результате изучения коллекционных образцов 12 различ-
ных видов в листовой биомассе нами идентифицировано 
18 свободных аминокислот, из которых 8 – незаменимые 
(Sokolova et al., 2021). В качестве источника высокосба-
лансированного аминокислотного состава зеленой био-
мас сы выделен ряд образцов амаранта зернового на прав- 
ления использования: A. caudatus, A. cruentus и A. hypo
chon driacus. В исследовании было установлено, что сор-
ные виды амаранта имеют значительный потенциал с 
точки зрения лечебного влияния на организм человека 
благодаря высокому содержанию в листьях фенольных 
компонентов и лизина. Так, был отмечен образец A. bli

Рис. 2. Происхождение образцов амаранта коллекции ВИР.
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Рис. 3. Образцы амаранта коллекции ВИР (фото сделаны на полях Пушкинских и Павловских лабораторий ВИР,  
Санкт-Петербург).

Sirukeerai, Amaranthus sp.
(пк-1, Индия)

A. caudatus L.
(пк-146, Германия)

A. caudatus L.
(пк-150, Греция)

A. tricolor L.
(пк-321, Индия)

A. cruentus L.
(пк-218, Мексика)

A. blitum L.
(пк-12, Индия)

A. cruentus L.
(пк-94, США)

A. cruentus L. 9/5
(пк-289, Мексика)

Франт, A. cruentus L.
(пк-318, Россия)

tum (синоним A. lividus) (пк-31, Индия) – лидер по содер-
жанию аскорбиновой кислоты (90.2 мг/100 г), сахаров, 
органических кислот, фенольных соединений и жирных 
кислот, способный накапливать до 90.53 мг/100 г лизина, 
значительное количество тирозина, триптофана и цистина.

Одной из проблем при выращивании амаранта на тер-
ритории РФ является его теплолюбивость. Оптимальная 

температура прорастания семян составляет 20–25 °С (Ко-
нонков, Сергеева, 2011). Поэтому амарант может выра-
щиваться в нашей стране в основном в южных регионах. 
В связи с этим существует необходимость в создании хо-
лодостойких сортов. В течение многих лет коллекция ама-
ранта ВИР оценивается на холодостойкость в условиях 
Северо-Западного региона. Отбираются генотипы, харак-
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теризующиеся устойчивостью к пониженным темпера-  
турам, способные за короткий период сформировать зре-
лые семена. Результатом этого направления селекционной 
работы служит созданный в ВИР сорт амаранта Франт, 
который может в условиях Ленинградской области за 
90 дней формировать семена и давать три срезки зеленой 
массы для производства чая. 

Заключение 
Амарант в нашей стране стремительно набирает попу-
лярность, в последнее время ему уделяется пристальное 
внимание в сфере науки, медицины и производства. Это 
связано с разнообразным применением, уникальным био-
химическим составом и терапевтическим потенциалом 
культуры. Широкий диапазон генетической изменчивости 
местных сортов некоторых видов амаранта открывает 
большие возможности для селекционного улучшения дан-
ной культуры как традиционными, так и современными 
методами. 

Собранная в ВИР коллекция амаранта, имеющая почти 
70-летнюю историю, уникальна по своему происхожде-
нию и разнообразию. В коллекции сформированы при-
знаковые группы по всем наиболее важным направлениям 
селекции. Генетическое разнообразие культуры является 
потенциалом для селекционного использования и актив-
ного изучения в свете современных знаний и технологий. 
В результате многолетнего всестороннего изучения кол-
лекции выделены образцы, рекомендуемые для включения 
в селекционную работу. Следует отметить, что сохраняе-
мый в ВИР генофонд амаранта способен предоставлять 
неограниченные возможности для селекции и восполнять 
нужды населения страны, обогащая питательный рацион 
продуктами из этой здоровой и полезной культуры.
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Изменения в черной субстанции головного мозга у мышей, 
моделирующих болезнь Паркинсона
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1 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
2 Новосибирский национальный исследовательский государственный университет, Новосибирск, Россия

 amstis@yandex.ru

Аннотация. Болезнь Паркинсона (БП) – возрастная нейродегенеративная патология центральной нервной си-
стемы. Наиболее характерными нарушениями при БП считаются аномалии в нигростриарной системе, вклю-
чающей в себя черную субстанцию среднего мозга и полосатое тело. При БП аномалии дофаминергической 
системы мозга сопровождаются альфа-синуклеинопатией. Для изучения механизмов возникновения данной па-
тологии созданы генетические модели на мышах. Трансгенные мыши линии B6.Cg-Tg(PrNp-SNCA*A53T)23Mkle/J 
(далее по тексту B6.Cg-Tg) имеют мутацию A53T в гене SNCA альфа-синуклеина человека. В нашей предыдущей 
работе оценена плотность нейронов в префронтальной коре, гиппокампе, черной субстанции и полосатом 
теле у мышей этой линии, однако дофаминергическая система мозга, которая играет ключевую роль в разви-
тии БП, изучена не была. Целью настоящего исследования стало изучение координации движений и баланса 
тела, а также плотности дофаминовых нейронов и накопления альфа-синуклеина в черной субстанции самцов 
мышей линии B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев. В качестве контроля использованы сибсы, у которых не было 
экспрессии гена SNCA с мутацией A53T и экспрессировался мышиный альфа-синуклеин (далее по тексту – ди-
кий тип; wild type, WT), того же пола и возраста, из тех же самых выводков, что и исследуемые мыши B6.Cg-Tg. 
Координация движений и баланс тела были изучены с помощью теста «рота-род»; плотность дофаминовых 
нейронов и накопление альфа-синуклеина в черной субстанции оценены иммуногистохимическим методом. 
Полученные результаты показывают, что мыши B6.Cg-Tg не имеют отличий по координации движений и ба-
ланса тела от контроля – сибсов дикого типа. Однако у мышей B6.Cg-Tg в черной субстанции были обнаруже-
ны накопление альфа-синуклеина и уменьшение числа дофаминовых нейронов. Таким образом, мыши линии 
B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев имеют симптомы начала развития БП, такие как накопление мутантного 
альфа-синуклеина и уменьшение числа дофаминовых нейронов в черной субстанции. Полученные в этом ис-
следовании результаты позволяют характеризовать линию B6.Cg-Tg в качестве адекватной модели для изуче-
ния ранней стадии БП человека уже в возрасте шести месяцев.
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Abstract. Parkinson’s disease (PD) is an age-related neurodegenerative pathology of the central nervous system. The 
well-known abnormalities characteristic of PD are dysfunctions in the nigrostriatal system including the substantia 
nigra of the midbrain and the striatum. Moreover, in PD persons, alpha-synucleinopathy is associated with abnor-
malities in the dopaminergic brain system. To study the mechanisms of this pathology, genetic models in mice have 
been designed. Transgenic mice of the B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J strain (referred to as B6.Cg-Tg further in 
the text) possess the A53T mutation in the human alpha-synuclein SNCA gene. The density of neurons in the prefron-
tal cortex, hippocampus, substantia nigra and striatum in B6.Cg-Tg mice was assessed in our previous work, but the 
 dopaminergic system was not studied there, although it plays a key role in the development of PD. The aim of the 
current study was to investigate motor coordination and body balance, as well as dopaminergic neuronal density and 
alpha-synuclein accumulation in the substantia nigra in male B6.Cg-Tg mice at the age of six months. Wild-type mice 
of the same sex and age, siblings of the B6.Cg-Tg mice from the same litters, lacking the SNCA gene with the A53T mu-
tation, but expressing murine alpha-synuclein, were used as controls (referred to as the wild type further in the text). 
Motor coordination and body balance were assessed with the rota-rod test; the density of dopaminergic neurons and 
accumulation of alpha-synuclein in the substantia nigra were evaluated by the immunohistochemical method. There 
was no difference between B6.Cg-Tg mice and WT siblings in motor coordination and body balance. However, accumu-
lation of alpha-synuclein and a decrease in the number of dopaminergic neurons in the substantia nigra were found in 
the B6.Cg-Tg mouse strain. Thus, the mice of the B6.Cg-Tg strain at the age of six months have some symptoms of the 
onset of PD, such as the accumulation of mutant alpha-synuclein and a decrease in the number of dopaminergic neu-
rons in the substantia nigra. Taken together, the results obtained in our work qualify the B6.Cg-Tg strain as a pertinent 
model for studying the early stage of human PD already at the age of six months.
Key words: mice; Parkinson’s disease; motor coordination; dopaminergic brain system; alpha-synuclein.
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Введение
Болезнь Паркинсона (БП) является вторым по распро
страненности нейродегенеративным заболеванием чело
века; наиболее часто встречается идиопатическая и спо
радическая БП (Beitz, 2014; Tran et al., 2020; Bidesi et al., 
2021). Основные симптомы БП – нарушение моторных 
функций: ригидность мышц, тремор в состоянии покоя 
и брадикинезия (Halliday et al., 2006; Beitz, 2014). Для 
данного заболевания характерны также не связанные на
прямую с изменением моторики аномалии, в частности 
нарушение сна, нервнопсихические и когнитивные рас
стройства (Beitz, 2014; Hayes, 2019). При разных формах 
БП у пациентов могут быть прогрессирующие с возрас
том нарушения в различных структурах головного мозга 
(Halliday et al., 2006; Dickson et al., 2009).

Эта патология имеет множественные отклонения, свя
занные с синтезом нейромедиаторов в головном мозге 
и функцией их рецепторов (Jellinger, 1991; Deutch et al., 
2006). Наиболее характерными нарушениями при БП 
считаются аномалии в нигростриарной системе, которая 
включает в себя черную субстанцию (ЧС) среднего мозга 
и полосатое тело (ПТ) (Dickson et al., 2009; Beitz, 2014; 
Hayes, 2019). Нигростриарная система играет ключевую 
роль в контроле движения за счет активации дофаминовых 
нейронов и передачи сигнала во время включения мышц
сгибателей и разгибателей (Korchounov et al., 2010).

Другая особенность БП – накопление альфасинуклеи
на в нейронах головного мозга, в частности в ПТ и ЧС 
(Dickson et al., 2009; Burre et al., 2018; Lai et al., 2021). 
Альфасинуклеин – это белок, принимающий участие в 
поддержании функциональной активности синапсов, а 
именно в регуляции биосинтеза, транспорта и хранения 
дофамина (Burre et al., 2018; Bidesi et al., 2021). При БП 
идентифицируют две мутации в гене альфасинуклеина, 
А53Т и А30Р, которые приводят к нарушению фолдинга 
белка и агрегации его мономеров (Polymeropoulos et al., 

1997; Spillantini et al., 1997). Таким образом, характерны ми 
маркерами БП являются уменьшение плотности нейро
нов и накопление альфасинуклеина в различных струк
ту рах нигростриарного пути (Dickson et al., 2009; Venda 
et al., 2010; Poewe et al., 2017).

Для изучения механизмов возникновения БП и поиска 
путей коррекции этого заболевания используют модели, 
созданные на животных. В основном их можно разделить 
на две группы: токсические и генетические (Григорян, 
Базян, 2007; Korolenko et al., 2020). Исследования пока
зали, что как поражения нейронов в ЧС, так и точечные 
нарушения в ПТ приводят к одновременной дисфункции 
мышцсгибателей и разгибателей (Stern, 1966; Kato, Ki
mura, 1992). Чаще всего при БП аномалии плотности ней
ронов и двигательной активности сопровождаются альфа
синуклеинопатией (Dickson, 2018). 

В настоящее время наиболее востребованные для ис
следований модели БП – трансгенные линии мышей, у 
которых экспрессируются мутантные формы гена SNCA 
альфасинуклеина человека: А30Р и/или А53Т (Unger et 
al., 2006; Григорян, Базян, 2007; Korolenko et al., 2020). Де
генерация нигростриарной системы у мышей коррелирует 
с наблюдаемым двигательным дефицитом этих животных 
(Chia et al., 2020). Трансгенные мыши с мутацией A30P 
в гене SNCA демонстрируют, как правило, более мягкий 
фенотип заболевания, чем мыши с мутацией A53T в гене 
SNCA, что может затруднять изучение поведенческих осо
бенностей и нарушений в различных структурах головно
го мозга (Van der Putten et al., 2000; Lee et al., 2001; Crab  
tree, Zhang, 2012). На полученные результаты при срав
нении разных моделей БП может влиять и то, на основе 
какой линии создана модель, как и перед каким про
мотором встроен трансген и другие факторы (Crabtree, 
Zhang, 2012).

Для изучения БП на моделях, полученных на мышах, 
используют ряд подходов (Graham, Sidhu, 2010; Tikhonova 
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et al., 2020; Langley et al., 2021). В частности, широко 
применяют тест «ротарод» (РР), с помощью которого 
исследуют координацию движений и баланса тела (Gra
ham, Sidhu, 2010; Seo et al., 2020). Однако результаты 
тестирования ключевых признаков, характеризующих БП, 
могут отличаться, если один и тот же трансген проявля
ется на различном генетическом фоне. В обзорной статье 
D.M. Crabtree и J. Zhang (2012) подробно описано влияние 
того, как на проявление признаков патологии влияют раз
ные генетические факторы, в частности, на основе какой 
линии создана модель болезни Паркинсона, как и перед 
каким промотором встроен трансген. В работе (Paumier et 
al., 2013) трансгенные мыши с альфасинуклеином чело
века и мутацией А53Т демонстрируют более длительный 
латентный период до падения со вращающегося барабана 
в тесте РР, характеризующем координацию движений и 
баланс тела, по сравнению с сибсами дикого типа уже в 
возрасте двух месяцев. В других работах, выполненных на 
трансгенных линиях мышей с тем же альфасинуклеином 
человека с мутацией А53Т, результат был либо противопо
ложным (Graham, Sidhu, 2010), либо различия в тесте РР 
с контрольными животными дикого типа отсутствовали 
даже в возрасте девяти месяцев (Liu et al., 2018), в зависи
мости от генетической основы, на которой была получена 
трансгенная линия мышей.

При изучении мышей, моделирующих БП, также приме
няют иммуногистохимические методы для исследова ния 
различных структур головного мозга (Tang et al., 2017; 
Ko rolenko et al., 2020; Langley et al., 2021). В фокусе этих 
исследований находятся ЧС и ПТ, в которых происходят 
основные изменения при БП (Burre et al., 2018; Lai et al., 
2021).

Трансгенные гемизиготные мыши линии B6.CgTg 
(PrNpSNCA*A53T)23Mkle/J (далее по тексту – B6.CgTg) 
с мутацией A53T в гене SNCA альфасинуклеина челове ка 
созданы в Джексоновской лаборатории (США) (https://
www.jax.org/strain/006823). Этот ген экспрессируется не у 
всех потомков (Unger et al., 2006), соответственно, среди 
сибсов могут быть потомки как с патологией, так и без 
нее (дикий тип). Модель отражает особенности поведения 
и воспроизводит симптомы синуклеинопатии, в частно
сти возрастную нейродегенерацию, характерную для БП 
(Pupyshev et al., 2018; Korolenko et al., 2020; Seo et al., 
2020; Zhang et al., 2022). 

В работах по исследованию мышей B6.CgTg как мо
дели БП в качестве контрольной группы практически 
всегда используют мышей линии C57BL/6J, выбранных 
случайным образом (Pupyshev et al., 2018; Seo et al., 2020). 
Материнская среда оказывает на потомков достаточно 
сильное воздействие, в том числе через эпигенетические 
механизмы как во время беременности, так и в ранний 
постнатальный период (Case et al., 2010; Nicholas, Ozanne, 
2019; Wu, Dean, 2020). Выбор адекватного контроля яв
ляется важнейшей составляющей экспериментального ди
зайна, так как позволяет нивелировать факторы, кото рые 
могут повлиять на оцениваемые параметры. В част ности, 
к таким факторам может относиться влияние ма тери как 
в течение пренатального развития (Wu, Dean, 2020), так 
и в ходе раннего постнатального онтогенеза во время пе
риода вскармливания (Case et al., 2010). Для минимизации 

материнского эффекта рекомендовано сравнивать сибсы, 
особенно при исследовании трансгенных и нокаутных 
животных (Holmdahl, Malissen, 2012; Chen et al., 2020). 
Таким образом, исследование, проведенное на мышах 
линии B6.CgTg в сравнении с сибсами дикого типа в 
качестве контроля, будет более корректным.

На мышах B6.CgTg с мутацией A53T в гене SNCA, 
моделирующих БП человека, до сих пор недостаточно ис
следован нигростриарный путь головного мозга, важный 
для развития данной патологии. В нашей предыдущей 
работе (Рожкова и др., 2023) исследована плотность ней
ронов в префронтальной коре, гиппокампе, ЧС и ПТ у 
мышей линии B6.CgTg на раннем этапе развития этой 
патологии, а именно: в возрасте шести месяцев, однако 
дофаминергическая система, которая играет ключевую 
роль в развитии этого заболевания, не была изучена. 

Цель настоящей работы – сравнение самцов мышей 
линии B6.CgTg с сибсами дикого типа (wild type, WT) 
по следующим параметрам: 1) координация движений и 
баланса тела; 2) накопление альфасинуклеина; 3) плот
ность дофаминовых нейронов в черной субстанции.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. В эксперименте иссле
дованы самцы – сибсы двух линий мышей, полученные 
после спаривания самок C57BL/6J (4 самки) с гемизи
готными самцами мышей B6.CgTg (4 самца). В резуль
тате было рождено 4 помета. У потомков мышей прово
дили генотипирование. В опытную группу выбирали тех 
животных, у которых была обнаружена мутация А53Т 
(B6. Cg Tg), остальных использовали в качестве контроля 
(дикий тип). Всего было получено 5 гемизиготных сам
цов мышей B6.CgTg, моделирующих БП, и 10 самцов 
дикого типа, у которых, по результатам генотипирования, 
экспрессии гена SNCA с мутацией A53T не обнаружено. 

Животных содержали в SPFвиварии Института цито
логии и генетики СО РАН (Новосибирск, Россия) в инди
видуально вентилируемых клетках OptiMice (Animal Care, 
США) размером 34.3 × 29.2 × 15.5 см, при температуре 
22–24 °C и влажности 40–50 %, с инвертирован ным 12:12 
часовым циклом дняночи (рассвет в 3 ч утра); в ка че
стве подстила использовали березовую щепу фракцион
ную для лабораторных животных. Животные имели сво
бодный доступ к стандартизированному комбикорму для 
лабораторных мышей и крыс ЛбК 120 Р22, ГОСТ 34566 
2019 («БиоПро», Россия) и очищенной воде «Северянка» 
(«Экопроект», Россия), обогащенной минеральными до
бавками.

Все исследования одобрены комитетом по биоэтике 
Института цитологии и генетики Сибирского отделения 
Российской академии наук (протокол № 145 от 29.03.2023) 
и соответствуют требованиям Европейской конвенции о 
защите позвоночных животных, используемых в экспери
ментальных и других научных целях.

Исследование координации движений и баланса 
тела. В возрасте шести месяцев изучали мышей линии 
B6.CgTg, у которых была подтверждена мутация A53T 
(5 самцов), и контрольных животных дикого типа (10 сам 
цов) из тех же пометов, у которых, по результатам гено
типирования, экспрессии гена SNCA с мутацией A53T 
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обнаружено не было. Оценивали координацию движений 
и баланс тела с помощью теста РР. За два дня до начала 
тестирования животные были изолированы друг от друга 
и помещены в чистую индивидуальную клетку OptiMice 
размером 34.3 × 29.2 × 15.5 см. Перед тестированием каж
дого животного оборудование обрабатывали 6 % раство
ром перекиси водорода.

Тест РР с ускорением используют для оценки коорди
нации движений и баланса тела при изучении нейродеге
неративных заболеваний; в частности его применяют при 
изучении генетических моделей БП, созданных на мышах 
(Seo et al., 2020). Устройство Ugo Basile 47 600 (Ugo Basile, 
Италия) представляет собой пять дорожек шириной 5.7 см 
с барабанами диаметром 3 см, расположенных на высо
те 16 см и разделенных плоскими круглыми деталями. 
Прибор имеет размеры 27.94 × 43.18 × 38.10 см, вес 6.4 кг 
и ускорение 2–80 об/мин. Тест РР был запрограммирован 
на вращение с линейно возрастающей скоростью от 5 до 
40 об/мин за 300 с. Для повышения надежности резуль
татов тестирования выполняли три сессии для каждого 
тестируемого животного с перерывами в одну минуту. 
Оценивали время до падения мыши с барабана для каждой 
сессии. Непосредственно после проведения теста РР изу
чали мозг мышей линии B6.Cg Tg, у которых было под
тверждено наличие гена SNCA с мутацией A53T (5 сам
цов), и контрольных животных дикого типа (5 самцов) 
из тех же пометов. Животных для исследования выбрали 
случайным образом из четырех пометов. Исследования 
головного мозга проводили после интракардиальной 
перфузии.

Интракардиальную перфузию для фиксации ткани 
головного мозга производили, как описано ранее (Рожкова 
и др., 2023). Мышей наркотизировали путем введения 
внутрибрюшинно медетомидина гидрохлорида (Меди
тин, 0.01 мг/кг; «АПИСАН», Россия) и через 10 мин – зо
ле тила (Zoletil, 50 мг/кг; Virbac, Франция). После этого 
жи вотным проводили перфузию, вводя в кровеносную 
сис тему сначала 15 мл фосфатносолевого буфера (PBS), 
а затем 15 мл 10 % раствора формалина. Мозг извлекали и 
помещали в 30 % раствор сахарозы в PBS с добавлением 
5 мл 10 % формалина для обезвоживания и последующей 
фиксации и хранили при +4 °C в течение следующих двух 
недель, пока материал не опустится на дно пробирки. За
тем образцы мозга погружали в TissueTek О.C.Т. (Sakura 
Finetek, США), после чего замораживали и хранили при 
–70 °С в горизонтальном низкотемпературном морозиль
нике MDF594 (Sanyo, Япония).

Приготовление замороженных срезов мозга. Соглас
но атласу G. Paxinos и K. Franklin (2012) были изготовлены 
замороженные срезы ЧС (substantia nigra, SNC), которая 
была идентифицирована на расстоянии –3.08…–3.52 мм 
от брегмы. Срезы толщиной 10 мкм готовили на криотоме 
HM550 OP (Thermo Fisher Scientific, США) при –25 °C и 
помещали на предметные стекла с адгезивным покрытием 
PCI со шлифованной кромкой и колорированным краем 
(CITOTEST, Китай).

Иммуногистохимический анализ. Окрашивание об
разцов выполняли в соответствии с протоколами произ
водителей наборов антител. Перед процедурой окрашива
ния срезы обезвоживали с последующей регидратацией 

в течение 5 мин в PBS. После этого проводили демаски
ровку антигенов, индуцированную нагреванием, в 10 мМ 
щелочном цитратном буфере (pH = 9) при +95 °C на водя
ной бане TW2.02 (Elmi, Латвия) в течение 15 мин. Затем 
срезы извлекали из буфера и охлаждали до комнатной 
температуры. После этого образцы трижды промывали в 
буферном растворе PBSTween: PBS с добавлением 0.1 % 
Tween20 (P9416100 мл; SigmaAldrich, США) в течение 
15 мин. Далее каждый срез покрывали буфером Protein 
Block (ab64226; Abcam, Великобритания) на 30 мин с по
следующим удалением избытка жидкости в соответствии 
с рекомендациями производителя.

После процедуры промывания и воздействия буфером 
Protein Block добавляли 50 мкл первичного антитела и 
оставляли на ночь при температуре +4 °C во влажной 
темной камере. Используемая концентрация антител со
ставляла 1:450 для антитирозингидроксилазы (tyrosine 
hydroxylase, TH) antiTH (ab6211; Abcam). Для опреде
ления альфасинуклеина добавляли 50 мкл первичного 
антитела alphaSynuclein Antibody (NB11061645, dilution, 
Novus Biologicals, Littleton, CO, США) в концентрации 
1:600 и оставляли на 36 ч при температуре +4 °C во влаж
ной темной камере. Затем срезы промывали в буфере 
PBSTween в течение 15 мин, удаляли избыток жидко
сти, добавляли 50 мкл вторичного антитела Goat Anti
Rab bit IgG H&L AF488 (ab150077; Abcam) в концентрации 
1:700, а потом оставляли во влажной темной камере на 
2 ч при температуре +4 °C. Далее образцы промывали в 
буферном растворе PBSTween в течение 15 мин, удаляли 
избыток жидкости и помещали образцы в среду ProLong, 
Glass Antifade Mountant (Thermo P36982; Thermo Fisher 
Scientific). При оценке плотности альфасинуклеина в 
ней ронах с целью идентификации нейронов к срезам до
полнительно добавляли 80 мкл DAPI (Maric et al., 2021) 
в течение 15 мин и затем дважды промывали PBS в тече
ние 3 мин. После добавления антител срезы помещали в 
темную влажную камеру.

Анализ плотности нейронов. Оценку плотности ней
ронов, меченных антителами, проводили с помощью 
ми кроскопа Axio Imager.M2 (Carl Zeiss, Германия) с ка ме
рой Zeiss Axiocam 506 mono (Carl Zeiss). Число ме ченых 
нейронов подсчитывали с использовани ем программного 
обеспечения ImageJ (National Institutes of Health, США). 
Плотность нейронов рассчитывали как число нейронов 
на объем (мм3), как описано ранее (Рожкова и др., 2023).

Статистический анализ. Анализ результатов выполня
ли с использованием программного пакета STATISTICA 
v. 12.0 (StatSoft, Inc., США). Данные представлены как 
медиана (Ме) с первым (q1) и третьим (q3) квартилями – 
Ме [Q1;Q3]. Поведенческие данные (медиана трех сессий) 
и плотность нейронов сравнивали с помощью Uкритерия 
Манна–Уитни. Уровень значимости считали при p < 0.05.

Результаты
Данные теста РР представлены на рис. 1. Статистический 
анализ с применением критерия Манна–Уитни не пока
зал отличий по латентному времени на момент паде ния 
животного у линии B6.CgTg по сравнению с сибса  
ми дикого типа. Результаты по плотности нейронов, ме
ченных антителами против TH в ЧС (SNC), показаны 
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на рис. 2. Статистический анализ выявил, что мыши B6.Cg Tg имеют более 
низкую плотность дофаминовых нейронов ( p < 0.05) по сравнению с диким 
типом (0.92 × 105 [0.86 × 105; 0.93 × 105] против 1.25 × 105 [1.00 × 105; 1.26 × 105]). 
Данные по плотности нейронов с альфасинуклеином в ЧС приведены на 
рис. 3. Статистический анализ показал увеличение числа нейронов с альфа
синуклеином в ЧС ( p < 0.01) у мышей B6.CgTg по сравнению с диким типом 
(0.55 × 105 [0.53 × 105; 0.56 × 105] против 0.29 × 105 [0.23 × 105; 0.31 × 105]).

Обсуждение
Тест РР часто применяют для оценки локомоторной активности и общей 
двигательной функции у мышей с нейродегенеративными расстройствами 
(Graham, Sidhu, 2010; Oaks et al., 2013; Seo et al., 2020). Поскольку изменение 
двигательной активности у мышей с мутацией A53T начинает проявляться в 
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Рис. 1. Латентное время до падения в  
тесте РР сам цов сибсов мышей дикого типа 
(wild type, WT) и B6.Cg-Tg в возрасте шести 
месяцев.

Рис. 2. Плотность дофаминергических нейронов в черной субстанции (substantia nigra – SNC), нейроны мечены антителами против тирозин-
гидроксилазы (tyrosine hydroxylase, TH). 
a – число нейронов в 1 мм3 (* p < 0.05); б – схематическое обозначение исследуемой области в головном мозге. Микрофотографии срезов в данной об-
ласти: в – дикий тип (wild type, WT); г – B6.Cg-Tg. 

Рис. 3. Плотность нейронов с альфа-синуклеином в черной субстанции (substantia nigra – SNC), нейроны мечены антителами против альфа- 
синуклеина, ядра нейронов окрашены DAPI.
a – число нейронов в 1 мм3 (** p < 0.01); б – схематическое обозначение исследуемой области в головном мозге. Микрофотографии срезов мозга данной 
области: в–д – WT; е–з – B6.Cg-Tg; в, е – DAPI; г, ж – альфа-синуклеина; д, з – совмещенные изображения. Наконечники стрелок указывают на нейроны с 
включе ниями альфа-синуклеина. Белые боксы выделяют область, показанную при большем увеличении.

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6Чи
сл

о 
не

йр
он

ов
/м

м
3 , ×

 1
05

WT

*

B6.Cg-Tg SNC
100 мкм 100 мкм

а б в г

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Чи
сл

о 
не

йр
он

ов
/м

м
3 , ×

 1
05

WT

**

B6.Cg-Tg

а в

е

г

ж

д

з

б

SNC

50 мкм

50 мкм

50 мкм

50 мкм

50 мкм

50 мкм



Изменения в черной субстанции головного мозга  
у мышей, моделирующих болезнь Паркинсона

И.Н. Рожкова, С.В. Окотруб, Е.Ю. Брусенцев … 
Н.А. Шавшаева, Н.В. Хоцкин, С.Я. Амстиславский

2024
28 • 7

749ГЕНЕТИКА ЖИВОТНЫХ / ANIMAL GENETICS

возрасте от 2 до 12 месяцев, что связано с повышением 
накопления альфасинуклеина в нейронах головного 
мозга (Unger et al., 2006; Graham, Sidhu, 2010; Wang et 
al., 2022), то считается, что поведенческое тестирование 
желательно осуществлять именно в этот период (Zhang 
et al., 2019). В работе на мышах A53TaSyn в разном воз
расте проводили девять сессий теста РР в течение трех 
дней и рассчитывали средние значения (Oaks et al., 2013). 
После сравнения полученных величин было показано, 
что координация движений у мышей A53TaSyn была 
хуже, чем у контрольных животных, уже в возрасте 2 и 
4 месяцев (Oaks et al., 2013). 

Сходные результаты были получены у двухмесячных 
мышей других трансгенных линий с геном SNCA и мута
цией A53T при применении теста РР (Zhang et al., 2019), 
однако с возрастом у этих животных происходили вырав
нивание и даже инверсия этого показателя (Graham, Sidhu, 
2010). В настоящем исследовании, как и в опубликованной 
ранее работе J.H. Seo с коллегами (2020), не обнаружено 
различий по координации движений и их баланса между 
мышами B6.CgTg и сибсами дикого типа в тесте РР с 
ускорением в возрасте шести месяцев. Действительно, в 
зависимости от линии мышей, моделирующих БП, изме
нения локомоторной активности могут как проявляться в 
более раннем возрасте (Oaks et al., 2013; Zhang et al., 2019), 
так и возникать только у стареющих особей (Graham, Sid
hu, 2010; Seo et al., 2020). Как показали полученные нами 
данные, на ранних этапах развития патологии у мышей 
линии B6.CgTg нарушений моторных функций не на
блюдается, что указывает на сходство с данной патологией 
у человека, поскольку у людей с БП двигательные рас
стройства возникают ближе к старости, когда патология 
начинает прогрессировать (Halliday et al., 2006).

Известно, что при БП появляются нарушения в нигро
стриарном пути (Dickson et al., 2009; Beitz, 2014; Hayes, 
2019). Патология структур данной системы головного моз  
га выступает в качестве важного маркера БП как у челове
ка, так и у животных, моделирующих данное заболевание 
(Kato, Kimura, 1992; Unger et al., 2006; Beitz, 2014; Tagu chi 
et al., 2020). В нашей предыдущей работе установлено 
снижение общего числа нейронов в ЧС у самцов линии 
B6.CgTg (Рожкова и др., 2023). В настоящем исследова
нии у этих мышей было обнаружено меньше дофамино
вых нейронов в этой области по сравнению с сибсами 
дикого типа. Ранее на модели БП, а именно на мышах 
линии BACSNCAA53T/–, было показано уменьшение чис
ла THпозитивных нейронов в ЧС (Taguchi et al., 2020). 
Кроме того, у мышей линии A53TTg наблюдали сниже
ние ответной реакции при попытках терапевтического воз
действия дофамином (Unger et al., 2006). Известно, что до  
фаминовые нейроны ЧС участвуют в регуляции двига
тельной активности (Schultz et al., 1983). Между тем в на
шем исследовании у мышей линии B6.CgTg в возрасте 
шести месяцев не обнаружено двигательных расстройств, 
однако двигательные нарушения могут проявиться в более 
позднем возрасте (Chia et al., 2020). 

В настоящей работе выявлено большее число нейронов 
с альфасинуклеином в ЧС у мышей B6.CgTg по сравне
нию с сибсами дикого типа, что также характерно для БП 

человека (Dickson, 2018; Bae et al., 2021). Данная особен
ность характерна для различных линий мышей, которых 
используют в качестве моделей БП (Van der Putten et al., 
2000; Taguchi et al., 2020; Wang et al., 2022). В частности, 
подобный результат получен на мышах некоторых линий 
с трансгеном SNCA и мутацией А53Т, у которых в ЧС 
было обнаружено больше олигомеров альфасинуклеина 
начиная с возраста трех месяцев (Taguchi et al., 2020; Wang 
et al., 2022). Было продемонстрировано, что у мышей 
Pitx3A53TaSyn в возрасте от 6 до 18 месяцев накопление 
альфасинуклеина в ЧС повышается по сравнению с кон
тролем С57BL, что сопровождается значительной де ге не
рацией парвальбуминположительных нейронов (Zheng 
et al., 2022). Кроме того, была обнаружена связь между 
наличием включений альфасинуклеина в нейронах и их 
гибелью (Kalia et al., 2013). 

Существуют токсичные олигомеры альфа синуклеина, 
способствующие изменению экспрессии белков в клетке, 
а также нарушению работы эндоплазматического ретику
лума (Kalia et al., 2013). Вероятнее всего, важно накопле
ние именно мутантного альфасинуклеина в нейронах 
головного мозга, что приводит к симптомам БП, так как 
именно мутантные формы альфасинуклеина как с му
тацией А53Т, так и с мутацией A30P становятся менее 
растворимыми (Григорян, Базян, 2007). Наше исследо
вание показало, что увеличение числа нейронов с альфа
синуклеином в ЧС у мышей B6.CgTg имеет место уже в 
возрасте шести месяцев.

Заключение
В этом исследовании охарактеризована линия мышей 
B6.CgTg(PrNpSNCA*A53T)23Mkle/J в возрасте шести 
месяцев по таким важным для проявления БП маркерам, 
как координация движений и баланс тела, а также плот
ности дофаминовых нейронов и нейронов с альфасину
клеином в черной субстанции. Мыши линии B6.CgTg 
в возрасте шести месяцев имеют некоторые симптомы 
начала развития БП, такие как накопление мутантного 
альфасинуклеина и уменьшение числа дофаминовых 
нейронов в черной субстанции головного мозга. Полу
ченные данные позволяют рассматривать мышей линии 
B6.CgTg в возрасте шести месяцев в качестве адекватной 
модели для изучения ранней стадии БП человека.
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Abstract. Red fox, Vulpes vulpes, is a globally distributed species characterized by its high adaptability to diverse habitats 
and a broad range of food resources. This remarkable adaptability has allowed the red fox to thrive in various environments, 
from urban areas to remote wilderness. In this study, we used a set of microsatellite markers for the comparative genetic 
analysis of red fox populations from two countries. We included populations from the  Eastern Alps and the northern Di
naric Mountains in Slovenia, as well as the Central Dinaric Mountains in Bosnia and Herzegovina. We successfully isolated 
DNA and genotyped 118 red fox samples. Our analyses, which included Bayesian clustering techniques, revealed a weak 
genetic differentiation among the studied populations. However, it is noteworthy that statistically significant differences in 
estimates of genetic differentiation were only apparent when comparing the populations between the two countries. Fur
ther spatial genetic clustering analyses provided additional insights, unveiling a differentiation into four genetic clusters. 
These clusters comprised two distinct groups in Bosnia and Herzegovina and two in Slovenia. This pattern of differentiation 
suggests that isolation by distance is a key factor influencing the genetic structure of the red fox in this studied region. Ad
ditionally, our findings highlighted that populations from the Alps and northern Dinaric Mountains exhibit higher genetic 
diversity and observed heterozygosity compared to their counterparts in the Central Dinaric Mountains. The genetic diver
sity is also notable when compared to other European red fox populations. Studying genetic diversity is crucial for the resi
lience and adaptability of populations, ensuring their survival amid environmental changes and humaninduced pressures.
Key words: red fox; Vulpes vulpes; microsatellites; genetic diversity; Dinaric Mountains.
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Аннотация. Красная лисица, Vulpes vulpes, – широко распространенный вид, характеризующийся высокой адап
тивностью к различным средам обитания и широким спектром пищевых ресурсов. Удивительная адаптивность 
позволила красной лисице выживать в самых разнообразных условиях, от городских территорий до отдален
ных диких мест. С использованием набора микросателлитных маркеров нами проведен сравнительный гене
тический анализ популяций красной лисицы из двух стран. В исследование включены популяции из Восточных 
Альп и северных Динарских гор в Словении, а также из центральных Динарских гор в Боснии и Герцеговине. Мы 
успешно выделили ДНК и генотипировали 118 образцов красной лисицы. Анализы, включавшие байесовские 
методы кластеризации, показали слабую генетическую дифференциацию между исследуемыми популяциями. 
Однако надо отметить, что статистически значимые различия в оценках генетической дифференциации были 
очевидны лишь при сравнении популяций между двумя странами. Дополнительные пространственные генети
ческие анализы выявили разделение на четыре генетических кластера, которые включали две отдельные груп
пы в Боснии и Герцеговине и две – в Словении. Такая картина дифференциации предполагает, что ключевым 
фактором, влияющим на генетическую структуру красной лисицы в данном регионе, является изоляция по рас
стоянию. Кроме того, наши результаты показали, что популяции из Альп и северных Динарских гор обладают 
более высокими генетическим разнообразием и наблюдаемой гетерозиготностью по сравнению с популяция
ми из центральных Динарских гор. Генетическое разнообразие заметно также при сравнении с другими евро
пейскими популяциями красной лисицы. Изучение генетического разнообразия имеет важное значение для 
устойчивости и адаптируемости популяций, обеспечивая их выживание в условиях экологических изменений 
и антропогенного давления. 
Ключевые слова: красная лисица; Vulpes vulpes; микросателлиты; генетическое разнообразие; Динарские горы.

Introduction
Red fox (Vulpes vulpes) is recognized as one of the most 
widespread terrestrial predators in Europe, potentially ranking 
among the most prevalent mammals (Hoffmann et al., 2004). 
Its extensive distribution across diverse European environ-
ments exposes the species to a spectrum of environmental and 
climatic conditions, contributing to variations in life strate-
gies and fitness among populations (Nowak, 1999). Red fox 
exhibits adaptability across various habitats, including forests, 
tundra, prairies, deserts, mountains, agricultural lands, and 
urban areas. It is often regarded as a pest due to its perceived 
detrimental effects on prey populations and its capacity to 
transmit various diseases. In many European countries, it is 
considered an important game species (Atterby et al., 2015).

The species is native both in Slovenia and Bosnia and Her-
zegovina (B&H). In Slovenia, red fox is the most common and 
predominant wild carnivore, and populations are widespread 
from the Adriatic coast to the Prekmurje region. In the period 
2014–2023, between 10,055 (in 2014) and 14,707 (in 2021) 
individuals were hunted annually, and reported roadkill in 
the same period was in the range from 686 (in 2023) to 1,177 
(in 2019) individuals, respectively. Moreover, every year 
between approx. 200 and 300 red foxes were found dead 
either due to diseases (mainly sarcoptic mange) or unknown 
reasons (OSLIS, 2024). In B&H, red fox occupies a variety of 
habitats with an estimated density of around 0.5 individuals 
per km2. Considering hunting data, it is estimated that about 
24,000 foxes live in B&H, distributed over the entire country 
(Nemet, 2018).

Red fox populations exhibit pronounced lack of mitochon-
drial DNA (mtDNA) genetic structuring on a wide spatiotem-
poral scale (Frati et al., 1998; Teacher et al., 2011; Edwards 
et al., 2012; Kutschera et al., 2013; McDevitt et al., 2022). 
The lack of phylogeographic structuring in red fox, based on 
mtDNA markers, has been attributed to its persistence outside 
the traditional refugia areas during the last glacial maxi-
mum (LGM), but several lines of evidence suggest survival of 
red fox phylogenetic lineages in southern refugia (Kutschera 
et al., 2013). Southern European regions generally have less 
species connectivity than northern ones, but populations still 

show low differentiation (Frati et al., 1998; Kirschning et 
al., 2007; Gachot-Neveu et al., 2009; Edwards et al., 2012). 
Other studies based on nuclear DNA markers confirmed low 
genetic diversity of red foxes in Europe, including Poland 
(Mullins et al., 2014), United Kingdom (Atterby et al., 2015), 
and Scandinavia (Norén et al., 2015). These studies also 
revealed significant genetic structure at smaller geographic 
scales, suggesting the formation of distinct subpopulations 
within regions.

Red fox genetic diversity, structure, and gene flow between 
populations are influenced by internal factors such as vagil-
ity and dispersion, and external factors like landscape and 
environment. Landscape features, such as rivers or mountain 
ranges, may restrict gene flow and impact genetic diversity of 
subpopulations (Manel et al., 2003; Kirschning et al., 2007; 
Valvo, 2011; Sommer S. et al., 2013; Galov et al., 2014; 
Balkenhol et al., 2015). Historical and current factors, includ-
ing past population bottlenecks, range expansions, landscape 
features, and habitat fragmentation, collectively influence red 
fox population genetic diversity and structure (Frati et al., 
1998; Teacher et al., 2011; Edwards et al., 2012; Kutschera et 
al., 2013; Statham et al., 2014; McDevitt et al., 2022). 

Two geographically wider and comparative studies (Zec-
chin et al., 2019; McDevitt et al., 2022) have already studied 
the genetic structure of red foxes in Slovenia. Zecchin et al. 
(2019) revealed that red foxes in Slovenia belong to a unified 
group together with the Croatian population, and that there is 
no spatially and temporally extensive phylogeographic struc-
ture of the species within Europe. Similarly, McDevitt et al. 
(2022) showed that the Slovenian red fox population belongs 
to the “Central Europe” cluster together with populations from 
Croatia and Serbia. Both studies used nuclear markers (micro-
satellites and single nucleotide polymorphisms, respectively) 
and underlined the importance of genomic data in identifi-
cation of refugia regions and post-glacial expansions across 
Europe (e. g. the Balkans), while at the same time providing 
necessary insights on red fox genetic diversity and structure. 

Red fox from Croatia was individually studied by Galov 
et al. (2014). They found a high degree of genetic diversity 
among individuals, indicating a wide range of genetic varia-
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tion within the population. Despite mitochondrial haplotype 
diversity, which is among the highest of all European red fox 
populations, the study showed a remarkable lack of population 
structure, indicating extensive gene flow and interbreeding of 
red foxes in the country. The study by Kirschning et al. (2007) 
included red foxes from Serbia, and different mitochondrial 
haplotypes were found, demonstrating genetic structuring 
within the population. However, as with the neighbouring 
population from Croatia (Galov et al., 2014), a relatively 
low degree of genetic differentiation was found on nuclear ge- 
netic markers between different geographical regions within 
Serbia. 

To date, there has been no research on the genetic structure 
of red fox in Bosnia and Herzegovina. Therefore, the primary 
aim of our study was to conduct an analysis of the genetic 
variability and structure of red fox populations in B&H in 
comparison with the Slovenian population. More broadly, we 
also attempted to establish conclusions regarding the connec-
tions with neighbouring populations from Croatia and Serbia.

Materials and methods
Study area and sampling. The study area included territories 
of B&H and Slovenia (Supplementary Material 11), covering 
an area of around 66,189 km2 (Nemet, 2018; Hunting Asso-
ciation of Slovenia, 2021).

Animals used in the study were either legally harvested 
 during the hunting season or collected as roadkill or natural 
death. No animal was shot or otherwise killed for the purposes 
of this study solely. Samples of harvested animals were col-
lected by hunters or wildlife researchers immediately after har-
vest between 2019 and 2021. Tissue samples were preserved 
in 70 % ethanol and blood samples were stored at –20 °C 
until analysis. In line with our objectives, samples included 
in the analysis were collected in Slovenia (n = 59) and B&H 
(n = 59). The Faculty of Veterinary Medicine, University of 
Sarajevo and the Veterinary Faculty, University of  Ljubljana, 
which oversee the rabies surveillance initiative in both coun-
tries, sent only negative samples for genetic analysis at the 
Molecular Ecology Laboratory at the University of Primorska.

DNA extraction and quality control. The extraction 
of DNA from collected samples was performed using the 
 peqGOLD Blood & Tissue DNA Mini Kit (VWR Interna-
tional, LLC, Austria), following the manufacturer’s instruc-
tions. The concentration and purity of DNA obtained were 
measured with a 3.0 Qubit Fluorometer using Invitrogen™ – 
Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA). Nineteen microsatellites (Supplementary Mate-
rial 2), originally identified and screened in canine genome 
studies in red foxes and domestic dogs (Richman et al., 
2001; Kukekova et al., 2004, 2007), were amplified in three 
multiplex PCR reactions with DNA Thermo Cycler (Applied 
Biosystems). Amplification was carried out with ready-to-use 
KAPA2G Fast Multiplex Mix (Kapa Biosystems) in 15 μl of 
the reaction mixture containing 5 μl of template DNA (~25 ng 
DNA), and 0.2 mM final concentration for each primer used in 
the set. The amplification was performed under the following 
conditions: initial denaturation step at 95 °C for 3 minutes, fol-
lowed by 30 cycles of denaturation for 35 seconds, annealing 
1 Supplementary Materials 1–6 are available at: 
https://vavilovjicg.ru/download/pict202428/appx25.pdf

at 58 °C for 35 seconds, extension at 72 °C for 35 seconds; 
a final extension step at 72 °C for 10 minutes.

The fragment analysis was performed on a SeqStudio 
sequencer (Thermo Fisher Scientific) using the GeneScan 
LIZ500 (−250) standard (Applied Biosystems). The results 
were validated with the software GENEMAPPER v.5.0 (Ap-
plied Biosystems). Null alleles and heterozygosity deficiency 
were assessed using FreeNA (Chapuis, Estoup, 2007), a pro-
gram based on Dempster’s algorithm, to avoid Hardy–Wein-
berg equilibrium (HWE) deviation. GENEPOP 4.7 software 
(Rousset, 2008) was utilised to perform the exact test for 
heterozygosity deficiency, calculating the deviation from 
HWE and inbreeding coefficient (FIS) estimates. Statistical 
significance was set at p < 0.05.

Genetic diversity parameters, including the number and 
richness of alleles, were computed using GENETIX 4.05.2 
(Belkhir et al., 2004), FSTAT 2.9.4 (Goudet, 1995), and 
 GENEPOP 4.7 (Rousset, 2008). Pairwise fixation index (FST) 
between populations was assessed using the Weir and Cocker-
ham algorithm (1984) in GENEPOP 4.7, employing 1,000 per-
mutations for statistical rigour.

STRUCTURE 2.3.4 (Falush et al., 2003) was employed to 
determine population structure, assessing the probability of 
genetic interbreeding between individuals. The model consi-
dered the unique origin of each ancestor for a specific allele, 
providing the probability (Q) that each subject belongs to a 
particular cluster or group. For STRUCTURE, 10 independent 
cycles for each K (number of clusters) were conducted be-
tween 1 and 10, using a Markov chain model with 1,000,000 
Markov Chain Model Monte Carlo (MCMC) iterations and 
100,000 burn-in iterations for each cycle. We applied a mixed 
model featuring independent allele frequencies. Depending on 
the specific populations under investigation, we opted for the 
independent allele frequencies model, if the allele frequencies 
among distinct populations differ accordingly. The program 
STRUCTURE Harvester v0.6.94 (Earl, Vonholdt, 2014) was 
used to combine results and determine the most optimal K 
based on ΔK developed by Evanno et al. (2005), with results 
recorded using CLUMPP (Jakobsson, Rosenberg, 2007) and 
DISTRUCT (Rosenberg, 2004).

Discriminant analysis of principal components (DAPC) was 
employed to identify genetic clusters within the dataset using 
the Adegenet package (Jombart, 2008) in R 3.5.1 software 
(R Development Core Team, 2011). DAPC, a multivariate 
statistical method, reduces genetic data dimensionality through 
principal component analysis (PCA) and uses discriminant 
analysis to identify genetic clusters or subpopulations.

For spatial population structure analysis, a visual user 
interface (GUI) was developed in the R environment using 
Geneland 4.9.2 (Guillot et al., 2005). Geneland, a Bayesian 
method, employs MCMC simulations to estimate the number 
of genetic populations (K) and assigns individuals to popula-
tions based on genetic similarity, considering spatial autocor-
relation and isolation by distance.

Arlequin ver. 3.5.2.2 (Excoffier, Lischer, 2010) was used 
for the analysis of molecular variance (AMOVA), providing 
techniques to test the genetic differences between individuals 
and populations and between the optimal number of clusters 
identified by STRUCTURE (K = 2). Finally, we tested isola-
tion by distance (IBD) patterns within all genetic populations 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx25.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx25.pdf
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through the Mantel test, comparing genetic and geographical 
distances. Euclidean distances were calculated using R 3.5.1 
software (R Development Core Team, 2011) and the Adegenet 
library (Jombart, 2008). Significance was determined through 
999 Monte Carlo simulations, evaluating the correlation be-
tween Edwards distances and Euclidean geographic distances.

Results
We visualised fox genotypes with GeneMapper v.5.0 software. 
Six monomorphic markers and six markers with high null 
allele frequencies (>20 %) were excluded. Monomorphic 
markers lack variation in DNA sequence length, while null 
alleles result in non-amplification of expected alleles in PCR 
tests. We than proceeded with statistical analyses on the 
remaining seven markers (V402, Vv-C01.424, VVM189, 
Vv- REN169O18, FH2541, Vv-INU055, and Vv-C08.618). 
The purpose of these exclusions is to ensure the accuracy of 
the results and prevent any unfair impact on the genetic vari-
ability parameters of the populations under study.

Genetic diversity within B&H and Slovenian  
red fox populations
Our findings revealed lower genetic diversity in the B&H po-
pulation, i. e. evident in lower observed heterozygosity and 
allelic richness (HO = 0.648, AR = 7.538) compared to the 
Slovenian population (HO = 0.770, AR = 9.724). The genetic 
diversity in B&H was also lower than genetic diversity of red 
fox across Austria, Croatia, Italy, and Slovenia (HO = 0.75, 
AR = 12.6) as reported by Zecchin et al. (2019). However, 
this difference could be a result of a higher number of micro-
satellites used in Zecchin et al. study, which is three times 
higher than in the present one. Conversely, compared to the 
analysed Slovenian population, the observed heterozygosity 
was lower but allelic richness was higher in this regional 
study of red foxes. The observed heterozygosity in B&H 
foxes was lower than observed heterozygosity of foxes from 
Poland (HO = 0.729, AR = 4.871), even though they used only 
microsatellite markers (Mullins et al., 2014). In contrast, the 
Slovenian population displayed higher HO and AR values com-
pared to Polish population. Finally, both B&H and Slovenian 
populations had greater observed heterozygosity and allelic 
richness than red foxes from the United Kingdom (Atterby 
et al., 2015; 11 microsatellite loci: HO = 0.543, AR = 5.033). 

Genetic differentiation  
between B&H and Slovenian red foxes
Spatial genetic structure and genetic clustering depend on the 
software and analysis employed. For instance, STRUCTURE 
(Fig. 1) and Geneland identified two clusters (K = 2): one 
includes red fox from B&H and the other one samples from 
Slovenia (Supplementary Materials 3 & 4). On the contrary, 
DAPC analysis suggested four clusters (K = 4) (Fig. 2), divid-
ing each countries’ populations into two additional clusters. 
These discrepancies stem from different methodologies and 
assumptions inherent to each approach in population gene-
tics analysis.

STRUCTURE estimates ancestry proportions and admix-
ture based on genotypes, relying on assumptions like link-
age equilibrium and HWE. DAPC employs dimensionality 
reduction and discriminant analysis for membership assign-

ment, emphasising differences between clusters. Geneland 
combines spatial and genetic clustering. All three methods 
confirmed spatial differentiation at the regional level, with a 
weaker structure or admixture identified by STRUCTURE and 
DAPC, possibly due to long-distance dispersal of red foxes. 
The assumption of HWE was violated in STRUCTURE and 
Geneland analyses, affecting quantitative estimates. How-
ever, due to geographic or ecological constraints, there may 
be subpopulations with limited gene flow, which geographic 
information system (GIS) image (Fig. 3) clearly revealed by 
combining our microsatellite data and sampling coordinates 
in both populations.

DAPC revealed that red foxes from Slovenia form a dis-
tinct cluster (Cluster 1), while Clusters 2, 3, and 4 are shared 
between both countries. Cluster 3, predominant in B&H in-
dividuals, displayed the most genetic variation. Cluster 2 was 
genetically closer to B&H, and Cluster 4 showed high similari-
ty to Cluster 1, suggesting potential admixture between B&H 
and Slovenian red fox populations. Historical gene flow from 
Slovenia to the Balkans was supported by previous studies, 
aligning with post glacial colonisation patterns (Sommer R.S., 
Nadachowski, 2006).

K = 2

1 2

Fig. 1. Genetic structure of red fox populations in Slovenia (1) and B&H (2), 
determined by STRUCTURE.
Each individual is represented by a line proportionally partitioned into colour 
segments corresponding to its membership in particular cluster. K is the num
ber of clusters.

DA eigenvalues

3

2

4

1

Fig. 2. The DAPC scatter plot shows the presence of four clusters (K = 4).
Cluster 1 includes red fox samples from Slovenia, while the Cluster 3 includes 
red fox samples from B&H. In the Clusters 2 and 4 we can find samples from 
both countries (Supplementary Material 5).
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AMOVA indicated genetic differentiation among popula-
tions and substantial within-individual variation. The FST 
value of 0.068 suggested significant but not highly differen-
tiated populations, with 6.9 % of genetic variation attributed 
to differences between populations ( p < 0.001).

IBD analysis demonstrated a positive correlation ( p < 0.001, 
R2 = 0.13; this correlation was higher than the randomly si-
mulated p-value of 0.001) between genetic and geographic 
distances for B&H and Slovenian red fox populations, indicat-
ing differentiation due to limited dispersal, landscape barriers, 
habitat fragmentation, resource distribution, interactions with 
other species or human activities. However, we acknowledge 
the influence of factors like distance between B&H and Slo-
venia (almost 300 km). Understanding how habitat changes 
affect mobile species like red fox, especially in terms of genetic 
structure, remains an on-going challenge. Landscape history, 
barriers to movement, and migration rates can leave lasting 
genetic patterns and impact current population structures. 
Overall, our findings emphasise the importance of consider-
ing diverse analytical approaches and acknowledging the 
in fluence of geographical factors on genetic structure in red 
fox populations.

Discussion
We successfully revealed genetic structuring of the red fox 
populations between Alps and the Central Dinaric Mts. and 
showed weak genetic differentiation of the species in the 
studied area. Our findings are consistent with previous ones, 
which revealed the presence of a genetically unified red fox 
population in Slovenia (Zecchin et al., 2019; McDevitt et al., 
2022). The DAPC analysis divided the Slovenian red foxes 
into two clusters, indicating the existence of possible sub-
populations and admixture between the North Dinaric Mts. 
and the Prekmurje region, but this could also be a consequence 
of isolation by distance. Red foxes from B&H also belong to 
one STRUCTURE cluster, but the DAPC analysis divided 
them into two genetic clusters: first including the area of the 
Central Dinaric Mts. and second in the northern parts of the 

country. The observed genetic structure by DAPC analysis 
can be attributed to various factors. The territory of B&H 
con tains significant natural and anthropogenic barriers, such 
as mountain ranges and rivers, potentially leading to popula-
tion isolation and genetic drift effects. The Dinaric Mts. along 
the western border with Croatia as well as internal mountain 
ranges may limit gene flow between Croatia and B&H. Ga-
lov et al. (2014) demonstrated the limiting effects of Istrian 
narrow land bridge and mountain altitudes above 1,000 m on 
fox migration in Croatia, which can also be the case for areas 
in B&H and Slovenia with many topographical similarities 
in studied habitats.

Although our results suggest limited gene flow between 
Slovenian and B&H red fox populations, the absence of 
Croatian samples hinders relevant conclusions. However, 
Zecchin et al. (2019) found a unified genetic structure of the 
fox in Croatia and Slovenia. Despite this, we can assume that 
there are some possible barriers to gene flow among foxes in 
the studied regions such as rivers like Sava, a tributary of the 
Danube, which forms the northern border between B&H and 
Croatia, and the Drina, which flows north and forms part of 
the eastern border between B&H and Serbia. The influence of 
rivers on red fox movement was also discussed in the popula-
tion genetic analysis of Serbian red foxes by Kirschning et 
al. (2007). The study highlighted the role of the two major 
rivers, the Danube and the Tisza, which flow through Serbia, 
as potential barriers to fox migration. There are also anthropo-
genic barriers that lead to genetic isolation of foxes in B&H, 
such as the highway that crosses Croatia and runs through the 
north-western part of the border between B&H and Croatia.

The existence of two genetic groups of red fox between 
Alps and northern Dinaric Mts. and other in the Central Di-
naric Mts. was previously showed by Zecchin et al. (2019), 
who identified separated clusters in Friuli Venezia Giulia re-
gion as a border area in which circulating individuals are ge-
netically more like those from Slovenia and Croatia than to 
those of the remaining areas of north-eastern Italy. As a support 
to our results, a phylogenetic analysis of the mitochondrial 
cytochrome b and D-loop by Statham et al. (2014) identified 
a clear differentiation between Italian red foxes and the red 
fox populations from the Balkans and Eastern Europe. Our 
results indicated that the B&H population belongs to the Bal-
kan cluster according to mtDNA but additional analysis is 
needed to confirm this assumption. 

The limited number of genetic markers used in our study 
likely influenced the Bayesian genetic structure analysis, 
resulting in an inability to distinctly separate subgroups by 
STRUCTURE and Geneland analysis (Falush et al., 2003). 
This limitation becomes more evident when compared to 
the clearer subgroup differentiation observed in the DAPC 
analysis. On the other hand, the landscape barriers such as 
rivers and lower mountains might not restrict gene flow 
among foxes in Slovenia, Croatia, and B&H. Indeed, in the 
studied area there is adequate habitat connectivity for red fox, 
therefore it seems that landscape characteristics do not cause 
important barriers to gene flow, resulting in lack of population 
differentiation in this species (Kirschning et al., 2007). This 
can also be confirmed by weak phylogeographic structuring 
of red fox on much larger geographic scales, such as within 
the Holarctic lineage (Kutschera et al., 2013). 

Slovenia
Croatia

km
N0 1005025

Serbia

Montenegro

Bosnia and 
Herzegovina

Adriatic Sea

Fig. 3. Genetic structure of red fox in two studied countries based on the 
CLUMPP Q values and harvesting locations (K = 4 clusters).
Q values represent the proportion of individuals that are assigned to each 
cluster shown by GIS mapping (Supplementary Material 6).
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Despite Galov et al. (2014) identified significant mtDNA 
genetic structure of red fox on the Istrian Peninsula, which 
borders coastal Slovenia, our data did not reveal similar ge-
netic differentiation in the Slovenian population. This could 
likely be due to stable connectivity with neighbouring Italian 
population and the rest of the Slovenian population. However, 
it might also be due to variety of markers used in both studies.

Red foxes in Bosnia and Herzegovina have lower genetic 
diversity comparing to Slovenian and other European popu-
lations, which could be a consequence of a recent popula-
tion decline due to rabies epidemics, compared to Slovenia 
and Croatia, where oral vaccination programmes (ORV) of 
foxes led to the control of the rabies epidemic (Rabies Bul-
letin Europe, 2017). Indeed, since the implementation of the 
ORV campaign in Slovenia (in 1988) and Croatia (in 2011), the 
number of rabies cases have been decreasing consistently with 
no cases detected since 2015 (Bedeković et al., 2016; Picot 
et al., 2017). The last rabies case in Slovenia was recorded in 
2013, whereas in B&H was present until 2020. There, the lack 
of economic resources has led to a lack of continuous ORV, 
resulting in continued rabies hotspots in B&H (Tasioudi et al., 
2014; Lojkić et al., 2021). Non-suitable disease management 
may lead to decrease in population size and influence the ge-
netic diversity in the B&H red fox population, both in terms 
of allelic richness and observed heterozygosity compared to 
Slovenian population.

The statistically significant p-values for the FIS estimates 
in Slovenia and B&H red fox population ( p = 0.37 and  
p = 0.13, respectively) can be associated with historical bottle-
necks due to diseases but also with possible regional isolation 
of populations (which was not revealed in our study, possible 
due to limited number of markers), leading to lower observed 
heterozygosity.

The results of AMOVA suggested existing genetic dif-
ferences among populations. High genetic variation among 
individuals within sampled populations suggests substantial 
gene flow between them. However, the high level of genetic 
diversity within populations may suggest that maintaining 
habitat connectivity is an important factor in promoting gene 
flow and maintaining genetic variation within populations. 
These values demonstrate statistically significant differen-
tiation between observed locations; however, it is crucial to 
acknowledge that the interpretation can vary based on factors 
like the particular genetic markers employed, the sampling 
strategy adopted, and the genetic structure inherent in the 
populations.

The significant IBD values among populations indicate 
a pattern of isolation by distance, attributed to missing data 
from neighbouring populations in Croatia. Assuming that the 
distance between the closest locations in the two countries 
exceeds several hundred kilometres, the observed genetic di-
vergence is probably consequence of an isolation by distance. 
Considering also the DAPC analysis, which also confirmed 
shared genetic makeup between populations despite the dis-
tance, as has also been demonstrated in a study from Poland 
(Mullins et al., 2014). 

Our findings are consistent with those of Teacher et al. 
(2011), who reported a small degree of isolation by distance, 
in mitochondrial control region, and a wide-scale absence of 
phylogeographic structure based on cytochrome b data, in red 

foxes in Western Europe. The species’ versatility and capacity 
to adapt to a broad range of habitats, along with a compara-
tively high degree of dispersal in both males and females, are 
suggested to be the main reasons for the low level of genetic 
structure observed (Teacher et al., 2011).

Conclusion
This study enhanced our understanding of the red fox genetic 
structure in the region encompassing the Eastern Alps and the 
Dinaric Mountains. In alignment with previous research, we 
found the absence of a pronounced genetic structure within 
the red fox population in this area. Populations from Slovenia 
and B&H showed low level of genetic differentiation, with 
significant differences found only when comparing popula-
tions in countries. 
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Abstract. Galliformes and Anseriformes are two branches of the Galloanserae group, basal to other Neognathae. In con-
trast to Galliformes, Anseriformes have not been thoroughly researched by cytogenetic methods. This report is focused on 
representatives of Anseriformes and the evolution of their chromosome sets. Detailed cytogenetic analysis (G-banding, 
C- banding, and fluorescence in situ hybridization) was performed on three duck species: the northern pintail (Anas acuta, 
2n = 80), the mallard (A. platyrhynchos, 2n = 80), and the common goldeneye (Bucephala clangula, 2n = 80). Using stone 
curlew (Burhinus oedicnemus, 2n = 42, Charadriiformes) chromosome painting probes, we created homology maps cover-
ing macrochromosomes and some microchromosomes. The results indicated a high level of syntenic group conservation 
among the duck genomes. The two Anas species share their macrochromosome number, whereas in B. clangula, this num-
ber is increased due to fissions of two ancestral elements. Additionally, in this species, the presence of massive heterochro-
matic blocks in most macroautosomes and sex chromosomes was discovered. Localization of clusters of ribosomal DNA 
and telomere repeats revealed that the duck karyotypes contain some microchromosomes that bear ribosomal RNA genes 
and/or are enriched for telomere repeats and constitutive heterochromatin. Dot plot (D-GENIES) analysis confirmed the 
established view about the high level of syntenic group conservation among Anatidae genomes. The new data about the 
three Anatidae species add knowledge about the transformation of macro- and sex chromosomes of Anseriformes during 
evolution.
Key words: Anas acuta; Anas platyrhynchos; Bucephala clangula; Burhinus oedicnemus; comparative chromosome painting; 
constitutive heterochromatin; ribosomal genes; telomere.
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Аннотация. Курообразные (Galliformes) и гусеобразные (Anseriformes) – две ветви группы Galloanserae, базаль-
ные по отношению к остальным Neognathae. В сравнении с Galliformes, эволюция кариотипов Anseriformes 
недостаточно изучена. Настоящее исследование посвящено представителям гусеобразных и изменению их 
хро мосомных наборов в ходе эволюции. Была получена подробная информация о кариотипах (G-, C-бэндинг, 
флуо ресцентная гибридизация in situ) трех видов уток: шилохвости (Anas acuta, 2n = 80), кряквы (Anas platy
rhynchos, 2n = 80) и обыкновенного гоголя (Bucephala clangula, 2n = 80). С использованием зондов, разработан-
ных на основе сортированных хромосом авдотки (Burhinus oedicnemus, 2n = 42, Charadriiformes), были выявлены 
районы гомологии на макрохромосомах и части микрохромосом уток. Изученные виды рода Anas имеют одина-
ковое число макрохромосом, при этом у B. clangula число крупных хромосом увеличено за счет двух разрывов 
предковых элементов. В отличие от представителей Anas, у этого вида обнаружены массивные гетерохромати-
новые блоки в большинстве крупных макроаутосом и в половых хромосомах. Данные хромосомного пэйнтинга 
дополнены информацией о локализации рибосомной ДНК и амплификации теломерных повторов. Сравнитель-
ный анализ геномов с помощью приложения D-GENIES подтвердил высокий уровень консерватизма синтенных 
групп у Anatidae. Полученные результаты расширили представление о преобразованиях макро- и половых хро-
мосом Anseriformes в ходе эволюции.
Ключевые слова: Anas acuta; Anas platyrhynchos; Bucephala clangula; Burhinus oedicnemus; сравнительный хромо-
сомный пэйнтинг;  конститутивный гетерохроматин; рибосомные гены; теломера.

Introduction
Aves is one of the most specialized and species-rich groups 
of amniotes. Avian genomes are characterized by a relatively 
small size (1.4 Gb on average) (Gregory, 2023), a high degree 
of conserved synteny, and a relatively small proportion of re-
petitive DNA (Delany et al., 2000; Ellegren, 2013; Campagna, 
Toews, 2022). Birds’ diploid chromosome number (2n) varies 
from 40 to 142 owing to the presence of numerous microchro-
mosomes (Christidis, 1990; Griffin et al., 2007; Degrandi et al., 
2020). Despite the growing popularity of birds as a genomic 
research object, many species remain understudied both at the 
genomic and cytogenetic level. According to the Bird Chro-
mosome Database, only 10 % of the species have a described 
karyotype, and comparative genomic studies have covered no 
more than 1 % of the species (Degrandi et al., 2020).

The order Anseriformes (geese, ducks, swans, and others) 
includes ~180 species (Gill et al., 2023) and together with 
Galliformes (chickens, guinea fowl, pheasants, and others) 
forms the Galloanserae clade. Galloanserae taxon diverged 
from other Neognathae approximately 100–70 million years 
ago (Van Tuinen, Hedges, 2001; Sun et al., 2017). Karyotypes 
of 46 Anseriformes species have been described. The diploid 
number of chromosomes varies from 2n = 74 (Spatula quer
que dula) (Ebied et al., 2005) to 2n = 98 (Coscoroba coscoroba) 
(Rodrigues et al., 2014). Nonetheless, most karyotypes contain 
2n = 80–82 (Bird Chromosome Database and (Degrandi et 
al., 2020)).

Eight Anseriformes species have been studied by compara-
tive chromosome painting using chicken macrochromosome 
probes (Degrandi et al., 2020). The chicken (Gallus gallus, 
GGA, 2n = 78) genome is widely used as a reference in 
comparative genomics, and the painting probes have become 
essential for avian comparative cytogenetic researches (Shetty 
et al., 1999; Guttenbach et al., 2003; Griffin et al., 2008; 
Nanda et al., 2011; Islam et al., 2014; Rodrigues et al., 2014; 
Uno et al., 2019). Based on comparative data obtained using 
chicken painting probes, a hypothesis about homology of the 
first 10 macrochromosomes and Z chromosome in the avian 

ancestral karyotype has been propounded (Shibusawa et al., 
2004; Griffin et al., 2007). Integration of microchromosomes 
into comparative cytogenetics can be implemented using 
microdissection (Zimmer et al., 1997; Griffin et al., 1999; 
Guillier-Gencik et al., 1999; Grützner et al., 2001; Masabanda 
et al., 2004), gene-specific probes (Coullin et al., 2005; Islam 
et al., 2014), and bacterial artificial chromosomes (BACs) 
(Shibusawa et al., 2001, 2002; Schmid et al., 2005; Fillon et 
al., 2007; Damas et al., 2017; Kretschmer et al., 2021). The set 
of avian probes obtained using chromosome sorting usually 
does not cover microchromosomes (Habermann et al., 2001).

The use of stone curlew (Burhinus oedicnemus; BOE) 
painting probes helps to include microchromosomes into 
cytogenetic analysis and to count linkage groups. The stone 
curlew has a karyotype with a diploid number 2n = 42 and 
contains only four pairs of microchromosomes (Bulatova et 
al., 1971). BOE painting probes have been applied to fluo-
rescence in situ hybridization (FISH) experiments on a wide 
range of avian karyotypes, including reciprocal chromosome 
painting between the stone curlew and chicken (Hansmann 
et al., 2009; Nie et al., 2009, 2015; Wang et al., 2022). On 
the other hand, this type of analysis has not fully resolved 
the correspondence between microchromosomes (Nie et al., 
2009). These data obtained using cytogenetic approaches and 
chromosome level genome assembly allow for the inclusion of 
microchromosomes into reconstructions of the avian ancestral 
karyotype (Damas et al., 2018).

There are several papers on Anseriformes chromosome evo-
lution. In general, bird karyotypes have a low level of inter-
chromosomal rearrangements (Griffin et al., 2008; Damas et 
al., 2018) and at the same time a high average rate of intra-
chromosomal rearrangements (Damas et al., 2019; O’Connor 
et al., 2024). Chicken BAC probes mapped onto Anas platy 
rhyn chos chromosomes have revealed the presence of inver-
sions in all macrochromosomes and in the Z chromosome of 
the duck relative to the chicken (Fillon et al., 2007; Kiazim et 
al., 2021). However, conservation of gene order among several 
Anseriformes species has been detected by means of gene-
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specific probes (Islam et al., 2014). Data on chromosome ho-
mo logy and rearrangements can be obtained by chromosome-
level assembly analysis (for example (Cabanettes, Klopp, 
2018)). Now chromosome-level genome assemblies are 
available for 26 Anseriformes species in the NCBI database.

In the present work, we analyzed karyotype evolution of 
Anseriformes species by combining new data and previously 
published ones. New comprehensive cytogenetic results were 
obtained for three Anatidae species: the mallard (A. platy
rhynchos, APL), the northern pintail (Anas acuta, AAC), and 
the common goldeneye (Bucephala clangula, BCL). Routine 
and differential staining (G- and C-banding) and molecular 
cytogenetic approaches (localization of ribosomal and telo-
meric painting probes and of the set of B. oedicnemus whole-
chromosome painting probes) were employed, and the results 
were integrated with previously obtained findings.

Materials and methods
Sampled species and an ethical statement. Lung necropsy 
was performed on females of A. platyrhynchos, A. acuta, 
and B. clangula during the official hunting season in Novo-
sibirsk Oblast (2009, 2008, 2023 years, respectively). For our 
research, we used one individual of each species. All ex pe-
riments were approved by the Ethics Committee on Animal 
and Human Research at the Institute of Molecular and Cel-
lular Bio logy (IMCB), the Siberian Branch of the Russian 
Academy of Sciences (SB RAS), Russia (decision No. 1/22 
of 29 December 2022), following all relevant guidelines and 
regulations. This article does not contain any experiments on 
human subjects by the authors. The study was completed using 
equipment and materials of large-scale research facilities of 
the Cryobank of Cell Cultures, IMCB, SB RAS (Novosibirsk, 
Russia).

Primary fibroblast culture, metaphase chromosome 
preparation, and chromosome staining. Primary cell cul-
tures were derived from lung necropsy as described previously 
(Romanenko et al., 2015). Metaphase spreads from all species 
were prepared from primary fibroblast cultures following stan-
dard procedures, including colcemid treatment, incubation in 
a hypotonic solution, and fixation in a methanol : acetic acid 
(3 : 1) mixture (Graphodatsky et al., 2001).

Routine Giemsa and/or DAPI staining was performed to 
identify morphology and count quantity of chromosomes. 
G- banding was done (Seabright, 1971) before FISH proce-
dures. C-banding was performed for B. clangula and A. acuta 
according to a standard protocol (Sumner, 1972). Besides, for 
B. clangula, C-banding was done with modifications: meta-
phase chromosomes after Ba(OH)2 treatments were stained 
overnight with Chromomycin A3 (20 μg/ml) and 4′,6-dia-
mi dino-2-phenylindole (DAPI; 50 ng/ml) and mounted in 
an antifade solution containing 1,4-diazabicyclo [2.2.2] oc-
ta ne (DABCO) (20 mg/ml) and 100 mM Tris-HCl pH 7.5 in 
glycerol.

Probe preparation, FISH, and microscopy. A set of 
whole-chromosome female DNA libraries (created from flow-
sorted chromosomes by degenerate-oligonucleotide-primed 
(DOP)-PCR (Telenius et al., 1992)) of the stone curlew was 
provided by Cambridge Resource Center for Comparative 
Genomics (Cambridge University, UK). The characteriza-
tion of the set was described previously (Nie et al., 2009). 

All DNA libraries were labeled with biotin-11-dUTP and 
digoxigenin-11-dUTP (Sigma-Aldrich, Germany) during 
secondary DOP-PCR amplification (Telenius et al., 1992) to 
create painting probes. A telomeric DNA probe was generated 
by PCR with oligonucleotides (TTAGGG)5 and (CCCTAA)5 
(Ijdo et al., 1991). A ribosomal DNA probe was obtained 
from plasmid DNA (pHr13) containing a human partial 18S 
ribosomal RNA (rRNA) gene, a full human 5.8S rRNA gene, a 
partial 28S rRNA gene, and two internal spacers (Maden et al., 
1987). Labeling was performed using the FTP-Display DNA 
Fragmentation Kit (DNA-Display, Russia) with the addition 
of 0.05 mM biotin-11-dUTP or digoxigenin-11-dUTP (Sigma).

FISH was carried out by standard protocols (Graphodatsky 
et al., 2000; Liehr et al., 2017). For suppression of non-specific 
hybridization of probes in FISH experiments, chicken C₀t10 
DNA was used. Digoxigenin-labeled probes were detected 
with the help of anti-digoxigenin-CyTM3 (Jackson Immu-
noResearch, United Kingdom), whereas biotin-labeled probes 
were identified via sequential use of avidin-FITC (Vector La-
boratories, USA) and anti-avidin FITC (Vector Laboratories). 
Images were captured and processed using a VideoTesT 2.0 
Image Analysis System and a Baumer Optronics CCD Camera 
mounted on an Olympus BX53 microscope (Olympus, Japan).

Bioinformatic analysis. To perform the analysis of chro-
mosome-level assemblies, we used the available material from 
GenBank NCBI. Chromosome-level assemblies of different 
Anseriformes species from different genera were compared 
with the A. platyrhynchos reference genome 

(GCA_008746955.3; 1n = 40, Z, W):  
A. acuta (GCA_963932015.1; 1n = 37, Z, W);  
Aythya baeri (GCA_026413565.1; 1n = 34, Z);  
Netta rufina (GCA_964035555.1; 1n = 40, Z, W);  
Cairina moschata (GCA_018104995.1, 29, Z);  
Clangula hyemalis (GCA_963989345.1; 1n = 40, Z);  
Anser cygnoides (GCA_026259575.1; 1n = 39);  
Cygnus olor (GCF_009769625.2; 1n = 34, Z, W);  
Oxyura jamaicensis (GCF_011077185.1; 1n = 33, Z, W).

Dot plot comparative analysis was performed using the web 
application D-GENIES (Cabanettes, Klopp, 2018) by aligner 
Minimap2 v2.24.

Results

Karyotypes of the three duck species
Кaryotypes of the three duck species were available: A. pla
tyrhynchos (APL), A. acuta (AAC), and B. clangula (BCL) 
(Takagi, Makino, 1966; Beçak et al., 1973; Islam et al., 
2014). The diploid chromosome number of all three species 
is 2n = 80. For each individual of the studied duck species, 
we counted the number of chromosomes in 30 routine stained 
metaphase plates. The A. platyrhynchos (mallard) karyotype 
was G-, R-, and C-banded before (Wójcik, Smalec, 2007) and 
the patterns coincided with our study.

Cytogenetic data on A. acuta and B. clangula have been 
limited to Giemsa-stained karyotypes (Beçak et al., 1973; 
Abu-Almaaty et al., 2019). We performed Giemsa staining 
and C-banding for individuals of both species. The A. acuta 
karyotype was found to contain five pairs of large macro-  
auto somes (submetacentric pairs 1 and 2, and acrocentric 
pairs 3–5). The Z chromosome is a medium-sized subtelocen-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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tric macrochromosome, and the W chromosome is a small 
acrocentric chromosome (Fig. 1a). C-heterochromatin proved 
to be dot-like blocks in centromeric regions of almost all 
chromosomes except for large macroautosomes 1–5 and 
some microchromosomes (Fig. 1b). In the W chromosome, a 
pericentromeric heterochromatic block was observed.

B. clangula large macrochromosomes 1–7 and the W chro-
mosome are acrocentric, whereas the Z chromosome is sub-
telocentric (Fig. 1c). Constitutive heterochromatin in this 
spe cies was found to be localized in pericentromeric regions 

Fig. 1. Routinely Giemsa-stained chromosomes of (a) A. acuta and 
(c) B. clangula and C-banded karyotypes of (b) A. acuta and (d) B. clangula. 
Each black dot indicates a centromere position.

of the six macroautosomes and the Z chromosome. In addi-
tion, the W chromosome is almost entirely heterochromatic 
(Fig. 1d). Overall, the B. clangula karyotype, as compared 
to the two Anas karyotypes, is enriched with repeated DNA 
organized in constitutive heterochromatin.

Localization of ribosomal genes and telomere repeats
Sequences carrying ribosomal genes and clusters of repeats 
homologous to rDNA were located on four small microchro-
mosome pairs in A. acuta and A. platyrhynchos (Islam et 
al., 2014) and on two pairs in B. clangula (Supplementary 
Material 1)1.

In the A. acuta and B. clangula karyotypes, the probe con-
taining (5′-TTAGGG-3′)n sequences detected small signals 
at the ends of all chromosomes except four or five pairs of 
dot-like microchromosomes with prominent signals. Besides, 
A. acuta was found to have a pair of microchromosomes where 
half of each chromosome was stained with a telomeric probe, 
and the other half contained a bright DAPI-positive region 
(AT rich) (Fig. 3 and Supplementary Material 1). We could 
not detect interstitial telomeric sites in macrochromosomes 
of the analyzed species.

Stone curlew homologies
The complete set of BOE painting probes was hybridized to 
chromosomes of A. acuta, A. platyrhynchos, and B. clangula 
(Fig. 2). Owing to G-banding prior to FISH experiments, 
painted macrochromosomes were easily identified. We ob-
tained specific signals on macrochromosomes and some mi-
cro chromosomes of the three species. The probe containing 
the W chromosome also hybridized with Z: in A. acuta and 
A. platyrhynchos, weak signals along the chromosome body 
were detected; in B. clangula, a bright signal was detected in 
the subtelomere region of the q arm (Fig. 3). Also, the W chro-
mosome signals on the B. clangula W chromosome covered 
subtelomere C-pozitive block. Other heterochromatic regions 
were not hybridized with BOE painting probes on B. clangula 
chromosomes. Signals on some microchromosomes were so 
weak that we failed to identify them. Quantities of microchro-
mosomes covered by signals are presented in Table. Examples 
of some FISH results are shown in Fig. 2.

Based on these results, comparative chromosome maps 
were created showing the homology between BOE and the 
three Anatidae species (see the Table, Fig. 3). Identification 
of many microchromosomes was limited by the resolution 
of the FISH method. Nonetheless, these maps gave an idea 
of relative sizes of labeled microchromosomes within size 
groups (pairs 11–20, 21–30, or 31–39). In total, homologies 
were identified for 66 out of 80 chromosomes of A. acuta, 
68 out of 80 A. platyrhynchos chromosomes, and 76 out of 80 
B. clangula chromosomes because each species has a different 
number of painted microchromosomes.

Discussion
Microchromosomes are typical of most amniotes (snakes, 
turtles, and lizards) with mammals and crocodilians being 
exceptions (Srikulnath et al., 2021; O’Connor et al., 2024). 
The presence of microchromosomes in avian karyotypes may 
1 Supplementary Materials 1–3 are available at: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx26.pdf
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account for the lag of bird cytogenetic studies behind mammalian studies. To 
date, 131 bird species from 47 families have been analyzed by comparative 
chromosome painting, i. e., no more than 2 % of extant avian species (Degrandi 
et al., 2020) (https://sites.unipampa.edu.br/birdchromosomedatabase).

The studied karyotypes of ducks from genera Anas and Bucephala possess 
identical diploid chromosome numbers (2n = 80). The diploid chromosome 
number reported for A. acuta varies among publications from 80 (Abu-Al-
maaty et al., 2019) to 82 (Beçak et al., 1973). A similar situation is true for 
B. clangula: diploid chromosome number 2n = 80 was shown for B. clangula 
americana (Beçak et al., 1973) and 2n = 84 for B. clangula (Hammar, 1970). 

Our results match the data obtained by 
A.H. Abu-Almaaty with co-authors and 
M.L. Beçak with co-authors, respectively: 
diploid chromosome number is 2n = 80 for 
both A. acuta and B. clangula (Fig. 1).

Previously it was reported that, even at 
the macrochromosomal level, chromosome 
banding can be difficult to identify, thereby 
making necessary a robust analysis of cross-
species homology (O’Connor et al., 2024). 
In this work we provided information about 
G-banding for three Anatidae species. This 
allowed reliable identification of all ma-
cro- and some microchromosome pairs. We 
used chromosome painting to gain a better 
understanding of the transformations that 
have caused the karyotype differences. Pre-
viously, comparative chromosome painting 
in Anatidae species has been performed only 
with chicken macrochromosome probes 
(Guttenbach et al., 2003; Nanda et al., 2011; 
Islam et al., 2014; Rodrigues et al., 2014; 
Uno et al., 2019), but Anseriformes karyo-
types have not been investigated using BOE 
painting probes. Applying the set of BOE 
painting probes, we revealed homologies 
between B. oedicnemus, A. acuta, A. platy
rhynchos, and B. clangula chromosomes. 
According to previously published findings 
(Nie et al., 2009), we added homologies of 
Gallus gallus (GGA) to our comparative 
analysis (see the Table).

Due to availability of chromosome-le vel 
genome assemblies of A. platyrhynchos 
and A. acuta, we prepared a dot plot ana-
lysis for genomes of Anseriformes species 
from different genera (Supplementary Ma-
te rial 3). A. platyrhynchos is a domestic 
spe cies and its genome has been studied in 
detail and is usually used as the reference for 
this taxon. We made pairwise comparative 
analysis with A. platyrhynchos and eight 
genomes: A. acuta, Aythya baeri, Netta ru
fina, Cairina moschata, Clangula hyemalis, 
Anser cygnoides, Cygnus olor, and Oxyura 
jamaicensis. Karyotypes of most compared 
species contain 80 chromosomes, except 
for A. cygnoides and N. rufina (2n = 82) 
(Degrandi et al., 2020). The karyotype of 
C. hyemalis was not described. In almost 
all assemblies, the number of chromosome 
scaffolds is lower than haploid chromosome 
number and does not cover the smallest mi-
crochromosomes. The homologies between 
A. platyrhynchos and A. acuta, identified 
using chromosomal painting and dot plot 
analysis are consistent with each other (Sup-
plementary Material 3a). The chromosome 
correspondence can also be traced at the 
G-banding level.

Fig. 2. Examples of B. oedicnemus (BOE) painting probes’ localization on karyotypes of Anati-
dae representatives (right) with GTG-banding of the same metaphase (left). 
a – hybridization of BOE 11 (red) and 2 (green) probes to A. acuta (AAC) chromosomes; b – hybridiza-
tion of BOE 1 (red) and 2 (green) to A. platyrhynchos mallard (APL) chromosomes; c – hybridization of 
BOE 6 (red) and 12 (green) probes to B.clangula (BCL) chromosomes. Blue marks and * indicate micro-
chromosomes carrying a large DAPI-positive heterochromatic region in A. acuta. Scale bars 10 μm.
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Macroautosome evolution  
in Anseriformes
The most notable difference in macrochro-
mosome structure among the three species 
is the presence of massive heterochromatic 
blocks in B. clangula macrochromosomes 1 
and 3–7 (Fig. 1d). FISH with the stone 
curlew painting probes and dot plot analy-
sis revealed conserved macrochromosome 
homologies between A. acuta and A. platy
rhynchos. The diploid number (2n = 80) is 
typical for most Anatidae species, but in 
the B. clangula karyotype, we found an in-
crease in the number of large chromosomes 
without a change in the diploid chromosome 
number. The reason is fission of ancestral 
chromosomes corresponding to GGA 1 and 
GGA 2 (Fig. 3, 4). A break in the centromere 
of ancestral chromosomes homologous to 
GGA 2 has been documented in other rep-
resentatives of Galloanseres, for example, 
in the turkey (Shibusawa et al., 2004). In 
other avian lineages, there are independent 
fissions of orthologs of GGA 2 around the 
centromere (Degrandi et al., 2020). The 
ancestral homolog of GGA chromosome 1 
was split in two within Passeriformes’ an-
cestral karyotype (Damas et al., 2018).

Orthologous elements of GGA 4 are re-
presented by one macrochromosome and 
one microchromosome in the three exam-
ined ducks (see the Table). By contrast, the 
GGA 4 probe hybridized to one macro-
chromosome in Anser anser (Fig. 4) (Gut-  
tenbach et al., 2003). Ancestral chromoso-
me 4 (corresponding to GGA 4q) is the most 
ancient of all the avian chromosomes, ap-
pearing intact even in humans (Chowdhary, 
Raudsepp, 2000). In the GGA genome, we 
can see the result of fusion of avian ances-
tral chromosomes 4 and 10 (4A) (GGA 4q 
and 4p) (Shibusawa et al., 2002; Guttenbach 
et al., 2003; Derjusheva et al., 2004; Itoh, 
Arnold, 2005; Griffin et al., 2007; Damas 
et al., 2018), and 4p still retains properties 
of a microchromosome (high gene density 
and recombination rate, CpG island distri-
bution). The observed interchromosomal 
changes have also taken place in  different 
lineages (Fig. 4) and led to genome re-
organization in the extant species. These 
observations may be best explained by 
rearrangements with common breakpoint  
reuse.

The data of dot plot analysis also identi-
fied the presence of interchromosomal re-
ar rangements affecting macrochromoso mes 
in C. moschata and O. jamaicensis (Sup-
plementary Material 3d, h). In C. mos cha
ta, fission of chromosomes orthologous to 

A. platyrhynchos 6 and 7 and fusion parts of these chromosomes with chromo-
somes 5 and 8 respectively are observed (Supplementary Material 3d). Identi-
fied rearrangements are not confirmed using chromosome painting (Islam et 
al., 2014). This may be due to either a weak signal that would not be detected 
by chicken chromosome painting probes, or an artifact of de novo genome as-
sembly. Also, in O. jamaicensis, genome fusion of chromosomes orthologous 
to A. platyrhynchos 4 and 11 was detected (Supplementary Material 3h). Minor 
interchromosomal rearrangements in pericentromeric regions of almost all 
macrochromosomes were observed.

Evolution of microchromosomes in Anseriformes
Bird microchromosomes have attracted research attention because although 
for most bird species these chromosomes represent 25 % of the genome, they 
are known to encode 50 % of all genes (Smith et al., 2000). It has been hypo-
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Numbers on the right indicate names of homologous stone curlew chromosomes; H – blocks of 
heterochromatin; NOR – positions of ribosomal DNA clusters; black circles indicate centromere 
positions; tel – a cluster of telomeric repeated sequences on a microchromosome containing a large 
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Chromosome correspondence between B. oedicnemus (BOE) and four Galloanseres species obtained using chromosome painting: 
G. gallus (GGA), A. acuta (AAC), A. platyrhynchos (APL), and B. clangula (BCL) 

BOE, 2n = 42 GGA, 2n = 78 AAC, 2n = 80 APL, 2n = 80 BCL, 2n = 80

Chr1 Chr1 Chr1 Chr1 Chr1, Chr7

Chr2 Chr2 Chr2 Chr2 Chr3, Chr4

Chr3 Chr3 Chr3 Chr3 Chr2

Chr4 Chr4q Chr5 Chr5 Chr5

Chr5 Chr7, Chr8 Chr8 + 1 MIC Chr8 + 1 MIC 2 MICs

Chr6 Chr5 Chr4 Chr4 Chr6

Chr7 Chr9 + 2 MICs 3 MICs 3 MICs Chr8, Chr9 + 1 MIC

Chr8 Chr4p + 1 MIC 2 MICs 3 MICs 3 MICs

Chr9 Chr6 + 1 MIC Chr6 + 1 MIC Chr6 + 1 MIC Chr10 + 1 MIC

Chr10 2 MICs 2 MICs 2 MICs 2 MICs

Chr11 2 MICs Chr7 + 1 MIC Chr7 + 1 MIC 2 MICs

Chr12 2 MICs 2 MICs 2 MICs 2 MICs

Chr13 2 MICs 4 MICs 4 MICs 5 MICs

Chr14 2 MICs 2 MICs 1 MIC 2 MICs

Chr15+16 3 MICs 3 MICs 2–3 MICs 3 MICs

Chr17+18+19+20 1 MIC 2 MICs 4 MICs 4 MICs

Z Z Z, W Z, W Z

W W, Zqdist W W W, Zqdist

TOT 56 66 68 76

Data on homology between GGA and BOE chromosomes are from W. Nie et al. (2009). MICs are quantities of microchromosome pairs; Chr – the chromosome;  
TOT – the total quantities of chromosomes labeled by BOE painting probes; dist – the distal part of the chromosome.

Fig. 4. Schematic representation of chromosome rearrangements that occurred in macro- and sex chromosomes during the evolution of Galloanseres 
according to molecular phylogenies (Prum et al., 2015; Sun et al., 2017). 
Rearrangements of chromosomes that were identified by comparative painting with chicken probes (Guttenbach et al., 2003; Nanda et al., 2011; Islam et al., 
2014; Rodrigues et al., 2014; Uno et al., 2019) or stone curlew probes (data obtained in this study, species names are underlined) are presented to the right of 
the mo lecular phylogeny. The ancestral karyotype of Galliformes and data about Galliformes species are from M. Shibusawa et al. (2004); D.K. Griffin et al. (2007); 
J. Damas et al. (2019).
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thesized that avian microchromosomes represent archaic link-
age groups of ancestral vertebrates and have been preserved 
in a conserved state throughout the evolution of birds (Burt, 
2002; Nakatani et al., 2007). Among Anatidae species, only 
A. platyrhynchos microchromosomes have been examined by 
FISH with chicken BAC probes, and the obtained data have 
confirmed the idea of high conservatism of avian genomes 
(Fillon et al., 2007; Kiazim et al., 2021).

The set of BOE painting probes covered not all duck 
microchromosomes (see the Table, Fig. 3). Enrichment of 
some microchromosomes with ribosomal DNA sequences 
and telomeric repeats may also influence the detection of 
homologous sequences on microchromosomes. Sizes of ho-
mologous segments on microchromosomes may be below 
the resolution level of molecular cytogenetics. This problem 
may be exemplified by BOE 5 and orthologous elements in 
chicken and duck karyotypes. This probe delineated GGA 7 
and GGA 8 but only two pairs of small microchromosomes 
in B. clangula. Most likely, BOE 5 labels more microchro-
mosomes in ducks, and some signals were overlooked when 
the FISH data were inspected.

Although all three ducks examined here have the same di-
ploid number, in the B. clangula chromosomal set, we suggest 
there are at least two ancestral macrochromosome fissions. 
It is possible that some microchromosomes have merged or 
fused with macrochromosomes during the formation of the 
B. clangula karyotype. For Galloanserae, interchromosomal 
rearrangements between microchromosomes have not yet 
been recorded, but for other orders of Neognathae, data on 
interchromosomal rearrangements involving macro- and 
microchromosomes and the fusion of microchromosomes 
are gradually accumulating (reviewed in (O’Connor et al., 
2024)). In addition, many researchers believe that the ancestral 
element 10 (4A) is a microchromosome according to its GC 
content and gene density (Griffin et al., 2007; Damas et al., 
2018; O’Connor et al., 2024). Fusion of ancestral elements 
10 (4A) with 4 is often observed in Anseriformes (Fig. 4). 

Another example of the fusion of micro- and macrochro-
mosomes was revealed by dot plot analysis in Galloanserae 
species O. jamaicensis (Supplementary Material 3h). Fu-
sions of microchromosomes occurred in birds; for example, 
numerous fusions of microchromosomes took place during 
formation of the stone curlew karyotype (Nie et al., 2009). The 
fusion of microchromosomes was revealed in the genome of 
C. moschata (Supplementary Material 3d). The use of BAC 
clones to analyze the chromosome set of B. clangula and 
chromosome-level genome assembly will help to identify 
rearrangements that occurred during the formation of the 
karyotype of this species.

Given the low number of repeated sequences in bird ge-
nomes, the large number of telomeric sequences (2 to 4 %) 
is a point of interest (Delany et al., 2000). In addition to the 
canonical localization of (5′-TTAGGG-3′)n sequences at the 
ends of chromosomes, these highly conserved sequences may 
be situated at an interstitial position: around a centromere or 
inside a chromosome arm. Three types of telomere arrays 
differing in length, position on a chromosome, age-related 
stability, and linked either to macro- or to microchromosomes 
have been described in the chicken (Delany et al., 2000, 

2007; Rodrigue et al., 2005). It has been demonstrated that 
some avian microchromosomes tend to accumulate telomeric 
repeats. So-called mega-telomeres (200 kbp to 3 Mbp) at one 
of the ends have been detected in three chicken chromosomes 
from highly inbred White Leghorn line (9 and 2 microchro-
mosomes) (Rodrigue et al., 2005; Delany et al., 2007). 

Similar features of the distribution and amplification of 
te lomeric sequences have been described for representa-
tives of Passeriformes (Dos Santos et al., 2015, 2017) and 
three anserid species (Islam et al., 2014). In the C. moschata 
karyotype, 14 pairs of microchromosomes bear extended 
telomeres (Nanda et al., 2002). We also located extended 
telomeric sequences at the ends of four microchromosome 
pairs in B. clangula and 4–5 dot-like microchromosome 
pairs in A. acuta (Supplementary Material 1). Further studies 
involving larger number of individuals, mapping BAC probes 
to identify individual chromosomes, are needed to determine 
whether microchromosomes with large clusters of telomeric 
repeats are common to all Galloanserae, or whether different 
microchromosomes tend to accumulate telomeric sequences 
in different bird species.

Genes of 18S–28S rDNA are believed to have been located 
on a single pair of microchromosomes in the ancestral avian 
karyotype, as observed in palaeognathous birds and in the 
chicken (Nishida-Umehara et al., 2007; Delany et al., 2009). 
We found clusters of rRNA genes on four microchromosome 
pairs in A. acuta and two pairs in B. clangula. Localization of 
rDNA sequences on several pairs of microchromosomes was 
also described for A. platyrhynchos, C. moschata, and Anser 
cygnoides (Islam et al., 2014).

Some bird microchromosomes have accumulated diffe rent 
types of repeated sequences during karyotype evolution (Nan-
da et al., 2002; Dos Santos et al., 2015, 2017; Zlotina et al., 
2019; de Oliveira A.M. et al., 2024). We revealed the presence 
of microchromosomes enriched with telomeric sequences and/
or constitutive heterochromatin in A. acuta (Fig. 3 and Sup-
plementary Material 1). The data presented here are based on 
the analysis of one individual from each investigated species. 
Perhaps accumulation of repetitive sequences is subject to 
intraspecies variation, and we need more information to ad-
dress this issue.

Sex chromosome evolution
There is variation in morphology of Z chromosomes of Gal-
loanseres in terms of centromere position and size of hete-
rochromatin regions (Fig. 3). For example, it was reported 
previously that the centromere position on the Z chromosome 
is different between the chicken and turkey, but most likely 
this situation is a consequence of the accumulation of  hetero-
chromatin on the chicken Z chromosome (Shibusawa et al., 
2004). In Anseriformes, submetacentric, subtelocentric, and 
acrocentric Z chromosomes were observed (Fig. 4). Recent 
research indicates that the bird Z chromosome is involved in 
inter- and intrachromosomal rearrangements (Damas et al., 
2019). Dot plot analysis of eight Anseriformes species identi-
fied the same gene order on the Z chromosome in all species 
except for Anser cygnoides (Supplementary Material 3f ). Dif-
ferent chromosome morphology (Fig. 4) with gene order con-
servation (Supplementary Material 3) indicates the presence 
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of centromere repositions in Anseriformes Z chromosomes. 
Amplification of heterochromatin (AT- and GC-rich) could 
occur in the pericentromeric region of the Z chromosome of 
B. clangula (Fig. 1 and Supplementary Material 2).

Physical size of the W chromosome is one of highly vari-
able characteristics of the avian genome (Stiglec et al., 2007). 
Usually, the W chromosome of Neognathae is smaller than the 
Z chromosome and has lost most genes. Nonetheless, large 
W chromosomes in many avian species have been described 
(Rutkowska et al., 2012; De Oliveira T.D. et al., 2017). The 
size of the degenerated homologous sex chromosomes may 
increase due to the enrichment with repetitive elements or 
to autosomal translocations (Pala et al., 2012; Schartl et al., 
2016). Among the three species under study, a large W chro-
mosome has been previously described only for B. clangula 
(Hammar, 1970; Beçak et al., 1973). C-banding of B. clangula 
metaphase chromosomes revealed that its W chromosome 
car ries extended heterochromatic regions with a prominent 
AT-rich interstitial region (DAPI-positive) and GC-rich sub-
telomeric and pericentromeric regions (Chromomycin A3-po-
sitive) (Supplementary Material 2). 

It is interesting that AT- and GC-heterochromatic regions 
overlapped. It may be explained by alternation of AT- and 
GC-rich repeats or the presence of repeats with a uniform dis-
tribution of AT/GC nucleotides in these regions. The painting 
probe containing the W chromosome covered the euchromatic 
region and subtelomere C-positive block, which may indicate 
the presence of some W-specific repeated sequences in the 
distal part of W. Remarkably, this probe hybridized also with 
the distal region of the q arm of the Z chromosome (Fig. 3). 
This may indicate a pseudoautosomal region or localization 
of amplified W-specific repeated sequences. Further investi-
gation of B. clangula genomic architecture, repeatome, and 
whole-genome assembly may shed light on the evolutionary 
rearrangements of sex chromosomes.

Conclusion
Here, for the first time, we used stone curlew painting probes 
to analyze karyotypes of three Anatidae representatives. The 
detailed comparative cytogenetic maps cover all macrochro-
mosomes and some microchromosomes and contain valuable 
information about the composition of the karyotypes, chromo-
some morphology, and localization of some repeated DNA 
sequences. Data of comparative chromosome painting together 
with dot plot (D-GENIES) analysis confirm the established 
view about the high level of syntenic group conservation 
among duck genomes.

Some microchromosomes in the examined duck karyotypes 
were found to bear amplified clusters of ribosomal DNA, 
telomeric repeats, or fractions of repeated DNA. The rDNA 
clusters were located on more than one pair of microchromo-
somes in Anatidae karyotypes – on four microchromosome 
pairs in A. acuta and two pairs in B. clangula. Also, micro-
chromosomes with extended telomeres have been found in this 
work. This state of affairs may be a contributing factor to the 
difficulties with assembling avian genomes by conventional 
bioinformatic methods. Accumulation of heterochromatin in 
the B. clangula karyotype needs further research: karyotyping 
of more individuals and repeatome analysis. 
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Аннотация. На сегодняшний день имеются ограниченные знания об основных характеристиках генов челове-
ка, их структуре, функции и механизмах регуляции экспрессии. Биологическая роль около 20 % белковых про-
дуктов генов до сих пор не установлена, а молекулярные функции известной части протеома остаются недо-
статочно изученными. Данное обстоятельство ограничивает прогресс как фундаментальных, так и прикладных 
биологических и медицинских наук, в особенности в случае терапии наследственных болезней, патогенез ко-
торых обусловлен наличием вариантов в нуклеотидной последовательности отдельных генов. В связи с этим 
возрастает необходимость проведения исследований, направленных на изучение функций генов, а также мо-
лекулярных патогенетических путей, связанных с развитием моногенных заболеваний. Наша статья посвящена 
гену TCF4, кодирующему широко экспрессируемый фактор транскрипции, важный для развития и функциони-
рования нервной системы. К настоящему времени установлено, что патогенные варианты в этом гене приво-
дят к развитию редкого генетического заболевания, известного как синдром Питта–Хопкинса, а полиморфные 
варианты в TCF4 ассоциированы с рядом социально значимых заболеваний, представленных различными пси-
хическими расстройствами. Молекулярные механизмы патогенеза подобных состояний по-прежнему остаются 
неизученными, а знания о вышестоящей регуляции TCF4 и его нижестоящих генах-мишенях ограничены. Слож-
ность структурной организации и особенности регуляции экспрессии гена обеспечивают многообразие изо-
форм TCF4, что затрудняет понимание молекулярных функций белка. В обзоре рассмотрены известные данные 
о структуре и функциях фактора транскрипции TCF4. Обсуждаются потенциальные гены-мишени и возможные 
патогенетические механизмы, обусловленные потерей функции этого белка, выявленные в исследованиях на 
животных и клеточных моделях синдрома Питта–Хопкинса. Рассмотрены преимущества и ограничения потен-
циальных стратегий терапии указанного синдрома, основанные на компенсации дозы TCF4 или воздействии на 
молекулярные мишени изучаемого транскрипционного фактора.
Ключевые слова: TCF4; синдром Питта–Хопкинса; bHLH; психические расстройства; расстройства аутистиче-
ского спектра; терапия синдрома Питта–Хопкинса.
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Abstract. Our understanding of human genes – particularly their structure, functions, and regulatory mechanisms – is 
still limited. The biological role of approximately 20 % of human proteins has not been established yet, and the mo-
lecular functions of the known part of the proteome remain poorly understood. This hinders progress in basic and 
applied biological and medical sciences, especially in treating hereditary diseases, which are caused by mutations and 
polymorphic variants in individual genes. Therefore, it is crucial to comprehend the mechanisms of protein functioning 
to address this problem. This further emphasizes the importance of investigating gene functions and molecular patho-
genetic pathways associated with single-gene inherited diseases. This review focuses on the TCF4 gene that encodes 
a transcription factor crucial for nervous system development and functioning. Pathogenic variants in this gene have 
been linked to a rare genetic disorder, Pitt–Hopkins syndrome, and TCF4 polymorphic variants are associated with 
several socially significant diseases, including various psychiatric disorders. The pathogenetic mechanisms of these 
conditions remain unexplored, and the knowledge about TCF4 upregulation and its target genes is limited. TCF4 can be 
expressed in various isoforms due to the complex structure and regulation of its gene, which complicates the investiga-
tion of the protein’s functions. Here, we consider the structure and functions of the TCF4 transcription factor. We discuss 
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its potential target genes and the possible loss-of-function pathogenetic mechanisms identified in animal and cellular 
models of Pitt–Hopkins syndrome. The review also examines the advantages and limitations of potential therapies for 
Pitt–Hopkins syndrome that are based on TCF4 dosage compensation or altering the activity of TCF4 target genes.
Key words: TCF4; Pitt–Hopkins syndrome; bHLH; mental disorders; autism spectrum disorders; Pitt–Hopkins syndrome 
therapy.
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Введение
На сегодняшний день одна из важнейших проблем меди-
цинской генетики связана с недостаточным пониманием 
роли белковых продуктов генов, которые вовлечены в 
молекулярные пути, лежащие в основе развития ряда на
следственных болезней. Эта проблема становится осо-
бенно актуальной в случае транскрипционных факторов, 
поскольку белки данной группы регулируют экспрессию 
многих других генов, обладают плейотропными эффек-
тами и имеют критическое значение для нормального 
протекания различных биологических процессов. Один из 
подобных транскрипционных факторов кодируется геном 
TCF4. Патогенные варианты в этом гене служат причиной 
развития синдрома Питта–Хопкинса (Amiel et al., 2007; 
Brockschmidt et al., 2007; Zweier et al., 2007), а полиморф-
ные варианты ассоциированы с различными психиче
скими расстройствами, включая шизофрению, биполяр
ное расстройство, большое депрессивное расстройство и 
посттравматическое стрессовое расстройство (Stefansson 
et al., 2009; Smoller et al., 2013; Wray et al., 2018).

Белок TCF4 имеет критическое значение для развития и 
функционирования мозга, участвуя в дифференцировке и 
миграции нервных клеток, регуляции возбудимости ней-
ронов, нейрональной пластичности и некоторых других 
процессах (Imayoshi, Kageyama, 2014; Kennedy et al., 2016; 
Li H. et al., 2019; Mesman et al., 2020; Phan et al., 2020). 
Несмотря на большое количество данных, указывающих 
на важную роль TCF4, молекулярные механизмы, посред-
ством которых патогенные варианты в этом гене приво-
дят к нарушению развития и функционирования клеток 
нервной системы, остаются практически неизученными. 
Настоящий обзор направлен на обобщение информации в 
области структуры и функций TCF4, его известных моле-
кулярных мишеней, заболеваний, связанных с вариантами 
в TCF4, а также возможных подходов к их терапии. 

Структура TCF4, особенности экспрессии  
и известные функции
Ген TCF4 (также известный как ITF2, PTHS) локализован 
на хромосоме 18 в регионе 18q21.2 и содержит 41 эк-
зон, из которых 20 экзонов являются альтернативными 
5ʹэк зонами (некодирующие белок экзоны, включение 
или исключение которых из зрелой мРНК регулирует 
экспрессию более длинных или коротких изоформ бел-
ка), 20 – внутренними белоккодирующими экзонами и 
один – 3ʹнекодирующим экзоном (Sepp et al., 2011). TCF4 
кодирует фактор транскрипции, содержащий основной 
структурный мотив спиральпетляспираль (от англ. basic 
helixloophelix, bHLH). Белки этой группы содержат 
ДНКсвязывающий домен и, образуя гомо и гетероди-
меры, регулируют экспрессию генов. В зависимости от 

типов образуемых ими димеров, паттерна экспрессии 
и специфичности связывания ДНК, белки, содержащие 
bHLH, подразделяют на шесть групп. Транскрипционный 
фактор TCF4 относится к группе Eбелков (или bHLHбел
ков класса I), распознающих последовательности Ebox 
(CANNTG), расположенные в промоторных и энхансер-
ных областях геновмишеней (Schoof et al., 2020). Домен 
bHLH представляет собой высококонсервативный мотив, 
состоящий из региона основных аминокислот, за которым 
следует две амфипатические αспирали, соединенные пет-
лей. Регион основных аминокислот напрямую связывается 
с последовательностью Ebox, в то время как αспирали 
обеспечивают димеризацию.

Наличие альтернативных сайтов инициации транскрип-
ции, расположенных перед некодирующими экзонами 1, 
3, 4, 5, 7, 8 и 10, определяет по меньшей мере 18 изоформ 
TCF4, содержащих относительно консервативные Cкон
цевые домены основного структурного мотива спираль
петляспираль и отличающихся Nконцевыми участка
ми, ответственными за регуляцию транскрипции. Однако 
следует отметить, что разнообразие транскриптов TCF4 
еще выше за счет альтернативного сплайсинга внутренних 
кодирующих экзонов (Teixeira et al., 2021).

Полноразмерные транскрипты TCF4 включают следую-
щие структурные элементы: bHLHдомен, активационные 
домены (AD1, AD2 и AD3), внутримолекулярные регуля-
торные домены CE и Rep, сигналы ядерной локализации 
NLS1 и NLS2, ядерные сигналы экспорта NES1 и NES2, 
последовательность из четырех аминокислотных остатков 
RSRS (рис. 1).

Помимо домена bHLH, активационные домены AD1, 
AD2 и AD3 могут совместно или независимо друг от друга 
регулировать экспрессию геновмишеней в зависимости 
от типа клеток. Показано, что домен AD1 связывает ко-
активаторы и корепрессоры транскрипции. Домен AD2 
обладает способностью связывать коактиваторы транс-
крипции, однако о взаимодействии с корепрессорами 
данных нет. Коактиваторы и корепрессоры транскрипции 
конкурируют за связывание с доменом AD1, в результате 
чего TCF4 способен как активировать, так и подавлять 
экспрессию генов (Teixeira et al., 2021).

Домен AD3 напрямую взаимодействует с субъедини-
цей TAF4 общего транскрипционного фактора II D, что 
приводит к усилению преинициации РНКполимеразы II 
на генахмишенях, однако как именно AD3 участвует в 
регуляции экспрессии генов, осуществляемой TCF4, пока 
неясно (Teixeira et al., 2021).

Транскрипционная активность TCF4 регулируется так
же упомянутыми ранее доменами CE и Rep. Консерва-
тивный элемент (conserved element, CE), расположенный 
между активационными доменами AD1 и AD3, может 
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подавлять активность AD1. Домен репрессии (repression 
domain, Rep), расположенный между AD2 и bHLH, спо
собен подавлять активность AD1 и AD2. Вероятно, оба 
этих домена могут предотвращать рекрутирование транс-
крипционных кофакторов и, как следствие, подавлять 
AD1опосредованную активацию или репрессию транс-
крипции (Teixeira et al., 2021). 

Наконец, наличие мотива из четырех аминокислотных 
остатков RSRS (ArgSerArgSer), расположенного между 
доменами Rep и bHLH, тоже может приводить к снижению 
транскрипционной активности. 

Сложность структурной организации TCF4, а также 
особенности регуляции экспрессии данного гена обес
пе чивают многообразие изоформ TCF4, которые могут 
со держать разные структурные домены. Поскольку все 
тран скрипты TCF4 включают экзоны 10–20, все изофор-
мы кодируемого белка содержат активационные домены 
AD2 и AD3, а также домены bHLH, Rep, NLS2, NES1 
и NES2. Только четыре более длинные изоформы белка 
содержат полный активационный домен AD1, в то время 
как другие изоформы содержат только его часть либо не 
содержат вообще (Sepp et al., 2011). Кроме того, в лите-
ратуре описаны так называемые Δизоформы, которые 
отличаются отсутствием доменов NLS1 и CE. Наконец, 
наличие альтернативных сайтов сплайсинга в экзоне 18 
приводит к включению или исключению сегмента, коди-
рующего последовательность RSRS, присутствующего в 
положительных (+) и отсутствующего в отрицательных (–) 
изоформах белка (Sepp et al., 2011). Вопрос о том, чем 
различные изоформы отличаются друг от друга с точки 
зрения регуляции транскрипции, на сегодняшний день 
остается открытым.

Как и для большинства генов, кодирующих Eбелки, 
экспрессия TCF4 характерна практически для всех тка-
ней организма и достигает максимальных значений в 
структурах головного мозга (The Human Protein Atlas, 
https://www.proteinatlas.org). Некоторые транскрипты 
TCF4 являются тканеспецифичными, тогда как другие 
имеют широкий пространственный паттерн экспрессии. 
Более того, количественное соотношение одних и тех же 
транскриптов может варьировать в разных тканях. Анализ 
экспрессии, проведенный с помощью ОТПЦР, показал, 
что большинство транскриптов TCF4 экспрессируются в 
головном мозге, за исключением пяти, обнаруженных в 
семенниках (Sepp et al., 2011). Экспрессия TCF4 регули-

руется также в процессе онтогенеза, причем максималь-
ная активность наблюдается в период внутриутробного 
развития (Sepp et al., 2011). Показано, что экспрессия 
TCF4 в головном мозге значительно возрастает в конце 
пренатального периода и снижается до базового уровня, 
сохраняющегося на протяжении всей жизни, у новорож-
денных (Li M. et al., 2018). 

У человека белок TCF4 экспрессируется в переднем 
мозге и желудочковой системе головного мозга во время 
развития плода и сохраняется в переднем мозге и моз-
жечке у взрослых. Кроме головного мозга, TCF4 обнару-
живается в олигодендроцитах спинного мозга (Chen H.Y. 
et al., 2021). 

Большое количество изоформ TCF4 осложняет пони-
мание молекулярных функций данного белка. Функцио-
нальные особенности конкретных изоформ TCF4 зависят 
от того, какой 5ʹэкзон и внутренние экзоны включены в 
транслируемый транскрипт. В зависимости от структуры 
изоформ осуществляется дифференциальная регуляция 
как субклеточной локализации, так и особенностей транс-
крипционной регуляции. Например, изоформы, содержа  
щие NLS, локализованы в ядре, в то время как изофор
мам, не имеющим NLS, требуется партнер по гетероди-
меризации, чтобы получить доступ к ядру (Chen H.Y. et 
al., 2021). 

Как было отмечено ранее, TCF4 является транскрипци-
онным фактором. Его связывают с регуляцией гемопоэза, 
миогенеза, нейрогенеза, мелоногенеза, остеогенеза, а так-
же с дифференцировкой эндотелиальных клеток, клеток 
молочной железы и клеток Сертоли (Teixeira et al., 2021). 
Помимо регуляции транскрипции, TCF4, повидимому, 
имеет критическое значение для нормального развития 
и функционирования нервной системы. Данный белок 
образует гетеродимеры с транскрипционными факторами 
ATOH1, ASCL1, NEUROD1 и NEUROD2, играющими 
важную роль в развитии нервной системы (Wittmann, 
Hä berle, 2018). Известно, что продукт гена TCF4 важен 
для развития и нормального функционирования головного 
мозга, участвуя в таких процессах, как дифференцировка 
нейрональных клетокпредшественников в нейроны, оли-
годендроциты и астроциты (Imayoshi, Kageyama, 2014), 
созревание, миграция и функционирование нейронов, 
мие линизация олигодендроцитов, синаптическая пластич-
ность и др. (Kennedy et al., 2016; Li H. et al., 2019; Mesman 
et al., 2020; Phan et al., 2020).

AD1 AD3 AD2 Rep bHLH

NLS-1

NLS-2

NES-2

α-спираль

Регион  
основных 

аминокислот

α-спираль
петля

NES-1

CE

AD – активационный домен
NLS – сигнал ядерной локализации
CE – консервативный элемент
Rep – домен репрессии
bHLH – основной мотив спираль-петля-спираль
NES – ядерный сигнал экспорта

Рис. 1. Схематическое изображение структуры полноразмерного белка TCF4.
Рисунок взят из статьи (Teixeira et al., 2021), с изменениями. 
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Заболевания, ассоциированные с TCF4
В ряде исследований говорится о возможной роли TCF4 
в патогенезе различных социально значимых заболева
ний. Широкогеномные ассоциативные исследования по
ка зывают, что полиморфные варианты в TCF4, преимуще-
ственно локализованные в некодирующих областях гена, 
ассоциированы с разными психическими расстройствами, 
включая шизофрению (Stefansson et al., 2009; Ripke et al., 
2011; Steinberg et al., 2011; Smoller et al., 2013; Bocharo
va et al., 2017), биполярное расстройство и расстройства 
аутистического спектра (Smoller et al., 2013), большое де
прессивное расстройство (Wray et al., 2018) и посттравма  
тическое стрессовое расстройство (Gelernter et al., 2019). 
Кроме того, варианты в TCF4 ассоциированы с эндо-
телиальной дистрофией роговицы Фукса (Afshari et al., 
2017; Fautsch et al., 2021) и склерозирующим холангитом 
(Ellinghaus et al., 2013). Однако на сегодняшний день не-
известно, являются ли данные полиморфные варианты 
причиной развития указанных заболеваний. Исключение 
составляет эндотелиальная дистрофия роговицы Фукса; 
большинство пациентов с этим диагнозом характеризуют
ся экспансией тринуклеотидного повтора (CTG)n в интро-
не 3 гена TCF4, приводящей к ошибкам сплайсинга (Du 
et al., 2015; Папанян и др., 2019) (см. таблицу).

В 2007 г. в нескольких независимых исследованиях 
было показано, что гетерозиготное носительство патоген-
ных вариантов в гене TCF4 приводит к развитию редкого 
наследственного заболевания – синдрома Питта–Хоп-
кинса (СПХ) (Amiel et al., 2007; Brockschmidt et al., 2007; 
Zweier et al., 2007). Несмотря на фенотипические раз-
личия, для большинства пациентов с данным синдромом 
характерен специфический набор дисморфических черт 
лица в сочетании с умственной отсталостью, нарушения
ми сенсомоторной активности, задержкой речи, а также 
генерализованной мышечной гипотонией. Около 78 % 
пациентов часто совершают стереотипные и интенсивные 
повторяющиеся движения, что позволяет отнести СПХ к 
расстройствам аутистического спектра. Приблизительно 
у половины пациентов с СПХ наблюдаются аномальные 
паттерны дыхания и примерно у трети развиваются эпи-
лептические припадки. Кроме того, с помощью магнит

норезонансной томографии у пациентов с СПХ был вы
яв лен ряд аномалий головного мозга, включая маленькое 
или отсутствующее мозолистое тело, большие желудочки 
и аномальную форму задней черепной ямки (Teixeira et 
al., 2021).

Спектр мутаций в TCF4, обнаруженных у пациентов 
с СПХ, включает миссенс (~15 % случаев), нонсенс 
(~15 %) и точечные мутации сайта сплайсинга (~10 %), 
небольшие инсерции или делеции, приводящие к сдвигу 
рамки считывания (~30 %), а также транслокации и боль-
шие делеции, частично или полностью охватывающие 
TCF4 (~30 %) (Teixeira et al., 2021). По некоторым оцен-
кам, распространенность СПХ, обусловленного хромо-
сомными делециями, в мире составляет 1/34 000–1/41 000 
(Rosenfeld et al., 2009).

В зависимости от локализации и типа мутации белковые 
продукты TCF4 поражаются поразному. Большинство 
миссенсмутаций затрагивают экзон 19, кодирующий 
до мен bHLH. Часть миссенсмутаций затрагивает экзо-
ны 15 и 18, кодирующие активационный домен AD2 и 
регуляторный домен Rep соответственно. Поскольку все 
транскрипты TCF4 содержат данные экзоны, описанные 
выше патогенные варианты приводят к нарушению всех 
изоформ белка. Большинство нонсенсмутаций, мутаций 
сдвига рамки считывания и мутаций сайтов сплайсинга 
тоже приводят к повреждению всех изоформ белка, однако 
если перечисленные мутации поражают 8й и 9й экзоны 
или локализуются до экзонов 10ас, то Δизоформы и бо-
лее короткие изоформы TCF4 сохраняются неизменными. 
Некоторые транслокации и делеции охватывают только 
начальные экзоны (с 1го по 4й) или промежуточные 
экзоны (с 5го по 9й), сохраняя промежуточные и более 
короткие изоформы соответственно (Sepp et al., 2012).

Влияние структурного разнообразия и специфичного 
для разных клеток паттерна экспрессии TCF4 на физио-
логические процессы остается недостаточно изученным, 
однако предполагается, что разные типы мутаций TCF4 у 
индивидов с СПХ могут поразному влиять на кодируе-
мый белок, обеспечивая фенотипическую изменчивость, 
наблюдаемую среди пациентов (Bedeschi et al., 2017). 
К примеру, миссенсмутации в области, кодирующей 

Заболевания, ассоциированные с полиморфными вариантами в TCF4

Вариант Частота ОШ (95 % ДИ) Заболевание Литературный источник

rs9960767[C] 0.06 1.3 (1.11–1.51), p = 0.001 Шизофрения Stefansson et al., 2009

rs17512836[C] 0.02 1.23 (1.14–1.31), p = 1.05 × 10−6 Шизофрения, БР, РАС Ripke et al., 2011;  
Smoller et al., 2013

rs4309482[А] 0.58 1.09 (1.06–1.12), p = 7.8 × 10–9 Шизофрения Steinberg et al., 2011

rs9960767[C] 0.03 0.68 (0.41–1.13), p = 0.134 Bocharova et al., 2017

rs17594526[T] 0.01 0.60 (0.25–1.42), p = 0.238 Bocharova et al., 2017

rs12958048 [A] 0.33 1.03 (н. д.), p < 1 × 10−5 Большое депрессивное расстройство Wray et al., 2018

rs2123392 [C] Н. д. Н. д. ПТСР Gelernter et al., 2019

rs613872 [G] 0.37 5.47 (3.75–7.99), p = 1 × 10−18 Эндотелиальная дистрофия роговицы Фукса Baratz et al., 2010 

rs784257[G] 0.48 4.94 (4.45–5.58), p = 2.5 × 10−200 Afshari et al., 2017

rs1452787[G] 0.23 0.75 (0.68–0.83), p = 2.61 × 10–8 Склерозирующий холангит Ellinghaus et al., 2013

Примечание. ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал; БР – биполярное расстройство; РАС – расстройства аутистического спектра; 
ПТСР – посттравматическое стрессовое расстройство; н. д. – нет данных.
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ос новной структурный мотив «спиральпетляспираль», 
или инсерции, приводящие к сдвигу рамки считывания и 
удлинению аминокислотной последовательности белка, 
приводят к нарушениям ДНКсвязывающей или транс-
активационной функций в зависимости от партнера по 
димеризации (Sepp et al., 2012). Патогенные варианты, 
затрагивающие область bHLHдомена, ответственную за 
димеризацию, дестабилизируют белок, тогда как миссенс
мутации вне домена bHLH не вызывают явных функцио-
нальных нарушений (Chen H.Y. et al., 2021). 

Большинство патогенных вариантов в TCF4, встречаю
щихся у пациентов с СПХ, приводят к состоянию гапло-
недостаточности, поскольку ограничивают экспрессию 
определенных или всех транскриптов белка только одним 
аллелем. В то же время некоторые миссенсмутации слу-
жат причиной частичной или полной потери функции 
TCF4 в качестве регулятора транскрипции, не влияя при 
этом на способность к димеризации in vitro, что, пови
димому, свидетельствует о доминантнонегативном эф 
фек те данных патогенных вариантов (Forrest et al., 2013). 
Имеет ли место наблюдаемый эффект in vivo, на сегод-
няшний день неясно; предположительно, он будет очень 
слабым изза нестабильности димеров с мутантным TCF4 
(Teixeira et al., 2021). Таким образом, очевидно, что СПХ 
возникает в результате нарушений регуляции экспрессии 
генов, опосредованной TCF4. Вопрос о том, как именно 
подобные нарушения могут запускать патофизиологи
ческий процесс, остается открытым. J.R. Teixeira с колле
гами (2021) предполагают, что этот процесс может быть 
связан с общими функциями Eбелков в регуляции кле-
точного цикла и специфической ролью TCF4 в процессе 
дифференцировки клеток.

Молекулярные пути и потенциальные  
гены-мишени, регулируемые TCF4
К настоящему времени достигнут существенный прогресс 
в области идентификации вышестоящих регуляторов и ни-
жестоящих геновмишеней транскрипционного фактора 
TСF4. Показано, что фармакологическая активация сиг-
нального пути WNT/βкатенин в индуцированных плю
рипотентных стволовых клетках (ИПСК), полученных 
из нейрональных прогениторных клеток и нейронов па
циентов с СПХ, влечет за собой возрастание экспрессии 
TCF4 (Hennig et al., 2017). К аналогичному эффекту при
водит модификация хроматина, опосредованная ингиби-
рованием гистоновых деацетилаз I класса (Kennedy et al.,  
2016; Hennig et al., 2017). Другими вышестоящими ре-
гуляторами, повышающим экспрессию Tcf4, выступают 
TCF3, являющийся членом подгруппы Eбелков, и транс-
крипционный фактор ZAC1 (SchmidtEdelkraut et al., 2014; 
Li H. et al., 2019). Авторы предполагают, что регуляция 
Tcf4 с помощью TCF3 и других неидентифицированных 
факторов транскрипции имеет решающее значение для 
нормального развития коры головного мозга (Li H. et al., 
2019) (рис. 2).

В нескольких работах с использованием технологии 
ChIPSeq были выявлены прямые мишени TCF4, среди 
которых Bmp7 (Chen T. et al., 2016), Nrxn1 (D’Rozario et 
al., 2016), Gadd45g (Sepp et al., 2017), Gjb2 и Plp1 (Wedel 
et al., 2020). В ряде экспериментов, проведенных на кле-

точных и животных моделях, обнаружены следующие 
молекулярные мишени TCF4: Scn10a (Nav1.8) и Kcnq1 
(Kv7.1) (Rannals et al., 2016; Martinowich et al., 2022), 
Wnt7b (Wang et al., 2020), Gadd45g, Syn и Dlg1 (Tamberg 
et al., 2020). В совокупности результаты данных исследо-
ваний указывают на то, что TCF4 является регулятором 
генов, экспрессирующихся и участвующих в развитии 
мозга, дифференцировке нервных клеток, возбудимости 
нейронов, функционировании синапсов и выживании 
(см. рис. 2). 

В то же время, согласно данным литературы, TCF4 
имеет более 10 000 сайтов связывания в геноме, которые 
могут быть отнесены к более чем 5000 генов (Forrest et 
al., 2018; Xia et al., 2018). В свете этого становится оче-
видным, что подавляющее большинство молекулярных 
ми ше ней изучаемого транскрипционного фактора по
преж не му остаются неидентифицированными. Поэтому 
задача выявления молекулярных путей и потенциальных 
мишеней, регулируемых TCF4, имеет большое значение с 
фундаментальной точки зрения для изучения процессов, 
регулируемых транскрипционными факторами. Кроме 
того, понимание механизмов функционирования генных 
сетей и поиск ключевых молекулярных мишеней TCF4 мо-
гут существенно повлиять на разработку терапевтических 
стратегий в случаях TCF4-ассоциированных заболеваний.

На сегодняшний день известно несколько исследований 
с использованием животных моделей, в которых были 
предприняты попытки оценить изменения транскрипци-
онного профиля, обусловленные мутациями TCF4. В ра-
ботах, выполненных на модельных системах грызунов, в 
качестве нижестоящих мишеней TCF4 рассматриваются 
гены, кодирующие калиевые и натриевые ионные кана-
лы – Kcnq1 и Scn10a (Rannals et al., 2016; Martinowich et al., 
2022). Оба исследования демонстрируют возрастание экс-
прессии данных генов на фоне потери функции TCF4, что 
позволяет рассматривать этот транскрипционный фактор 
в качестве регулятора процессов возбудимости нейронов. 
В других работах сообщается о снижении экспрессии 
гена Arc, белковый продукт которого важен для процессов 
синаптической пластичности, обработки информации и 
памяти (Kennedy et al., 2016), а также гена Wnt7b, который 
рассматривается как ключевая мишень TCF4 в регуляции 
миграции нейрональных клетокпредшественников во 
время развития зубчатой извилины гиппокампа (Wang et 
al., 2020) (см. рис. 2).

Несколько исследований демонстрируют, что для мы
шей с мутациями Tcf4 характерны возрастание экспрессии 
генов, связанных с пролиферацией клетокпредшествен-
ников нейронов, и подавление экспрессии генов, вовлечен-
ных в нейрональную дифференцировку и миграцию (Li H. 
et al., 2019), нейрогенез и созревание нейронов (Mesman et 
al., 2020). B.D.N. Phan с коллегами (2020) сообщают также 
о нарушении паттерна экспрессии генов, характерного для 
олигодендроцитов, в частности генов, вовлеченных в кри-
тически важный для обеспечения нормальной функции 
данного типа клеток процесс миелинизации (см. рис. 2). 

Таким образом, проведенные исследования позволяют 
утверждать, что TCF4 имеет критическое значение для 
развития и функционирования мозга, и предлагают по-
тенциальные мишени, регулируемые этим транскрипци-
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онным фактором. Однако животные модельные системы 
имеют ряд недостатков, связанных с ограничениями экс-
траполяции результатов, полученных в подобных моделях, 
на человека. К примеру, известно, что гаплонедостаточ-
ность TCF4 у пациентов с СПХ приводит к развитию 
клинической картины, тогда как мыши, гетерозиготные 
по мутациям Tcf4 (wt/Tcf4–), как правило, демонстрируют 
более мягкие фенотипы (Thaxton et al., 2018; Li H. et al., 
2019; Mesman et al., 2020; Wang et al., 2020). Повидимому, 
эти различия обусловлены существенными отличиями 
между строением и развитием мозга грызунов и человека, 
которые не должны игнорироваться. Это обстоятельство 
диктует необходимость проведения исследований на 
нервных клетках человека.

В работе (Papes et al., 2022) фибробласты, полученные 
от пациентов с СПХ, были репрограммированы в ИПСК с 
последующей дифференцировкой в нейрональные клетки
предшественники, нейроны и органоиды головного мозга. 
Авторы показали, что нейрональные клеткипредшествен-
ники с мутациями в TCF4 характеризуются сниженной 
пролиферацией и нарушением процесса дифференциров-
ки в нейроны, а органоиды головного мозга – аномаль
ным клеточным составом и размерами (Papes et al., 2022). 
На основании результатов РНКсеквенирования авторы 
предполагают, что потеря функции TCF4 приводит к на-
рушениям сигнального пути Wnt и, как следствие, к сни-
жению экспрессии геновмишеней SOX, что в конечном 
итоге снижает пролиферацию клетокпредшественников 
(Papes et al., 2022). Восстановление экспрессии TCF4 или 
фармакологическая коррекция нарушений сигнального 
пути Wnt способствует частичной коррекции аберрантных 
фенотипов. Полученные результаты указывают на возмож-
ные терапевтические стратегии генетических нарушений, 
связанных с TCF4. 

В литературе описано несколько экспериментов, мо-
делирующих нарушения функции TCF4 с использова-
нием SHSY5Y, интересных с точки зрения понимания 
молекулярных механизмов, регулируемых этим транс-
крипционным фактором. Микроматричный анализ транс-
крипционного профиля, проведенный в клеточной линии 
SHSY5Y на фоне нокдауна TCF4, позволил выявить ДЭГ, 
вовлеченные в сигнальный путь TGFβ, эпителиальноме-
зенхимальный переход, нейрональную дифференцировку 
и апоптоз (Forrest et al., 2013). При этом наиболее выра-
женной дифференциальной экспрессией характеризова-
лись гены, кодирующие транскрипционные факторы EMT, 
SNAI2 и DEC1, а также пронейральные гены NEUROG2 
и ASCL1 и гены, связанные с умственной отсталостью, 
такие как UBE3A (синдром Ангельмана), ZEB2 (синдром 
Мовата–Уилсона). Полученные данные свидетельствуют 
о том, что TCF4 регулирует ряд молекулярных путей, 
связанных с дифференцировкой и выживанием нервных 
клеток, а также клинически значимых для патогенеза ум
ственной отсталости генов.

В другом исследовании (Xia et al., 2018) был проведен 
анализ ДНКбелковых взаимодействий с помощью тех-
нологии ChIPseq в клетках SHSY5Y, чтобы идентифи-
цировать сайты связывания TCF4 по всему геному. Такой 
подход позволил выявить более 10 000 сайтов связывания, 
которые могут быть отнесены к более чем 5500 генам. 
Анализ обогащения потенциальных геновмишеней вы-
явил пути, связанные с развитием нейронов, а также пере-
крывания с генами, посмертно гипоэкспрессирующимися 
в мозге пациентов с шизофренией. Эта информация в 
очередной раз подчеркивает важность TCF4 для развития 
и функционирования мозга и указывает на существование 
общих для СПХ и шизофрении патогенетических моле-
кулярных путей (Xia et al., 2018).

Рис. 2. Вышестоящая регуляция TCF4 и его потенциальные молекулярные мишени.
а – вышестоящая регуляция TCF4; б – молекулярные пути и потенциальные гены-мишени, регулируемые TCF4. НКП – нейрональные клетки-предше-
ственники. Стрелки с заостренными концами – активация, с тупыми – ингибирование.
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Таким образом, исследования, проведенные на жи-
вотных моделях СПХ, выявили множество фенотипов, 
дающих важную биологическую информацию об этом 
заболевании. Описанные фенотипы наблюдаются на про-
тяжении всей жизни, начиная с нарушений в развитии 
коры головного мозга, дифференцировки и созревания 
нервных клеток и заканчивая нарушениями процессов 
возбудимости нейронов, синаптической пластичности и 
поведенческих функций у взрослых животных. Несмотря 
на то что эксперименты с использованием микроматри ч
ного анализа транскрипционного профиля и РНКсек ве
нирования не указывают на прямые генымишени TCF4, 
они подчеркивают важную роль этого транскрипционного 
фактора в процессах нейрогенеза и демонстрируют круп-
номасштабную картину генных сетей, потенциально на-
ходящихся под влиянием TCF4. Понимание молекулярных 
путей и выявление геновмишеней, регулируемых TCF4, 
важно не только с фундаментальной точки зрения, но име-
ет также решающее значение для понимания патогенеза 
ассоциированных с данным геном заболеваний и поиска 
потенциальных терапевтических мишеней.

Возможные пути терапии  
синдрома Питта–Хопкинса
Пациенты с синдромом Питта–Хопкинса нуждаются в 
медицинской помощи на протяжении всей жизни, однако 
современные подходы к терапии заболевания направлены 
на симптоматическое лечение. Несмотря на то что эффек
тивного способа лечения СПХ не существует, продолжа-
ются исследования, направленные на понимание моле-
кулярных механизмов патогенеза данного заболевания и 
поиск потенциальных терапевтических мишеней. К на
стоящему времени в доклинических исследованиях на 
мышиных моделях СПХ было проверено несколько по-
тенциальных терапевтических подходов. Первый связан 
с коррекцией транскрипционной активности генов с по
мощью ингибиторов деацетилаз гистонов, использование 
которых связывают с улучшением памяти и обучаемо-
сти. Введение ингибитора деацетилаз гистонов SAHA  
мы шам с гетерозиготными мутациями Tcf4 (делеция экзо-
нов, кодирующих bHLHдомен) приводило к улучшению 
когнитивных функций и памяти (Kennedy et al., 2016). 
В других работах в качестве терапевтической мишени 
выбран натриевый потенциалзависимый канал NaV1.8, 
кодируемый геном SCN10A. Нарушение функции TCF4 
приводит к эктопической сверхэкспрессии Scn10a, а фар
макологическое ингибирование NaV1.8 в мышиных мо де
лях СПХ эффективно в отношении восстановления неко
торых физиологических и поведенческих функций (Ekins 
et al., 2020; Cleary et al., 2021; Martinowich et al., 2022). 
В частности, S. Ekins с коллегами использовали в качестве 
ингибитора NaV1.8 препарат никардипин, одобренный 
управлением по контролю качества пищевых продуктов 
и лекарственных средств (Food and Drug  Administration, 
FDA) и применяемый в кардиологии (Ekins et al., 2020).  
Существуют и другие селективные ингибиторы NaV1.8, 
безопасность которых для человека доказана в клиниче
ских исследованиях (Hijma et al., 2021, 2022). С учетом 
данных фактов тестирование антагонистов NaV1.8 для 
терапии СПХ имеет значительный потенциал.

Обсуждаемые стратегии выбирают в качестве тера-
певтических мишеней либо вышестоящие регуляторы 
активности TCF4, либо нижестоящие генымишени этого 
транскрипционного фактора. Несмотря на успехи пере-
численных подходов в животных моделях, они имеют 
некоторые ограничения. Воздействие на вышестоящие 
регуляторы TCF4, вероятно, не будет обладать достаточ-
ной специфичностью и повлечет за собой нежелательные 
побочные реакции, возникающие изза нецелевых транс-
крипционных эффектов. Ограничения второго подхода 
связаны с тем, что TCF4 регулирует экспрессию сотен или 
тысяч других генов (Forrest et al., 2013; Hill et al., 2017; 
Xia et al., 2018; Torshizi et al., 2019), что в значительной 
степени усложняет поиск ключевых геновмодификаторов 
транскрипции и коррекцию их уровня экспрессии. 

Поскольку основная причина заболевания связана с 
потерей функции TCF4, можно предположить, что вос-
становление экспрессии гена с помощью антисмысловых 
олигонуклеотидов или генотерапии окажется наиболее 
эффективным способом лечения. Однако с учетом того, 
что пик экспрессии TCF4 у человека приходится на пре-
натальный период, после чего снижается до базального 
уровня, который поддерживается на протяжении всей 
жизни (Rannals et al., 2016; Phan et al., 2020), возникает 
вопрос о возможности восстановления физиологических 
и поведенческих функций пациентов с СПХ в результате 
нормализации экспрессии данного гена в постнатальном 
периоде. Помимо того, остается неясным, до какой сте-
пени необходимо повышать экспрессию TCF4. Регулиро-
вание дозы гена чрезвычайно важно, поскольку заболе-
вание может развиться как изза слишком низкого, так и 
изза слишком высокого уровня экспрессии. Патогенные 
варианты в TCF4, приводящие к гаплонедостаточности, 
могут вызывать нарушения нервного развития, в то время 
как полиморфные варианты, локализованные в некоди-
рующих регионах гена, приводят к сверхэкспрессии и, 
повидимому, связаны c шизофренией. 

В недавнем исследовании H. Kim  с коллегами (2022), 
проведенном с использованием мышиной модели СПХ, 
было показано, что развитие фенотипов, характерных 
для данного синдрома, можно предотвратить или частич
но скорректировать путем нормализации экспрессии Tcf4, 
причем степень эффективности терапевтического вме
ша тельства зависит от времени воздействия и его специ
фичности в отношении типа клеток. Панклеточное вос
становление экспрессии Tcf4 в эмбриональном периоде 
полностью предотвращало развитие фенотипов, характер-
ных для СПХ. Селективное восстановление экспрессии 
гена в возбуждающих или тормозных нейронах в эмбрио
нальном периоде приводило к восстановлению ряда по 
веденческих функций. Наконец, постнатальное восстанов-
ление экспрессии Tcf4 с помощью аденоассоциированных 
вирусных векторов в нейронах снижало тревожноподоб-
ное поведение, стимулировало активность, врожденное 
поведение и способствовало улучшению памяти. Кроме 
того, благодаря этому подходу частично восстановлива-
лись показатели ЭЭГ и корректировались уровни экспрес-
сии ряда геновмишеней Tcf4 (Kim et al., 2022).

Генная терапия на основе вирусных векторов имеет 
большие перспективы в части лечения заболеваний, ко то
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рые ранее считались неизлечимыми. Согласно базе Gene 
Therapy Clinical Trials Worldwide, на март 2023 г. наибо-
лее часто в клинических исследованиях использовались 
векторы на основе аденовирусов, ретровирусов, лентиви-
русов и аденоассоциированных вирусов (https://a873679.
fmphost.com/fmi/webd/GTCT; дата обращения 29.06.2024). 
Использование каждой векторной системы на основе 
вирусов имеет преимущества и нежелательные эффекты. 
К последним можно отнести развитие иммунного ответа, 
цитотоксичность, риски геномной интеграции, а также 
риски, связанные с возникновением de novo репликатив-
нокомпетентных вирусов (Ertl, 2022; Leikas et al., 2023; 
Lundstrom, 2023). 

Таким образом, полученные результаты позволяют 
предположить, что генотерапевтические подходы к вос-
становлению экспрессии TCF4 могут быть эффективны 
для пациентов с СПХ. В связи с этим необходимы даль-
нейшие исследования, позволяющие определить, в какой 
степени восстановление экспрессии Tcf4 в разные перио
ды онтогенеза может помочь скорректировать нарушение 
поведенческих и физиологических функций. Результаты 
подобных работ могут пролить свет на понимание эффек-
тивности терапии для разных возрастных групп пациентов 
с СПХ. Кроме того, потенциальные методы лечения с 
помощью коррекции уровня экспрессии TCF4 должны 
будут обеспечить соответствующее биораспределение ко
дируемого белка, поскольку проведенные исследования 
показывают, что восстановление активности гена лишь 
в определенных клетках и структурах головного мозга 
может приводить к нормализации ряда поведенческих 
и физиологических функций у лабораторных животных 
(Kim et al., 2022). Один из основных плюсов генной 
терапии СПХ заключается в том, что данный подход не 
требует понимания молекулярных механизмов патогенеза, 
так как воздействует на основную причину заболевания – 
нарушение или потерю функции TCF4. Тем не менее, если 
подходы генной терапии для человека в постнатальном 
периоде окажутся неэффективными или не будут реали-
зованы внутриутробно, повидимому, основной фокус 
исследований необходимо будет сместить на поиск стра-
тегий лечения, воздействующих на регулируемые TCF4 
молекулярные пути и нижестоящие генымишени.

Заключение
К настоящему времени накоплено значительное коли-
чество экспериментальных данных, демонстрирующих 
важную роль транскрипционного фактора TCF4 в раз-
витии и функционировании нервной системы. Показано, 
что нарушения структуры и функций TCF4 приводят к 
развитию синдрома Питта–Хопкинса, а варианты в гене 
ассоциированы с рядом психических расстройств. Тем 
не менее молекулярные механизмы патогенеза подоб-
ных состояний попрежнему остаются неизученными, 
а наши знания о вышестоящей регуляции TCF4 и его 
нижестоящих генахмишенях ограничены. Более того, на 
сегодняшний день не хватает сведений о динамической 
экспрессии и функции TCF4 в ходе онтогенеза. Неясно 
также, каким образом изменяется активность кодируемого 
транскрипционного фактора в зависимости от партнеров 
по димеризации. 

Принимая во внимание широкий паттерн экспрессии 
TFC4, а также его участие в развитии нервной системы, 
можно предположить, что патогенные варианты, затра-
гивающие данный ген, могут быть связаны и с другими 
патологическими состояниями. В поддержку этой идеи 
свидетельствуют работы по анализу транкскрипционного 
профиля генов на фоне потери функции TCF4, а также 
исследования ДНКбелковых взаимодействий с исполь-
зованием технологии ChIPSeq, указывающие на то, что 
в патогенезе СПХ и некоторых психических расстройств, 
повидимому, задействованы общие патогенетические 
пути (Xia et al., 2018; Phan et al., 2020). 

Несмотря на то что многие аспекты функционирова-
ния TCF4 еще предстоит изучить, очевидно, что данный 
транскрипционный фактор является одним из ключевых 
белков, ответственных за обучение, память, речевые кон
такты и коммуникативные функции при психических рас
стройствах. Дальнейшее изучение TCF4, выявление мо
лекулярных путей и геновмишеней, регулируемых этим 
транскрипционным фактором, имеют решающее значение 
для понимания патогенеза ассоциированных с TCF4 за
болеваний, а также поиска потенциальных стратегий те
рапии СПХ и, возможно, ряда социально значимых за-
болеваний, таких как шизофрения, биполярное расстрой  
ство и некоторые другие.
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Аннотация. Y-хромосома содержит набор генов, имеющих тестис-специфическую экспрессию, ответственных за 
развитие яичек и сперматогенез, и является наиболее важной мишенью в поиске генетических причин мужского 
бесплодия. Большинство из этих генов расположены в локусе «фактора азооспермии» AZF (регионы AZFa, AZFb и 
AZFc) на длинном плече Y-хромосомы. Микроделеции Y-хромосомы, приводящие к удалению всего локуса AZF, а 
также одного или нескольких регионов (полные делеции), являются одной из ведущих причин нарушения спер-
матогенеза и бесплодия, однако роль частичных AZFc-делеций (gr/gr, b2/b3, b1/b3) в нарушении сперматогенеза 
не ясна, а влияние на сперматогенез варьирует между популяциями. Цель настоящего исследования состояла 
в оценке частоты различных типов AZFс-микроделеций и поиске ассоциаций с параметрами сперматогенеза у 
мужчин славянской этнической группы из общей российской популяции (n = 700, средний возраст 25.8  года). 
Для выявления AZF-микроделеций анализировали наличие/отсутствие 15 STS-маркеров методом мультиплекс-
ной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. У всех участников записывали возраст, вес, 
рост, оценивали объем, концентрацию, общее количество, долю подвижных и морфологически нормальных 
сперматозоидов в эякуляте. В исследуемой выборке выявлены 19.9 % (139/700) мужчин с микроделециями AZFс 
региона, из них 16.7 % (117/700) являлись носителями частичной делеции b2/b3, 3.0 % (21/700) – частичной де-
леции gr/gr, 0.14 % (1/700) – полной делеции b2/b4. Не обнаружены AZFa и AZFb микроделеции и другие типы 
AZF-делеций. Суммарная частота всех типов AZFс-делеций, а также каждого типа частичных микроделеций 
b2/ b3 и gr/gr не различалась в группах азооспермии, тяжелой олигозооспермии (≤5.0 млн/мл), олигозооспермии 
(5.0 < КС < 16.0 млн/ мл) и нормальной концентрации сперматозоидов (≥16.0 млн/мл). Сравнение спермиологи-
ческих показателей в группах с различными типами частичных AZFc-делеций и контролем (без делеций) тоже 
не выявило достоверных различий. Таким образом, частичные AZFc-микроделеции b2/b3 и gr/gr не оказывают 
существенного влияния на сперматогенез у славянских мужчин. Предполагается, что у славян частичные AZFс-
микроделеции b2/b3 и gr/gr фиксированы в Y-гаплогруппе N3 и R1a соответственно, а их негативное влияние 
на сперматогенез уравновешивается другими генетическими факторами. Установленная в нашей работе более 
высокая частота частичных AZFc-делеций (19.7 %) у славян по сравнению с европейскими популяциями (7.3 %) 
также может объясняться широким распространением этих Y-гаплогрупп в славянской популяции России.
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Abstract. The Y chromosome contains a set of genes with testis-specific expression that are responsible for the develop-
ment of testes and spermatogenesis, and it is the most important target in the search for genetic causes of male infertil-
ity. Most of these genes are located in the “azoospermia factor” AZF locus (regions AZFa, AZFb, and AZFc) on the long 
arm of the Y chromosome. Microdeletions of the Y chromosome, leading to the removal of the entire AZF locus as well as 
one or more regions (complete deletions), are one of the leading causes of spermatogenesis impairment and infertility. 
However, the role of partial AZFc deletions (gr/gr, b2/b3, b1/b3) in spermatogenesis failure is unclear, and their impact 
on spermatogenesis varies between populations. The aim of the present study was to assess the frequency of various 
types of AZFc microdeletions and to search for associations with spermatogenesis parameters in men of Slavic ethnicity 
from the general Russian population (n = 700, average age 25.8 years). To identify AZF microdeletions, the presence/
absence of 15 STS markers was analyzed using multiplex real-time polymerase chain reaction. Age, weight, height, and 
the volume, concentration, total count, proportion of motile and morphologically normal spermatozoa in the ejaculate 
were recorded for all participants. In the studied sample, 19.9 % (139/700) of men were found to have AZFc microdele-
tions, of which 16.7 % (117/700) were carriers of a partial b2/b3 deletion, 3.0 % (21/700) had a partial gr/gr deletion, 
and 0.14 % (1/700) had a complete b2/b4 deletion. Neither AZFa nor AZFb microdeletions nor other types of AZF dele-
tions were detected. The overall frequency of all types of AZFc deletions, as well as each type of partial microdeletion, 
b2/ b3 and gr/gr, did not differ in the groups of azoospermia, severe oligozoospermia (≤5.0 mill/ml), oligozoospermia 
(5.0 < SC < 16.0 mill/ml), and normal sperm concentration (≥16.0 mill/ml). Comparison of semen parameters in groups 
with different types of partial AZFc deletions and the control group (without deletions) also did not reveal significant 
differences. Thus, partial AZFc microdeletions b2/b3 and gr/gr do not have a significant impact on spermatogenesis 
in Slavic men. It is suggested that in Slavs, partial AZFc microdeletions b2/b3 and gr/gr are fixed in Y haplogroups N3 
and R1a, respectively, and their negative impact on spermatogenesis is balanced by other genetic factors. The higher 
frequency of partial AZFc deletions (19.7 %) in Slavs compared to European populations (7.3 %) established in our study 
may be explained by the widespread distribution of these Y haplogroups in the Slavic population of Russia.
Key words: AZFc deletions of the Y chromosome; spermatogenesis; male fertility; general population.
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Введение
Распространенность мужского бесплодия в общей попу
ляции составляет 7–12 % (Krausz et al., 2018; Cioppi et al., 
2021), а в Российской Федерации бесплодием страдает 
10–15 % супружеских пар в зависимости от региона (Ле
бедев и др., 2019). Известен целый ряд генетических ва
риантов, негативно влияющих на мужскую фертильность, 
который непрерывно пополняется (Cioppi et al., 2021). 
Yхромосома – наиболее важная молекулярногенети
ческая мишень в поиске генетических причин мужского 
бесплодия и субфертильности (Krausz, Casamonti, 2017; 
Colaco, Modi, 2018). Она несет гены, необходимые для 
нормального развития яичек и их функций, таких как де
терминация пола и регуляция сперматогенеза. На Yхро
мосоме находится локус AZF и его три региона, AZFа, 
AZFb и AZFс. Микроделеции Yхромосомы, приводящие 
к удалению целых AZF регионов (полные микроделеции), 
считаются одной из ведущих причин нарушения спер
матогенеза и бесплодия после синдрома Клайнфельтера 
(Krausz, Casamonti, 2017; Krausz et al., 2024). Микроде
леции AZF локуса являются мутациями de novo, частота 
полных микроделеций AZF в общей популяции составляет 
1:4000, но у мужчин с азооспермией и олигозооспермией 
она зна чительно выше и может достигать 14 % (Colaco, 
Modi, 2018; Cioppi et al., 2021; Deng et al., 2023). Для тести
рования микроделеций AZF локуса Yхромосомы разра
ботаны адекватные диагностические методы, а скрининг 
полных микроделеций AZFа и AZFb стал обязательной ча
стью ру тинного диагностического обследования мужчин с 
азоо спермией и тяжелой олигозооспермией, в то время как 
AZFс регион остается предметом дискуссии в отношении 
клинической и диагностической значимости (Krausz et al., 
2018). Показанием для тестирования на микроделеции 

Yхромосомы считается концентрация сперматозоидов в 
эякуляте менее 5 млн/ мл или азооспермия, что часто на
блюдается у пациентов с бесплодием (Krausz et al., 2018). 

Особенностью AZF локуса Yхромосомы является ам
пликонная структура и многокопийность его генов. Ам
пликонные последовательности идентичны более чем на 
99 % и организованы в восемь больших палиндромов. По
скольку последовательности палиндромов демонстриру
ют почти полную симметрию, они склонны образовывать 
структуры, аналогичные шпилькам, и осуществлять гомо
логичную рекомбинацию (Kuroda et al., 2020). К наиболее 
частым типам делеций AZF относятся AZFc (70–80 %), 
затем AZFa (0.5–9 %), AZFb (1–7 %) и AZFb+c (1–20 %) 
(Krausz, Casamonti, 2017; Cioppi et al., 2021; Krausz et al., 
2024). Полные AZFделеции, полностью удаляющие один 
или несколько AZF регионов, вызывают тяжелые наруше
ния сперматогенеза, приводят к бесплодию и у мужчин с 
нормозооспермией никогда не встречаются.

AZFa регион содержит два однокопийных гена USP9Y и 
DDX3Y и ретровирусные последовательности HERVyq1 и 
HERVyq2, которые фланкируют AZFa. Между ними может 
произойти гомологичная рекомбинация, приводящая к 
полной делеции AZFa, синдрому «только клетки Серто
ли» и азооспермии. AZFb регион содержит 32 генных ко
пии и единицы транскрипции. При полной делеции AZFb 
удаляется сегмент ДНК, включающий все 32 копии генов 
и единицы транскрипции, что приводит к аресту сперма
тогенеза и азооспермии. Регионы AZFb и AZFc частично 
перекрываются, а полная делеция AZFb или AZFb+c ассо  
циирована с синдромом «только клетки Сертоли» и азоо
спермией (Kuroda et al., 2020; Cioppi et al., 2021).

Регион AZFc включает в себя 12 генов, каждый из ко
то рых представлен переменным количеством копий (в об  
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щей сложности 32 единицы транскрипции), экспресси
рующихся только в яичках и наиболее часто подвергаю
щихся делециям (Colaco, Modi, 2018; Cioppi et al., 2021; 
Krausz et al., 2024). Полная делеция AZFc (b2/b4) воз
никает в результате гомологичной рекомбинации между 
ампликонами b2 и b4 и характеризуется нарушениями 
сперматогенеза – от тяжелой олигозооспермии до азоо
спермии, но в значительной части случаев сопровожда
ется остаточным сперматогенезом (Krausz et al., 2024). 
AZFc регион содержит семейство генов DAZ (deleted in 
azoospermia), которое является ключевым детерминантом 
сперматогенеза и состоит из четырех копий (DAZ1–4). 
Ген DAZ содержит РНКсвязывающий домен, что указы
вает на участие генов этого семейства в трансляции мРНК 
и, повидимому, в дифференцировке сперматогенных кле
ток и мейотическом делении. Копии гена DAZ находятся 
в двух различных кластерах (DAZ1/2 и DAZ3/4), а их экс
прессия наблюдается на всех стадиях развития мужских 
половых клеток (Colaco, Modi, 2018). Регион AZFc богат 
ампликонами, следовательно, предрасположен к ряду пе
рестроек, включая частичные делеции или дупликации, 
а также делеции с последующей дупликацией, однако их 
влияние на сперматогенез пока не ясно и активно обсуж
дается (Krausz, Casamonti, 2017). Степень влияния частич
ных делеций AZFc региона (наиболее часто встречаются 
делеции gr/gr, b2/b3, b1/b3) на показатели сперматогенеза 
сильно варьирует (от нормозооспермии до азооспермии), 
но они могут быть совместимы с естественным зачатием 
или успешно преодолеваются вспомогательными репро
дуктивными технологиями (Bansal et al., 2016a, b).

Частичная делеция gr/gr удаляет почти половину AZFc 
региона, включая две копии гена DAZ (DAZ1/DAZ2 или 
DAZ3/DAZ4) и по одной копии гена BPY2 и CDY1, и пред
ставляет собой фактор риска нарушения сперматогенеза 
(Bansal et al., 2016b; Krausz et al., 2024). Фенотипическая 
экспрессия делеции gr/gr варьирует от азооспермии до 
нормальной концентрации сперматозоидов в эякуляте, 
причина которой пока не ясна. Поскольку за некоторыми 
делециями gr/gr следуют дупликации, восстанавливаю
щие количество копий гена, то именно количество копий 
может быть причинным фактором, модулирующим про
дукцию сперматозоидов. Обнаружены географические и 
этнические различия в частоте и клиническом проявлении 
делеции gr/gr, что предполагает влияние генетического 
бэкграунда (генетического фона) Yхромосомы на тестику
лярный фенотип (Krausz, Casamonti, 2017). Определенные 
Yгаплогруппы, которые несут фиксированную делецию 
gr/gr, могут присутствовать с высокой частотой в некото
рых этнических популяциях и влиять на фенотипическое 
проявление делеций через еще неизвестные генетические 
факторы (Sin et al., 2010; Rozen et al., 2012; Lo Giacco et 
al., 2014; Mokánszki et al., 2018). В популяции северной 
Индии делеция gr/gr является фактором риска нарушения 
сперматогенеза, где эта делеция не зафиксирована в га
плогруппах R and H, наиболее распространенных в этом 
регионе (Bansal et al., 2016b).

Частичные AZFc делеции b1/b3 или b2/b3 удаляют бо
лее половины AZFc региона и по 12 генных копий и тран  
скрипционных единиц. Механизм формирования делеции 
b1/b3 включает гомологичную рекомбинацию между се

стринскими хроматидами или внутри хроматиды. Изза 
низкой частоты делеции b1/b3 ее влияние на спермато
генез остается неясным, но некоторые авторы обнару
живают повышение риска нарушений сперматогенеза 
у мужчин с делецией b1/b3 (Krausz, Casamonti, 2017). 
Частичная делеция b2/b3 удаляет более половины AZFc 
региона, включая две копии гена DAZ и одну копию гена 
CDY1. Молекулярный механизм делеции b2/b3 сложен, 
поскольку ей предшествует инверсия, и приводит к со
хранению двух копий гена DAZ, гена BPY2 и гена CDY1. 
Высокая частота делеции b2/b3 отмечается в популяциях 
Северной Евразии, где она фиксирована в Yгаплогруп
пе N и не является фактором риска нарушения спермато
генеза и бесплодия, но негативно влияет на сперматогенез 
и фертильность, если находится вне этой гаплогруппы, 
например, у монголоидного, восточноазиатского и афри
канского населения (Rozen et al., 2012; Bansal et al., 2016a; 
Colaco, Modi, 2018; Hallast et al., 2021). 

В клинической практике тестирование на наличие AZF
делеций Yхромосомы рекомендуется мужчинам с бес
плодием, азооспермией или тяжелой олигозооспермией 
с диагностической целью, что в ряде случаев позволяет 
установить генетическую причину нарушенного сперма
тогенеза. Диагностика AZFделеций Yхромосомы имеет 
также прогностическое значение и позволяет решить 
вопрос о возможности хирургического получения спер
матозоидов методом microTESE для последующего про
ведения ЭКО/ИКСИ. Для пациентов с полной делецией 
AZFc и азооспермией прогноз получения сперматозоидов 
благоприятный, в то время как биопсия яичка методом 
microTESE у носителей полных микроделеций регио
нов AZFa или AZFb практически неэффективна (Krausz, 
Casamonti, 2017; Kuroda et al., 2020).

Фертильные мужчины – носители частичных микро
делеций AZFc или мужчины с бесплодием и частичными 
микроделециями AZFс, чьи партнерши рожают детей с 
помощью вспомогательных репродуктивных технологий 
(ИКСИ, microTESE или TESA), могут передавать делеции 
сыновьям (Pan et al., 2018; Deng et al., 2023). Более того, в 
работе (Pan et al., 2018) у фертильных отцов – носителей 
частичной делеции AZFс (b2/b3) или дупликации AZFс 
(b2/b3) – сыновья страдали бесплодием и были носителя
ми полных делеций AZFc, AZFb+c или AZFa+b+c. Таким 
образом, частичные делеции AZFc повышают вероятность 
других микроструктурных перестроек AZFc региона, ко
торые могут быть фактором риска полной делеции AZFc 
и бесплодия у мужского потомства.

Хотя в многочисленных работах исследовалась взаи
мосвязь между нарушениями сперматогенеза, тестикуляр
ным фенотипом и возможностями ВРТ (вспомогательные 
репродуктивные технологии) у мужчин с различными 
типами AZFделеций Yхромосомы, популяционные ча
стоты этих делеций и, соответственно, их вклад в мужское 
бесплодие и субфертильность изучены недостаточно. Ге
нетическое тестирование популяционных выборок муж
чин рассматривается как полезный прием, позволяющий 
получить адекватную генетическую информацию о рас  
пространенности генетически обусловленного наруше ния 
сперматогенеза, бесплодия и субфертильности мужчин 
данной популяции, на основании которой можно прогно
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зировать и планировать профилактическую, диагно сти
ческую и клиническую работу по сохранению и улуч ше
нию репродуктивного здоровья населения. Такие данные 
могут являться основанием для дальнейших генетических 
исследований по этиологии бесплодия и выяснению его 
причин, позволят получить информацию о мутационном 
спектре, ассоциированном с нарушениями сперматогене
за, и определить генетическую структуру демографиче
ских рисков в популяции.

Цель нашей работы – анализ спектра и распространен
ности AZFделеций Yхромосомы и поиск ассоциации с 
показателями сперматогенеза у славянских мужчин из 
общей российской популяции. 

Материалы и методы
В исследовании приняли участие молодые мужчины сла
вяне (белорусы, украинцы, русские) (n = 700) из пяти рос
сийских городов: Архангельска (n = 77), Новосибирска 
(n = 324), Кемерово (n = 205), УланУдэ (n = 69), Якутска 
(n = 25). Выборка включала также потомков смешанных 
браков русских с белорусами, украинцами и поляками 
(7.1 %). Дизайн исследования и стандартизированный 
протокол формирования выборки описаны подробно 
в других наших работах (Osadchuk et al., 2021, 2022). 
Выборка состояла из мужчин из общей популяции неза
висимо от статуса фертильности. Все они родились или 
прожили не менее 3–5 лет в указанных городах. Большин
ство участников являлись студентами или сотрудниками 
высших учебных заведений и ранее не проходили осмотра 
у врачаандролога. Все участники были добровольцами 
и не получали денежного вознаграждения. Мужчины за
полняли анкеты, включающие вопросы о возрасте, месте 
рождения, национальности, профессии, характере труда, 
отмечали службу в армии, курение, употребление алкого
ля, перенесенные и текущие заболевания. Этническая при
надлежность оценивалась на глубину двух  поколений –  
у участника, его родителей, бабушек и дедушек со сторо
ны обоих родителей. Все участники подписали доброволь
ное информированное согласие. Исследование одоб рено 
Этическим комитетом Федерального исследовательско
го центра Институт цитологии и генетики Сибирского от
де ления Российской академии наук (протокол № 160 от 
17.09.2020).

Врачандролог проводил физикальный осмотр и сбор 
анамнеза, отмечал текущие расстройства мочеполовой 
системы. Результаты фиксировались в протоколе, каждому 
добровольцу был поставлен предварительный андрологи
ческий диагноз. У всех участников записывали возраст, 
измеряли рост (см) и массу тела (кг). Битестикулярный 
объем (БТО) (мл) оценивали с помощью орхидометра 
Прадера. Критериями исключения были острые заболева
ния, прием лекарств или процедур, влияющих на качество 
спермы (анаболики, антибиотики и др.). Предваритель
ным условием участия было воздержание от половых 
контактов в течение 2–7 дней до исследования. Образцы 
эякулята для дальнейшего лабораторного анализа участ
ники сдавали в специальном лабораторном помещении 
путем мастурбации в разовые стерильные пластиковые 
контейнеры. Время воздержания от половой жизни перед 
сдачей эякулята составляло 4 дня (медиана).

Сбор и анализ эякулята проводили в соответствии с ре
комендациями ВОЗ (WHO…, 2010, 2021). Концентрацию 
сперматозоидов в эякуляте определяли с помощью камеры 
Горяева после окраски аликвоты эякулята трипановым 
синим. Долю подвижных сперматозоидов с прогрессив
ным прямолинейным движением и скоростью более 25 и 
2–25 мкм/с (категории А и В соответственно) оценивали 
с помощью спермоанализатора SFA–5002 («Биола», Рос
сия). Анализ морфологических характеристик сперма
то зоидов выполняли в соответствии с рекомендациями 
ВОЗ (WHO…, 2021). Мазки эякулята окрашивали набора
ми DiffQuik («Абрис+», Россия). Анализировали первые 
200 сперматозоидов под световым микроскопом Axio 
Skop.A1 (Carl Zeiss, Германия) при увеличении ×1000 под 
иммерсией. Размеры сперматозоида оценивали с помощью 
окулярмикрометра. Исследование морфологии сперма
тозоидов было проведено подготовленным сотрудником 
дважды в случайном и слепом порядке. Для определения 
индекса тератозооспермии (TZI) общее количество выяв
ленных морфологических дефектов делили на количество 
морфологически аномальных сперматозоидов. 

Геномную ДНК экстрагировали из лейкоцитов перифе
рической крови общепринятым фенолхлороформным ме
тодом. Детекцию микроделеций в локусе AZF выполняли 
методом мультиплексной полимеразной цепной реакции с 
гибридизационнофлуоресцентной детекцией продуктов 
ПЦР в режиме реального времени на ДНКамплификаторе 
CFX96 (BioRad, США). На первом этапе для выявления 
делеций анализировали наличие или отсутствие 13 STS
маркеров с помощью коммерческих наборов «РеалБест
Генетика AZFмикроделеции» (АО «ВекторБест», Ново
сибирск). Протокол проведения реакции амплификации 
включал: первая стадия: 50 °С – 2 мин; вторая стадия: 
95 °С – 2 мин; третья стадия: 50 циклов (94 °С – 10 с, 
60 °С – 20 с). Для выявления делеций локуса AZF выбраны 
следующие STSмаркеры: sY86, sY84, sY615 – для AZFa 
региона; sY127, sY134, sY142 – для AZFb региона; sY1196, 
sY1191, sY254, sY255, sY1291, sY1206, sY1125 – для AZFc 
региона. Частичные AZFcделеции b2/b3 и gr/ gr были 
представлены отсутствием маркеров sY1191 и sY1291 со  
ответственно; полная AZFсделеция b2/b4 – маркеров 
sY1191, sY1206, sY1291, sY254, sY255; частичная AZFс
делеция b1/b3 – маркеров sY1191, sY1196, sY1291. Ти
пи рование STSмаркеров проводили с использованием 
пяти реакционных смесей (ГРС). ГРС1 включала маркеры 
гена SRY (ген, определяющий мужской пол), sY134, sY84, 
sY254; ГРС2 – HMDS (ДНК гена HMDS для дополни
тельного контроля), sY127, sY86, sY255; ГРС3 – HMDS, 
sY142, sY615; ГРС4 – sY1191, sY1196, sY1206, sY1125; 
ГРС5 – SRY, sY1291. Генотипирование гена SRY и ауто
сомного гена HMBS (качество контроля взятия материала) 
проводилось в качестве внутреннего контроля. 

На втором этапе для наиболее часто встречающихся 
частичных микроделеций AZFс региона – b2/b3 (маркер 
sY1191) и gr/gr (маркер sY1291) – проведена верификация 
с использованием двух дополнительных STSмаркеров – 
sY1192, sY1189, тесно сцепленных с соответствующими 
маркерами. Детекцию STSмаркеров sY1192 и sY1189 вы
полняли с помощью их амплификации. Протокол реакции 
амплификации двухшаговый: 50 °С – 2 мин, 95 °С – 2 мин, 
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40 циклов (95 °С – 10 с, 66 °С – 20 с) с последующим 
электрофорезом в 1.2 % агарозном геле, окрашиванием 
бромистым этидием и визуализацией в ультрафиолетовом 
свете.

Статистическую обработку данных осуществляли 
с использованием пакета компьютерных программ 
STATISTICA, версия 8.0. Для всех показателей высчи
тывали среднее (SD). Проверку на нормальность распре
деления изучаемых параметров выполняли при помощи 
теста Колмогорова–Смирнова. Поскольку большинство 
параметров не подчинялось нормальному распределению, 
то, чтобы найти различия в исследуемых антропометри
ческих и спермиологических параметрах между группами 
с различной концентрацией сперматозоидов в эякуляте 
или между группами с различными типами частичных 
микроделеций AZFс, был проведен однофакторный дис
персионный анализ Краскела–Уоллиса (Kruskal–Wallis 
ANOVA) и ковариационный анализ (analysis of cova riance 
ANCOVA). В последнем случае спермиологические па
раметры корректировались на возраст и период воздер
жания. Для попарного сравнения групп применяли тест 
Дункана (Duncan’s test). Сравнение частот микроделеций 
AZFc региона между группами проводили с использова
нием критерия χквадрат, p < 0.05 считали статистически 
значимым. 

Характеристика популяционной выборки славян-
ских мужчин. По результатам физикального обследова
ния и данным анамнеза в выборке выявлены 16 (2.3 %) 
человек с гипоплазией яичек, 50 (7.1 %) – с варикоцеле 
второй и третьей степени, 8 (1.1 %) – перенесших опера
цию по поводу крипторхизма, 43 (6.4 %) – перенесших 
операцию варикоцелэктомии. Из 700 участников 2.7 % 
страдали азооспермией, 4.7 % – тяжелой олигозооспер
мией, 10.6 % – умеренной олигозооспермией, но 82.0 % 

характеризовались нормальной концентрацией сперма
тозоидов (КС) в соответствии с рекомендациями ВОЗ 
(WHO…, 2021).

По концентрации сперматозоидов в эякуляте участ
ники были стратифицированы на четыре группы: КС = 
= 0 млн/ мл (азооспермия, отсутствие сперматозоидов в 
эякуляте); КС ≤ 5.0 млн/мл (тяжелая олигозооспермия); 
16.0 ˃ КС ˃ 5.0 млн/мл (умеренная олигозооспермия); 
КС ≥ 16.0 млн/ мл (концентрация сперматозоидов в нор 
 ме). Антропометрические и спермиологические показа
тели мужчин в группах с различной концентрацией спер
матозоидов в эякуляте представлены в табл. 1. Между 
группами не обнаружено различий по возрасту, антро
пометрическим показателям и объему эякулята. Общее 
количество, концентрация, доля подвижных и морфоло
гически нормальных сперматозоидов и БТО в группе с 
нормальной концентрацией сперматозоидов в эякуляте 
были достоверно выше ( p < 0.05), а TZI – достоверно ниже 
( p < 0.05) по сравнению с группами олигозооспермии, 
которые не различались между собой по этим показателям.

Результаты

Распространенность различных типов  
микроделеций AZFс региона  
в исследуемой популяционной выборке славян
Поскольку в исследование включены славяне, проживаю
щие в пяти городах России, то было проведено сравнение 
распространенности AZFсмикроделеций в каждой вы
борке (табл. 2). Статистический анализ не выявил досто
верных межрегиональных различий в частоте частичных 
микроделеций b2/b3 и gr/gr (χ2

    8 = 6.46, p < 0.595).
Из исследуемой выборки мужчин в соответствии с ре

комендациями ВОЗ (WHO…, 2021) сформированы две 

Таблица 1. Антропометрические и спермиологические показатели у мужчин популяционной выборки  
и после стратификации на категории по концентрации сперматозоидов в эякуляте

Показатель Вся выборка 
(n = 700)

Категории КС

КС = 0 млн/мл
(n = 19)

КС ≤ 5 млн/мл 
(n = 33)

16 > КС > 5 млн/мл 
(n = 74)

КС ≥ 16 млн/мл 
(n = 574)

Возраст, лет 25.8 (7.6) 28.5 (8.6) 23.2 (4.9) 25.0 (6.2) 26.0 (7.8)

Масса тела, кг 78.3 (14.0) 81.7 (15.5) 76.9 (14.0) 76.9 (13.6) 78.4 (14.0)

Рост, см 179.0 (6.9) 179.3 (6.32) 178.6 (7.9) 178.7 (7.9) 179.0 (6.7)

БТО, мл 40.6 (8.8) 35.7 (12.0)b 35.5 (7.8)b 37.2 (7.1)b 41.5 (8.7)a

Объем эякулята, мл    3.7 (1.7)    3.4 (1.3)    3.5 (1.8)    3.7 (1.6)    3.7 (1.7)

ОКС, млн/эякулят 190.1 (185.1)    0 10.1 (9.1)b 42.6 (26.7)b 225.8 (185.9)a

КС, млн/мл 54.21 (43.31)    0    2.76 (1.55)b 11.12 (2.97)b 64.52 (41.12)a

Подвижность, % 43.3 (27.2)    –    3.3 (2.2)b    9.4 (7.2)b 50.0 (24.2)a

Морфология, %    6.96 (3.23)    –    2.76 (2.58)b    3.91 (1.92)b    7.56 (3.05)a

TZI    1.49 (0.12)    –    1.66 (0.13)b    1.58 (1.88)b    1.47 (0.11)a

Примечание. Данные представлены как среднее (SD). БТО – битестикулярный объем; ОКС – общее количество сперматозоидов в эякуляте; КС – кон-
центрация сперматозоидов; подвижность – доля подвижных сперматозоидов категории А+В; морфология – доля морфологически нормальных сперма-
тозоидов; TZI – индекс тератозооспермии. а, b Буквенные индексы означают достоверность различий между группами (р < 0.05).



AZFc-микроделеции Y-хромосомы  
и сперматогенез

Л.В. Осадчук, Г.В. Васильев, М.К. Иванов  
М.А. Прасолова, М.А. Клещев, А.В. Осадчук

2024
28 • 7

785МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА / MEDICAL GENETICS

группы: с нормальными показателями спермограммы (нор
мозооспермия, n = 417) и с отклонениями параметров 
спермограммы от референсных значений (патозооспер
мия, n = 282), у которых либо концентрация сперматозо
идов составляла менее 16 млн/мл, либо доля подвижных 
сперматозоидов категории А+В была менее 30 %, либо 
доля морфологически нормальных сперматозоидов была 
менее 4 %, либо наблюдалась любая комбинация этих от
клонений. Обе группы сравнили между собой по частоте 
микроделеций AZFc региона b2/b3 и gr/gr, результаты 
представлены в табл. 3. Статистический анализ не выявил 
различий по частоте делеций b2/b3 и gr/gr между группой 
нормозооспермии и патозооспермии (χ2

    2 = 0.21, p < 0.90). 
Следовательно, патозооспермия не ассоциирована с повы
шением частоты обоих типов частичных AZFcделеций.

Распространенность различных типов AZFсделеций 
в популяционной выборке мужчин, а также в группах 
с различной концентрацией сперматозоидов в эякуляте 
представлена в табл. 4. Микроделеции Yхромосомы 
об наружены у 139 (19.9 %) из 700 мужчин, среди них 
не было микроделеций AZFa, AZFb и AZFb+c. Полная 
AZFcделеция (b2/b4) была выявлена у одного мужчины 
(0.1 %), который характеризовался азооспермией. Выяв
лены следующие типы частичных AZFcделеций: gr/ gr – 
у 21 (3.0 %), b2/b3 – у 117 (16.7 %) мужчин. Суммарная 
частота обоих типов AZFcделеций не различалась между 
группами с разной концентрацией сперматозоидов в эяку
ляте (χ2

    3 = 1.10, p = 0.78), так же как частоты отдельных 
типов частичных AZFcделеций – gr/gr (χ2

    3 = 4.73, p = 0.19) 
и b2/b3 (χ2

    3 = 2.14, p = 0.54). Таким образом, не обнаруже
но различий в частоте AZFcделеций gr/gr и b2/b3 между 
группами с разной концентрацией сперматозоидов в эяку
ляте, что указывает на отсутствие влияния этих делеций 
на продукцию сперматозоидов у славянских мужчин.

Поиск ассоциаций между частичными микроделециями 
AZFc региона и показателями сперматогенеза
Проведено сравнение спермиологических показателей 
у мужчин с частичными микроделециями AZFc региона 
(b2/b3 и gr/gr) и без микроделеций (табл. 5). Не выявлено 
различий по всем спермиологическим параметрам меж
ду группами мужчинносителей делеций b2/b3 и gr/gr и 
мужчинами без микроделеций. Таким образом, в нашей 
работе не установлено влияния частичных AZFcделе ций 
(b2/b3 и gr/gr) на исследуемые параметры сперматогенеза 
у славянских мужчин.

Таблица 2. Частота частичных микроделеций  
AZFc региона (b2/b3 и gr/gr) у мужчин-славян  
в выборках из исследуемых городов России

Город n b2/b3 gr/gr

n (%)

Архангельск    77 16 (20.8)    1 (1.3)

Новосибирск 324 46 (14.2) 13 (4.0)

Кемерово 204 39 (19.1)    5 (2.5)

Улан-Удэ    69 13 (18.8)    2 (2.9)

Якутск    25    3 (12.0)    0 (0)

Всего 699 117 (16.7) 21 (3.0)

Таблица 3. Частота частичных микроделеций AZFc региона (b2/b3 и gr/gr) в популяционной выборке мужчин-славян  
и в группах с нормозооспермией и патозооспермией

Состояние сперматогенеза n b2/b3 gr/gr Без AZF делеций

n (%)

Нормозооспермия 417 68 (16.3) 12 (2.9) 337 (80.8)

Патозооспермия 282 49 (17.4) 9 (3.2) 224 (79.4)

Всего 699 117 (16.7) 21 (3.0) 561 (80.3)

Примечание. Нормозооспермия – концентрация сперматозоидов ≥16.0 млн/мл, доля подвижных сперматозоидов категории А+В ≥30 %, доля мор-
фологически нормальных сперматозоидов ≥4.0  % (WHO…, 2021); патозооспермия  – концентрация сперматозоидов, доля прогрессивно подвижных 
и морфологически нормальных сперматозоидов ниже референсных значений нормы (либо каждый показатель, либо любое их сочетание). Носитель 
полной AZFc-микроделеции b2/b4 не включен в таблицу.

Таблица 4. Частота различных типов микроделеций AZFc региона в популяционной выборке мужчин-славян  
и в группах, стратифицированных по концентрации сперматозоидов в эякуляте

Категория КС n Все типы AZFc b2/b3 gr/gr b2/b4 Без AZF делеций

n (%)

Азооспермия 19 4 (21.1) 1 (5.3) 2 (10.5) 1 (5.3) 15 (78.9)

КС ≤ 5 млн/мл 33 6 (18.2) 6 (18.2) 0 0 27 (81.8)

16 > КС > 5 млн/мл 74 18 (24.3) 15 (20.3) 3 (4.1) 0 56 (75.7)

КС ≥ 16 млн/мл 574 111 (19.3) 95 (16.6) 16 (2.8) 0 463 (80.7)

Вся выборка 700 139 (19.9) 117 (16.7) 21 (3.0) 1 (0.1) 561 (80.1)

Примечание. Азооспермия – нет сперматозоидов в эякуляте; КС – концентрация сперматозоидов в эякуляте.
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AZFс Y chromosome microdeletions  
and spermatogenesis

Обсуждение
Глобальная распространенность полных AZFделеций, 
т. е. удаляющих полностью один или несколько регионов, 
среди мужчин с бесплодием составляет 7.5 %, что значи
тельно выше, чем в общей популяции – 0.025 % (Colaco, 
Modi, 2018; Cioppi et al., 2021). В мультиэтнической 
груп пе российских мужчин с бесплодием и азоо/олигозоо
спермией распространенность полных делеций AZF ре 
гио нов варьировала от 7.5 до 12 % (Черных и др., 2006; 
Ми хай ленко и др., 2019), что близко к показателям в дру
гих странах Европы и Азии. В нашей выборке славянских 
мужчин из общей популяции выявлен только один мужчи
на с полной AZFсделецией b2/b4 и азооспермией, что под
тверждает низкую частоту этого типа AZFмикроделеций 
в общей популяции. Требуется значительное увеличение 
размера выборки, чтобы выяснить распространенность 
полных AZFcмикроделеций у славян. 

У славянских мужчин из европейских стран распро
страненность полных делеций различных AZF регионов 
ниже, чем у российских. Например, частота полных 
AZFмикроделеций в Словакии у мужчин с азоосперми
ей составила 3.35 % (Behulova et al., 2011), в Словении 
у субфертильных мужчин – 4.4 % (Peterlin et al., 2002), 
в Македонии у мужчин с бесплодием – 4.1 % (Plaseski 
et al., 2006). У неславянского населения Европы частота 
полных AZFмикроделеций у мужчин с бесплодием варьи
ровала также в пределах 2.4–4.0 % (Lo Giacco et al., 2014; 
Mokánszki et al., 2018; Johnson et al., 2019).

В азиатских странах у пациентов с бесплодием и азоо/
олигозооспермией выявлены более высокие частоты пол
ных AZFмикроделеций: в Китае – 10.7–12.9 % (Liu et al., 
2019; Fu et al., 2023), Японии – 7.5 % (Iijima et al., 2020), 
Турции – 9.6–25.0 % (Akbarzadeh Khiavi et al., 2020), 
Иране – 12.1–20.6 % (Bahmanimehr et al., 2018), Индии – 
10.0–16.1 % (Waseem et al., 2020). Несмотря на широкую 
изученность географической и этнической вариабельно
сти частоты полных микроделеций Yхромосомы, причи
ны выявленной вариабельности остаются неизвестными, 
но в значительной степени они могут быть обусловлены 
критериями формирования выборки.

Полные делеции AZF регионов Yхромосомы встреча
ются редко, большинство (>80 %) – это частичные микро
делеции AZFc региона (Krausz, Casamonti, 2017; Cioppi et 

al., 2021). В нашей выборке славян из общей российской 
популяции выявлены два типа частичных AZFcделеций – 
gr/gr и b2/b3. Суммарная распространенность этих типов 
делеций составила 19.7 %, из них частота делеции gr/gr – 
3.0 %, а делеции b2/b3 – 16.7 %, причем частота делеций 
b2/b3 и gr/gr в группе нормозооспермии не отличалась от 
таковой в группе патозооспермии. Поскольку эти типы 
делеций (b2/b3 и gr/gr) найдены у мужчин с нормозоо
спермией, то они не являются маркерами нарушения 
сперматогенеза. Следует отметить, что информация о час
тоте этих типов частичных AZFсделеций у мужчин из 
общей популяции весьма скудная, но имеются данные об 
их частоте у российских мужчин с бесплодием и азоо/оли
гозооспермией и у фертильных мужчин с нормозооспер
мией (табл. 6). В мультиэтнической российской выборке 
фертильных мужчин с нормозооспермией (Барков и др., 
2014) или у мужчин из бесплодных пар и с нормозооспер
мией (Зобкова и др., 2017) частоты делеций b2/b3 и gr/gr 
близки к нашим данным (см. табл. 6). В обеих работах 
не выявлены различия по частоте делеции b2/b3 между 
группами нормозооспермии и азоо/олигозооспермии, что 
тоже совпадает с нашими выводами. У российских фер
тильных мужчин (состояние сперматогенеза не указано) 
частоты делеций b2/b3 и gr/gr практически совпадают с 
нашими данными (Черных и др., 2022). Также обращает 
на себя внимание более высокая частота делеции gr/gr у 
мужчин с бесплодием или из бесплодных пар с патозоо
спермией по сравнению с нормозооспермией (различия 
статистически недостоверны), что может быть связано с 
мультиэтническим составом исследуемых групп и, со
ответственно, с различным генетическим бэкграундом 
Yхромосомы. В совокупности данные подтверждают, 
что у российских мужчин наиболее распространенными 
типами частичных делеций AZFс региона являются b2/b3 
и gr/gr, а практическое отсутствие различий в частоте этих 
делеций между мужчинами с нормо и патозооспермией 
указывает на отсутствие негативных эффектов частичных 
делеций b2/b3 и gr/gr на сперматогенез.

Интересно отметить, что в Эстонии у фертильных муж
чин с нормозооспермией или с бесплодием и патозоо
спермией установлена более высокая по сравнению с 
нашими данными частота делеции b2/b3 и близкая к 
нашим данным частота делеции gr/gr (Hallast et al., 2021) 

Таблица 5. Спермиологические показатели у мужчин-славян  
с различными типами частичных микроделеций AZFc региона (b2/b3 и gr/gr)

Показатель b2/b3 
(n = 117, 16.7 %)

gr/gr
(n = 21, 3.0 %)

Без AZF-делеций
(n = 561, 80.1 %)

БТО, мл 40.6 (9.1) 41.1 (8.7) 40.6 (8.8)

Объем эякулята, мл    3.3 (1.5)    3.5 (1.7)    3.7 (1.8)

ОКС, млн/эякулят 163.8 (131.5) 148.4 (121.8) 197.5 (195.8)

КС, млн/мл 51.84 (39.54) 40.62 (29.90) 55.31 (44.40)

Подвижность, % 44.1 (25.9) 34.3 (19.1) 46.0 (26.6)

Морфология, %    6.74 (3.23)    6.45 (3.41)    7.26 (3.13)

TZI    1.48 (0.12)    1.52 (0.16)    1.48 (0.12)

Примечание. Данные представлены как среднее (SD). Показатели подвижности, морфологии и TZI рассчитаны без учета участников с азооспермией 
и тяжелой олигозооспермией.
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(см. табл. 6). Около двух третей эстонских мужчин, не
сущих делецию gr/gr, принадлежали к гаплогруппе R1, 
а почти все (99.4 %) мужчины, несущие делецию b2/b3, 
относились к Yгаплогруппе N3. Частота делеции b2/b3 
не различалась между группами с пато и нормозооспер
мией, что совпадает с выводами нашей работы, однако 
частота делеции gr/gr была значительно выше в группе 
патозооспермии по сравнению с группой нормозооспер
мии. В то же время андрологические показатели у мужчин 
с делецией b2/b3 или gr/gr и без делеции не различались.

У мужчин из других европейских стран наблюдается бо
лее низкая распространенность частичных AZFсделеций, 
причем большинство AZFcделеций представлено деле
цией gr/gr (см. табл. 6). В Италии (Ferlin et al., 2005), Гер
мании (Hucklenbroich et al., 2005), Испании (Lo Giacco et 
al., 2014), Венгрии (Mokánszki et al., 2018) частота делеции 
b2/b3 варьировала у пациентов с нормозооспермией от 
0 до 2.7 %, с азоо/олигозооспермией – от 0.3 до 2.6 %, а 
частота делеции gr/gr у мужчин с нормозооспермией – от 
0.4 до 1.8 %, с азоо/олигозооспермией – от 3.9 до 4.7 %. 
Результаты этих европейских работ указывают на делецию 
gr/gr как на генетическую причину снижения продукции 
сперматозоидов, хотя некоторые авторы считают, что 
делеция gr/gr является только фактором риска, предрас
полагающим к нарушению сперматогенеза.

В азиатских странах наблюдается более высокая гео
графическая гетерогенность частоты частичных делеций 
AZFc региона по сравнению с Россией (см. табл. 6). На
пример, в Иране частота делеции b2/b3 варьировала у 
мужчин в диапазоне 0–1.8 %, что значительно ниже рос
сийских данных, а делеции gr/gr – в диапазоне 1.8–5.2 %, 
что близко к российским данным, причем негативного 
влияния этих типов частичных делеций на сперматогенез 
не установлено (Alimardanian et al., 2016). У турецких 
мужчин частота частичных делеций b2/b3 значительно 
ниже по сравнению с российскими, но оба типа делеций 
(b2/b3 и gr/gr) не ассоциированы с бесплодием и сни
жением продукции сперматозоидов (Beyaz et al., 2017). 
Напротив, скрининг частичных делеций gr/gr и b2/b3 в 
популяции китайцев этнической группы Хань показал, 
что частота делеции b2/b3 была значительно выше у па
циентов с бесплодием и азоо/олигозооспермией, чем в 
группе фертильных мужчин с нормозооспермией, что 
ука зывает на ассоциацию этой делеции с нарушением 
сперматогенеза (Lu et al., 2014). Однако у китайских муж
чин этнической группы Йи такой ассоциации не обнару
жено (Ye et al., 2013), что подтверждает важность учета 
этнического состава популяции при изучении эффектов 
частичных делеций AZFc региона Yхромосомы на спер
матогенез. В индийской популяции частота делеции b2/ b3 
была в 40–45 раз ниже, а делеции gr/gr – в 2–3 раза выше 
по сравнению с российскими популяциями, а среди ча
стичных AZFcделеций наиболее распространенными и 
значимыми были gr/gr, которые снижали концентрацию 
сперматозоидов, увеличивая риск бесплодия (Bansal et al., 
2016b) (см. табл. 6).

Приведенные данные подтверждают высказанную ра
нее идею (Rozen et al., 2012), что географическое и этни
ческое происхождение популяции может влиять на частоту 
частичных AZFcделеций b2/b3 и gr/gr. В упомянутом 

исследовании приведена оценка распространенности ча
стичных микроделеций gr/gr и b2/b3 у 20 884 мужчин из 
пяти популяций (Индия, Польша, Тунис, США, Вьетнам). 
Установлено, что частота частичной делеции gr/gr варьи
ровала от 2.1 % (США) до 15 % (Вьетнам), а b2/b3 – от 
0.5 % (Индия) до 2.2 % (Польша). Авторы предположили, 
что этногеографические различия в частоте делеции b2/ b3, 
повидимому, обусловлены различиями в распространен
ности хромосом гаплогруппы N1, а делеции gr/gr – хро
мосом гаплогруппы D2a, содержащих эти делеции, что 
соответствует гипотезе о связи частоты частичных AZFc
делеций с генетическим фоном Yхромосомы.

Анализ спермиологических фенотипов у носителей 
ми кроделеций Yхромосомы показывает, что если полная 
делеция одного или нескольких AZF регионов ассоцииро
вана с нарушениями сперматогенеза и служит специфич
ным генетическим маркером нарушения сперматогенеза 
и бесплодия, то частичные AZFсделеции демонстрируют 
гетерогенность в отношении спермиологического фено
типа и часто являются только факторами риска, предрас
полагающими к патозооспермии и бесплодию. В нашей 
выборке славянских мужчин из общей популяции не 
было обнаружено негативных эффектов делеций b2/b3 и  
gr/gr на сперматогенез. В другом российском исследова
нии у мужчин с бесплодием и носителей микроделеций 
gr/ gr и b2/b3 (3.5 и 7.9 % от общего числа обследованных) 
концентрация сперматозоидов составила 12.2 ± 7.1 и 
30.3 ± 5.3 млн/ мл соответственно, т. е. у носителей деле
ции gr/gr была ниже нормы (Черных и др., 2014). Нега
тивная ассоциация делеции gr/gr с концентрацией спер
матозоидов может объясняться мультиэтническим со
ставом вы борки и, следовательно, разным генетическим 
фоном Yхро мосомы. Микроделеция gr/gr не выявила ста
тистически значимую связь с нарушениями сперматогене
за у других славянских народов – болгар (Levkova et al., 
2020) и македонцев (Kuzmanovska et al., 2019). 

В некоторых монголоидных популяциях не установлено 
негативных эффектов делеции gr/gr на сперматогенез, на
пример, у китайцев этнической группы Хань (Yang et al., 
2010) или у японцев (Sin et al., 2010), если делеция gr/gr 
фиксирована в распространенных гаплогруппах Q1 и D2b 
соответственно, что играет роль в клиническом проявле
нии делеции. Однако у корейцев делеция gr/gr вызывает 
нарушение сперматогенеза, если она не фиксирована в 
распространенной гаплогруппе YAP (предшественница 
гаплогруппы D2b), и наблюдается нормальный тести
кулярный фенотип, когда она находится в гаплогруппе 
YAP (Choi et al., 2012). В африканской популяции Туниса 
частичные делеции gr/gr и b2/b3 не связаны с нарушения
ми сперматогенеза, что обусловлено фиксацией этих де
леций в гаплогруппе E3b2, широко распространенной в 
Северной Африке (Ghorbel et al., 2012). Напомним, что в 
европейских популяциях делеция gr/gr ассоциирована с 
нарушением сперматогенеза, в частности, у испанцев (Lo 
Giacco et al., 2014), итальянцев (Ferlin et al., 2005), венгров 
(Mokánszki et al., 2018). 

Многие авторы приходят к выводу, что влияние частич
ной AZFсделеции b2/b3 на сперматогенез и фертильность 
в значительной степени зависит от этнического состава 
исследуемой популяции, а частота и фенотипический эф
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фект определяются происхождением Yхромосомы. Де ле
ция b2/b3 является фактором риска нарушения спермато
генеза в популяциях Восточной Азии и Африки, но не в 
популяциях Европы или Южной Азии (Bansal et al., 2016a; 
Colaco, Modi, 2018). В китайской популяции делеция 
b2/ b3 повышает риск нарушения сперматогенеза и пред
располагает к формированию полной делеции AZFc ре 
гиона (Lu et al., 2014), однако в популяции этнических 
китайцев Хань из восточного Китая делеция b2/b3 не 
связана с нарушением сперматогенеза, что авторы объяс
няют межпопуляционными различиями в частотах Yга
плогрупп в Китае (Zhang et al., 2007).

У финноугорских, балтославянских и некоторых тюр
коязычных народов Северной Евразии частичная AZFс
делеция b2/b3 фиксирована в Yгаплогруппе N, которая 
имеет высокую частоту – до 90 % в некоторых попу
ляциях (Repping et al., 2004). Установлено, что делеция 
b2/b3 не вызывает нарушения сперматогенеза у немцев 
(Hucklenbroich et al., 2005), тунисцев (Ghorbel et al., 2012), 
иранцев (Alimardanian et al., 2016), венгров (Mokánszki 
et al., 2018), эстонцев (Hallast et al., 2021). Популяцию 
этнических русских тоже можно отнести к этой группе 
изза отсутствия связи данной делеции с нарушениями 
сперматогенеза, высокой частоты делеции b2/b3 и широ
кой распространенности Yхромосом гаплогруппы N3, 
несущей эту делецию, которая варьирует в диапазоне 
10–19 % (Степанов и др., 2006; Балановская, Балановский, 
2007; Derenko et al., 2007). Предполагается, что влияние 
делеции b2/b3 в гаплогруппе N уравновешивается дру
гими генетическими факторами, возможно, связанными 
с Yхромосомой (Repping et al., 2004).

Таким образом, эффекты частичных делеций AZFc на 
сперматогенез могут зависеть от линии Yхромосомы 
(Yгаплогруппы, несущей делецию), увеличивая или сни
жая риск нарушения сперматогенеза в определенных по
пуляциях. Поскольку частичные делеции AZFс региона 
могут быть фиксированы в определенных гаплогруппах 
Yхромосомы, популяционная частота частичных AZFс
делеций зависит от частоты этих Yгаплогрупп, причем 
влияние частичных AZFcделеций на сперматогенез мо
жет различаться на Yхромосомах разных гаплогрупп. 
Например, у японских мужчин наиболее распространены 
две Yгаплогруппы: D (34.7 %) и O (51.8 %). Делеции gr/gr 
были обнаружены у 33.7 % японских мужчин, но частота 
делеции gr/gr существенно различалась в зависимости от 
Yгаплогруппы: она широко распространена в гаплогруп
пе D (86.2 %) и в значительно меньшей степени – в гапло
группе O (5.1 %). При этом в гаплогруппе D она была фе
нотипически нейтральна, т. е. не влияла на сперматогенез, 
а в гаплогруппе О снижала концентрацию сперматозоидов 
в эякуляте (Sin et al., 2010). У мужчин Северной Италии 
сравнение распределения семи Yгаплогрупп в группе 
фертильных мужчин и у пациентов с микроделециями не 
выявило различий, но частота Yгаплогруппы Е с делецией 
b2/b4 была значительно повышена по сравнению контро
лем. Результаты свидетельствуют о том, что одни гапло
группы могут быть более склонны к AZFcмикроделециям 
b2/b4, чем другие (Arredi et al., 2007).

В популяции этнических русских в России домини
рует Yхромосомная гаплогруппа R1a, которая является 

самой распространенной (более 40 %), за ней следуют N3 
(10–19 %), I1b (13 %) (Степанов и др., 2006; Балановская, 
Балановский, 2007; Ilumäe et al., 2016). Несмотря на то 
что связь фенотипической экспрессии частичных делеций 
AZFc региона Yхромосомы с Yгаплогруппами все еще 
остается предметом дискуссии, в связи с вышеприведен
ными фактами представляется перспективным изучение 
у славянских мужчин ассоциации основных гаплогрупп 
R1а, N3 и I1b с показателями сперматогенеза, что позволит 
выяснить модулирующее влияние гаплогруппы на феноти
пическое проявление AZFc частичных делеций. Особого 
внимания заслуживают гаплогруппы N3 и R1а, которые 
содержат делеции b2/b3 и gr/gr соответственно (Repping et 
al., 2004; Rozen et al., 2012). Распространенность делеции 
b2/b3 в нашем исследовании (16.7 %) совпадает с рас
пространенностью гаплогруппы N3 в русской популяции 
России (10–19 %), которая в составе этой гаплогруппы не 
влияет на сперматогенез, хотя в составе других гаплогрупп 
делеция b2/b3 может оказывать негативный эффект на 
сперматогенный фенотип. Предполагается, что в гапло
группе N3 негативное влияние де леции на сперматогенез 
уравновешивается другими генетическими факторами, 
возможно, также связанными с Yхромосомой (Repping 
et al., 2004).

Заключение
На выборке славянских мужчин из пяти городов России 
(n = 700) определены спектр и частота AZFсмикроделе
ций Yхромосомы. Выявлено 19.9 % носителей AZFсде
леций, из них 16.7 % были носителями частичной делеции 
b2/b3, 3.0 % – частичной делеции gr/gr, 0.14 % – полной 
делеции b2/b4. Не обнаружены микроделеции регионов 
AZFa и AZFb и другие типы AZFделеций. 

Суммарная частота всех типов AZFсделеций, а также 
частичных делеций b2/b3 и gr/gr не различалась в группах 
нормозооспермии и патозооспермии, а также в группах 
азооспермии, тяжелой олигозооспермии, олигозооспер
мии и нормальной концентрации сперматозоидов. Спер
миологические показатели не различались в группах с 
разными типами частичных AZFcделеций и без делеций. 
Полученные данные указывают на отсутствие патогенети
ческой роли частичных AZFcделеций в сперматогенезе 
у славянских мужчин.
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Аннотация. Инфаркт миокарда (ИМ) – многофакторное полигенное заболевание, развивающееся в результа-
те сложного взаимодействия многочисленных генетических факторов и внешней среды. Соответственно, вклад 
каждого из них по отдельности, как правило, невелик и может существенно зависеть от состояния других сопут-
ствующих факторов. Цель исследования – поиск информативных предикторов развития ИМ на основе полиген-
ного анализа полиморфных вариантов генов ферментов антиоксидантной защиты – PON1 (rs662), PON2  (rs7493), 
CAT (rs1001179), MSRA (rs10098474), GSTP1 (rs1695); апоптоза – CASP8 (rs3834129), TP53 (rs1042522), BCL2 (rs12454712); 
воспаления CRP  (rs1205), CX3CR1 (rs3732378), IL6 (rs1800795), CCL2 (rs1024611). В работе использованы образцы: 
591 – ДНК (280 больных, перенесших ИМ в возрасте от 30 до 60 лет, средний возраст 46.02 ± 6.17; 311 – контроль, 
возраст от 30 до 62 лет, средний возраст 44.65 ± 7.07). Все участники исследования – мужчины, татары по этниче-
ской принадлежности. С помощью логистического регрессионного анализа с учетом различных моделей выявлены 
ассоциации с ИМ полиморфных вариантов генов CX3CR1 (rs3732378) (сверхдоминантная модель – G/G+A/A vs A/G 
Р = 0.0002, OR = 1.9), MSRA (rs10098474) (доминантная модель – T/T vs T/C+C/C Р = 0.015, OR = 1.51), CCL2 (rs1024611) 
(рецессивная модель – P = 0.0007 – A/A+A/G vs G/G OR = 2.63), BCL2 (rs12454712) (лог-аддитивная модель – аллель *C, 
P = 0.005, OR = 1.38). C применением метода Монте-Карло и цепей Мар кова (APSampler) получены сочетания ал-
лелей/генотипов изученных полиморфных локусов, ассоциированных с высоким риском ИМ, в составе которых, 
помимо обнаруженных в ходе анализа ассоциаций ИМ и отдельных полиморфных вариантов, присутствуют поли-
морфные варианты генов CASP8, TP53, CAT, PON2, CRP, IL6, GSTP1. Среди этих сочетаний проведен попарный анализ 
возможного нелинейного взаимодействия между выявленными комбинациями аллелей/генотипов, который пока-
зал синергетические взаимодействия полиморфных вариан тов CX3CR1*A/G и CASP8*I/I, MSRA*C и CRP*C, CAT*С/T и 
MSRA*C, CAT*C/T и CX3CR1*A, способствующие развитию ИМ. На основе полученных результатов с использованием 
многофакторного логистического регрессионного анализа построена предиктивная модель для оценки риска раз-
вития ИМ, предсказательная способность которой достигла значения AUC = 0.71 (AUC (area under curve) – площадь 
под кривой при ROC-анализе).
Ключевые слова: инфаркт миокарда; окислительный стресс; апоптоз; воспаление.
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Polymorphic variants of the genes for enzymes  
of the antioxidant system, apoptosis and inflammation  
as potential predictors of myocardial infarction
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Abstract. Myocardial infarction (MI) is a multifactorial polygenic disease that develops as a result of a complex interaction 
of numerous genetic factors and the external environment. Accordingly, the contribution of each of them separately is 
usually not large and may significantly depend on the state of other accompanying factors. The purpose of the study was 
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to search for informative predictors of MI risk based on polygenic analysis of polymorphic variants of (1) the antioxidant 
defense enzyme genes PON1 (rs662), PON2 (rs7493), CAT (rs1001179), MSRA (rs10098474) and GSTP1 (rs1695); (2) the apop-
tosis genes CASP8 (rs3834129), TP53 (rs1042522) and BCL2 (rs12454712); and (3) the inflammation genes CRP (rs1205), 
CX3CR1 (rs3732378), IL6 (rs1800795) and CCL2 (rs1024611). 591 DNA samples were used in the study (280 patients with 
the onset at 30 to 60 years, with an average age of 46.02 ± 6.17, and 311 control subjects aged 30 to 62, with an average 
age of 44.65 ± 7.07). All the participants were male and Tatars by ethnicity. The logistic regression analysis with various mo-
dels demonstrated associations with MI of polymorphic variants of the genes CX3CR1 (rs3732378) (overdominant model –  
G/G + A/A vs A/G P = 0.0002, OR = 1.9), MSRA (rs10098474) (dominant model – T/T vs T/C + C/C P = 0.015, OR = 1.51), 
CCL2 (rs1024611) (recessive model – P = 0.0007 – A/A + A/G vs G/G OR = 2.63), BCL2 (rs12454712) (log-additive model – 
*C allele, P = 0.005, OR = 1.38). Using the Monte Carlo method and Markov chains (APSampler), combinations of alleles/
genotypes of the studied polymorphic loci associated with a high risk of MI were obtained, which, in addition to those iden-
tified during single-locus analysis, contained polymorphic variants of the genes CASP8, TP53, CAT, PON2, CRP, IL6, GSTP1. 
Among the combinations obtained, a pairwise analysis of possible non-linear interactions between the identified combina-
tions of alleles/genotypes was carried out, which showed synergistic interactions of the polymorphic variants CX3CR1*A/G 
and CASP8*I/I, MSRA*C and CRP*C, CAT*C/T and MSRA*C, CAT*C/T and CX3CR1*A contributing to the development of MI. 
Based on the results obtained using multivariate logistic regression analysis, a predictive model was built to assess the risk 
of developing MI, the predictive ability of which reached the value AUC = 0.71 (AUC – area under the curve in ROC analysis).
Key words: myocardial infarction; oxidative stress; apoptosis; inflammation.
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Введение
Инфаркт миокарда (ИМ) – один из наиболее тяжелых кли-
нических вариантов ишемической болезни сердца (ИБС) – 
значительно сокращает продолжительность и качество жиз-  
ни (Шальнова и др., 2022; Сабгайда и др., 2023). В связи 
с этим анализ факторов, способствующих развитию ИМ, 
является важной задачей для профилактики этого забо-
левания. Отягощенный семейный анамнез относится к 
основным независимым факторам риска, что подтверж-
дено результатами широкомасштабных проспективных 
исследований (Colditz et al., 1991; Assmann et al., 2002).

В настоящее время идет активное изучение молекуляр-
но-генетических основ наследственной предрасположен-
ности к ИМ. С помощью полногеномного анализа ассо-
циаций выявлено значительное количество полиморфных 
вариантов, связанных с ИБС в целом и ИМ в частности. 
В то же время отмечается слабая воспроизводимость 
полученных результатов, кроме того, несмотря на значи-
тельные успехи в поиске генетических вариантов, ассо-
циированных с исследуемой патологией, они не привели 
к прогрессу в прогнозировании заболевания.

Инфаркт миокарда относится к многофакторным по-
лигенным заболеваниям, развитие которых обусловлено 
множеством сложно взаимодействующих генетических 
факторов и факторов внешней среды. Роль отдельных 
факторов, как правило, невелика, более того, она может 
существенно варьировать, в зависимости от окружения 
(Domingo et al., 2019). В связи с этим перспективным 
направлением представляется анализ ассоциаций соче-
таний полиморфных вариантов с изучаемым полигенным 
признаком. При этом, поскольку увеличение количества 
элементов, составляющих сочетание, сопровождается 
экспоненциальным ростом возможных комбинаций и, как 
следствие, снижением частоты их встречаемости, более 
рациональным представляется ограничивать количество 
переменных на основе уже известных данных о патоге-
незе заболевания либо включать в анализ полиморфные 

варианты, которые, по результатам полногеномных ис-
следований, ассоциированы с изучаемым фенотипом. 

Известно, что активные формы кислорода, образующие-
ся в ходе различных окислительно-восстановительных 
реакций, способны оказывать повреждающее воздействие 
на клеточные структуры, инициировать окисление липи-
дов, белков, нуклеиновых кислот (Batty et al., 2022). В за-  
висимости от силы воздействия они могут выступать ини-
циаторами процессов либо воспаления, либо апоптоза, ко-
торые играют важную роль в развитии атеросклероза.

Цель настоящего исследования – комплексный анализ 
полиморфных вариантов генов, ферментов антиоксидант-
ной защиты, воспаления и апоптоза (табл. 1) как потенци-
альных предикторов риска развития инфаркта миокарда. 

Материалы и методы
Материалом для исследования служили образцы ДНК не-
родственных между собой больных, перенесших крупно-
очаговый ИМ в возрасте от 30 до 60 лет (N = 280, средний 
возраст 46.02 ± 6.17). Все больные находились на лечении 
в Республиканском кардиологическом диспансере г. Уфы. 

Диагноз ИМ устанавливался на основании критериев 
AHA/ESC 2012 г. с применением современных инструмен-
тальных и биохимических методов, включая ЭКГ в 12 от-
ведениях, эхокардиографию, рентгенографию органов 
грудной клетки, общий и биохимический анализы крови, 
определение маркеров некроза миокарда и показателей 
липидного спектра. Из исследования исключались боль-
ные с эндокринной патологией, другими сопутствующи-
ми тяжелыми хроническими заболеваниями. Контроль-
ную группу составили неродственные между собой лица 
в возрасте от 30 до 62 лет (N = 311, средний возраст 
44.65 ± 7.07) без клинических признаков сердечно-сосуди-
стой патологии. Все участники исследования – мужчины, 
татары по этнической принадлежности, проживающие в 
г. Уфе, Республика Башкортостан. Исследование одобре- 
 но комитетом по этике Института биохимии и генетики – 
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обособленного структурного подразделения Уфимского 
федерального исследовательского центра РАН (протокол 
№ 14 от 02.12.2010). От всех участников было получено 
информированное согласие на проведение исследования.

ДНК выделяли методом фенольно-хлороформной 
экстракции. Генотипирование полиморфного варианта 
rs3834129(CASP8) проводили с помощью ПЦР с после-
дующим разделением полученных фрагментов в 7 % по-
лиакриламидном геле. Для анализа остальных поли морф-
ных маркеров использовали аллель-специфичную ПЦР, с 
последующим анализом полученных фрагментов в 2 % 
агарозном геле. Подбор праймеров осуществляли с по-
мощью базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
snp) и онлайн-ресурса (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/). Последовательности праймеров и размеры 
фрагментов представлены в табл. 2.

Статистический анализ отдельных полиморфных ва-
риантов выполняли с помощью средств языка програм-
мирования R и пакета SNPassoc. Для анализа отклонения 

полученных частот генотипов от равновесия Харди–Вайн-  
берга применяли точный тест Фишера. При поиске ас-
социаций с заболеванием использовали логистический 
регрессионный анализ с учетом пяти возможных моделей 
наследования (кодоминантной, доминантной, рецессив-
ной, сверхдоминантной и аддитивной). Лучшую модель 
выбирали по информационному критерию Акаике. Поли-
морфный маркер считали ассоциированным с признаком 
при P < 0.05. 

Поиск сочетаний аллелей генотипов, ассоциирован-
ных с заболеванием, проводили с использованием метода 
Мон те-Карло и цепей Маркова с помощью программного 
обес печения APSampler (Favorov et al., 2005). Критериями 
отбора найденных сочетаний были P < 0.05 после проце-
дуры Бенджамини–Хохберга (FDR) и OR < 0.3 (OR – от-
ношение шансов odds ratio) (для протективных маркеров) 
или OR > 3 (для маркеров повышенного риска).

Для выявления возможного нелинейного взаимодей-
ствия (синергии) между двумя элементами найденных 

Таблица 1. Перечень включенных в исследование полиморфных вариантов и их локализация

Полиморфный маркер Хромосомная локализация 
(GRCh38.p14) 

Ген,
локализация

Продукт гена

rs1205
g.159712443C>T,  
2042C>T

1:159712443 CRP
3’-нетранслируемый регион

С-реактивный белок

rs3834129
g.201232809_201232814del,  
-654(6)I/D

2:201232809-201232814 CASP8
промотор

Каспаза 8

rs3732378
g.39265671G>A,  
c.935C>T, T280M

3:39265671 CX3CR1
2 экзон

Рецептор к фракталкину

rs1800795
g.22727026C>G,  
-174C>G

7:22727026 IL6
промотор

Интерлейкин 6

rs662
g.95308134T>C,  
c.575A>G, Q192R

7:95308134 PON1
6 экзон

Параоксоназа 1

rs7493
g.95405463G>C,  
c.932C>G, S311C

7:95405463 PON2
9 экзон

Параоксоназа 2

rs10098474
g.10054107C>T,  
-410C>T

8:10054107 MSRA
промотор

Метионин сульфоксид редуктаза А

rs1001179
g.34438684C>T,  
-262C>T

11:34438684 CAT
промотор

Каталаза

rs1695
g.67585218A>G  
c.313A>G I105V

11:67585218 GSTP1
5 экзон

Глутатион S трансфераза P1

rs1042522
g.7676154G>C,  
с.98C>G, P72R

17:7676154 TP53
4 экзон

Транскрипционный фактор р53

rs1024611
g.34252769A>G,  
-2518A>G

17:34252769 CCL2
5’-конец

Хемокин CCL2

rs12454712
g.63178651T>C

18:63178651 BCL2
2 интрон

Ингибитор апоптоза BCL2
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Таблица 2. Последовательности праймеров и размеры амплифицированных фрагментов

Маркер Праймеры Аллели (размер фрагментов, п. о.)

rs1205*CRP F 5’-aga aaa cag ctt gga ctc act ca-3’
R 5’-tga gag gac gtg aac ctg gg-3’
С 5’-cca gtt tgg ctt ctg tcc tga c-3’
T 5’-ttg cca cat gga gag aga cta-3’

ВК* (235)
*T (195)
*С (85)

rs3834129*CASP8 F 5’-ggt ccc cgc tgt taa cat ttt gat-3’
R 5’-ccg agg aag gca ctg aga cg-3’

*D (126)
*I (132)

rs3732378*CX3CR1 F 5’-tgc tgc tca gaa cac ttc ca-3’
R 5’-cct tct ggt ggt cat cgt gt-3’
A 5’-caa caa tgg cta aat gca atc a-3’
G 5’-ccc tca gtg tga ctg aga c-3’

ВК (323)
A (163)
G (201)

rs1800795*IL6 F 5’-ctt cgt gca tga ctt cag ctt-3’
R 5’-gag act cat ggg aaa atc cca ca-3’
C 5’-ccc cta gtt gtg tct tgt c-3’
G 5’-aat gtg acg tcc ttt agt atc-3’

ВК (279)
*G (179)
*C (139)

rs662*PON1 F 5’-cta gca cga agg ctc cat cc-3’
R 5’-cca cta cat ttc aga gag ttc aca-3’
G 5’-ccc aaa tac atc tcc cag cat c-3’
A 5’-tat ttt ctt gac ccc tac tta ca-3’

ВК (351)
G (222)
A (173)

rs7493*PON2 F 5’-cat gtc ccc tta atc agt gtg-3’
R 5’-tga gca gct tcc cat cat aca-3’
C 5’-tag tca ctg tag gct tct gag-3’
G 5’-ccg cat cca gaa cat tca atg-3’

ВК (224)
C (152)
G (113)

rs10098474*MSRA F 5’-cct tgct ccc gta ttt tgg c-3’ 
R 5’-cct gtc gta cga agt acg tg-3’
C 5’-gtc ctc ttc tat ctt act gag c-3’
T 5’-cga ctt cgc agt tta gca gta-3’

ВК (337)
T (243)
C (136)

rs1001179*CAT F 5’-ata gct atg gag cgc aag gc-3’
R 5’-ggc ctg aag acc gga gat ac-3’
C 5’-gcc ctg ggt tcg gct atc-3’
T 5’-gcc ctg ggt tcg gct att-3’

ВК (236)
C,T (117)**

rs1695* GSTP1 F 5’-tct cat cct tcc acg cac at-3’
R 5’-caa gcc acc tgag ggg taa g-3’
A 5’-gtt ggt gta gat gag gga gat-3’
G 5’-gac ctc cgc tgc aaa tac g-3’

ВК (333)
G (132)
A (240)

rs1042522*TP53 F 5’-tca ccc atc tac agt ccc cct-3’
R 5’-ata cgg cca ggc att gaa gt-3’
C 5’-cca gag gct gct ccc gc-3’
G 5’-tgg tgc agg ggc ctc cc-3’

ВК (345)
G (149)
C (229)

rs1024611*CCL2 F 5’-cgg gcc cag tat ctg gaa tg-3’ 
R 5’-ctg gaa agt gac ttg gcc ttt g-3’
G 5’-gaa agt ctt ctg gaa agt gac-3’
A 5’-agt ggg agg cag aca gct a-3’

ВК (273)
G (201)
A (111)

rs12454712*BCL2 F 5’-ctt cct ggt ttc ttt gcc agg-3’
R 5’-atc act cct caa agg cgc ag-3’
T 5’-gcc cca gac tca ctt gcgt-3’
C 5’-ggt gtt gca aca tcc atc acg-3’

ВК (306)
Т (200)
С (145)

  * ВК – внутренний контроль.
** Сначала проводилось тестирование на наличие редкого аллеля *Т, затем при положительном тесте проба тестировалась  
на наличие аллеля *С.

сочетаний рассчитывали показатель SF (synergy factor) 
(Cor tina-Borja al., 2009). Фактор синергии рассматривался 
как значимый, если при P < 0.05 и значение 95 % СI для SF 
не пересекало 1. При построении предиктивных моделей 
(с помощью SPSS v. 22) использовали метод многофактор-
ной логистической регрессии с пошаговым включением 
переменных, в качестве которых были изу ченные поли-
морфные варианты с учетом выбранной оп тимальной мо-
дели и парные сочетания со значимым показателем SF.

Результаты
Результаты анализа распределения частот генотипов изу-
ченных полиморфных вариантов представлены в табл. 3. 
В контрольной группе все полученные распределения 
частот генотипов исследованных локусов соответствуют 
равновесному распределению Харди–Вайнберга.

Анализ ассоциаций полиморфных локусов с ИМ выявил 
статистически значимые результаты для полиморфных ва-
риантов генов CX3CR1 (rs3834129), MSRA (rs10098474), 
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Таблица 3. Распределение частот генотипов по изученным полиморфным вариантам  
и результаты анализа ассоциаций с инфарктом миокарда

Ген,
маркер

Генотип Контроль Больные P* Результаты логистического анализа

N (%) N (%) Модель** P OR  
95 % CI

CRP
rs1205

C/C    98 (32.67)    81 (28.93) 0.906 Рецессивная –  
C/C+C/T vs T/T

0.099 1.4
0.94–2.08C/T 146 (48.67) 131 (46.79)

T/T    56 (18.67)    68 (24.29)

CASP8
rs3834129

I/I 124 (39.87) 102 (36.43) 0.47 Доминантная –  
I/I vs I/D+D/D

0.39 1.16
0.83–1.61I/D 140 (45.02) 132 (47.14)

D/D    47 (15.11)    46 (16.43)

CX3CR1
rs3732378

G/G 215 (70.49) 156 (55.71) 0.099 Сверхдоминантная –  
G/G+A/A vs A/G

0.0002 1.9
1.35–2.67A/G    77 (25.25) 112 (40)

A/A    13 (4.26)    12 (4.29)

IL6
rs1800795

C/C    38 (12.54)    26 (9.29) 0.326 Сверхдоминантная – 
G/G+C/C vs C/G

0.111 1.3
0.94–1.81C/G 151 (49.83) 158 (56.43)

G/G 114 (37.62)    96 (34.29)

PON1
rs662

T/T 143 (46.58) 139 (50.18) 0.3 Лог-аддитивная –  
аллель *С (0, 1, 2)

0.259 0.87
0.68–1.11T/C 127 (41.37) 112 (40.43)

C/C    37 (12.05)    26 (9.39)

PON2
rs7493

G/G 136 (44.88) 118 (44.36) 0.52 Рецессивная –  
G/G+G/C vs C/C

0.326 1.27
0.79–2.06G/C 130 (42.9) 108 (40.6)

C/C    37 (12.21)    40 (15.04)

MSRA
rs10098474

T/T 152 (50) 106 (39.85) 0.494 Доминантная –  
T/T vs T/C+C/C

0.015 1.51
1.08–2.11T/C 122 (40.13) 133 (50)

C/C    30 (9.87)    27 (10.15)

CAT
rs1001179

C/C 207 (70.65) 179 (66.54) 0.138 Лог-аддитивная – 
аллель *Т (0, 1, 2)

0.277 1.18
0.88–1.57C/T    74 (25.26)    76 (28.25)

T/T    12 (4.1)    14 (5.2)

GSTP1
rs1695

A/A 142 (48.46) 129 (47.78) 0.343 Рецессивная–  
A/A+A/G vs G/G

0.209 1.38
0.84–2.27A/G 119 (40.61) 102 (37.78)

G/G    32 (10.92)    39 (14.44)

TP53
rs1042522

C/C 155 (50) 134 (53.17) 0.228 Лог-аддитивная – 
аллель *G (0, 1, 2)

0.405 0.9
0.7–1.16C/G 122 (39.35)    95 (37.7)

G/G    33 (10.65)    23 (9.13)

CCL2
rs1024611

A/A 169 (54.34) 131 (46.79) 0.552 Рецессивная –  
A/A+A/G vs G/G

0.0007 2.63
1.47–4.72A/G 124 (39.87) 110 (39.29)

G/G    18 (5.79)    39 (13.93)

BCL2
rs12454712

T/T    119 (38.26)    86 (30.71) 0.72 Лог-аддитивная – 
аллель *С (0, 1, 2)

0.005 1.38
1.1–1.73T/C 144 (46.3) 125 (44.64)

C/C    48 (15.43)    69 (24.64)

  * Точный тест на соответствие равновесию Харди–Вайнберга для контрольной группы. 
** Модель выбирали по результатам информационного критерия Акаике.

CCL2 (rs1024611) и BCL2 (rs12454712). Следует отметить, 
что после введения поправки Бенджамини–Хохберга 
(множественных сравнений) значимыми остались лишь 
результаты для генов CCL2 и CX3CR1. 

С помощью программного обеспечения APSamp ler, 
использующего динамический метод Монте-Карло, нами 
проведен анализ возможных сочетаний изученных по-
лигенных вариантов, ассоциированных с высоким рис-

ком ИМ. Выявлены сочетания с бóльшими показателями 
OR и P, чем компоненты этих сочетаний (табл. 4). При 
этом в составе сочетаний встречаются не только варианты 
генов CX3CR1, MSRA, CCL2 и BCL2, полученные в ходе 
анализа отдельных ло кусов, но и варианты генов CRP, 
CASP8, PON2, CAT, IL6, GSTP1, TP53. 

Для выявления возможных нелинейных взаимодей-
ствий в обнаруженных сочетаниях мы провели расчет 
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Таблица 4. Сочетания аллелей/генотипов изученных полиморфных вариантов,  
ассоциированные с риском развития инфаркта миокарда

Сочетание Контроль, % Больные, % P PFDR OR 95 % CIOR

CAT*C/T+ MSRA*C+CRP*C+CX3CR1*A 0.34    7.17 5.91 × 10–6 0.0117 22.48 2.99–169.1

CX3CR1*A/G+CASP8*I/I 6.89 18.93 8.70 × 10–6 0.0142    3.16 1.85–5.39

GSTP1*G+MSRA*C+CRP*T+CASP8*I+IL6*C/G 3.42 13.64 8.88 × 10–6 0.0141    4.45 2.16–9.17

PON2*G+CAT*T+MSRA*C+CRP*C+CX3CR1*A 0.69    7.92 9.47 × 10–6 0.0146 12.39 2.88–53.39

CAT*T+MSRA*T/C+CASP8*D+BCL2*C 1.71 10.19 1.10 × 10–5 0.0143    6.5 2.47–17.17

MSRA*C+CX3CR1*A+TP53*C/C+IL6*C 2.00 10.71 1.29 × 10–5 0.0132    5.88 2.39–14.48

CX3CR1*A+CASP8*I/I+TP53*C+IL6*C 0.33 13.10 1.48 × 10–5 0.0135    4.4 2.12–9.12

PON2*G/G+MSRA*C+CX3CR1*A+IL6*C 1.68    9.77 1.76 × 10–5 0.014    6.32 2.39–16.72

PON2*G+CCL2*G/G+CASP8*D+IL6*C 1.00    7.89 3.27 × 10–5 0.016    8.46 2.49–28.69

CRP*T+CCL2*G/G+TP53*C 1.34    8.33 6.73 × 10–5 0.0143    6.7 2.27–19.8

CAT*T+GSTP1*A/A+MSRA*C+CX3CR1*A 0.34    5.70 1 × 10–4 0.0145 17.6 2.31–134.2

Таблица 5. Коэффициенты уравнения  
логистической регрессии для многофакторной модели 
расчета генетического риска развития инфаркта миокарда

Предиктор B P OR 95 % CIOR

CCL2*G/G 1.06 0.0023 2.89 1.46–5.71

BCL2*C (x0. 1. 2) 0.29 0.0300 1.33 1.03–1.73

MSRA*C+CRP*C 0.71 0.0009 2.03 1.34–3.08

CRP*T/T 0.71 0.0063 2.04 1.22–3.39

CASP8*D 0.69 0.0028 1.99 1.27–3.12

CX3CR1*G/A+CASP8*I/I 1.25 0.0003 3.50 1.76–6.95

CRP*T+IL6*G/C 0.48 0.0172 1.61 1.09–2.38

CAT*C/T+CX3CR1*A 0.72 0.0388 2.05 1.04–4.03

CAT*T+MSRA*C 0.76 0.0020 2.15 1.32–3.49

Константа –1.87 9 × 10–11 0.15

ROC-анализ эффективности модели, построенной на основе гене-
тических маркеров индивидуального риска развития инфаркта 
 миокарда.

SF-фак тора между всеми возможными парами локу-
сов, вхо дящими в состав. В результате ана лиза было полу-
чено пять статистически значимых пар: CAT*T+MSRA*C  
(SF = 2.57, 95 % CISF 1.23–5.4, Z = 2.50, P = 0.01),  
CAT*C/T+CX3CR1*A (SF = 2.45, 95 % CISF 1.08–5.56,  
Z = 2.15, P = 0.03), CX3CR1*A/G+CASP8*I/I (SF = 4.71,  
95 % CISF 2.22–10.01, Z = 4.03, P = 5.6 × 10–5), 
CRP*T+IL6*C/G (SF = 2.42, 95 % CISF 1.19–4.94, Z = 2.44, 
P = 0.015), MSRA*C+CRP*C (SF = 2.56, 95 % CISF 1.12–
5.86, Z = 2.22, P = 0.027). Таким образом, результаты дают 
основание предполагать, что для перечисленных пар на-
блюдается синергетический эффект.

Далее для построения получения прогностической мо-
дели развития ИМ был проведен многофакторный логи-
стический регрессионный анализ с пошаговым включе-
нием наиболее значимых предикторов (в качестве пре-
дикторов выступали отдельные полиморфные варианты, 
а также выявленные в ходе SF-анализа значимые парные 
комбинации). Перечень предикторов, вошедших в конеч-
ную модель, представлен в табл. 5. Таким образом, нами 
получена модель для расчета генетического риска разви-
тия ИМ, которая, по результатам ROC-анализа, обладает 
достаточно высокой прогностической эффективностью 
(AUC = 0.71 РAUC = 1.7 × 10–16)  (см. рисунок). 

Обсуждение
Основной целью данного исследования было выявление 
информационно значимых предикторов риска ИМ. Полу-
ченные нами результаты свидетельствуют об участии в 
формировании предрасположенности к ИМ генов, коди-
рующих белки, участвующие в воспалительном ответе, 
антиоксидантной защите и апоптозе, что согласуется с 
современными представлениями об этиопатогенезе ИБС. 
Действительно, следствие окислительного стресса – про-
цессы перекисного окисления липидов, окисление бел-
ков, которые рассматриваются как факторы повреждения 
эндотелия сосудов, приводящих к активации процессов 
воспаления или апоптоза. Причем на ранних этапах ате-
рогенеза апоптоз может рассматриваться как протектив-
ный фактор, тогда как на более поздних этапах апоптоз 
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является фактором дестабилизации атеросклеротической 
бляшки и активации процессов тромбообразования – не-
посредственной причины развития инфаркта миокарда. 

Фракталкин (CX3CL1) через свой рецептор (CX3CR1) 
на ранних стадиях атерогенеза запускает хемотаксис и 
адгезию моноцитов в области атеросклеротического по-
вреждения (Schulz et al., 2007). Данный хемокин также 
оказывает антиапоптотическое действие на гладкомышеч-
ные клетки и моноциты, содействует пролиферации и ми-
грации гладкомышечных клеток, что способствует 
формированию и росту атеросклеротической бляшки 
(Liu et al., 2010). rs3732378 в гене CX3CR1 определяет 
замену аминокислоты треонина на метионин. В работе 
(McDer mott et al., 2003) показано, что рецептор с 280M (ал-
лель *А) менее эффективно связывается с фракталкином, 
т. е. аллель *A рассматривался в качестве протективного 
фактора по отношению к атеросклерозу. В то же время 
если на ранних стадиях атерогенеза снижение активности 
системы CX3CL1-CX3CR1 тормозит развитие заболева-
ния, то на более поздних стадиях этот же эффект может 
приводить к апоптозу моноцитов и пенистых клеток, 
прогрессированию заболевания и тромбозу (Landsman et 
al., 2009; Van Vré et al., 2012). 

Протеаза CASP8 относится к цистеиновым протеазам, 
запускает каскад реакций, конечный итог которых – апо-
птоз клетки (Ho, Hawkins, 2005). В работе (Sun et al., 2007)  
показано, что делеция шести пар нуклеотидов в промо-
торной области гена CASP8 (rs3834129) нарушает сайт 
связывания для стимулирующего протеина (sp1) и снижа-
ет транскрипционную активность гена. В этой же работе 
в опытах in vivo продемонстрировано, что вариант деле-
ции 6N связан с более низкой апоптотической реактивно-
стью Т-лимфоцитов при стимуляции раковыми клетками. 
Исходя из этого, выявленный нами вариант CX3CR1*G/
A+CASP8*I/I может быть ассоциирован с повышенной 
апоптотической активностью и дестабилизацией атеро-
склеротической бляшки. В то же время для носителей ал- 
леля rs3834129*D снижение апоптотической активности 
на более ранних этапах атерогенеза может способствовать 
прогрессированию заболевания, что подтверждается ре-
зультатами исследования данного полиморфного вариан-
та на выборке из русской этнической группы из Ново-
сибирска, где продемонстрирована связь генотипа *D/D 
с прогрессирующим атеросклерозом (Максимов и др., 
2022). 

Каталаза относится к группе антиоксидантных фермен-
тов, катализирует разложение образующего в процессах 
биологического окисления пероксида водорода на воду и 
молекулярный кислород, обеспечивает защиту клеток от 
повреждения продуктами свободно-радикального окисле-
ния. В работе (Yang et al., 2004) показано, что у мышей с 
ApoE-/- и повышенной экспрессией каталазы наблюдается 
замедление развития атеросклероза. 

Сведения об ассоциации полиморфного варианта 
rs1001179*CAT с активностью фермента противоречивы. 
Так, для американцев европейского происхождения пока-
зана прямая корреляция активности каталазы аллелем *С, 
причем различия в уровне активности каталазы суще-
ственно варьируют, в зависимости от уровня употребления 
фруктов и овощей (Ahn et al., 2006); у итальянцев, больных 

хроническим лимфолейкозом, продемонстрировано, что 
для носителей аллеля *Т характерен более низкий уро-
вень метилирования и более высокий уровень экспрессии  
гена CAT (Galasso et al., 2022). В работе (Ershova et al., 
2016) на популяционных выборках из русских и бурят 
показано, что у носителей генотипа *T/T обнаружены 
более низкие концентрации диеновых конъюгатов, чем у 
носителей аллеля *С, что дает основания предполагать о 
большей активности каталазы для лиц с генотипом *T/T. 

Таким образом, обнаруженное нами сочетание 
CAT*C/ T+CX3CR1*A может быть связано с более высо-
кой активностью каталазы, одним из эффектов которой 
являются ингибирование пролиферации и индукция 
апоптоза глад комышечных клеток сосудов (Brown et al., 
1999) со стороны каталазы, и снижением ингибирующе-
го воздействия на апоптоз гладкомышечных клеток со 
стороны фракталкина и его рецептора. 

Метионин сульфоксид редуктаза А (MSRA) катализи-
рует восстановление метионин сульфоксида в исходный 
метионин. Считается, что снижение активности MSRA 
приводит к снижению устойчивости клеток к окислитель-
ному стрессу. В работе (Xu et al., 2020) показана способ-
ность MSRA восстанавливать антиатерогенную функцию 
окисленных липопротеинов высокой плотности. Ранее 
нами было установлено, что генотип *T/T полиморфного 
локуса rs10098474 в составе сочетания из полиморфных 
локусов генов CAT (rs1001179) и GPX1 (rs1050450) чаще 
встречается среди лиц, достигших возраста старше 90 лет 
(Эрдман и др., 2021), что соответствует полученным нами 
результатам о негативном вкладе аллеля *С в формиро-
вание наследственной предрасположенности к инфаркту 
миокарда.

Согласно результатам ряда исследований, генотип *T/T 
полиморфного варианта rs1205 (CRP) ассоциирован с 
более низким пониженным содержанием CRP в плазме 
крови для европейцев (Kolz et al., 2008), американцев 
европейского происхождения (Lange et al., 2006), жителей 
восточной Мексики (Reynoso-Vilalpando et al., 2021). CRP 
обладает выраженными провоспалительными эффектами: 
по данным (Pasceri et al., 2000), он стимулирует экспрес-
сию молекул межклеточной адгезии хемокинов. В работе 
(Fujii et al., 2006) отмечено, что CRP может уве личивать 
выделение активных форм кислорода и индуцировать 
апоптоз прогениторных эндотелиальных клеток, что спо-
собствует эндотелиальной дисфункции. 

В то же время отмечаются и противоатерогенные свой-
ства – CRP связывает модифицированные липопротеины 
низкой плотности (Tabuchi et al., 2007), как следствие, он 
может предотвращать образование пенистых клеток и 
ограничивать активацию комплемента. Также продемон-
стрировано, что CRP ингибирует окисление липопротеи-
нов низкой плотности (Badimon et al., 2018). В полученной 
нами модели генотип *T/T полиморфного варианта rs1205 
является фактором риска ИМ, что согласуется с данными 
о протективных свойствах CRP. Нами было обнаруже-
но также неблагоприятное синергетическое взаимодей-
ствие в сочетании MSRA*C+CRP*C. Вероятно, аллель *С 
rs10098474 гена MSRA связан со снижением активности 
фермента и, как следствие, снижением устойчивости кле-
ток к окислительному стрессу, тогда, как уже отмечалось, 
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что CRP способен увеличивать выделение активных форм 
кислорода, что может усиливать негативное влияние ука-
занной комбинации.

Проатерогенная роль хемокина CCL2 (MCP1 – одного 
из основных факторов, обеспечивающих хемотаксис им-
мунокомпетентных клеток к очагу повреждения), проде-
монстрирована в работах (Aiello et al., 1999; Öhman et 
al., 2010). Генотип *G/G rs1024611*CCL2, по данным 
(McDermott et al., 2005), ассоциирован с повышенным 
содержанием CCL2 в плазме и ИМ. Связь генотипа 
CCL2*G/G с повышенным риском ИБС подтверждена 
результатами метаанализа европейских популяций, тогда 
как для популяций Азии статистически значимых резуль-
татов не получено (Bai et al., 2015). 

BCL2 – ингибитор апоптоза, внутриклеточный белок, 
основной представитель семейства BCL2. Аллель С по-
лиморфного варианта rs12454712 способен связываться 
с транскрипционным фактором ZNF329, который уве-
личивает экспрессию гена BCL2 (Dong et al., 2021). Как 
уже отмечалось, на более поздних стадиях атеросклероза 
активация апоптоза играет негативную роль. В то же время 
апоптоз может быть существенным фактором в ограниче-
нии гиперплазии интимы при атеросклерозе, кроме того, 
апоптоз макрофагов может быть фактором чрезмерного 
ограничения воспалительного ответа (Владимирская и 
др., 2015). 

Заключение
Наши результаты можно рассматривать как промежуточ-
ные, поскольку полученная модель носит ограниченную 
предсказательную способность (что, вероятно, можно 
компенсировать введением дополнительных предикто-
ров). Кроме того, данная модель нуждаeтся в подтверж-
дении на альтернативных выборках. Тем не менее они 
дают основание предполагать, что полиморфные вариан-
ты rs1205*CRP, rs3732378*CX3CR1, rs1800795*IL6, 
rs1024611*CCL2, rs3834129*CASP8, rs1042522*TP53, 
rs12454712*BCL2, rs1001179*CAT, rs10098474*MSRA 
вносят существенный вклад в формирование наследст-
венной предрасположенности к развитию ИМ. Было про-
демонстрировано, что выявленные синергетические взаи-
модействия между генотипами/аллелями в сочетаниях 
CX3CR1*A/G и CASP8*I/I, MSRA*C и CRP*C, CAT*С/T 
и MSRA*C, CAT*C/T и CX3CR1*A могут существенно 
влиять на полученную предсказательную модель. Учет 
характера этих взаимодействий – предмет для дальней-
шего анализа.

Список литературы / References
Владимирская Т.Э., Швед И.А., Демидчик Ю.Е. Значение апоптоза 

гладкомышечных клеток и макрофагов стенки коронарной ар-
терии в патогенезе атеросклероза. Изв. Национальной академии 
наук Беларуси. Серия медицинских наук. 2015;(3):69-74

 [Vladimirskaya T.E., Shved I.A., Demidchik Yu.E. importance 
of the apoptosis of smooth muscle cells and macrophages of the 
coronary artery wall in the pathogenesis of atherosclerosis. Vescì 
Nacyânalʹnaj Akadèmìì Navuk Belarusì. Seryâ Medycynskìh Na-
vuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. 
Medical series. 2015;(3):69-74 (in Russian)]

Максимов В.Н., Пархоменко О.М., Ложкина Н.Г., Гуражева А.А., 
Максимова С.В., Иванова А.А. Некоторые молекулярно-генети-

ческие маркеры прогрессирующего атеросклероза у пациентов 
с ишемической болезнью сердца. Атеросклероз. 2022;18(1): 
6-13. DOI 10.52727/2078-256X-2022-18-1-6-13 

 [Maksimov V.N., Parkhomenko O.М., Lozhkina N.G., Gurazhe-
va A.A., Maksimova S.V., Ivanova A.A. Some molecular genetic 
markers of progressive atherosclerosis in patients with coronary 
heart disease. Ateroscleroz. 2022;18(1):6-13. DOI 10.52727/2078-
256X-2022-18-1-6-13 (in Russian)]

Сабгайда Т.П., Зубко А.В., Семенова В.Г. Результативность феде-
рального проекта «Борьба с сердечно-сосудистыми заболева-
ния ми» в контексте предотвратимых причин в городских и сель-
ских поселениях России. Вопросы управления. 2023;(2):71-85. 
DOI 10.22394/2304-3369-2023-2-71-85

 [Sabgayda T.P., Zubko A.V., Semyonova V.G. Effectiveness of the 
Federal project “Fight against cardiovascular diseases” in the context 
of preventable causes of death in the Russian urban and rural settle-
ments. Voprosy Upravleniya = Management Issues. 2023;(2):71-85. 
DOI 10.22394/2304-3369-2023-2-71-85 (in Russian)]

Шальнова С.А., Драпкина О.М., Куценко В.А., Капустина А.В., 
Муромцева Г.А., Яровая Е.Б., Баланова Ю.А., Евстифеева С.Е., 
Имаева А.Э., Шляхто Е.В., Бойцов С.А., Астахова З.Т., Барба-
раш О.Л., Белова О.А., Гринштейн Ю.И., Ефанов А.Ю., Калачи-
кова О.Н., Кулакова Н.В., Недогода С.В., Ротарь О.П., Трубаче-
ва И.А., Черных Т.М. Инфаркт миокарда в популяции некоторых 
регионов России и его прогностическое значение. Рос. кардиол. 
журн. 2022;27(6):9-19. DOI 10.15829/1560-4071-2022-4952

 [Shalnova S.A., Drapkina O.M., Kutsenko V.A., Kapustina A.V., 
Muromtseva G.A., Yarovaya E.B., Balanova Yu.A., Evstifeeva S.E., 
Imaeva A.E., Shlyakhto E.V., Boytsov S.A., Astakhova Z.T., Bar-
barash O.L., Belova O.A., Grinshtein Yu.I., Efanov A.Yu., Kala-
chikova O.N., Kulakova N.V., Nedogoda S.V., Rotar O.P., Tru ba-
cheva I.A., Chernykh T.M. Myocardial infarction in the population 
of some Russian regions and its prognostic value. Rossiyskiy Kar
diologicheskiy Zhurnal = Russian Journal of Cardiology. 2022; 
27(6):9-19. DOI 10.15829/1560-4071-2022-4952 (in Russian)]

Эрдман В.В., Туктарова И.А., Данилко К.В., Тимашева Я.Р., Вик-
торова Т.В., Насибуллин Т.Р. Полигенный анализ генетических 
маркеров долголетия с использованием программы APSampler. 
В: Современные проблемы биохимии, генетики и биотехноло-
гии. Материалы III Всерос. науч. конф. с международным учас-
тием. Уфа, 21–23 сентября 2021 г. Уфа: Башкир. гос. ун-т, 2021; 
245-250. DOI 10.33184/spbgb-2021-09-21.50

 [Erdman V.V., Tuktarova I.A., Danilko K.V., Timasheva Ya.R., Vik-
torova T.V., Nasibullin T.R. Polygenic analysis of genetic markers of 
longevity using the APSampler program. Book of papers of Russian 
conf. “Modern Problems of Biochemistry, Genetics and Biotechno-
logy”, 21-23 Sep. 2021. Ufa, Russia, 2021;245-250. DOI 10.33184/
spbgb-2021-09-21.50 (in Russian)]

Ahn J., Nowell S., McCann S.E., Yu J., Carter L., Lang N.P., Kadlubar 
F.F., Ratnasinghe L.D., Ambrosone C.B. Associations between cata-
lase phenotype and genotype: modification by epidemiologic fac-
tors. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 2006;15(6):1217-1222. 
DOI 10.1158/1055-9965.EPI-06-0104

Aiello R.J., Bourassa P.A.K., Lindsey S., Weng W., Natoli E., Rol-
lins B.J., Milos P.M. Monocyte chemoattractant protein-1 accele-
rates atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice. Arterio-
scler. Thromb. Vasc. Biol. 1999;19(6):1518-1525. DOI 10.1161/01.
ATV.19.6.1518

Assmann G., Cullen P., Schulte H. Simple scoring scheme for calculat-
ing the risk of acute coronary events based on the 10-year follow-up 
of the prospective cardiovascular Munster (PROCAM) study. Circu-
lation. 2002;105(3):310-315. DOI 10.1161/hc0302.102575

Badimon L., Peña E., Arderiu G., Padró T., Slevin M., Vilahur G., Chiva-
Blanch G. C-reactive protein in atherothrombosis and angioge nesis. 
Front. Immunol. 2018;9:430. DOI 10.3389/fimmu.2018.00430

Bai X.Y., Li S., Wang M., Qu X., Hu G., Xu Z., Chen M., He G.-W., 
Wu H. Association of monocyte chemoattractant protein‐1 (MCP‐1)‐
2518A>G polymorphism with susceptibility to coronary artery di-



T.R. Nasibullin, V.V. Erdman, Y.R. Timasheva 
I.A. Tuktarova, A.A. Petinseva, G.F. Korytina

800 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2024 • 28 • 7

Analysis of associations of polymorphic DNA markers 
with myocardial infarction

sease: A meta‐analysis. Ann. Hum. Genet. 2015;79(3):173-187. DOI 
10.1111/ahg.12105

Batty M., Bennett M.R., Yu E. The role of oxidative stress in athero-
sclerosis. Cells. 2022;11(23):3843. DOI 10.3390/cells11233843

Brown M.R., Miller F.J. Jr., Li W.G., Ellingson A.N., Mozena J.D., 
Chatterjee P., Engelhardt J.F., Zwacka R.M., Oberly L.W., Fang X., 
Spector A.A., Weintraub N.L. Overexpression of human catalase 
inhibits proliferation and promotes apoptosis in vascular smooth 
muscle cells. Circ. Res. 1999;85(6):524-533. DOI 10.1161/01.RES. 
85.6.524

Colditz G.A., Rimm E.B., Giovannucci E., Stampfer M.J., Rosner B., 
Willett W.C. A prospective study of parental history off myocardial 
infarction and coronary artery disease in men. Am. J. Cardiol. 1991; 
67(11):933-938. DOI 10.1016/0002-9149(91)90163-F

Cortina-Borja M., Smith A.D., Combarros O., Lehmann D.J. The syner-
gy factor: a statistic to measure interactions in complex diseases. 
BMC Res. Notes. 2009;2(1):105. DOI 10.1186/1756-0500-2-105

Domingo J., Baeza-Centurion P., Lehner B. The causes and consequen-
ces of genetic interactions (epistasis). Annu. Rev. Genomics Hum. 
Genet. 2019;20:433-460. DOI 10.1146/annurev-genom-083118- 
014857

Dong S.S., Zhu D.L., Zhou X.R., Rong Y., Zeng M., Chen J.B., 
 Jiang F., Tuo X.M., Feng Z., Yang T.L., Guo Y. An intronic risk SNP 
rs12454712 for central obesity acts as an allele-specific enhancer 
to regulate BCL2 expression. Diabetes. 2021;70(8):1679-1688. DOI 
10.2337/db20-1151

Ershova O.A., Bairova T.A., Kolesnikov S.I., Kalyuzhnaya O.V., Da-
renskaya M.A., Kolesnikova L.I. Oxidative stress and catalase gene. 
Bull. Exp. Biol. Med. 2016;161(3):400-403. DOI 10.1007/s10517-
016-3424-0

Favorov A.V., Andreewski T.V., Sudomoina M.A., Favorova O.O., Par-
migiani G., Ochs M.F. A Markov chain Monte Carlo technique for 
identification of combinations of allelic variants underlying com-
plex diseases in humans. Genetics. 2005;171(4):2113-2121. DOI 
10.1534/genetics.105.048090

Fujii H., Li S.H., Szmitko P.E., Fedak P.W., Verma S. C-reactive pro-
tein alters antioxidant defenses and promotes apoptosis in endothe-
lial progenitor cells. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006;26(11): 
2476-2482. DOI 10.1161/01.ATV.0000242794.65541.02

Galasso M., Dalla Pozza E., Chignola R., Gambino S., Cavallini C., 
Quaglia F.M., Lovato O., Dando I., Malpeli G., Krampera M., Dona-
delli M., Romanelli M.G., Scupoli M.T. The rs1001179 SNP and 
CpG methylation regulate catalase expression in chronic lympho-
cytic leukemia. Cell. Mol. Life Sci. 2022;79(10):521. DOI 10.1007/
s00018-022-04540-7

Ho P.K., Hawkins C.J. Mammalian initiator apoptotic caspases. 
FEBS J. 2005;272(21):5436-5453. DOI 10.1111/j.1742-4658. 
2005.04966.x

Kolz M., Koenig W., Müller M., Andreani M., Greven S., Illig T., 
Khuseyinova N., Panagiotakos D., Pershagen G., Salomaa V., Su-
nyer J., Peters A. DNA variants, plasma levels and variability of 
C-reactive protein in myocardial infarction survivors: results from 
the AIRGENE study. Eur. Heart J. 2008;29(10):1250-1258. DOI 
10.1093/eurheartj/ehm442

Landsman L., Bar-On L., Zernecke A., Kim K.-W., Krauthgamer R., 
Shagdarsuren E., Lira S.A., Weissman I.L., Weber C., Jung S. 
 CX3CR1 is required for monocyte homeostasis and atherogenesis by 
promoting cell survival. Blood. 2009;113(4):963-972. DOI 10.1182/
blood-2008-07-170787

Lange L.A., Carlson C.S., Hindorff L.A., Lange E.M., Walston J., 
Durda J.P., Cushman M., Bis J.C., Zeng D., Lin D., Kuller L.H., 
Nickerson D.A., Psaty B.M., Tracy R.P., Reiner A.P. Association of 
polymorphisms in the CRP gene with circulating C-reactive protein 
levels and cardiovascular events. JAMA. 2006;296(22):2703-2711. 
DOI 10.1001/jama.296.22.2703

Liu H., Jiang D., Zhang S., Ou B. Aspirin inhibits fractalkine expres-
sion in atherosclerotic plaques and reduces atherosclerosis in ApoE 
gene knockout mice. Cardiovasc. Drugs Ther. 2010;24(1):17-24. 
DOI 10.1007/s10557-009-6210-7

McDermott D.H., Fong A.M., Yang Q., Sechler J.M., Cupples L.A., 
Merrel M.N., Wilson P.W.F., D’Agostino R.B., O’Donnell Ch.J., 
Patel D.D., Murphy P.M. Chemokine receptor mutant CX3CR1-
M280 has impaired adhesive function and correlates with protection 
from cardiovascular disease in humans. J. Clin. Invest. 2003;111(8): 
1241-1250. DOI 10.1172/JCI16790

McDermott D.H., Yang Q., Kathiresan S., Cupples L.A., Massaro J.M., 
Keaney J.F., Larson M.G., Vasan R.S., Hirschhorn J.N., O’Don-
nell C.J., Murphy Ph.M., Benjamin E.J. CCL2 polymorphisms are 
associated with serum monocyte chemoattractant protein-1 levels 
and myocardial infarction in the Framingham Heart Study. Circula-
tion. 2005;112(8):1113-1120. DOI 10.1161/CIRCULATIONAHA. 
105.543579
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